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Je suis apprivoisé



- Tu n’es pas d’ici, dit le renard, que cherches-tu?

-Je cherche les hommes, dit le petit prince. Qu’est-ce que signifie
“apprivoiser’?

- Les hommes, dit le renard, ils ont des fusils et il chassent. C’est bien génant!
Ils élevent aussi des poules. C’est leur seul intérét. Tu cherches des poules?
-Non, dit le petit prince. Je cherche des amis. Qu’est-ce que signifie
“apprivoiser”? _ _

- C’est une chose trop oubliée, dit le renard. Ca signifie “créer des liens...”

- Créer des liens?

- Bien sir, dit le renard. Tu n’es encore pour moi qu’un petit gargon tout
semblable a cent mille petits garcons. Et je n’ai pas besoin de toi. Et tu n’as
pas besoin de moi non plus. Je ne suis pour toi qu’un renard semblable a cent
mille renards. Mais si tu m’apprivoises, nous aurons besoin 1’un de ’autre. Tu

seras pour moi unique au monde. Je serai pour toi unique au monde...

“Le Petit Prince”

Antoine de Saint-Exupéry
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RESUMEN

Este trabajo es un estudio interdisciplinario de la ruptura de ésteres y fosfoésteres en
disolucién acuosa promovida por complejos de iones metalicos. Los catalizadores de procesos de
este tipo pueden aplicarse para resolver problemas ambientales como la detoxificacion de
pesticidas organofosforados o armas quimicas, y en biologia molecular, medicina e ingenieria
genética como “nucleasas quimicas”.

El objetivo principal es disefiar y estudiar complejos como catalizadores estableciendo
factores cinéticos y termodindmicos que controlan su reactividad hacia ésteres y fosfoésteres.

Se emplearon cationes metélicos de transicion, itrio y lantanidos coordinados con ligantes
aminoalcoholes aciclicos y oximas. Los sustratos estudiados incluyeron un éster y mono- di- y
trifosfoésteres 4-nitrofenilicos.

Los equilibrios en disolucidn acuosa entre los ligantes y metales usados se caracterizaron
mediante titulaciones potenciométricas y técnicas espectroscopicas (resonancia magnética
nuclear y masas). Con itrio y lantinidos con aminoalcoholes se encontraron series de hidroxo
complejos binucleares que son las especies cataliticamente activas. Con las oximas se forman
complejos oximato monomeéricos activos.

La catlisis mas efectiva en la ruptura de fosfodiésteres se observo con complejos
aminoalcohdlicos de Y(III) y lantanidos(ITI). Los resultados cinéticos se analizan conjuntamente
con datos de la literatura en términos de correlaciones de Brensted y de la estabilizacion del
estado de transicion. El sistema con lantanidos también es activo en la ruptura de ADN. Los
complejos oximato estudiados dan buenos efectos cataliticos y siguen la tendencia esperada:
éster>fosfotriéster>fosfomonoéster>fosfodiéster. Los sistemas cataliticos desarollados en este

trabajo tienen actividades comparables o mayores a las reportadas en literatura hasta la fecha.
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ABSTRACT

This work is an interdisciplinary study of the cleavage of carboxylic acid and phosphate
esters promoted by metal complexes in aqueous solutions. Sufficently active catalysts find
important applications as detoxifing agents against organophosphous compounds used as
pesticides and chemical weapons, and as “chemical nucieases” in molecular biology, medicinal
and genetic engineering researches. - 7

The main objective of this work is designing and testing metal complexes as catalysts
elucidating the kinetic and thermodynamic factors governing their reactivity.

Transition metals, lanthanide and yttrium cations in weakly basic solutions coordinated
with acyclic aminoalcohols and oxime ligands were employed. The substrates studied included an
ester and phosphe mono-, di- and trisustituted csters with the 4-nitrophenol leaving group.

Solution equilibria between used ligands and metals were characterized by potentiometric
titrations and spectroscopic techniques (nuclear magnetic resonance and mass spectrometry). It
was found that the series of dinuclear hydroxocomplexes are formed under reaction conditions
and function as the catalytic species in the systems with yttrium or lantanides and aminoalcohols.
Monomeric oximate complexes are the catalytically active species with oximes.

The most effective catalysts in the cleavage of phosphodiesters are the aminoalcoholic
complexes of Y(IilI) and lanthanide(Iil). The kinetic data were analyzed together with the
reported data in terms of Brensted correlations and the transition state stabilization. The
lanthanide system is also reactive in the DNA cleavage. The oximate complexes studied follow
the expected tendency: ester>phosphotriester>phosphomonoester>phosphodiester. The catalytic
systems developed in this work by their activities are similar o superior to the best catalysts

reported in the literature.
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INTRODUCCION

1. Hidrélisis y sustitucion nucleofilica en ésteres y fosfoésteres.

El proceso de ruptura de ésteres de écidos carboxilicos y fosfato ha sido un campo de
intenso estudio en varias areas de la quimica debido a su relevancia tanto para sistemas
bioldgicos como para sistemas quimicos aplicados.

La hidrélisis de ésteres de acidos carboxilicos es un proceso bastante bien estudiado ' que
generalmente transcurre con una velocidad relativamente grande, sin embargo en algunas
situaciones es conveniente acelerar esta reaccion. Por ejemplo, un catalizador efectivo de la
hidrélisis de cocaina (1-1) in vivo podria ser un antidoto importante contra este narcético,” o bien,
la rapida hidrolisis del sustituyente carbo(8-quinoloxi) en presencia de iones metalicos permite su

uso como protector de grupos amino en la sintesis de péptidos.’

~N
Me COOMe

-0
\C/©

I
o 1-1

Por su parte, la hidrélisis de ésteres fosfato ha llamado la atencion durante los ultimos
afios por su importancia en los sistemas bioldgicos y sus efectos ambientales.”” Entre los
triésteres fosfato y compuestos analogos hay un gran nimero de sustancias toxicas que se utilizan
como herbicidas, insecticidas (fosfamidon 1-2, mevinfos 1-3, solioxon 1-4) o armas quimicas (1-5
a 1-7). Estos fosfoésteres son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, responsable de la
transmision del impulso nervioso; su reactivacion implica un proceso hidrolitico para la enzima
fosforilada. Por ejemplo, los gases neurotdxicos sarin (1-5), soman (1-6) y tabun (1-7) tienen una
toxicidad muy alta (~LDsg 10 pg/kg) y sus tiempos de vida media son largos (175, 100 y 9 horas
respectivamente a 100°C en agua),” por lo que un catalizador de la hidrélisis de estos compuestos

debe ser sumamente eficiente.
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La desactivacion de los compuestos empleados como armas quimicas es particularmente
dificil, y es importante mencionar que la hidrdlisis es el unico metodo efectivo de detoxificacidn
6.7 ya que ¢l empleo de otros medios de destruccién (p.ej. pirdlisis) puede producir sustancias de
toxicidad semejante o mayor. Ademas, la deteccion de estos compuestos es complicada y el uso
de sistemas hidroliticos que incluyen complejos metalicos permite su deteccion por métodos mas

sencillos, por gjemplo potenciométricos.8

o)
Meo\ /,O CO'NEtZ Meo\ /,O O\F';I
P~ ] P~ _ | ~OMe
Meo” O—C(Me)=C(Cl) MeO  O—C(Me)=CHCOOMe i)
1-2 | 1-3 1-4
H
il i ? 3 H,C, tc|)
H,C—P—0—CH(CH,), H,C=P—0—CHC(CH,), N—P—O—CH,CH,
F F HC F
1-5 1-6 1-7

Una aplicaciéon muy importante de los catalizadores esteroliticos es la ruptura de los
enlaces fosfodiéster que forman parte de cadenas de 4cidos ribonucléicos (ARN) y
deoxirribonucléicos (ADN). Estos fosfodiésteres son sumamente estables a la hidrélisis: a pH 7.0
y 25°C sus tiempos de vida media estan estimados en 200 millones de afios para ADN ?yen 100
afios para ARN.'". De hecho, se ha sugerido que la enorme estabilidad de los fosfodiésteres es
una de las razones para que los acidos nucléicos sean los responsables de almacenar la
informacion genética.'' (La diferencia principal en reactividad entre ambos 4cidos nucléicos es la
presencia del 2’-OH de la ribosa en el ARN que actua como un nucledfilo intramolecular y
promueve su hidrolisis) Asi, una de las etapas principales para la manipulacidn del material
genético es la hidrolisis de estos poliacidos y consecuentemente en la actualidad hay un gran

12-14 capaces'de romper enlaces fosfoéster, P-O,

interés en el desarrollo de nucleasas artificiales
en acidos nucléicos.
El mecanismo de la hidrolisis de ésteres puede ser entendido como una sustitucion
, _ , . : o Qi li sy LS
nucleofilica en particular, que transcurre via el conocido mecanismo de “adicién-eliminacion

bien establecido para los ésteres de acidos carboxilicos, reaccion (1):
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O o (+H+) 0]
) ! |
Y- /C\ — Yt C—OR' C\ + ROH )]
R ORrR I K v
R
O o + 0
I (+H')
v: P\ —— YL IL—OR" ——— IL\ + R"OH (2)

La ruptura de los ésteres fosfato ocurre, en cierta medida, a través de un mecanismo
similar al de la reaccion (2): hay un ataque nucleofilico hacia el atomo de fésforo, se forma un
intermediario pentacoordinado bipiramidal y sale el grupo alcohol en posicién axial al nucledfilo
entrante; sin embargo su proceso es mas complicado y no es claro si existe una similitud en el
comportamiento de los diferentes tipos de fosfatos. La reaccion global de hidrélisis de un triéster

puede verse como la hidrolisis sucesiva y reversible de cada uno de sus grupos éster (3).

+ H20 + Hzo + HZO
(RO)2(OH)P=0 (RO)OH),P=0
- ROH - ROH - ROH

(RO);P=0 (OH);P=0

Si bien para los triésteres fosfato la reaccion (2) representa la primera etapa de hidrolists,
los detalles de los procesos subsiguientes son mas complicados: dependen del tipo de sustrato v la
ruptura puede ocurrir por diferentes mecanismos. Vale la pena mencionar que los factores
determinantes para cada mecanismo de ruptura no han sido comprendidos en su totalidad.

Existen varios tipos de ésteres fosfato. En el esquema /./ se muestran como e¢jemplos
mono-, di- y triésteres del acido fosforico, aniones de pirofosfato y adenosintrifosfato que a su
vez pueden existir, dependiendo del pH, como especies neutras, monoaniénicas, dianidnicas o

polianionicas con diferente suceptibilidad a la ruptura.

I ] ?F) || ﬁ) ? ?

I - -

ROﬁ’—O' ROPOR' ROIl:’OR' 'OT’OII:’O OFIDOITOT’O-Ad
O o} OR" 0. 0. 0.0.0.

Esquema 1.1
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Por lo tanto, en contraste con los ésteres de acidos carboxilicos, para los fosfoésteres hay
una gama mucho mas extensa de especies reactivas bajo determinadas condiciones de reaccion,
lo cual puede ser particularmente complicado en sistemas biologicos.

Otra particularidad de la ruptura de fosfoésteres es que, si bien para los fosfotriésteres la
hidrélisis generalmente procede via la ruptura de un enlace P-O, para los fosfomonoésteres y
fosfodiésteres el atomo de fdsforo puede estar muy desactivado para ser atacado
nucleofilicamente y entonces hay dos procesos de hidrélisis que compiten entre si: la ruptura del
enlace C-O y la ruptura del enlace P-O.'® En principio estos dos tipos de ruptura son distinguibles
si se llevan a cabo experimentos en H,'*Q ya que la marca isotépica de 'O se incorpora en
diferentes productos de la hidrdlisis para cada mecanismo (Esquema 1.2), aunque pueden surgir

dificultades debido al intercambio concomitante entre reactivos y productos.

Il
R RTOZP—OH  puptura P-0
t - uptura P-
uptura C-O OH p
H,1?0 18
H20-R + H,PO, 2 B0y proo, + H—0-R
Esquema 1.2

En términos del mecanismo de hidrolisis para ésteres con ruptura C-O, vale la pena
mencionar que en el caso de los fosfoésteres no siempre es posible distinguir entre un proceso
concertado (tipo Sn2) o un proceso en dos etapas (tipo Sy1). En general, se acepta que para
monofosfoésteres con sustituyentes alquil o ari! con posibilidades de formar carbocationes
estables, la hidrélisis procede via un proceso de ionizacidon o mecanismo Syl con ruptura
c-0,'""® aunque puede cambiar si se modifica el estado de protonacién del sustrato. Otra version
del mecanismo monomolecular tipica para los fosfomonoésteres es la ruptura del enlace P-O con
liberacion de metafosfato.'® Cuando no es posiblc formar carbocationes estables para
fosfoésteres, o en el caso de fosfotriésteres y fosfodiésteres, es mas factible quc la ruptura del
enlace C-O o del enlace P-O transcurra por un mecanismo tipo Sx2,'® aunque ciertamente el
mecanismo es cinéticamente indistinguible de un proceso tipo Sy1 en el que el intermediario se
descompone tan rapidamente que no puede equilibrarse con el disolvente.

La diferencia mas importante en la sustitucién nucleofilica entre fosfatos y carboxilatos es
la menor reactividad de los fosfatos. Por ejemplo, si comparamos la velocidad de la hidrdlisis

alcalina (NaOH 1.0 M en agua, 25°C) para ésteres sustituidos sucesivamente con grupos metilo
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17,19.20 . . . . .
encontramos que la reactividad relativa es: éster >> fosfotriéster >> fosfomonoéster >

fosfodiéster (Esquema 1.3). De acuerdo con los datos reportados se puede decir que los sutratos
menos suceptibles a la hidrolisis son los diésteres fosfato, aclarando que esta tendencia se debe en

parte a los cambios en el mecanismo de la hidrolisis al ir de un sustrato a otro.

0 : 0O 0 |C|)
Lo o .':a
HaC OMe 071 " 0OMe MeO” 1 ~OMe MeO (I) OMe

3 © © Me

acetato de metilo monometil fosfato  dimetil fosfato trimetil fosfato
velocidad relativa 1 2.5x10° 5.0x10™" 1x107
ty, Os 77 afios 3850 afios 1.7h

Esquema 1.3

Finalmente, vale la pena mencionar que existe un grupo especial de fosfoésteres: los
B-hidroxe, que tienen una reactividad mucho mas alta a la de sus analogos. Su alta reactividad se
debe a la participacién intramolecular del grupo OH™ *' que durante la hidrélisis permite la
formacion de un diéster ciclico intermediario con una reactividad muy alta debido a efectos de

<y . 'y . 2
solvatacién y parcialmente a la tensidn del ciclo.”

2. Catalisis en ruptura de ésteres y fosfoésteres

3-2

R , . . . ) , .
En términos generales se pueden considerar varios tipos de catdlisis: > 4cido-base,

nucleofilica (inter e intramolecular) y con metales.
L.os datos publicados en la literatura muestran que la catalisis acido-base general por si
sola es ineficaz para todos los tipos de ésteres fosfato. Para los ésteres de 4cidos carboxilicos sélo

1,23

es eficaz el mecanismo de la hidrdlisis basica especifica **° pues la poca basicidad de los ésteres

hace que el intermediario (dcido conjugado del éster) sea extremadamente inestable. La catalisis
dcido-base general unicamente ha llegado a observarse en ésteres carboxilicos muy activados y
anhidridos.’ La catélisis organica nucleofilica sélo se conoce para triésteres del acido fosforico y

6,17.23

para ésteres de acidos carboxilicos con buenos grupos salientes. Por ejemplo, para PNPA, es
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posible medir la reactividad de nucleéfilos tan débiles como TRIS (1.2x107 M's™), N-6xido de
piridina (4.17x10¢ M7s") e incluso H,O (1x10® M's").2% La catalisis nucleofilica
intramolecular ¥’ es particularmente eficiente debido a la alta “concentracion local” del nuclesfilo
junto al enlace fosforilo o carbonilo, y se ha observado para sustratos con grupos hidroxilo,
grupos carboxilo desprotonados o amidas como nucleéfilos internos. 2”7

En consecuencia, el principal enfoque para catalizar la ruptura de sustratos no activados es
¢l uso de iones metélicos ya sea libres o complejados, con lo que se pueden lograr catalizadores
que operen en condiciones muy variadas. Es importante mencionar que el disefioc de muchos
sistemas esteroliticos se ha basado en la forma de operar de metaloenzimas que catalizan
procesos de hidrélisis y transferencia de fosfatos,” asi como la hidrélisis de ésteres y amidas de
forma tan eficiente, que en algunos casos la velocidad observada lléga al limite impuesto por la
difusién de las especies participantes.”

La catalisis de la ruptura de ésteres de acidos carboxilicos se ha demostrado para diversos
cationes metalicos y complejos (ver Antecedentes). En el esquema 2./ se muestran los tipos de
activacion propuestos, donde el metal contribuye de tres formas: estabilizando el intermediario
tetraédrico que se forma al romperse el doble enlace del grupo carbonilo, coordinado el sustrato y
favoreciendo el ataque nucleofilico, y generando grupos OH™ que son muy buenos nucleéfilos.
Estas dos ultimas formas de activacion son esencialmente igualcs a las que encontramos en los

procesos enzimaticos.

Nu

H (:Nu 2

C
il
HN T
" 0 N o, O
Mn m E‘Mﬂ+
Esquema 2.1

lLas formas de activacién de los ésteres fosfato en presencia de iones metalicos, tabla 2.1,
son similares a las presentadas en el esquema 2./ para ésteres de acidos carboxilicos. La
activacidén puede comprender una o varias de estas formas en funcién del tipo de sustrato, del
metal, del nucledfilo y del mecanismo por el cual se lleve a cabo la ruptura.

Es importante sefialar que se ha observado que existe una correlacion, para varios tipos de
catalizadores, entre su actividad en la hidrolisis de fosfatos y su actividad con ésteres de acidos

carboxilicos que son mas reactivos. Una de las explicaciones que se ha dado es que debido a que



Introduccion 11

tanto €l grupo carbonilo como el fosforilo son sitios duros, los factores que modulan un ataque
nucleofilico a un centro C=0 deberian ser iguales o al menos muy similares para un centro P=0.
Con base en esta hipdtesis, se ha estudiado la ruptura de ésteres de acidos carboxilicos como
pruebas preliminares de actividad para encontrar nuevos catalizadores contra sustratos menos

activados, como los fosfoésteres.

Tabla 2.1. Activacién de la ruptura de ésteres fosfato con iones metalicos.'®*%!
Activacion directa Activacién indirecta
Coordinacién de los oxigenos Hidroxidos coordinados al ion 9 n
fosforil con el metal 0 metdlico.  Catdlisis  basica -o_'FL/O
. . .. - I _OR \
(Activacion como acido de O-P general - ( OR
. Ay
Lewis) 5/ OR M O~
M No W
R4
H
Coordinacion de un nucledfilo o) Agua coordinada al metal: 0
al metal -O_H’OR catalisis acida general jo—IFl”OR
{Activacion nucleofilica) /; X‘OR intramolecular M OR
M-, AN ,H*—D
0 0
' i
H H
Coordinacion del oxigeno del 0 Activacién por interaccion electrostatica
grupo saliente con el metal. -O_H’OR o
(Activacion del grupo saliente) OR ne (L? OR l_OR
o
M OR

Por otro lado, como la hidrdlisis es una sustituciéon nucleofilica, es posible disefiar
sistemas cambiando el agua por otro nucledfilo capaz de romper enlaces RC(O)-OR' y
(RO);P(0)-OR"; en muchos sistemas practicos la ruptura de fosfatos o carboxilatos no es
hidrolitica. Una opcidn es transferir el grupo acilo o fosforilo del sustrato al nucledfilo empleado,
sin una recuperacion posterior del nucledfilo. Otra opcién mas interesante es utilizar nucle6filos
altamente reactivos que puedan completar ciclos cataliticos, y que el mismo ion metéalico pueda
funcionar como un catalizador de la hidrolisis del nucledfilo acilado o fosfortlado. Asi, resulta
sensato emplear a-nucledfilos 32 que tienen en su estructura Atomos donadores de electrones
adyacentes al atomo nucleofilico (en posicion o) y muestran una reactividad mayor que la que se
deduce de su basicidad. Ejemplos de estos nucledfilos son perdxidos (R-O-O7), hidrazinas

(R=N-N=R), hidroxilamina y oximas (R=N-O’).
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En este trabajo se estudié la ruptura de ésteres fosfato con grupos sustituyentes
4-nitrofenilicos: MNPP (fosfomonoéster), BNPP (fosfodiéster) y PNPDPP (fosfotriéster), (ver
seccién 7.2) que son sustratos tipicamente empleados para estudios de actividad de fosfoesterasas
_y permiten hacer comparaciones con otros sistemas relevantes. Por la misma razdn, como éster
derivado de acido carboxilico, se estudio la ruptura del 4-nitrofenil acetato (PNPA). Frente a los
sustratos mencionados se estudiaron dos tipos de nucledfilos: agua (hidrélisis) y derivados de
hidroxilamina {oximinolisis). En ambos casos la desprotonacién de un nucledfilo neutro provee
aniones OH 0 R;NO™ y es acompafiada de un gran aumento en la reactividad (~10'° veces).

De lo anteriormente expuesto, resalta que los 1ones metalicos son capaces de estabilizar

estos aniones por coordinacion y este es uno de los factores mas importantes en la catalisis. La
| formacion de complejos hidréxido es bien conocida pero la formacién de NH,O™ (un nucledfilo
fuerte por efecto o) por coordinacién no ha sido reportada. Nuestros intentos para promover la
formacién de aniones NH;O™ fueron infructuosos y por ello trabajamos con derivados orgénicos
de la hidroxilamina: oximas. Para conseguir una coordinacién del grupo oxima se preparé un
derivado de la piridina. Sus complejos de Cd(1l), Zn(II}, Mn(II), y Pb(II) son muy activos frente
al éster carboxilico PNPA * y se encontrd que tienen una reactividad notable con fosfodiésteres
pero solamente a temperatura muy elevada. Otro derivado empleado fue una o-cetoxima, que es
capaz de formar complejos con los cationes de lantanidos. La rcactividad fosfodiesterolitica de
estos complejos fue alta pero inferior a la de la reactividad de los hidroxocomplejos de
lantanidos, los cuales fueron estudiados con mas detalle.

Los cationes de lantanidos con frecuencia se usan como acuoiones que tienen una baja
estabilidad debido a su precipitaciéon como hidroxidos, y por otro lado se usan los complejos con
ligantes macrociclicos que se enlazan tan fuertemente a los cationes que con frecuencia llevan a
su desactivacion. En este trabajo probamos series de ligantes aciclicos aminoalcoholicos que
pertenecen a un grupo de “amortiguadores bioldgicos” y encontramos que TRIS y aun mejor
BisTris propano (BTP) pueden estabilizar cationes de lantanidos en medios basicos, donde sc
forman hidroxocomplejos, sin una pérdida significativa de su electrofilia y sin precipitacion de
los correspondientes hidréxidos. Con estos ligantes la catilisis fue efectiva a temperatura
ambiente en presencia de Y(III} y lantanidos (IIT). El dltimo sistema resultd ser activo también ¢n

la ruptura de ADN.
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ANTECEDENTES

3. Reactividad esterolitica y fosfoesterolitica de nucleéfilos libres

Existen diferencias importantes en la reactividad entre los ésteres carboxilicos y fosfatos y
una de estas diferencias es la baja sensibilidad de los fosfatos a la basicidad de los nucleofilos.
Una forma sencilla de analizar la relacién que existe entre la reactividad de un nucleéfilo y su
basicidad es graficar el logaritmo de la constante de velocidad observada en funcién del pK, de
su acido conjugado (coordenadas de Brensted). Para nucledfilos del mismo tipo se han
encontrado correlaciones lineales cuya pendiente puede ser interpretada como una medida de la
afinidad relativa del nucleofilo hacia el sustrato en el estado de transicién (con carga positiva)
reflejada log kobs, comparada con la afinidad del nucledfilo hacia el proton reflejada en el pK,.
Cuando la pendiente de esta correlacién es igual a 1, la interaccién del sustrato en el estado de
transicion con ¢l nucledfilo es predominantemente electrostatica implicando un mecanismo tipo
base general; si la pendiente es cero, quiere decir que la etapa limitante de la velocidad no incluye
al nucleéfilo o bien hay factores que compensan la nucleofilia y la basicidad del nucleéfilo.

En el caso de los monoésteres fosfato, 1a reactividad del nucledfilo casi no depende de la
basicidad de éste. Por ejemplo si se comparan aminas primarias como nucleodfilos en la ruptura de

monoésteres fosfato, el valor de la pendiente de Bronsted es muy pequeiio, ~0.2,2>

Y para otros
tipos de aminas, este valor cambia muy poco y depende basicamente del grado de sustitucién en
el nitrégeno de la amina. En contraste, la naturaleza del grupo saliente juega un papel importante
y las reacciones de hidrdlisis para fosfoésteres son particularmente sensibles a la basicidad del
grupo saliente.”>”>* Esta gran sensibilidad se refleja en valores de la pendiente del log g vs. el
pK., del 4cido conjugado del grupo saliente cercanas a 1: para monoaniones de fosfodiéstercs es
de -0.97 (knia min'l, a 100"C)20 y para dianiones de monoésteres fosfato es de -1.23 (knig min'], a
39°C).>* En la hidrélisis de fosfoésteres monosustituidos esta alta dependencia puede
interpretarse como el poco grado de formacion de enlace con el nucledfilo en el estado de
transicién y una gran contribucion de la ruptura del enlace del grupo saliente; se ha postulado que
posteriormente se rompe el enlace del grupo saliente y se forma el ion metafosfato como

: . . 3637
mtf:rrm'-:dualno.36 3
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Debido a que los fosfoésteres son mucho menos reactivos que los ésteres de acidos
carboxilicos, hay pocos nucledfilos que permiten comparar la reactividad del mismo nuclesfilo
hacia varios ésteres. Existen datos de las constantes de velocidad de hidrélisis de ésteres vy
fosfoésteres en presencia de OH™ como nucledfilo (hidrolisis alcalina), aungue pocos de ellos son
comparables entre si porque las constantes observadas de primer orden estan reportadas a
diferentes condiciones. En la Tabla 3.1 se muestran algunos ejemplos de constantes de segundo
orden para OH a la misma temperatura, y se incluyen algunas constantes de velocidad de
hidrolisis espontanea (H>O, pH neutro), que para varios fosfoésteres es tan lenta que no es posible

medirla o estimarla.

Tabla 3.1. Hidrolisis alcalina e hidrolisis espontanea de ¢steres y fosfoésteres a 25°C

No. Sustrato kou (M"s") Ku:0 (s’l ) Ref,

I [(C:HsO):PO 1.32x 107 38

2 [(C:Hs0)2(4-0;NCeH,0)PO 6.67 x 107 38

3 |(C:Hs0)(4-O;NCgH40),PO 517 % 10" 38

4 | (4-O;NCeH40):PO 3.33 x 10° 38

5 |(CeHs0)(4-O;NCH,0)PO  PNPDPP 0.35 9.7x10° 39

6 | (4-O;NCsH40),P(O)O BNPP 5.83%x10° 1.1 x10™" 38

7 | (4-0,NCeH40)P(O)O): MNPP 1.55x10%% | 35,40
'8 |(C,H50)CO(CH;) 0.11 2.5%x1071° 41

9 | (4-NO,CsH4O0)CO(CH3) PNPA 9.5 (14.83) 5.5x107 42 (26)
10 | CH3P(ONO)OCsH-NO,-4) PNPMP |  2.3x107 20x10° | 43
1t | (C¢HsO)CO(CH,) 1.27 1.2x107 42, 41
12 | (2,4-(04N),CsH30)CO(CH3) 53.67 6.7x10™ 42, 41
13 | ADNg < ix107! 44
14 | ARN 2x107"! 45
15 | ADN ~ 1x10™'2 <1107 | 10,45,46
16 Anhidrido acético 967 4?2

©30°C, ” 39°C

La reactividad de OH  es mayor hacia fosfoésteres trisustituidos y menor hacia los
disustituidos. Para un mismo tipo de fosfoéster, la constante de velocidad depende notoriamente
de los grupos sustituyentes: al cambiar los grupos alcoxo de un fosfotriéster (renglén 1, Tabla
3.1) por un mejor grupo saliente, como 4-nitrofenol (renglon 4, Tabla 3.1), hay un incremento de
7 ordenes de magnitud, el cambio de un solo grupo da un efecto de 500 veces (renglones 1y 2,

Tabla 3.1). La activacién del grupo saliente de un éster da un cambio moderado en la constante
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de velocidad relativa: fenolato<nitrofenolato<dinitrofenolato (1<10<50). Ademas de los ésteres
fosfato también se usan como sustratos los fosfonatos que tienen una reactividad un poco mas
alta que los fosfatos correspondientes (Tabla 3.1).

Para fosfoésteres ciclicos, omitidos en la tabla 3.1, la diferencia en reactividad frente a la
hidrdlisis alcalina comparada con los ésteres aciclicos es muy grande. Por ejemplo, la hidrélisis
alcalina del enlace P-O para etilénfosfato transcurre al menos 10® veces mas répido que la misma
reaccion para su analogo aciclico, dimetilfosfato.*®*° Esta diferencia refleja alguna distorsion o
desestabilizacion que obliga al sustrato inicial a ir hacia el estado de transicién sumado a un
cambio en la solvatacién.”? Este hecho es importante ya que, si en la hidrélisis de fosfodiésteres
es posible lograr que el intermediario catalizador-sustrato se asemeje a un fosfodiéster ciclico al

pasar por el estado de transicion, es muy posible lograr un efecto catalitico en su ruptura.

La comparacién de diferentes nucledfilos en la ruptura del éster PNPA y el fosfonato
PNPMP, que son sustratos modelo que han servido de referencia para muchos sistemas, se

muestra en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Reactividad de nucledfilos hacia PNPA a 25°C, 7=1.0 M,%® y hacia PNPMP a 30°C.%

No. Nuclebfilo pK, kne: (M7 s7)
PNPA PNPMP

1 |H0 -1.7 1.0x10° 3.55x10™"
2 |OH 15.7 14.83 2.3x107
3 |CH;O 15.7 683

4 |CH;CH,O 16.0 253

5 |CeHsO 10.0 1.75 2x107

6 |TRIS 8.1 0.0012

7 | Hidroxilamina 6.0 1.83 55x10°
8 |NH,O 13.74 3.65x10* @

9 | N,N-dimetil hidroxilamina 52 0.18

10 |N-oxido de trimetilamina 4.6 1.47x107

11 |5-Metil-1,2,3-ciclohexanotrionatrioxima 8.0 14.67

12 | 5-Metil-1,2,3-ciclohexanotriona 1,3-dioxima 83 34.50

13 | Acetoxima 12.4 61.67

14 | Salicilaldoxima 9.2 53.33

15 |Piridina 5.4 0.0017 1.1x107
16 |F 3.1 1.7x10° 1.2x10°° |
17 |POS* 6.9 0.00012

*Ref.50, ° 60°C.
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Esta comparacién permite predecir cuales serdn los mejores nucledfilos para los
fosfoésieres, considerando que como el carbonilo y el fosforilo son sitios duros, deberian seguir
fa misma tendencia. De estos datos, es claro que la reactividad depende de la naturaleza del
nucledfilo y no tinicamente de su basicidad (renglones 6, 7, 11, 12, Tabla 3.2).

Llama la atencidn que la reactividad de los aniones alcoholato (RO") es superior a la de su
“analogo” inorgénico (OH"): son cerca de 45 veces mas reactivos pese a que la diferencia entre
sus valores de pK, es minima. En ¢l caso de hidroxilamina, 1a sustitucién en el atomo de N causa
una disminucion en la reactividad (renglones 8-10, Tabla 3.2). Para oximas, la diferencia entre
sustituyentes aromaticos y alifiticos da una diferencia notable en sus constantes de disociacién
acida pero no afecta su nucleofilia (renglones 13 y 14, Tabla 3.2). Es notoria la reactividad de la
hidroxilamina en su forma desprotonada_ NH,O" (renglén 8, Tabla 3.2); también se ha reportado

su reactividad con fosftriésteres como sustratos,* pero no con fosfodiésteres.

Aunque para un gran numero de nucledfilos existe una correlaciéon lineal entre su
basicidad y su reactividad (vide supra), algunos aniones nucleofilicos (por el atomo oxigeno)
muy basicos salen de esta correlacion lineal y muestran una tendencia a “nivelarse™ un
incremento en la basicidad no incrementa la reactividad (ver Fig.3.1).** %' Su gran reactividad sc
alribuye en parte a la blandura o a la polarizabilidad de estos reactivos. En el caso de grupos
R;N-O’ la correlacidon de Brensted muestra una dependencia lineal con pendiente cercana a 1 si
los acidos conjugados tienen un valor de pK, menor que 8 y muestra una “nivelacion” (pendiente
cero) para aniones mds basicos,” Figura 3.1. Como veremos mas adelante, este comportamiento

es altamente favorable para lograr una cooperacion eficiente entre el nucleéfilo y el ion metalico.

0
27 O N-O"
R T { o wn_nor o
2 33

g ° ;
?_; 33 3-1 3- -
® 2a »
8 32 Q Q O —NO"
: A A O o
-4 NO~ NO~ OH
*1 e 3-4 3-5 3-6 3.7
R TR TR T S S SR R
PK, para R R;NOH

Fig.3.1. Relacion entre la nucleofilia (kn,. M™'s" para la hidrdlisis de PNPA) y el pK, del acido
conjugado para nucledfilos RyR,N-O (datos experimentales de Ref.26)
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4. Complejos reactivos y sus equilibrios en disolucién acuosa

Uno de los objetivos al emplear complejos de 1ones metalicos en la hidrolisis de éstercs y
fosfoésteres, es que los ligantes confieran suficiente estabilidad a los acuocationes o a sus
hidroxocomplejos impidiendo la precipitacion de sus hidroxidos y que esta interaccién no
decremente la reactividad de los nucledfilos coordinados, la modificacién en la densidad
electronica de un grupo nucleofilico depende del ion metalico con el que se coordine.

Entre los ligantes mas empleados estan las aminas: diaminas, triaminas, poliaminas, y en
sus formas ciclicas y aciclicas. Los complejos de diaminas y triaminas con cationes metalicos de
transicion como Cu(ll), Co(III), Ni(ID), etc. son muy estables (K. hasta ~10'%). Se ha observado
que los ligantes diamino favorecen la formacion de especies hidroxodiméricas en disolucion al

' mientras que con triaminas las especies en disolucién son

incrementarse el pH
predominantemente monomeéricas. Para ligantes nitrogenados derivados de piridina, como bipy y
phen, sucede algo similar. Si se coordinan varios ligantes con el metal, saturando las posiciones
de coordinacidn, los complejos resultantes no tienen reactividad hidrolitica, y si coordina un solo
ligante con el metal permitiendo la formacién de hidroxocomplejos al ir hacia disoluciones

- e g 52.54 .
basicas, se forman especies diméricas. Por ejemplo, en el caso de Cu(II):

7\ bipy phen

\ N/ N tog ([CuL)/[Cu]{L]) 6.3 7.4

V- log ([CuL)/[CuOHL][H]) 7.9 [CuL}[Cu(OH),L][H]® 17.3
HO»" " OH2 2 2

» log ([(CuOHL),J[H]¥[CuL]?) -10.8 -10.7

De los valores de estas constantes, es claro que la fraccion de los complejos hidroxo
monomeéricos como 4-1, con potencial esterolitico o fosfoesterolitico, es muy baja.

En el caso de los lantanidos, los ligantes aciclicos donadores de nitrégeno, no son una
buena opcidn, aunque se han observado interacciones con nitrdgenos muy basicos en estado
solido o disolventes no acuosos.” Por ejemplo, las constantes de formacién (log Ky de bipy
con lantanidos (III) en disolucion acuosa (La 0.8, Pr 0.9, Nd 0.9, Gd 0.8, Dy 0.9) son muy
pequefias comparadas con las de metales divalentes.>®

Generalmente, las constantes de disociacion acida de compuestos de coordinacidon se

refieren a la pérdida de un proton de una molécula de agua de coordinacién. Esto puede verse en
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los complejos de Cu(Il) 4-2 a 4-6: el valor de K, muestra variaciones de un orden de magnitud,
mientras que los valores de Kyp varian en 4-5 6rdenes.”’ La estructura de rayos X de los
complejos diméricos muestra que se encuentran unidos por grupos OH puente. Los diagramas de
distribucién de sus especies muestran que al ir hacia valores de pH basicos hay dos especies

predominantes: LCu? que disminuye y LCu(OH)" que aumenta junto con el pH.

- OH
HO, % NHy NHy NH;
WO, ¢ JOH i "OH OH
Ha N “*NHz Nev, e’ | — &2t HNew 6 2F
Ha i OH, K\ “OH; OH,
NHp NH; NH,
4-2 : 4-3 4-4 - 4-5 4-6

log KML—__ 11.1 log KML= 12.7 log KML= 14.4 log KML= 16.5 log KML= 16.1
pK,= 8.2 K= 8.4 pK= 9.6 pK,=9.5 K= 0.1

Las oximas tienen varias formas de interaccién con un catién metalico (Esquema 4.1)° y

la posibilidad de generar un nucledfilo muy fuerte por coordinacién: el ion oximato.

(l)/ 0--H.. g
I
\C—_——NOH \ch\M \C/*'\M,N::C/
Ve
. O(H)
0 N—O
\C=§/ \Cf M AN PL
/7 H 4 c® M
/
Esquema 4.1

La formacién de complejos de Zn(Il) con 2-piridin aldoxima (4-7 y Esquema 4.2) fue
estudiada por ¢l grupo de Breslow.> Como se esperaria hay una considerable acidificacién de la

oxima por coordinacion con el Zn{ll), ApK,~ -3.5. Este efecto también s¢ observa con otros

metales, por ejemplo, para Fe(ll) ApK,=-3.09.
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Ol

N ?|:H I <II:H
NOH NOH N
4-7 + Zni + Zn
K =91x10" M K K

KM =3x10" M

K-=150 M” @\ O @ -

K =5x10° M" : aondon ol

Esquema 4.2

El uso de ligantes macrociclicos en la formacidon de complejos reactivos frente a la
hidrolisis de ésteres y fosfoésteres, ha permitido determinar el tipo de especies en disolucion y
algunos aspectos fundamentales de su reactividad, como el efecto de los grupos alcoholato como
nucledfilos y la cooperacidn entre dos cationes metalicos. Estos macrociclos, generalmente
forman complejos “inertes” en disolucidn acuosa: su estabilidad cinética es de varias semanas a
pH cercano a la neutralidad y temperaturas entre 25-50°C.%" La selectividad hacia los cationes
depende en gran medida de su tamaiio y del tipo de 4&tomos donadores que contengan.m

Un ejemplo es el estudio detallado de las especies que se forman en disolucion acuosa del
macrociclo (4-8) con La(I1I).” El ligante tiene seis grupos ionogénicos (4 aminas secundarias y 2
fenoles) con valores de pK, 4.38, 5.76, 7.39, 8.24 (determinados por potenciometria} y 12.84,
12.95 (determinados por espectrofotometria). Los valores de pK, de sus complejos mononuclear
y dinuclear con La(lIl) son muy diferentes: el pK, del primero es 11.15 y el pK, del segundo es

7.75, implicando que la segunda molécula de agua que se desprotona funciona como puente entre

ambos iones lantanidos.

pKg= 7.75

pKg= 11.15 OH, PKg= 10.03
AN
La{ /L93+ OH;
o Nlo /L N\
La \ _/
\JoH”/
Esquema 4.3

Las especies predominantes a pH entre 8-10, donde se observa reactividad, son

dinucleares: Lay(4-8)OH y Lax(4-8)(OH),. El esquema de sus equilibrios en disolucion es:
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La+L =% La-L

P La+La-L =5 La)-L
- La+L-H == La-L-H'
He N La+L-2H" == La- L-2H’
Lt La+ L-3H: =5 La-L-3H"
O L O La+ L-4H" = La- L-4H:'
La-L = La- L-OH + H’
v N ™ 2la- L =5 2La- L-OH + H'
N 2La- L-OH == 2La- L-2(OH) + H*
x 2La- L-2(OH) = 2La- L-3(OH) + H*
4-8 (L)

Los aniones alcoholato son muy buenos nucledfilos *° pero los grupos alcohol tienen
constantes de disociacion acida muy pequefias (~lO'16 M para alcoholes alife'lticios)ﬁ'3 por lo que el
uso de alcoholatos como nucledfilos en la hidrolisis de ésteres y fosfoésteres no es posible a
condiciones de pH cercanos a la neutralidad donde la concentracién de estos nucledfilos cs
practicamente cero. Una opcion para generar nucleéfilos RO™ a valores de pH moderadamente
basicos o neutros es emplear un ion metalico como acido de Lewis.

Se han reportado algunos complejos macrociclicos disefiados particularmente para
lantanidos, de tal forma que 8 posiciones de coordinacion son ocupadas por el ligante y ¢l metal
completa su esfera de coordinacion con pocas moléculas de agua. En estos sitemas, la
introduccion de grupos alcohol pendientes del macrociclo permite que, al coordinarse el alcohoi
con el metal, se acidifique lo suficiente para desprotonarse a valores de pH cercanos a la
neutralidad, aumentando su potencial como nucledfilo. Por ejemplo, el valor de pK, del complejo
[Ln(THED)]** (4-9) es de 7.4.% La existencia de este alcoholato se confirmé posteriormente con
estudios de resonancia magnética de 3P, en donde puede observarse el alcoholato fosforilado

como producto.
OH OH

l pKa =74 (
e, T U
___N_-e -_,_N_ OH - +Hj_ o —N:LQ"'N-— ©
Ho\_/\_lj LJ[_lj
HO HO
4-9

Vale la pena mencionar que se ha reportado el uso de sencillos aminopolioles como

ligantes: Glucamina 4-10,% Tris 4-11,°° TACI (1,3,5-triamino-1,3,5-tridesoxi-cis-inositol) 4-12 y

TDCl (1,3,5-tridesoxi-1,3,5-tris-(dimetilamino)-cis-inositol) 4-13 67 para estabilizar en
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disolucién acuosa cationes con carga muy alta, como Zr(IV), aunque practicamente no hay

informacion de las especies que se forman en disolucién,

OH
H H OHH HoN OH N
| OH
HOHZC—(;J“(E-CII—CI:—CHQNHZ NR,
OHOHH OH OH™gH RoN
R=H, Me
4-10 4-11 TACI (H) 4-12

TDCI (Me) 4-13

5. Reactividad de los complejos en la hidrélisis de ésteres y fosfoésteres

El empleo de complejos metalicos en la hidrélisis de ésteres fosfato y de Aacidos

30,31,67-72

carboxilicos es un area de investigacidn muy activa. Los sistemas empleados son muy

73,74

variados, e incluyen desde el uso de Oxidos y sesquidxidos minerales, anticuerpos,” sistemas

7,76,77 79,80

. . 7 yye . .
microelmulsiones,”® compuestos organometélicos, complejos de porfirinas,'

59.81,88

micelares,

complejos intercaladores de ADN 2 ¢ complejos macrocicliclos,”” hasta
78.83

ciclodextrinas,
. , . . . 4 . ,

complejos mas senctllos con aminas, ox1ma.s,8 etc., en los cuales se encuentran incluidos

cationes de metales de transicién, lantanidos, actinidos * e incluso cationes como Bi(IIl) * o

Pd(ID).*”

5.1. Complejos metalicos divalentes y Co(11I)

Los estudios de hidrolisis de ésteres y fosfoésteres con complejos de cationes metalicos
divalentes incluyen sobretodo metales de la primera serie de transicion, particularmente Cu(Il) y
Co(I11), asi como Zn(Il); muchos de estos sistemas son modelos estructurales de metaloenzimas.

El intenso estudio de la reactividad de complejos de Co(Ill) ha aportado una valiosa
informacidn respecto a los mecanismos de reaccion, ya que por formar complejos inertes ofrecen
posibilidades de explorar varios tipos de activacion; sin embargo tienen la gran desventaja de dar
productos de transesterificacion, lo que descarta la posibilidad de que operen cataliticamente. Los
sistemas con Cu(ll) tienen, en general, menor reactividad que los de Co(III), pero varios de ellos
son capaces de romper mas de una molécula de sustrato.®® El mecanismo fosfoesterolitico

propuesto para algunos de estos sistemas implica la estabilizacion del estado de transicion del
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sustrato, donde ¢l metal forma un intermediario ciclico de 4 o 5 miembros con los dos oxigenos
del fosfato.”” La mayoria de los sustratos estudiados con estos sistemas estan muy activados y la
reactividad hacia fosfodiésteres ha sido estudiada con sustratos que contienen un potencial
nucledfilo intramolecular, como los ésteres fosfato derivados del glicerol (utilizados como
modelos de ARN), y con ADNgg.

Los estudios con estos 1ones metalicos reportados en la literatura se pueden agrupar, por
los efectos estudiados en: coordinacidén directa con los sustratos, activacion de OH™ como
nucleofilo, cooperacidon acido base, reconocimiento del sustrato, activacién de otros nucledfilos

por coordinacion, y cooperacion en complejos dinucleares

5.2. Coordinacion directa con los sustratos

En el caso particular de la catalisis por coordinacién directa de catiéon metalico con el
éster, la activacion depende de la estructura del sustrato y, obviamente, de su habilidad para
coordinar iones metéalicos. Se ha observado que la coordinacién de un ion metalico genera
nucieofilos intramoleculares: RO™ para sustratos tipo ARN y OH para otros sustratos. En ambos
casos el efecto de aceleracion esterolitico o fosfoesterolitico es muy grande.

Por ejemplo, el efecto de iones metalicos, como Cu(Il}, para promover la hidrolisis del

éster 8-hidroxiquinolina 2-carboxilato °®

(5-1) ha sido estudiado a detalle y se reportd que la
presencia del ion metélico incrementa la velocidad de hidrolisis en ca. 10® veces; mientras que la
8-hidroxiquinolina en presencia de metales no se hidroliza.’® Es importante mencionar que
algunos de estos sistemas son muy sensibles a la naturaleza y nimero de iones metalicos. El éster
5-2 se coordina con dos iones La(Ill) y su velocidad de hidrolisis aumenta 10" veces (kops €5
1.36x107 y ~5%x10"" 5!, respectivamente a pH 8.0 y 30°C), mientras que la presencia de cationes
Ni(II), Co(ID), Zn(Il), Cu(Il), AI(ITI) no tienen ningun efecto sobre la velocidad; ademas se
comprobd que es necesaria la coordinacion de dos iones La(Ill) ya que para 5-3, que coordina un

solo La(!lI), no hay ningtin efecto.”

OH OH o~
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5.3. Activacién de OH como nucleédfilo

Uno de los primeros grupos en reportar catilisis fosfoesterolitica con compiejos de
Co(IlI) y aminas simples (en, trien o dien) fue el de Sargeson, '® estableciendo que la catalisis M-

OH" comparada con la hidrélisis alcalina es mas efectiva en la hidrolisis de fosfoésteres:

o
NH2 \_OR
e O— P NHs N KoR o
N T N
| c
</ HaN"" | ‘NHg ©
NH3
5-4 5-5
Catalisis : 10° - 10® veces 10% — 10 ? veces
K, [L,Co™*(H,0)] 7.3 H,O 15.7

La coordinacion de OH™ con Co(Ill) produce una disminucidn muy fuerte de su basicidad,
como se al comparar el pK, del agua coordinada y libre. Sin embargo, el ataque nucleofilico
intramolecular de un OH™ menos bésico (5-4) es mas eficiente que un ataque intermolecular (5-5).
Esto indica la gran importancia del efecto de aproximacion entre los reactivos que se manifesta
también en la “molaridad efectiva” en reacciones organicas (ver Introduccion).

El grupo de Chin descubri6 que el complejo [(ciclen)Co(OH,)]** produce una
aceleracion 10'° veces en la hidrélisis de dimetil fosfato comparada con la velocidad de hidrolisis
espontanea (kops=2x107" 57" para el complejo y ko=9.3x10""" s a pD 6.3 y 60°C)’. El mecanismo
incluye el ataque nucleofilico al fosfato del ion OH coordinado, y aunque el sistema no es
catalitico, la interpretacion de este efecto tan dramatico ha sido importante para el desarrolio de
los sistemas cataliticos.

El grupo de Fujii realizé estudios con complejos de Cu(ll) con poliaminas (4-2, 4-3 y 4-6,
vide supra) en la hidrolisis del fosfodiéster (2,4-dinitrofeniletil fosfato) y del fosfotriéster (2,4-
dinitrofenildietil fosfato), sustratos muy activados.”” Las constantes de velocidad observadas son
1000 veces mayores que las constantes de hidrélisis alcalina y la dependencia del pH de estas
constantes concuerda con la curva de distribucién para la especie LCu(OH)", apoyando la
participacion del OH’ coordinado como nucleéfilo.

Deal y Burstyn realizaron estudios detallados del complejo de otra poliamina ciclica

Cu([9]aneN3)Cl,”' que intercambia rapidamente sus cloruros por H;O (5-6) y promueve Ia
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hidrdlisis de BNPP y ENPP. Respecto a la concentracion del sustrato, el sistema se comporta con
“saturacion” (tipo Michaelis-Menten) formando un intermediario (5-7) y respecto al complejo,
ésle opera cataliticamente via un mecanismo concertado; la constante de segundo orden para el
hidroxocomplejo frente a BNPP es ca. de 100 veces mayor que para OH™ (8 x 10™ M's!,
35°C)."*% Sin embargo, aunque la especie monomérica, que es cataliticamente activa, se forma a
pH cercano a la neutralidad (pK, 7.3 de datos cinéticos), se encuentra en muy pequeiia
proporcion porque se forma una especie dimérica no activa (5-8, Kr 1220 M™'). Young y Chin **
demostraron que este complejo hidroliza dinucledtidos de ARN, y posteriormente se demostrd
que el complejo hidroliza sin especificidad ARN ** y ADN * de una y dos hebras. La desventaja
del sistema para estas aplicaciones es que en presencia de agentes reductores tienc también un
modo dé accion oxidétivo OZ-ICU(I) a pesar de la restriccion geométrica que impone el lig_ante

(Cu(T) debe estar coordinado tetraédricamente).
H
N o+ b N OH, o /\ N 210\ Ni;
N Cu?t N Cutr g N Cul” Cu®*N
\ \ /P\O NO | N s I
‘ OHg | (O 2 o |~
N N OR N H N
5-6 5-7 5-8

Morrow y Trogler % estudiaron la hidrélisis de tres fosfoésteres con el complejo
Cu(bipy)** (4-1 y 5-9). Este complejo tiene reactividad sélo a temperatura elevada (para BNPP,
MNPP y ENPP kgps = 2.0x1072 M's”, 6.4x107 M''s™, 1.1x10” M's™ respectivamente a pH 8.0,
75°C). Los efectos de aceleracién son moderados, del orden de 10° veces, sin embargo el
complejo opera cataliticamente (ciclos de ~100-1000 veces). Al incrementar la concentracion, el

complejo desprotonado se dimeriza y pierde su reactividad (5-10).

= = = |
| N Pﬁ\? OR | N, N
2 - T, 24T N A 28
".CU\O/p\OR ‘,.CU\ _Cu
= N’ = N’ N7 =
| I |
2 2 P

5-9 5-10

I0 Oz

Los complejos de Zn(Il) con glicina, histidina y cisteina (5-11) son catalizadores de la

hidrélisis de MNPP a 40°C y pH entre 5-10. El efecto catalitico es moderado, sin embargo es
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interesante porque se interpreta la reactividad con base en la accién concertada del catién
metalico y un OH" (5-12).%7 ibrahim et.al. *® estudiaron la hidrélisis de BNPP en presencia de
complejos de Zn(II) con ligantes tipo tris(2-aminoetil}amina. La dependencia de ks en funcion
del pH para dos complejos estudiados tiene una forma sigmoidal, y a partir de su analisis se

atribuye la reactividad observada a la especie hidroxo del complejo con Zn(II).

s s ‘ﬂ
A, A
N N _ 0P
O

5-11 5-12

5.4. Cooperacion acido-base

Breslow y colaboradores *° estudiaron los complejos de Zn(Il) 5-13, 5-14 y 5-15 con el
fin de evaluar si existe una cooperatividad de los grupos tiofenol (5-14) e imidazol (5-15) no
enlazados directamente al metal en la transesterificacion del fosfoéster HPNP a pH 7.0 y 35°C. El
efecto de aceleracion observado respecto al complejo 5-13 es de 9 veces para el tiofenolato y 20
veces para el imidazol; a partir del anélisis de 4,ps en funcién del pH se propone que estos grupos

funcionan como bases generales en la catalisis.

= = o~
CHs \N | CH, CH;, \N | CHs N I
______ 2t oo 2t N SH Newwo b 24 S ItJ{
5-13 5-14 5-15

Jenkins ef.al. reportaron que el complejo [Cu(terpy)(OH)] (5-16)} promueve la
transesterificacién de ARN a pH 8.6 y 37°C.'™ Liu y Hamilton hicieron modificaciones
enlazando aminas terciarias protonadas al ligante, con un incremento de 7 veces en la velocidad
de hidrélisis de HPNP a pH 7.0."%" Jurek y Martell mostraron que 5-16 hidroliza BNPP;%!1%? |3
dependencia de kos respecto a la concentraciéon del complejo muestra una “saturacion” tipo
Michaelis-Menten, v el efecto de aceleracion encontrado es muy modesto: 105 veces respecto a la
hidrélisis espontanea. (kee= 1.5x10° s, Kyy= 6.3x10° M en 75% EtOH a pH 10.5, 35°C). Este
ligante estabiliza al Cu(II) alin a valores de pH > 10. El pK, del complejo en 75% EtOH es 9.8, y

se asigna al agua que genera un OH" nucleofilico coordinado al metal.



26 Antecedentes

El complejo de Cu(Il) (5-17) derivado de bipy fue estudiado por Kévari y Krimer.'” La
introduccién del grupo N*HR; da un efecto adicional de cooperatividad con el metal (5-18) y 1a
reactividad encontrada hacia BNPP es 3400 veces mayor que la del complejo Cu(Il)(bipy) a pH
6.6 (ko= 4.4 x107 5™, Kyy=1.3 x10 M (pH 6.6, 95% EtOH); el efecto de cooperatividad es de
107 veces. Este complejo tiene tres grandes limitantes: no es muy soluble en agua (95% EtOH),
precipita a pH > 6.8 y la hidrélisis es estequiométrica (un equivalente de MNPP disminuye >50%

la velocidad de la reaccion).

R=H, CHaN(CHa )2

5-17 5-18

5.5. Reconocimiento del sustrato

Yan y Breslow % modificaron el ligante bipy uniéndole dos moléculas de p-ciclodextrina
con espaciadores éter (5-19a) y con este ligante se estudio la hidrdlisis de un éster que el ligante
pudiera “reconocer” (5-19b) en disolucion acuosa con 30% DMSO a pH 7.0, 25°C. En presencia
de Cu(ll) y 5-19a la hidrolisis del éster 5-19b es 1350 veces mas rapida respecto a la hidrélisis
espontanea del éster, por lo tanto, el reconocimiento molecular del éster por el catalizador, puede

dar un efecto de activacion.

a
o HzC 7\ /N CH;
7 =0 —N N= O

b o /‘
- ) c-2 I, R=
Me 0
C/+\C/ '\C/ \0/
Me HZ HZ H2
Br ) W0~
u 1 A
5-19 5-20

Breslow y Chipman *° disefiaron el sistema (5-20) donde el nucteéfilo es el anién oximato
activado al formar un complejo ternario con Ni" y la ciclohexamilosa provee una cavidad
hidrofébica para reconocer la parte aromatica del sustrato (PNPA y S5-sulfonato de

8-acetoxiquinoleina). El reconocimiento aumenta la velocidad de hidrélisis mas de 1000 veces
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para PNPA (kgps= 2.2 x10* s a 55°C para 2-piridinald0xima—N1 Y Kobs= 19.3 x102 s a 30°C

para la ciclohexamilosa-2-piridinaldoxima-Ni'").

5.6. Activacion de RO™ como nucledfilo

Para ésteres y fosfoésteres se ha encontrado que los alcoholatos son nucledfilos mucho
mas eficientes que el ion hidroxo (ver Tabla 3-2) y se pueden activar por coordinacion.

Kimura y Kodama '* investigaron la reactividad de complejos de Zn(II) con tetraaminas
macrociclicas (5-21 a 5-24) en la ruptura de BNPP a 35°C con fin de evaluar grupos alcohol
pendientes como nucledfilos. Los valores de pK, de estos complejos varian en 0.4 unidades,
mientras que las constantes cataliticas (k¢a en M'ls! ) varian mas de dos ordenes de magnitud,
por lo tanto en el caso de 5-23 y 5-24 los nucledfilos no son grupos hidroxo; la la reactividad de
5-24 comparada con la de 5-21 indica que la presencia del grupo alcoholato causa un efecto de
aceleracion de 125 veces a pH 9.3, y se forma como producto final el complejo fosforilado. El
mecanismo de reaccion propuesto contempla dos ataques nucleofilicos: el primero por el

alcoholato y el segundo por un grupo hidroxo coordinado al Zn(II), esquema 5. /.

HO
Ph
N /N HO
N OHN HN ot N M or,N \S
E "z_!za j E Zn2+ j [ an' j
NN H\_ H\_/H [ j
5-21 5-22 5-23
pK.=7.9 pK.= 7.68 pKs~=7.6 pK,.=7.51
e M5y =2.1x107 5.2x10° 5.4x10™ 6.5x10"
o;uo_o (a_o_m! o o0 O,NQ
BNP- o \0 b O‘P”f
\ kBN‘P H:O g °
/T[)-\ K, =74 /-|'-\ HN/;L?" "NGEa?'N
PR I I o e 7N O
LAY NH
* l pKy=9.0
. 09,
©Op” il Esquema 5.1
VNI o
H"‘Zﬂ"\’" kpDE  HNZZhaoN
HN<_/"H Cn/ \NJ
Hi__+"'H
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Young et.al trabajaron con complejos Cu(ll) comparando la reactividad de dos
nucleéfilos: alcoxo ¢ hidroxo (5-25-5-27).'% Los pK,s de los complejos son muy parecidos (9.0,
8.9 y 8.8 respectivamente) mientras que la reactividad del complejo hidroxipropil es 37 veces
mayor que el la del complejo hidroxo en la ruptura de BDNPP (k= 0.72 M''s, 0.02 M''s"
respectivamente a 25°C, pH 8.8). Si la cadena del grupo alcoxo es mas corta no se forma el
alcoholato coordinado y la reactividad disminuye (k= 9.5 x 10° Mlsh. Sin embargo, €l
nucleofilo alcoxo forma el producto de transesterificacion sin completar ciclos cataliticos y si el

fosfodiéster no tiene buenos grupos salientes, el complejo hidroxo es mas activo.

H
l
— Hg) OHy \—

5-25

5.7. RiR;C=N-0O" como nucledfilo

Los aniones oximato, con reactividad nucleofilica similar al OH’", han sido estudiados en
la hidrélisis de varios ésteres. Por ejemplo, la reactividad esterolitica de complejos de cationes
metalicos divalentes con 2-piridinaldoxima en la ruptura de PNPA y del S-sulfonato de 8-

acetoxiquinoleina,*

muestran un efecto de aceleracion de 100 veces para PNPA y mucho mayor
para el éster derivado de quinoleina, comparando el complejo con el ion oximato a pH neutro. En
este trabajo se demuestra que el nucledfilo es el grupo oximato que forma un compuesto
intermediario O-acilado del oximato y posteriormente se hidroliza; se propone un mecanismo

general de esterdlisis en presencia de oximas (Esquema 5.2).

NTe G -
YN . R=H, CH,
OH o
¢
C~~~0R'
| (Nj\C’R E
SO CH3COO- Y
Mz"'N\ Rlo_
« 4 o
H;,C“C\\

o

Esquema 5.2
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Posteriormente, Suh y colaboradores '**'%

comparan el efecto de los iones Zn(Il) y
Cu(Il) en la hidrélisis de PNPA en presencia de 2-piridin acetoxima, y en ia hidrolisis de su
derivado acilado. El complejo de Zn(lI) tiene una reactividad muy alta, incluso mayor a la
esperada para el ton oximato libre, pero el complejo de Cu(Il) casi no tiene reactividad. En la
velocidad observada para la desacilacion (kp) de la O-acetil-2-piridin aldoxima, el Cu(il) (5-28)
tiene un efecto mucho mayor que el Zn(Il) (5-29) respecto a la desacilacion espontanea, debido a
que disminuye el valor de pK, de la oxima de 10.0 a 3.2 haciéndolo un grupo saliente mucho

mejor. Esta fuerte acidificacion de la oxima es, por otro lado, responsable de su pérdida de

reactividad como nucleofilo.

N C —_— N o
Loz 202N -
Cu ---N\O ~ ,0
/
He~Cog HC~Csg
5-28 (kp "/ kp)=2.2x 107 5-29  (kp™ kp)=1.28 x 10°

5.8. Cooperacion en complejos dinucleares

La importancia de cooperacién de dos o mas iones metdlicos dentro un complejo
polinuclear ha atraido la atencion debido a que se ha investigado la existencia y funcién de sitios
activos polimetalicos en enzimas hidrolasas (vide infra). Por ejemplo para cobalto (III) y
cobre(Il) hay varios sistemas dinucleares, (5-30, 5-32) en los que uno de los iones contribuye a
estabilizar la carga de fosfato, mientras que otro tiene como ligante el grupo nucleofilico que hara
la ruptura del éster.''®’! Para 5-30 esta interaccién con el sustrato se comprobd identificando el

producto de reaccion 5-31.

5-30 5-31 5-32
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Liu y Hamilton'"! unieron los ligantes bipy y terpy para formar un complejo que pudiera
coordinar a dos iones Cu(ll) 5-33, y estudiaron la transesterificacion del sustrato HPNP, que
puede dec generar un nucleéfilo intramolecular (kgps =1.13x107 s, pH 7.0, 25°C). Observaron
que existe cooperatividad: kg se incrementa 7 veces respecto al complejo Cu(Il)(terpy), y 300
veces respecto a la ruptura del sustrato sin catalizar. La comparaciéon de otros dos sistemas
bimetalicos similares: uno con dos ligantes bipy y otro con dos ligantes terpy, muestra que el
efecto del segundo ion Cu(Il) es de 50 veces respecto al complejo mononuclear y del orden de
10° veces respecto a la velocidad no catalizada. El esquema de reaccion propuesto (5-33) implica

la activacidon simultinea, como electréfilo y base, por parte de los iones Cu(Il).

5-33

En la Tabla 5.1 se resumen algunos valores de kqps €n la hidrélisis de fosfoésteres para
algunos sistemas con metales divalentes y Co(1ll). Como se ha visto, hay sistemas muy reactivos
con Co(1ll), y su estudio ha contribuido principalmente a esclarecer el mecanismo de reaccion de
los complejos frente a la hidrélisis de ésteres: la activacién del nucledfilo, la estabilizacién del
estado de transicidn, etc.; estos sistemas tienen la gran desventaja de no poder completar varios
ciclos cataliticos, ya que los complejos de Co(lll} son inertes y el intermediario acilado o
fosforilado no se hidroliza para regenerar el complejo catalizador.

En resumen, la reactividad de los complejos de iones metalicos transicionales como
Co(IlI), Zn(IN, Ni(II), y Cu(Il), como lo demuestran las dependencias del pH de las velocidades
de reaccion de hidrdlisis de ésteres fosfato, se debe a la participacion de iones OH’ coordinados
como nucledfilos. Para los fosfoésteres que incluyen un grupo ROH, como los derivados
fosforilados del glicol, esta activacién adquiere un caracter intramolecular afladiendo un factor

acidional a la velocidad de hidrélisis.
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Tabla 5.1. Hidrélisis de fosfoésteres para sistemas con metales divalentes y Co(III).

Sistema Sustrato y Condiciones Ref.
constante Kgps (s'])
CaCl, HNPP, 8.9 x10® [pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal 111
MgCl HNPP, 1.47 x10° [pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal 11
ZnCl, HNPP, 4.7 x10°  |[pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal 11
PbCl, HNPP, 8.9 x10° |pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal 111
Pb(1l) + ([9]aneNs) HNPP, 1.6 x10™® |pH 7.0, 37°C, 0.5 mM metal 111
Pb(II) HNPP, 1x107 pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112
Cu(Il) HNPP, 2x107 pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112
Zn(IT) HNPP, 9.0x10° |pH 6.8,37°C, 0.5 mM metal 112
Co(ID) HNPP, 1.3x107 |pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112
Mn(IT) HNPP, 2.2x10°  [pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112
Ni(ID) HNPP, 1.6x10° |pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112
Mg(1) HNPP, 7.4x10%  |pH 6.8, 37°C, 0.5 mM metal 112
Ca(Il) HNPP, 4.8x10° |pH 6.8, 37°C, 50 mM metal 112
Cu(NO;), BNPP, 5.7 x107 |pH 6.5, 75°C, Cu(NO3); 100 mM | 114
Co(en)(OH)(NH3)*" BNPP, <10 pH 7.0, 50°C, 10 mM complejo | 113
Co(en),(OH)(H,0)™ BNPP, 2.7 x10° |pH 7.0, 50°C, 10 mM complejo | 113
Coftrien)(OH)(H,0)* BNPP, 4.8 x10° |pH 7.0, 50°C, 10 mM complejo | 113
Co(dien)(OH)(H,O)* BNPP, <10 pH 7.0, 50°C, 10 mM complejo 113
Co(cyclen)™™ BNPP, 4.21x107 |[pH 7.25, 25°C, 2 mM Co(1II) [18
Co(trpn)”” BNPP, 1.66x107% |pH 7.25, 25°C, 2 mM Co(llII) 118
Ni(bipy)* BNPP, 4.6 x10° |pH 7.0, 10 mM buffer, 100 mM | 114
NaNQs, 75°C, 1 mM complejo
Zn(bipy)” BNPP, 1.39 x 10° |pH 7.0, 10 mM buffer, 100 mM| 114
NaNQ;, 75°C, 1 mM complejo
Cu(bipy)”" BNPP, 1.36 x10° |pH 7.0, 10 mM buffer, 100 mM| 114
NaNQOs;, 75°C, 1 mM complejo
Cu(bipy)” BNPP 95% EtOH,. 100 mM KCI, 20°C | 103
kea= 1.5 x10°%s" |5 mM Complejo
Ky=8.3x10° M
Cu(tren)” BNPP, 4.5 x10° |pH 7.0, 75°C, 1 mM Complejo 114
Zn(tren)” BNPP, 5.1x 10° |pH 7.0, 75°C 114
Ni(tren)*" BNPP, 1.7x 107 |pH 7.0, 75°C 114
Ni(en)"” BNPP, 5.8x 10”7 |pH 8.60, 75°C 114
Ni(4-14)" BNPP, 9.92x 107 |pH 8.60, 75°C 114
Cu(terpy)(OH) BNPP pK, del complejo 9.8, 75%| 102
kea= 1.5 x10%s! | EtOH,. 100 mM KCl, 35°C
Ky=6.3x10°M |2 mM Complejo
Cu(tren) BNPP pH 6.6, 95% EtOH, 100 mM
kear= 4.4 x107 s |buffer, 20°C,5 mM Complejo 103

Ky=1.3x10°M
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5.9. Cationes de lantanidos (I11I). OH y RO como nucledéfilos,

Los primeros reportes de actividad fosfoesterolitica en presencia de iones lantanidos datan
de los afios 60°s y describen sistemas heterogéneos en los que la reactividad se atribuye a los
hidroxo geles.”” En los altimos afios la aplicacion de estos cationes trivalentes en sistemas
cataliticos homogéneos en disolucién acuosa ha Hlamado la atencién %7!'15:116

Existen varias ventajas al usar iones lantanidos y sus complejos comparada con los iones
metélicos de transicién: tienen mayor carga positiva, resisten mas la hidrélisis por tener mayores
valores de pK,,™ tienen nimeros de coordinacién mayores '’ que dejan posiciones libres para
interactuar con el sustrato y/o activar nucleéfilos, son cinéticamente labiles lo cual permite
disefiar sistemas que pueden completar varios ciclos cataliticos y la mayoria no experimentan
reacciones de oxido-reduccién a condiciones cercanas a las fisiolégicas.®®

En la mayoria de los sistemas esteroliticos y fosfoesteroliticos intermoleculares basados
en iones Ln(lll), se considera que las especies con reactividad nucleofilica hacia los sustratos son
antones hidroxo (OH’) o aniones alcoxo (RO); frecuentemente son los Unicos nucleéfilos que
razonablemente pueden proponerse, y cuando existe la posibilidad de que ambos sean
nucleéfilos, es muy dificil discriminarlos entre si. Las formas activas de los catalizadores en estos
sistemas pocas veces han sido identificadas, sin embargo hay evidencias convincentes de que la
ruptura de sustratos en presencia de cationes Ln(IIl) ocurre mediante la accidon concertada del
cation metalico y el nuclesfilo (OH o RQ7), 2031897211619

Parte de esta evidencia es la dependencia de las kqps respecto al pH para la ruptura de
¢steres fosfato promovidas por cationes Ln(IIT) (por ejemplo, la hidrélisis de ARN con LaCl;,'®
la hidrélisis de triésteres fosfato con un complejo macrociclico de La(Il),*? y la hidrélisis de

ésteres fosfonato con La(II)!'?

). Las curvas de ks vs. pH muestran poca dependencia en valores
de pH acidos, después tienen un incremento pronunciado en un intervalo de ca. 2 unidades de pH
y finalmente vuelven a nivelarse en valores de pH bésicos; analizando estas curvas sigmoidaies
cs posible asignar un valor de pK, a un nucledfilo, o proponer el nimero de especies
desprotonadas en ia forma cinéticamente activa, Otra parte de esta evidencia ha sido la deteccion
por diferentes técnicas de productos de transesterificacion para nucleéfilos alcoxo.**'?

No obstante la complejidad de estos sistemas, los efectos de aceleracion reportados varian
desde de uno o dos érdenes de magnitud hasta efectos de 10'° veces respecto a la hidrélisis

espontanea del sustrato, haciendo a estos sistemas particularmente interesantes.
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Roigk et.al. encontraron que los acuoiones de lantanidos (Ln(IIl)= La, Pr, Eu, Gd, Dy, Er,
Tm, Yb, Lu) promueven la ruptura de BNPP a 50°C y pH 7.0,'” donde las especies reactivas
probablemente son los hidroxocationes generados por hidrélisis de los acuoiones. l.a dependencia
de kg de primer orden respecto a la concentracion de los iones Ln(IlI) exhibe un
comportamiento de “saturacidén” tipo Michaelis-Menten. Los valores de Ky para diferentes
cationes, muestran pequefias variaciones (1600-3200 M™) sin ninguna tendencia respecto al ion
empleado. La constante catalitica, ke, es del orden 10 s para todos los cationes empleados, y
correlaciona inversamente proporcional al radio 16nico del cation (excepto para Yb(III) y Lu(lIl)
para los que se forman agregados no reactivos a causa de su alta densidad de carga). Al
incrementar la fuerza ionica en presencia de los iones La(III) se observa una disminucién en los
valores de ko ¥ S€ sugiere una competencia entre los cationes por los iones fosfato para formar
“pares 16nicos”. Estos acuocationes también promueven la hidrélisis de ADN plasmidico
superenrrollado (pBR322). Con ADNgg también se observd un comportamiento tipo Michaelis-
Menten respecto al metal y las constantes cataliticas observadas, a concentraciones ~5 mM, son
del orden 1x10™*s7.!%

De estos resultados se puede ver que para los acuocationes de La(IlI), dependiendo de la
densidad de carga del cation, existe una activacién del grupo fosforilo y se genera OH’
coordinado como especie nucleofilica; el efecto de aceleracidon de 7 érdenes de magnitud para la
hidrolisis de fosfodiésteres respecto a la hidrdlisis espontanea en agua. Sin embargo, a pH neutro
la fraccién del nucledfilo OH coordinado es muy pequefia ya que los acuocationes de Ln(Ill)
tienen valores de pK, alrededor de 9,5 y para formar cantidades apreciables de sus
hidroxocomplejos es necesario ir a disoluciones basicas. Por otro lado, los hidréxidos de
lantanidos tienen productos de solubilidad pequefios (10%%-10% M) y facilmente coprecipitan
con iones inorganicos simples como nitrato o cloruro que reducen aiin més su solubilidad** Por
ejemplo, en el caso de Eu’* el producto de solubilidad para Eu(OH); es igual a 2.5x1072° M* y el
valor de pK, de Euac3+ es de 8.6.%% Esto significa que para una disolucién 1 mM el precipitado
Eu(OH); aparece a un valor de pH=6.5 cuando el grado de formacién de Eu(OH)** (una especie
con posibilidades de ser esteroliticamente activa) es atin menor al 1%.

En suma, para la mayoria de los acuocationes Ln{IIl), sus disoluciones se vuelven
inestables a valores de pH ligeramente mayores que 7 y sus complejos hidroxo, que son las

especies reactivas, solamente se producen en muy bajas concentraciones. Una postble solucién a
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este problema es el uso de ligantes apropiados, los cuales puedan proteger a un catién Ln(1l1) de
la precipitacion, pero no decrementar mucho su electrofilia necesaria para generar el anion OH u
otro nucleofilo coordinado y para activar al sustrato. La estabilizacion de estas especies conduce
a generar hidroxocomplejos esteroliticamente activos.

En la literatura existe una gran variedad de sistemas que usan cationes Ln(IIl) en
combinacidn con ligantes que van desde los polioles mas sencillos hasta elegantes macrociclos
para hidrolizar diferentes ésteres y fosfoésteres incluyendo ADN y ARN.

Hay y Govan '** reportaron un incremento de 100 veces en la actividad del complejo
macrociclico 5-34 de La(lll) en la hidrélisis de 2,4-dinitrofenildieti] fosfato al ir de pH 7.0 (kqps
6.25 x 107 s a pH 9.5 (o 7.28 x 107 s’} sin que se observara la precipitacidn de hidréxidos
en disoluciones basicas, pero el sustrato empleado estd muy activado y la contribucién del anién

OH" es muy alta (kou™ 53 M's™ para 2,4-dinitrofenildieti] fosfato).

HaC \ CHj

N N

\ N tam N

5-34

Morrow y colaboradores estudiaron una serie de complejos macrociclicos de Ln(lll)
derivados del 1,4,7,10-tetraaza-ciclododecano que son muy estables en disolucién acuosa (1,,~2-3
semanas a pH neutro y 37°C).5*!12%125-12% proharon su reactividad en la transesterificacién del
¢ster 4-nitrofenilico del 2-hidroxipropil fosfato (modelo de ARN), y en la hidrolisis de
oligdmeros del acido adenilico (A»-Aig) y BNPP. El complejo 5-35 con La(Ill) tiene buena
reactividad hacia los dos primeros sustratos (kc,t,,s=1.61><10'S s, pH 7.4y kops=1.58x10" 57, pH
7.0 a 37°C). Llama la atencion que para el complejo 5-35 de Eu(IIl) no observan reactividad y
para el 5-36 si, incluso mayor que para La(Ill) (kps~2x10° s', pH 7.0 a 37°C con
concentraciones mM del complejo). Mediante estudios de luminiscencia mostraron que la
diferencia en la reactividad para los complejos de Eu(IT) con 5-35 y 5-36 es debida al nimero de
moléculas de agua que puede coordinar y que pueden desprotonarse: en 5-35 se coordina una
molécula, pero no se observa ninguna desprotonacidn entre pH 4-9 y en 5-36 pueden coordinarse

dos moléculas y se observa un pK, a 6.58. Por lo tanto, para 5-36 a pH neutro existe mas del 50%
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del complejo en una forma reactiva, mientras que para 5-35 la fraccion debe ser casi indetectable.
Una modificacion interesante es el cambio de las amidas por alcoholes. El efecto sobre la
reactividad es notable ya que el complejo 5-35 con Eu(lll) puede promover efectivamente la
ruptura de monorribonucleétidos y de BNPP (kos=2x10™ s, pH 7.4 a 37°C). Este incremento en
la reactividad se debe a un cambio en la especie nucleofilica, d¢ OH a RO", con mayor

reactividad intrinseca generado a valores de pH cercanos a la neutralidad.

N N OH
Tl T10- (o
___]L‘ —,Lé_\[r 2 '\lr _||~' "o IS

R NLns;lo (|3 NEué'N Lna/\i)
| N R NN
HN L__,Q HzN/J\/ LQ HO\_/TL_:"-JNJ
o) 0 !
NH, NH; HO
5-35 5-36 5-37

Schneider y colaboradores probaron varios tipos de ligantes (aminas, polioles y
aminoéteres) en la reactividad hidrolitica de La(Ill), Eu(IIl) e Yb(III) hacia ADN superenrrollado
apH 70y 37°C.1P%53! Encontraron que las aminas, aminoéteres y polioles producen efectos
menores sobre la reactividad hidrolitica comparada con los acuocationes y en el caso de los

acidos carboxilicos existe una fuerte inhibicion, por ejemplo:

on —OH COOH COOH
OH L OH - OH OH
OH OH
OH OH HO—] HO— HO
[: OH E HO
OH OH __OH L OR OH
OH OH
OH —OH OH OH
OH
L—OH L OH COOH
La(Ill) vs. ADN 1.05 1.50 1.05 1.05
Eu(lll} vs. BNPP 1.03 1.16 0.54 2.00 2.53 0.0055 <0.0012

Al parecer esta inhibicién se¢ debe a que la mayor estabilidad que proporcionan los
ligantes con grupos carboxilato conlleva una desactivaciéon del nucledfilo OH™ también
coordinado al catidon. Este efecto ha sido observado al emplear La(Ill) en presencia de EDTA
como ligante: su reactividad hidrolitica es tan baja que s6lo se manifiesta con polifosfatos
inorgémicos.'?’2 Este efecto depende del ligante empleado. Por ejemplo, la presencia de la funcién
13

carboxilato en aminoéteres da constantes de estabilidad entre 10’-10'% con algunos cationes,’

pero esta situacién cambia con los lantanidos y ademas se inhibe la hidrélisis de fosfodiésteres.
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Por gjemplo, para el aminoéter 5-38 la reactividad del complejo con Eu(lll) comparada
con el acuocation es solamente 1.02 veces mayor.'”! El estudio del complejo 5-39 '** muestra que
aun con un carboxilo adicional las constantes de formacién del metal con el ligante desprotonado
no son muy diferentes a las del aminoéter y sélo alcanzan valores de 10° M’ sin depender de 1a
distancia a la cual esta el carboxilo. Su efecto es muy modesto en la reactividad hacia ADN vy
BNPP (para BNPP fqs = 1x10* s en presencia de Eu(IIl), ku=3.08x10" s en presencia de
5-39, n=3, pH 7.0 y 50°C, 2 mM).

Cj/ \_/ @ @ \N)—(CHz)nCOOH Ho //’Xl\ C/O(liH
' K/o \) =135 ’ HO OH
5-38 5-39 BisTris
En contraste, la presencia de aminoalcoholes, con menores posibilidades como ligantes,
puede estabilizar a los hidroxocomplejos de Ln(IIl). Por ejemplo, se reporté la estructura y la

reactividad del complejo de La(III) con BisTris.'*®

La estructura de RX del complejo muestra al
metal decacoordinado con dos moléculas de BisTrs, aunque en disolucion acuosa los datos
muestran que el complejo es 1:1. La constante de formacion del complejo es de Ke=5x10* M, y
el pK, de! BisTris disminuye de 6.5 a 4.0 en presencia del un equivalente de La(lll). La
reactividad de una mezcla 1:1 de La(Ill) con BisTris, en el intervalo de concentraciones de 0.5-20
mM, alcanza un maximo al adicionarsele 2 equivalentes de NaOH. La constante de velocidad
observada en la hidrolisis de BNPP para disoluciones de BisTris/La(Ill) y para La(Ill) ambas con
2 equivalentes de NaOH es muy similar, por tanto, la presencia del ligante no da un efecto
negativo en la velocidad pero contribuye a la estabilizacién de los hidroxocomplejos del metal.
La estructura hipotética del complejo activo es [(BisTris)La(OH)4La(Bis’I‘ris)]B, sin embargo no
se reportan ningunos datos, excepto una titulacion potenciométrica, que comprueben la
estequiometria del complejo activo.

Otro aspecto importante, observado en varios sistemas, y que conduce a incrementos
retevantes en la velocidad de reaccion es el efecto de cooperatividad entre iones metalicos. En la
literatura se pueden encontrar ejemplos de cooperacién entre: 1) Ln(III) con Ln(iil), 2) Ln(llI)
con otros iones metalicos y 3) dos iones Ln(III) en complejos dinucleares.'*® Por ejemplo, se ha

reportado que existe un efecto importante de cooperatividad entre el acuocatién de La(1ll} y sales



Antecedentes 37

de Fe(lIT), Mn(IT), Sn(IV), In(III) y Ga(ITI) en la hidrélisis de BNPP '*® pero un aspecto muy
dudoso de este trabajo es que la catalisis se observa en medios acuosos a pH 7.0 y temperatura
50°C, es decir, a condiciones de precipitacion cuantitativa para las sales sencillas de todos los
cationes usados.

Takasaki y Chin encontraron un efecto de cooperatividad entre perdxido de hidrégeno y
Ln(IIl) (La, Pr, Nd y Eu) en la ruptura del fosfodiéster BNPP que incrementa la velocidad de
ruptura en 8 drdenes de magnitud (;fcoh.5~10'3 sta pH 7.0 y 25°C, concentraciones mM).m"3 "La
dependencia de la constante de velocidad observada es de orden 2 tanto para la concentracién de
La(IIl} como para la concentracién de peréxido, y la dependencia del pH e¢s muy pronunciada y
su ajuste requiere considerar 2 La(IIl) y 2 O,%, por lo tanto, se propone que la especie que
interactia con el fosfato, a estas condiciones, es dinuclear (Esquema 35-3). Por otro lado, mediante

. 18 . ;s . , N
experimentos con Hy "O, se determina que el peréxido funciona como nucleéfilo, activado por su

coordinacion con los iones La(I1]).

RO\ /OR
P \ /
o
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Esquema 5-3

ke, Productos

En algunos sistemas fosfoesteroliticos se ha observado que es necesaria la participacion
de dos iones lantanidos,"’® incluyendo trabajos realizados con complejos macrociclicos
dinucleares. Estos ltimos muestran que la participacion de ambos iones metalicos puede tener un
efecto catalitico muy importante en la hidrélisis de fosfodiésteres.®#12%140 por giemplo, la
hidrélisis del ADNgg plasmidico pUC19 es promovida por los complejos dinucleares de Ho(Ill) y
Er(III} con 5-40."*° La presencia de Ho(III) practicamente no afecta la velocidad de hidrolisis,
mientras que en presencia de (5-40)Ho, se ve incrementada 1.5 veces a pH neutro y 37°C. Los
complejos de Eu(IIl) y Pr(III) con 5-41 catalizan la hidrélisis de BNPP y ADNgz a pH 7.0 y 50°C.
Para BNPP la velocidad de hidrdlisis se incrementa 1.5 veces respecto a la presencia del

acuocation al emplear (5-41)Eu; y para (5-41)Pr; el efecto es de 72 veces.
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Jurek y Martell encontraron cooperatividad en Ia hidrélisis de BNPP entre iones La(Ill)
del complejo macrociclico para la activaciéon de OH™ como nucledfilo y ademas observaron la
participacidn de 3 complejos dinucleares en el proceso.®? Las constantes de velocidad observadas
en la hidrélisis del fosfodiéster BNPP en presencia de La(Ill) y 4-8 dan efectos de aceleracmn de
ca. de 10 drdenes de magnitud en medios basicos (kea= 4x10% s apH 7.0y ~032s" apH 10 a
37°C, complejo 5 mM). La mayor parte de la reactividad observada es debida al complejo 4-8
La(OH); (vide supra). Esta reactividad inusitadamente alta se debe principalmente a la
cooperacidn de los dos grupos OH™ de la especie dinuclear. Otro aspecto de este trabajo es que €l
orden de reaccion es de tres para el complejo dinuclear, lo quc implica la participacién de 3
complejos dinucleares en el proceso de hidrélisis. El esquema 5-4 muestra el mecanismo

propuesto por los autores.®

NO;

3
La¥

Laﬁ‘-‘ ----- o Las" \

-
|0H OE/\PJ /
\\ J I‘ La
Laaf' """ o La®*
NO,

Esquema 5-4
A partir de estos y otros estudios similares se ha propuesto que, en sistemas dinucleares
donde el nucledfilo es un grupo OH, los cationes metalicos le proporcionan a este nucledfilo

activacidn y aproximacion al grupo fosforilo de manera simultéanea.
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5.10. Cationes tetravalentes: OH™ como nucleéfilo.

Existen varios ejemplos en la literatura de sistemas hidroliticos con gran reactividad,
particularmente con diésteres fosfato, que emplean complejos de iones metalicos en estado de
oxidacién (IV), como Zr(IV), Ce(IV), Th(IV) y UO,*, en la hidrolisis de fosfodiésteres
sint¢ticos, ADN vy dinucledtidos, y se ha comprobado que son capaces de romperlos,ld]'is(’ pero
desafortunadamente no hay una sistemnatizacion. En estos sistemas se considera que los aniones
OH’ unidos al ion metalico son los nucleéfilos. En términos generales podemos pensar que, por
ser tefravalentes, su habilidad como dcidos de Lewis para compensar la carga negativa de los
ésteres fosfato (P-O7) es mayor que para iones trivalentes o divalentes, pero hay que considerar
que ¢l ataque nucleofilico de los OH™ coordinados depende de la basicidad de estos aniones.

Una consecuencia directa sobre la reactividad es que estos metales tienen valores de pK,
muy bajos: las moléculas de agua de hidratacion se desprotonan incluso a pH acido (el pK, de
Th(IV} es 3.89, el pK, de Ce(IV) es —0.72) generando la especie nucleofilica M(1V)-OH" a bajos
valores de pH.>* La reactividad de estos sistemas hacia fosfodiésteres es una de las mayores

. .y 41-
encontradas en la literatura (efectos de aceleraciéon de hasta 10'° veces) #1143

pero tienen una
quimica complicada c¢n disolucién acuosa: los hidroxocomplejos de estos cationes facilmente
forman oligémeros (tetrameros, octimeros, especies unidas por puentes hidroxo, etc.) y
posteriormente precipitados, incluyendo geles, que han impedido la caracterizacién de sus
especies en disolucion y por tanto no es claro cuales son las especies responsables de tan alta
reactividad. En algunos casos, para estabilizar las especies reactivas, se han adicionado otros
reactivos que finalmente limitan la aplicacién de estos sistemas; en otros, se han empleado
ligantes polidentados que formen complejos estables con M(IV), como ligantes policarboxilatos
(EDTA), pero desafortunadamente reducen fuertemente su reactividad esterolitica.'**

Los estudios generalmente se realizan a pH acido para evitar la presencia de geles. Por
ejemplo, la ruptura del dinucleétido TpT (timidilil (3°,5")timidina) a pH <4 empleando Ce(IV) a
50°C y Th(IV) a 70°C transcurre con una kg, del orden de 10 s, pero no es posible mejorar
mucho este tipo de sistemas sin su estabilizacidén a mayores valores de pH, pues las temperaturas
empleadas ya son altas; ademas Th tiene la desventaja de ser un elemento radioactivo.

Hay varios estudios que involucran procesos oxidativos. Por ejemplo, se ha empleado

Ce(II1)/O, - Ce(1V) en la hidrélisis del dinucledtido dApdA 195 con valores de kg de ~10% 5" a

37°C pero estos procesos redox no son deseables debido al poco control que puede tenerse
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comparado con las rutas nucleofilicas que son mucho mas especificas. En la Tabla 5.2, se
presenta un resumen de algunos sistemas con M(IV) en la ruptura no oxidativa de BNPP vy

dinucledtidos.

Tabla 5.2. Hidrélisis de fosfodiésteres con hidroxocomplegjos de M(IV)

Sistema Sustrato Condiciones Ref.
Yy lli'(obs (S-l)

[Zr'"(acac)(sae)] |BNPP, 1.5 x 10™ |pH 7.0, 10 mM Tris/HCl, 10 mM KCI y MgCl,, [ 154
5 mM CaCly, 37°C, 0.045mM Complejo, BNPP
0.016 mM

Zr(IV) TpT, 2.3 x 10°  |pH 3.5 (pHmx 4.0), 50°C, Zr(IV) I mM en|155
presencia de Tris

Zr(lv) BNPP, 8 x 10° ~ |pH 3.5, 37°C, micelas Brij, Hepes, ImM Zr(IV) [151 |

Ce(1V)/palmitato; |BNPP, 2.6 x 10 | pH 7.0, micelas Brij, Hepes, 37°C 143
[Ce(IV)/palmitato2] > [BNPP]

Ce(1V) TpT, 5.28 x 10° |pH 7.0, 50°C, estequiométrica 150

Ce(1V) TpT,5.5x10° |pH 7.0, 50°C, gel de hidroxocomplejos de|146
Ce(IV)

Ce(IV)/Pr(lL11) TpT, 4.7 x 107 |pH 7.0, 50°C, gel de hidroxocomplejos de|149
Ce(IV) y Pr(1IT)

Ce(lV) TpT. 4.6 x 10° | pH 1.3-3.3, 50°C, Ce(IV) 1 mM 146

Th(IV) BNPP, 2.8 x 10~ | pH 6.0, micelas Brij-35 2 mM, HEPES 10 mM, [ 143
37°C, Th(IV) 1 mM, BNPP 0.05 mM

Th{lV) TpT, 4.5 x 10°  |pH 4.0, 70°C, Th(IV) 4 mM 7 153

uo,” BNPP, 9.5 x 10° |pH 6.0, HTMED, 37°C, 156
[HTMED/ UO,*"] > [BNPP]

Un catiéon interesante es Zr(IV), que si bien tiene hidroxocomplejos con equiltbrios
complicados en disolucién acuosa, tiene la ventaja de no presentar una quimica redox. Para el
complejo [Zr'" (acac)y(sae)] (5-42) se reporté la hidrdlisis de BNPP con una constante de
velocidad observada moderada, comparable a la observada para acuocationes de lantanidos(I11)!**
probablemente debido a la excesiva desactivacidn por los ligantes carboxilato y alcoholato.

Vale la pena mencionar que para Zr(IV) a pH 3-5 y 20°C la presencia del aminoaicohol,
Tris, incrementa la reactividad de la sal del metal 1.5 veces (kea =4.9%107 s'apH3.5y20°0)"
a las mismas condiciones en la hidrélisis de los fosfodiésteres BNPP y el dinucledtido TpT y
promueve la hidrélisis de MNPP con constantes de velocidad comparables a las de BNPP. En

contraste, la presencia de su andlogo tris (hidroximetil)etano, que carece de la funcién amino, no

contribuye a la velocidad de la reaccion.
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o, {+ +
@&:—?\O' NH3
le o HO HO
HyC . OH OH
“CHy, OH OH

542 TRIS Tris(hidroximetil)etano

Por lo expuesto anteriormente la coordinacidon de los iones lantanidos y de iones con
carga (lV), sigue siendo uno de los factores mas importantes para desarrollar catalizadores
activos en la hidrélisis de ésteres. Posiblemente los ligantes mas adecuados como estabilizadores
y no desactivantes son ligantes abiertos con grupos donadores de oxigeno o combinaciones de
oxigeno y nitrégeno, como aminoalcoholes y oximas, que tienen constantes de estabilidad
aceptables para estos cationes, y es posible que no decrementen excesivamente su electrofilia.

El hecho de coordinar a estos cationes tri- y tetravalentes permite solucionar el problema
de la baja estabilidad de las especies que incluyen sus hidroxocomplejos, pues se protegen de la
precipitacion. Por otro lado, esta coordinacién puede tener una repercusién complementaria en el
ligante. Por ejemplo, si al coordinarse el ligante puede generar grupos nucleofilicos diferentes al
anidn OH', como perdxidos (ROO’), alcoholatos (RO’), oximatos (R{R2C=N-O") etc., y puede
pre-organizarlos favoreciendo una interaccidn optima con el sustrato, la suma de todos estos

efectos puede llegar a dar una actividad catalitica muy importante.

5.11. Nucelofilos coordinados en sitios activos de metaloenzimas

Existe una gran variedad de metaloenzimas hidroliticas tanto proteasas y esterasas como
fosfatasas y nucleasas. Todas estas enzimas operan mediante mecanismos que incluyen el ataque
nucleofilico por parte de un nucledfilo coordinado a la molécula de sustrato con asistencia tanto
del ion metilico como de numerosos grupos laterales de la proteina. La misma idea de
“activacion” de un nucledfilo mediante su coordinaciéon y disminucién del pK, que se ha
desarrollado en sistemas quimicos proviene de estudios de metaloenzimas. Este efecto se
observa, en una forma mas clara y senciila, en el mecanismo simplificado de la anhidrasa
carbénica.’>’ Esta enzima cataliza la hidratacion de CO»:

CO, + H,O - HCOy + H*
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La constante de velocidad de la reaccion espontanea con agua como nucledfilo es
kizo=7.7x10"* M's”! y en presencia de la enzima (anhidrasa carbénica humana, isozima 11} sube a
1.8x10° M's™" es decir, llega al limite donde la velocidad de la reaccién enzimatica es controlada
anicamente por la difusién de los reactivos. El mecanismo enzimaético (Esquema 5.5) incluye la
desprotonacion del agua coordinada con el Zn(II) del sitio activo, que tiene pK, alrededor de 7, y

un ataque nucleofilico del OH™ ala molécula de CO,.

OH, N H" H
HN—\\ f HN—'\\ f
o N . 24 / &rN T, 7 2*/N\2
‘Zn e v—— “Zn
His }\' His bis k His
HES’QH HIS“@H

Esquema 5.5

En este caso el catién metalico no produce ninguna activacion del sustrato, unicamente
disminuye el pK, del agua de 15.7 hasta 7, pero evidentemente el anion hidroxido no pierde su
nucleofiha a pesar de que la pérdida de su basicidad es grande.

La desprotonacion completa del agua coordinada no ocurre en olras metaloenzimas, tales

138 cataliza la

como la carboxipeptidasa y la nucleasa de estafilocococos. Esta (itima enzima
ruptura de las cadenas de ADN y ARN en forma no especifica con un efecto de aceleracion sobre
la reaccion espontaneca es del orden de 10'® veces y representa uno de los mayores efectos

cataliticos en la naturaleza. El mecanismo de accidn de la enzima se presenta en el Esquema 5.6.

Ar
I,g

Arq
NH
HN 2
ﬁNHz HN:(
0]
H,N If NH
RO« P -

~ Asp
" \>Ca{+—-Thr
i-o”" Ny

4 O
H Asp

o)
O}—Glu

Esquema 5.6

2
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Para esta enzima, el nucledfilo agua esta coordinado con Ca(ll), pero no se desprotona
s6lo por coordinacion con el ion metalico, sino que requiere una asistencia adicional de tipo
base-general del carboxilato del acido glutamico. El catién de Ca(Il} promueve la desprotonacion
del agua y ademas realiza una activacién electrofilica (o electrostatica) al sustrato fosfodiéster.
Ademas existe una asistencia del mismo tipo que proviene de dos argininas, aminoacidos
cationicos. Este tipo de contribucién se ha empleado en sistemas sintéticos como el 5-18.

Con frecuencia las enzimas hidroliticas contienen sitios activos polinucleares. Como
tlustracién de los mecanismos correspondientes podemos considerar dos enzimas fosfatasas
estudiados en detalles: fosfatasa alcalina '** y fosfatasa purpura 4cida.'®® Ambas enzimas son
poco especificas y muy activas. Sus sustratos son monoésteres fosfato.

La fosfatasa purpura tiene un centro activo heterobimetalico: incluye los cationes Fe(Ill) y
Mn(Il). El catién mas electrofilico, Fe(Ill), acidifica una molécula de agua coordinada
convirtiéndola en OH’, mientras que el Mn(II) junto con tres aminoacidos cationicos (histidinas

en sus formas protonadas) realizan la activacion electrofilica del fosfato (Esquema 5.7).

As - As -/ 7
:0?164 ;02134
ASPHS Y His3z3 ASPHS Hisaza
Hi - E ': . H-I3325-._‘ E '2 .
19325 ‘":jlbe(lli)-'OH——Mr‘l(ll)"" Hiszge _',ZF\e_(III)—-OH-——Mn(\II}"" Hiszgs
Tiryer” OH 0 "Aspaos Tirie? \'OH O"" AsPzon
\___.g o N/
[« A 07 N
. o O\ 'H+Hiszge +",0 3 o-R
Hiszq2H R Hiszo,H 3 "H*Hiszes
Hi3295H+ L Hi5295H+
Esquema 5.7

Todas las enzimas mencionadas tienen ademds del sitio catalitico, donde ocurre la
transformacién quimica del sustrato, un sitio de complejacidon no-covalente del sustrato. Como
resultado, la transformacion quimica sigue un mecanismo intramolecular que es mas eficiente.

Se puede decir que para lograr una posible imitacion de los mecanismos enzimaticos, el
efecto mas sencillo a reproducir en sistemas quimicos es la disminucion del pK, del nucleéfilo a
través de su coordinacion. También es posible imitar la asistencia ¢lectrofilica del mismo catién

metalico, pero evidentemente se requiere la presencia de sitios de coordinacion vacios, es decir,
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deberia ser mas facil para metales con altos numeros de coordinacién, como los lantanidos.
Modelar el efecto de asistencia electrofilica que proporcionan los grupos laterales al sitio
catalitico y la aproximacion entre el sustrato y el catalizador por complejacion de! sustrato en
forma no-covalente requiere sistemas mucho mas complicados y actualmente hay pocos ejemplos

de estos efectos en sistemas quimicos.
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Objetivos de la tesis

Por lo expuesto en las secciones previas, resulta importante disefiar, caracterizar y evaluar
sistemas con iones metalicos, los cuales deben ser muy reactivos, tanto esteroliticamente como
fosfoesteroliticamente, y deben tener la posibilidad de generar procesos ciclicos. Ambas
caracteristicas son necesarias para poder ser aplicados en procesos como el “foorprinting”* de
ADN y ARN, el tratamiento de desechos toxicos y reacciones sintéticas con ésteres y fosfoésteres

como sustratos. Los objetivos de este trabajo son:

Objetivo general:

Desarrollar nuevos sistemas con una mayor eficiencia para promover la ruptura de ésteres
de 4cidos carboxilicos y fosfatos, que permitan su aplicacién practica como esterasas y/o
nucleasas quimicas. El desarrollo de estos sistemas esteroliticos y fosfoesteroliticos con base en
nucledfilos coordinados se plantca de forma analoga a los mecanismos de accion de

metaloenzimas hidroliticas.

Objetivos particulares:

1. Investigar la reactividad de uno de los nucledfilos mas sencillos con efecto «, la hidroxilamina,

en la ruptura de fosfodiesteres y su posible cooperacién con iones metalicos.

2. Realizar un estudio de la reactividad esterolitica y fosfoesterolitica de una serie de oximas
coordinadas enfocado a:
e establecer interrelaciones entre la basicidad y la nucleofilia del grupo oximato
coordinado
e lograr efectos especificos de estabilizacion del estado de transicion del ataque

nucleofilico por coordinacidon con metales, y
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¢ encontrar sistemas con posibilidades de realizar la ruptura de los sustratos de modo
catalitico, es decir, realizar tanto acilacion del oximato como desacilacion del

intermediario aciloxima con regeneracion del grupo nucleofilico.

3. Estudiar como posibles catalizadores de hidrolisis los complejos de Y(1II) y lantanidos (I1I)
con ligantes aminoalcohdlicos para los cuales se esperaria la formacion de nucledfilos hidroxo o

alcoxo coordinados. Los puntos principales de este estudio son:

¢ la caracterizacion de la composicion de las especies en disolucién, y la determinacién
de sus constantes de estabilidad

¢ la determinacion de los pardmetros cinéticos de la hidrélisis de sustratos ésteres de
diferentes tipos (ésteres de acidos carboxilicos, mono-, di- y triésteres fosfato, ADN)

e ¢] establecimiento del mecanismo de hidrélisis catalizado con base en estos datos.

* “footprinting”: Es un método para identificar el segmento exacto de ADN al que se une una

proteina afin a éste.
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6. Sustancias empleadas, equipo y software

6.1. Reactivos

a) Sustratos

Los sustratos empleados en este trabajo (Tabla 6.1) son ésteres y fosfoésteres que se usan
como modelos de sustratos biologicos o sustancias tdxicas en reacciones esteroliticas y
fosfoesteroliticas. Su hidrolisis es irreversible y da como producto en disolucién acuosa el anion
nitrofenolato cuya deteccion puede hacerse mediante espectrofotometria UV-Vis (ver seccion
7.2). Ademas, su uso permite hacer comparaciones con los datos reportados en la literatura. En el
Anexo 3 se muestran algunas propiedades electronicas, calculadas para una geometria definida de

estos sustratos en el vacio.

Tabla 6.1. Sustratos empleados.

Bis(4-nitrofenil) fosfato, sal de sodio (Sigma)

O
f
Peso férmula 362.2, pK, 1.04* OZN@O—T—OGNoz

o}
Se recristalizé de una mezcla etanol/agua. RNPP
4-Nitrofenil fosfato di(Tris) sal (Sigma) 0
Peso férmula 461.4, pK, <2y pKap 5.5,1%8 02”@0—$“0
o)
MNPP

4-Nitrofenil acetato (Aldrich) o

Peso formula 181.1 )ko‘@_mz

Se recristalizd de una mezcla acetato de etilo/acido acético

4-Nitrofenildifem] fosfato NO,
Peso formula 371.3

Sintetizado en la Facultad de Quimica de la Universidad de

o)
|

Rutgers, E.E.U.U. Obtenido como un donativo. @'O‘E—O‘Q
0

PNPDPP
4-Nitrofenol grado espectrofotométrico (Sigma) o on
Peso formula 139.1, pK,, 7.0,"® i C

PNP

* Calculado con el programa ACD pK, Ver. 3.00 de Advanced Chemistry Development Inc.
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b) Ligantes

Tabla 6.2. Ligantes empleados

BisTris propano (Sigma) o Hy ™" H
(1,3-bis[tris(hidroximetil)metilamino}propano) p@ OH
W Ly KO
Peso formula 282.3 OH
pKai 6.75 y pKq 9.10;'% BTP
pK, 6.83 y pKas 9.10, este trabajo (ver seccidn 10.1)
Trizma base (Si HzN
121 (Sigma) oH
Peso formula 121.1
OH ™>pH
(tris[hidroximetil]aminometano) TRIS
pK, 8.09, pK, 8.01, este trabajo (ver seccion 10.2}
2,3-Butanodiona monoxima (Aldrich) 0
Peso férmula 101.1 //lL\Tr/
N
pK, 9.5 (EtOH/H,0)'"® OH
BDM
pK; 9.40 este trabajo (ver seccion 9.3)

o cetilpiridin_ dioxi S , . de 26 S
2,6-Diacetilpindin  dioxima. Se prepar¢ a partir de 2, HC i - CH,
diacctilpiridina (Aldrich) e hidroxilamina.> N| Ih|

, HO” “OH
Peso formula 193.2 OXDAP
pKai 11.3 y pKap 11.5:1%

Hidroxilamina (Clorhidrato) (Aldrich
idroxilamina (Clorhidrato) (Aldrich) NH,OH-HCI
Peso [6rmula 69.49
pKai 6.1y pKyz 13.73,%°
: [3)
Acido etilendiaminotetraacético, sal disédica (Aldrich) HO\{\ (17/014
Peso formula 232.24 NaQ NN ONa
pKy1 2.00, pKaz 2.67, pKaj 6.16, pKag 10.26,% 2/'/ HE)

EDTA
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c) Sales de los cationes metalicos

¢ Percloratos de lantanidos (1IT) grado reactivo {(Aldrich). Las disoluciones acuosas al 40 % en
peso de los percloratos de La, Pr, Nd, Eu, Gd y Dy se usaron sin purificar, después de
comprobar su pureza mediante emision atdmica de plasma. A partir de las disoluciones
adquiridas se prepararon disoluciones patrén en las que la concentraciéon de los iones
metdlicos se determiné adicionando un exceso de EDTA vy retrovalorando con ZnCl; en

presencia de negro de eriocromo T como indicador.’®!

Es importante aclarar que todas las
disoluciones adquiridas de percloratos de lantanidos contienen acido perclorico en diferentes
cantidades para preventr la precipitacion de los hidroxidos metalicos.

* Nitrato o perclorato de Y(III) (Aldrich). Su disolucién patrén se estandarizo al igual que las
anteriores.

e Zn metalico (99.999% pureza) (Aldrich). Se empleé para preparar una disolucién patrén de
ZnCl, disolviéndolo en HCI.

e NaClO4 grado reactivo (Aldrich).

¢ NaOH grado reactivo y libre de carbonato (Aldrich). Las disoluciones de NaOH se emplearon

frescas, y se procurd evitar la formacion de carbonato; se estandarizaron con biftalato de

potasio en presencia de fenolftaleina como indicador.

d) H;O
En todos los experimentos se utilizo agua destilada y desionizada con una resistividad de

18.2 + 0.1 MQcm obtenida mediante el sistema Bamstead Nanopure.

6.2. Equipo

Las mediciones de volumen se realizaron con micropipetas Eppendorf Research serie
2000 con volumenes variables. Las mediciones de pH se hicieron con un potenciémetro digital
para investigacién Orion Model 710-A, y se usd un electrodo Orion ROSS que permite el uso de
amortiguadores derivados de TRIS. Para calibrar €l potenciémetro se usaron amortiguadores
estandar de referencia frescos a 25°C, pH 4.00, 7.00 y 10.00 (Aldnch, precision de +0.01).
Durante los experimentos de potenciometria se mantuvo constante la temperatura utilizando un
bafio de recirculacion de agua marca Fischer Scientifics Isotemp 10168 (£ 0.1°C). La temperatura

de las disoluciones fue verificada con un termdémetro digital Digi-Thermo (* 0.1°C). Las
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mediciones espectrofotométricas en el ultravioleta y el visible se hicieron en un equipo Hewlett
Packard 8453 con arreglo de diodos equipado con un compartimento termostatado con sistema
Peltier (£ 0.1°C). Los espectros de 'H -RMN se obtuvieron en un espectrémetro Varian Gemini
300 NMR de 1a Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion, Facultad de Quimica, UNAM.
Los espectros de masas (ESI-MS) fueron obtenidos en un espectrémetro de masas VG Platform Il
quadrupolar con una fuente de ionizacion por electrospray en la Universidad de Santa Barbara,
California. Las muestras se corrieron por introduccion directa desde una bomba con jeringa
Harvard Apparatus Modelo 22 a una velocidad de 20 uL/min, los voltajes empleados fueron de

5-15 volts y los datos se colectaron y analizaron en una PC con el software VG Masslynx.

6.3. Software

Los ajustes por regresiones lineales o no lineales por el método de minimos cuadrados fueron
realizados en el programa Microcal Originm Ver. 5.0 de Microcal Software, Inc. Las constantes
de equilibrio fueron calculadas utilizando el programa Hyperquad 2000 Version 2.1 NT."*%¢ [og
diagramas de distribucién de especies fueron generados usando las constantes determinadas en el
programa Species Ver. 0.8 Academic Software 1999 de K.J Powell. Los espectros de 'H-RMN
mostrados en esta tesis fueron procesados a partir de los FID mediante el programa

NutsPro-NMR Utility Transform Software Professional 2D Ver. 19990218.

7. Técnicas empleadas

7.1. Potenciometria

Todas las titulaciones se realizaron en una celda de 75 mL termostatada a 25.0+0.1 °C,
siguiendo las recomendaciones generales para titulaciones potenciométricas.'® El volumen
inicial de las disoluciones a titular fue de 50.0 mL en todos los casos. La fuerza ionica se
mantuvo constante adicionando NaClO4 0.1 M como electrolito soporte. Las disoluciones a
titular se burbujearon y se mantuvieron bajo atmosfera de N, para evitar la presencia de CO,
debido a que los carbonatos de los lantanidos son muy insolubles. El potenciémetro (electrodo) se
calibré usando, primero, amortiguadores estandar de referencia a 25°C, pH 4.00, 7.00 y 10.00 y

posteriormente se calibré en términos de la concentracién de protones.
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Debido a que los valores de diferencia de potencial obtenidos en las celdas
electroquimicas utilizadas en potenciometria dependen de la actividad y no de la concentracidn
de las especies, las constantes dcterminadas directamente de los valores de mediciones
potenciométricas son en realidad constantes mixtas pues contienen términos de actividades (para
protones) y de concentraciones (para las otras :::spfs:cies).'63 Si consideramos que la actividad de
una especie idnica no es un parametro mensurable experimentalmente, las constantes en términos
de concentraciones estan definidas mdis claramente y por esto, para el estudio de equilibrios en
disolucion, es preferible su uso. Ademas, el célculo de las constantes de equilibrio a partir de
datos potenciométricos esta basado en la solucidn de sistemas de ecuaciones en los que se incluye
el balance de masa para protones, por lo que se requiere conocer la concentracion y no la
actividad de los protones. Por estas razones, es mas adecuado calibrar al electrodo en términos de
la concentracién de protc:nes.“”2

Es posible demostrar que en una titulaciéon de cido fuerte con base fuerte, la relacion

entre las variables involucradas puede representarse con la ecuacién:'®
V + (VotrV[H’)fICh — (Vo V)Kw/(Cg[H’]f)-V =0

en donde: V cs cl volumen de titulante de concentracion Cg molar
Vg es el volumen inicial de la muestra
Kw es el producto idnico del agua
V. es el volumen de equivalencia
[H’'] es la concentracién de H' no corregida, tomada directamente de las
mediciones de pH ([H’]=107")
fes el factor de correccidn, funcién de los coeficientes de actividad y del potencial
de union liquida (junction potential)

Entonces, si conocemos la concentracién de la base afladida, el volumen inicial, los
voliimenes adicionados, la concentracion exacta del acido fuerte a titular y los valores de pH para
cada adicidn, es posible calcular el valor de /'y de pK,, en las condiciones experimentales.

Como parte de la calibracion rutinaria del electrodo se titularon 50.0 mL de HC1O, 0.01
M estandarizado con NaOH estandarizado en presencia de NaClO; 0.1 M como electrolito
soporte haciendo pequefias adiciones de NaOH, permitiendo a la disolucion equilibrarse y

registrando el pH instrumental. Las curvas de titulacién obtenidas, con aproximadamente 45
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puntos separados de pH, se ajustaron mediante una regresion no lineal de minimos cuadrados a la
ecuacion anterior reordenada en términos del volumen
V= (Ve Cp + VoKw/[H’] - Vo[H’]) / (Co+[H']f~ Kw/[H’])
Para la ecuacion de ajuste en el programa Origin se hicieron V. =P1, Ky = P2, f=P3, pH=X
V= (P1*Cg + Vo*P2*10% - Vo*P3/10%) / (Ca+P3/10%- P2*10%)
donde P1-P3 son parametros de ajuste.

Estos datos se ajustaron para obtener los valores de pK.w y /. Este dltimo valor se empled
para corregir la escala del potenciometro (Fig.7.1). Vale la pena hacer notar que la influencia de
los coeficientes de actividad y el error associado a la variacidn del potencial de unidn tiquida se
manifestan como el factor f en la expresion de la concentracion de H'. En consecuencia, al
emplear valores de pH debe restarse el logaritmo de f del valor de pH observado para corregir {a

escala del potencidmetro y usarla en términos de la concentracion de protones.

0.010
pK, ... 13.74

-
8 0.008 4 log f=0.1243
h=]
0
s
o 0.006
=]
0 fa
=
o~ 0.004
(]
e
o
T 0002
Q
@
=z

0.000 S T T L L4 T T T

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 112
pH

Fig.7.1. Ejemplo de calibracién del electrodo. Lecturas de pH sin correccion (M). Valores de pH
corregidos (Z)

En las condiciones experimentales de esta tesis se determiné un valor promedio de pK,, de
13.7940.04 como uno de los parametros de ajuste y f se determind antes de cada titulacion como
el otro parametro de ajuste. El valor reportado en la literatura para el pK,, a fuerza iénica / = 0.1
M es de 13.8 ' que es igual, en los limites del error, al valor encontrado. El valor de log [,
usualmente en el intervalo de 0.1-0.2, se uso para corregir la escala de pH del potenciometro
(-log[H']=pH-log f '3y y calibrar el electrodo en términos de la concentracion de protones.

Una titulacidn tipica se realizé adicionando pequeiias cantidades (50-200 pL) de NaOH de

concentraciones entre 0.1 y 0.2 M a la muestra y registrando los valores de pH obtenidos,
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teniendo cuidado de que estos valores fueran estables. Las muestras a titular se prepararon
disolviendo el ligante solido y llevandolo a su forma totalmente protonada adicionando los
equivalentes de HC1Q4 correspondientes, el NaClQ4 sélido, y por ultimo la cantidad necesaria del
ion metalico en disolucién. Cada muestra se desgasificé y se mantuvo bajo atmosfera de N
durante toda la titulacion. Es de suma importancia que la disolucién a titular esté libre de
carbonatos y que no haya absorcion de CO; durante la titulacion para obtener curvas de titulacion
reproducibles. Estas curvas de pH vs. volumen de NaOH adicionado fueron corregidas por el
factor f determinado para cada uno de ellas para obtener los valores de —log[H"] vs. volumen de

NaOH adicionado (Fig.7.2).

T T T T T T T T 1

0 2 4 6 a8 10 12 14 16
mL NaOH 0.201 M

Fig.7.2. Ejemplo de correccion de pH para la titulacion de BTP 20 mM, La(lll) 10 mM, NaClO, 100 mM.
Lecturas de pH instrumentales (®). Valores corregidos: -log[H J=pH-log /. (O)

Se hicieron varias titulaciones de los ligantes (BTP, Tris y BDM) en presencia de iones
metalicos (Ln(II) e Y(II[)). Las titulaciones de BTP se hicieron en el intervalo de
concentraciones de 5-20 mM de cada uno de los componentes. Para Tris, en el intervalo de 10-50
mM de ligante y 5-10 mM de Y(III). En las titulaciones se adicionaron 2 equivalentes de HC1O,
por cada mol de BTP, y 1 equivalente de acido por cada mol de Tris y BDM, de manera que las
titulaciones comenzaran siempre con el ligante totalmente protonado. Siempre que se usaron
disoluciones de percloratos de lantanidos se observa, al inicio, la titulacion del HClO, que

contienen las disoluciones de lantanidos adquiridas.
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7.2, Cinética

El transcurso de todas las reacciones de hidrélisis con los sustratos BNPP, MNPP,
PNPDPP y PNPA se sigui6 espectrofotométricamente por la aparicion del anion 4-nitrofenolato a
400 nm. En experimentos a pH< 8 se usé la absorcién molar de 4-nitrofenolato corregida por la
ionizacién incompleta del producto.

Se emplearon disoluciones patrén acuosas recién preparadas de los sustratos BNPP y
MNPP. Las disoluciones patrén de PNPDPP fueron preparadas en dioxano seco, debido a que
este sustrato es poco soluble en agua, y la mezcla de reaccion final contenia tipicamente un 2%
en volumen de dioxano. Las disoluciones de PNPA fueron preparadas en acetonitrilo y la mezcla
de reaccion final contenia 4% de acetonitnlo. Los bajos porcentajes empleados de dioxano y
acetonitrilo permiten considerar que el sistema es acuoso y no se hicieron correcciones en las
constantes obtenidas por la presencia de estos disolventes. Todas las disoluciones patron se
mantuvieron selladas y en refrigeracién por periodos de no mas de 2 semanas para evitar su
descomposicion. Para las mediciones cinéticas se usaron los sustratos en concentracion 40 pM.

Después de la hidrolisis, para MNPP, PNPA y PNPDPP se observé la liberacion de un
equivalentc de 4-nitrofenolato por mol de sustrato. Para estos sustratos (MNPP, PNPDPP y
PNPA) las constantes de velocidad observadas de primer orden (k) fueron calculadas a partir
de de velocidades iniciales para reacciones lentas, y por el método integral para las reacciones
mas rapidas que siguieron una curva cinética de primer orden.

En el caso de la hidrélisis de BNPP el proceso puede llegar solo a la etapa de formacion
de un mol de MNPP y un mol de 4-nitrofenolato o ir hasta la formacién de fosfato y dos
equivalentes de 4-nitrofenolato. Por esto, para este sustrato se cuantificaron los productos de
reaccion: el anién 4-nitrofenolato y fosfato.

El anién 4-nitrofenolaio, como ya se habia mencionado, es un anion amarillo
intensamente colorido; su cuantificacién mediante espectrofotometria UV-visible es sencilla y

permite detectar cantidades del orden de 10° M.

OH )
pK, = Amax 400 nm
+ H €0 18,000 M'cm’!

NO, NO
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La cantidad de fosfato en la mezcla de reaccién se determiné por el método colorimétrico

estandar de reduccién del complejo fosfomolibdato en presencia de hidrazina en medio acido;'*®

el compuesto azul resultante de la reducciéon absorbe a 830 nm (g = 26800 M'lcm'l). Para el
analisis se incubaron en bafio maria durante 10 minutos 2.5 mL de la disolucion de analito con
2.0 mL de disolucién fresca de molibdato/hidrazina (25.8 mM de molibdato, 1.15 mM de
hidrazina y 2.5 N de H;80,, preparada a partir de Na;MoO, al 2.5% en H,SO; 10 N e
N,Hs-2HSO: 0.15% en disolucion acuosa) y 0.5 mL H2O. Se determiné la cantidad de fosfato en
tas mezclas de reaccidn empleadas para cinética mediante espectrofotometria UV-Vis haciendo
adiciones estandar de NajPOs. La figura 7.3 muestra la determinacion de fosfato para (a) una
mezcla de reaccion con BNPP no hidrolizado y (b) una mezcla de reaccion con BNPP
hidrolizado. En la disolucién (a) no se detecta la presencia de fosfato, en la disolucién (b} se
determiné: 0.046 + 0.005 mM H;PO4 (y espectrofotométricamente 0.083 + 0.002 mM
4-nitrofenolato). En resumen: 1) no se desarrolla color para PO, cuando se utiliza BNPP no
hidrolizado y 2) estos resultados muestran que los productos de reaccion contenian un
equivalente de fosfato y dos equivalentes de 4-nitrofenolato por un equivalente de BNPP

hidrolizado.
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(a) (b)
Fig.7.3. Determinacion de fosfato en las disoluciones empleadas para cinética, 0.04 mM de sustrato
BNPP, 20 mM de BTP, 2 mM La(IIl). (a) Disolucion con BNPP sin hidrolizar. (b) Disolucién con BNPP
hidrelizado.

Durante la cinética de hidrélisis de BNPP se observé la liberacién de dos equivalentes de
4-nitrofenolato por un mol de sustrato. Sin embargo en algunos casos los perfiles de absotbancia

en funcién del tiempo mostraron una desviacion notable de una cinética simple de primer orden
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cuando la velocidad de hidrdlisis del intermediario, MNPP, fue muy lenta. Estas curvas cinéticas
se ajustaron a una ecuacion exponencial un poco mdas compleja, derivada del esquema de dos
etapas sucesivas de hidrélisis de primer orden (Esquema 7.1): 1a hidrélisis de BNPP a MNPP y la
posterior hidrélisis de MNPP a fosfato con la liberacién de un equivalente de 4-nitrofenolato en

cada etapa (ver Anexo 1).

o) 0
I hidrolisis i
ozr\|4<3*o—||=—04<;>—No2 —_— OZN‘Q-‘O—IT—O + -04<;>—No2
o} o
o}
] 0
- hidrolisis i
0 0

Esquema 7.1

A=Enp[BNPP]g{ 2+(kops,1€-Kobs2t + (Kops, 1-2hkons 2)eKobsi O/ (kops 2kovs, )} (7.1)

en donde A, es la absorbancia al tiempo t, exp Y [BNPP]p son la absortividad molar del anién
4-nitrofenolato a un pH dado y la concentracidn inicial del sustrato respectivamente y kopsy ¥
kovs2 son las constantes de velocidad de la ruptura de BNPP y MNPP respectivamente. Este
esquema fue verificado comparando primero, las constantes de velocidad calculadas con la
ecuacién 7.1 contra las constantes de velocidad obtenidas de las velocidades iniciales (kqps de la
primera etapa) y después, con los valores de las constantes de velocidad de las cinéticas de
hidrolisis de MNPP (kg de 1a segunda etapa).

Las disoluciones de reaccion se prepararon combinando las cantidades apropiadas de
disoluciones frescas de ligante y patron de metal al volumen deseado (en total 2500 pL
considerando el sustrato); el pH se ajustd adicionando pequeiias cantidades de disoluciones
acuosas de HCIO, cuyo volumen fue considerado en el total, Es importante mencionar que
primero se fijé el valor de pH del ligante de forma que al hacer la adicién del metal el pH fuera
ligeramente mayor al deseado. De esta forma no se usé una base concentrada para ajustar el pH y
se previno la formacion local de precipitados. A las reacciones con hidroxilamina se les burbujed
N; para evitar su descomposicion.

Las reacciones se iniciaron adicionando una alicuota de disolucion de sustrato, teniéndose
especial cuidado en prevenir, hasta donde fue posible, la presencia de CO, durante las corridas

cinéticas. El pH de las disoluciones a medir fue determinado al inicio y al final de cada corrida y
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se excluyeron las corridas cinéticas en las que se obtuvo una variaciéon mayor de 0.05 unidades.
Para obtener una capacidad amortiguadora adecuada las cinéticas fueron estudiadas, en general,
en exceso de ligante respecto a la concentracidn del metal. En algunos casos fue necesario
adicionar un amortiguador cuya contribucion a la velocidad de reaccién fue restada.

Para el sistema de OXDAP e iones metalicos, la fuerza idnica de las disoluciones se fijé
adicionando NaCl 0.1 M como electrolito soporte. Sin embargo, la ruptura de PNPA se inhibe en
presencia de itones cloruro (Fig.9.3b), por lo que para los otros sistemas estudiados, se decidid
emplear un electrolito soporte menos coordinante: NaClO,.

Para los sistemas de BDM, Tris y BTP en presencia de iones lantanidos, se observo que la
adicion de NaClO, como electrolito soporte inhibe fuertemente las reacciones de ruptura de los
sustratos (Fig.14.2a), lo que indica que es posible que se formen pares idnicos entre el anién
perclorato y las especies reactivas de los lantanidos cargadas positivamente. Por estas razones se
decidié emplear un clectrolito soporte solamente cuando el cambio en la fuerza idnica fuera
considerable. Los experimentos realizados para estudiar la dependencia de &qps al variar el pH y la
dependencia de kqps al variar la concentracion de iones lantanidos se llevaron a cabo en presencia
de un exceso de ligante, y no fue necesario adicionar un electrolito soporte. A estas condiciones
el cambio maximo que experimenta la fuerza idnica al aumentar las concentraciones de los
fantdnidos hasta 5 mM, o variar el pH en ¢l intervalo de 6.5 a 9.0 es de Al = 0.003 M sin
adicionar un electrolito soporte; este cambio es menor al 5% de la fuerza idnica total, ya que la
mayor contribucion proviene del ligante en exceso. Por lo tanto para estos sistemas solamente se

adiciond NaClO,4 como electrolito soporte al variar la concentracion del ligante.

7.3. '"H-Resonancia Magnética Nuclear

Las disoluciones empleadas se prepararon en D;0, sin embargo, en algunos casos, las
disoluciones patron de los percloratos de los metales tenian cierta cantidad de H,0O
correspondiente a la tomada de la disolucion original (40 % en peso) adquirida. Las muestras se
prepararon combinando las cantidades apropiadas de disoluciones deuteradas frescas de ligante y
de metal al volumen deseado, y los valores de pH se ajustaron haciendo pequeiias adiciones de
disoluciones deuteradas de HC1QO4. Posteriormente, los valores instumentales de pH medidos en

D,0 fueron corregidos a sus respectivos valores de pD con la ecuacién pD=pH+0.4."*"!®
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7.4. Espectrometria de masas con ionizaciéon por electrospray

Esta técnica ha sido aplicada para la caracterizacion de complejos metalicos en disolucion
acuosa en varios sistemas con buenos resultados.'®*'’® Esta variante de la espectrometria de
masas permite pasar a fase gas los iones a analizar directamente de la disolucién acuosa con poca
fragmentacion, y por tanto puede proporcionar informacién cualitativa de la naturaleza de las
especies cargadas que existen en disolucién acuosa. Se obtuvieron los espectros de disoluciones

de BTP 20 mM, BTP 20 mM y La(IIl) 1 mM; en todos los casos el pH fue ajustado a 9.2.

7.5. Ruptura de de ADN.

La metodologia empleada para la hidrélisis de ADN se incluye en la seccion 16.
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RESULTADOS Y DISCUSION

8. Ruptura de fosfoésteres con hidroxilamina

23,32

Desde la década de los 60’s se sabe que la hidroxilamina es un a-nucleéfilo con una

reactividad muy alta en la hidrolisis de PNPA (Axion~ 1.8 M's™ @ 25°C),*® particularmente en
su forma desprotonada NH,O" (kNH20-=3.65x104 M s a 25°C).* Esta alta reactividad del anién

NH;O" también se observé con triésteres fosfato™ pero su reactividad con fosfodiésteres no ha
sido investigada, por lo que decidid probarse con el sustrato BNPP.

El anion de hidroxilamina es muy bésico (pK,= de NH,OH es 13.73) y por esto su alta
reactividad se manifiesta solamente en medios alcalinos. Se hicieron experimentos para evaluar la
reactividad de la hidroxilamina y se observd que a pH 12.0 hay un efecto sobre la ruptura de
BNPP: en presencia de hidroxilamina la reaccién es mas rapida que la simple hidrolisis alcalina
(Fig.8.1); la velocidad depende fuertemente del pH y en menor proporcién de la fuerza idnica.
La dependencia de la ko de primer orden respecto a la concentracién de hidroxilamina es lineal
(Fig.8.2) y la constante de segundo orden para ¢l anidén de la hdroxilamina, obtenida de la
pendiente de la recta corregida por la desprotonacién parcial de la hidroxilamina es kwi,o” =5.1 x
10° M7's”! (a pH 12.0 solamente 2% de la hidroxilamina se encuentra en forma aniénica). El
efecto de aceleracién en la ruptura de BNPP debido al anidn oximato es de casi 100 veces
comparado contra la hidrélisis alcalina (koy” = 5.83 x 10% M's™)*® haciéndolo un sistema

interesante para estudios mas detallados.
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Fig.8.1. Curva cinética de hidrolisis de BNPP a Fig.8.2. Constantes de velocidad observadas en la
25°C. Circulos vacios hidrélisis a pH 12.00. ruptura de BNPP 0.04 mM, pH=12.00, /= 1.0 M
Circulos rellenos hidrolisis en presencia de NH,OH NaCl, 25°C.

20 mM apH 12.00.
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Sin embargo, para la posible aplicacion de este sistema en la ruptura de ésteres fosfato, no
es deseable que la reactividad del anion oximato, NH,O', solo se observe en condiciones de pH
muy basico; seria deseable que esta especie nucleofilica pudiera formarse a valores de pH
cercanos a la neutralidad. Una forma de lograrlo es mediante su coordinacion con iones metalicos
ya que se sabe que, por un lado, la hidroxilamina tiene posibilidades de coordinarse con algunos
iones metalicos como Mn(II), Co(IT), Ni(IT), Cu(Il) o Zn(I),** y por otro lado, uno de los efectos
importantes sobre un ligante coordinado, es la disminucién de su pK,. Por lo tanto, se buscé un
efecto catalitico empleando 1ones metalicos.

Se probaron varios cationes divalentes: metales de la primera serie de transicion Mn(Il),
~ Fe(IN), Co(Il), Ni(Il), Cu(Il), Zn(M) y ademas, Cd(II), Pb(Il) y Hg(Il) en el intervalo dc
concentraciones de 0-20 mM para el metal y 0-1.5 M para NH,OH, variando el pH desde 6.5
hasta el valor de pH mas alto impuesto por la precipitacion del metal, sin encontrar resultados
positivos. Para mantener €l pH constante se probaron varios amortiguadores, particularmente de
tipo biolégico como MES, MOPS, HEPES, TRIS, BisTris, BTP, y en ningun caso s¢ observaron
resultados positivos. A bajas concentraciones de metal, 1 mM, no hay efecto, y a concentraciones
altas, 15 mM, se observa precipitacion o la aparicidn de reacciones de 6xido reduccion como en
el caso de Mn(Il). Se decidié entonces probar cationes mas acidos en términos de Lewis, como
los cationes trivalentes de lantanidos, Ln(III), empezando por La(IlI).

Se fijo la concentracion de hidroxilamina en 20.0 mM, una concentracion en exceso de
BTP como amortiguador, 50 mM, y el valor de pH en 9.0 (el mayor valor de pH antes de la
precipitacién de hidréxido de lantano). Bajo estas condiciones, en ausencia de metal, se puede
despreciar la contribucién de la hidroxilamina a la velocidad de reaccidon ya que los valores
obtenidos son del orden del error calculado para estos experimentos. En presencia de La(IIl), las
constantes de velocidad observadas de primer orden, ks, SOn mucho mayores que las reportadas

123

para el acuocation libre o la hidroxilamina, pero la dependencia de ks en funcion de la

concentracién de metal (Fig.8.3) muestra un comportamiento con “saturacién” similar al
encontrado en la literatura para hidrélisis de BNPP en presencia de lantanidos.'>"!

Esta dependencia se ajusté con una curva tipo Michaelis-Menten cuyo esquema cinético
involucra un  equilibrio complejo-sustrato  seguido de la ruptura del sustrato
(k.o *[Catalizador])/(Ky+{Catalizador]), ver anexo Al. Al hacer este ajuste (Fig.8.3) se

encontraron los valores de k.= 2.2 x10? s y K= 5.1 x10° M a pH 9.0 y 25°C, que muestran
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un efecto de aceleracion respecto a la reaccién no catalizada e incluso respecto a los valores
obtenidos para este acuocation con el mismo sustrato a una temperatura mas elevada (k.=

1.3x107 s, Ky= 2.6 x10° M 2 50°C, pH 7.0).'*

20x107
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) 1.0x10™ 4 " -
g
.x [ }
s | ]
5.0¢10 A
a
DO ¥ T T H T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[La{lll)] mM

Fig.8.3.Constantes de velocidad observadas en la esterolisis de BNPP 0.04 mM a pH 9.0 y 25°C en
presencia de NH,OH 20 mM y BTP 50 mM. Los cuadros rellenos son los valores promedio de las

constantes de velocidad observadas de primer orden y la linea el ajuste a una ecuacién tipo
Michaelis-Menten: (k. *X)/(Kyt+X).

El orden respecto a la concentracién de NH,OH, en presencia de BTP 50 mM y La(lll) 2
mM a pH 9.0 y 25°C, sélo pudo obtenerse de manera aproximada debido a la dispersion
observada en las constantes de velocidad (Fig.8.4). Considerando esta dependencia lineal, el
orden de reaccion es 1 para NH,OH y la constante de segundo orden correspondiente es de 8.6
%107 M's. No obstante el error obtenido en la constante de segundo orden, si comparamos las
constantes de velocidad observadas (~ 10 s™') con la velocidad de hidrélisis alcalina a las
mismas condiciones (knjg = 6 X 10" s a 25°C, pH 9.0),38 es claro que existe un efecto catalitico
de mas de 10° veces. Por otro lado, el grado de desprotonacién de la hidroxilamina a pH 9 es
despreciable (0.002%) y probablemente la reactividad observada debe atribuirse a la interaccion
de BNPP con NH,OH neutra catalizado por La(l1l).

Se hicieron experimentos para determinar una constante de estabilidad entre La(lll) e
hidroxilamina en las condiciones de trabajo pero no se obtuvieron buenos resultados,
probablemente debido a que es muy pequefia. Por tanto, el emplec de la hidroxilamina como
ligante es muy limitado debido a la baja estabilidad que, presumiblemente, tiene su complejo con

La(IlI) y no es posible realizar estudios més detallados de las especies en disolucion.
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Fig.8.4. Constantes de velocidad observadas en la hidrélisis de BNPP .04 mM en presencia de
BTP 50 mM, La(llf) 2 mM, pH = 9.0, 25°C. Los cuadros rellenos son los promedios de las
constantes {error ~ 20%) y la linea continua muestra un ajuste lineal para estos datos.

9. Hidrolisis de ésteres con derivados de hidroxilamina

El sistema encontrado con hidroxilamina es un sistema interesante en términos de su
reactividad frente a fosfodiésteres, sin embargo, nuestros esfuerzos por incrementar la reactividad
del sistema en presencia de iones metalicos fueron infructuosos. Una alternativa es trabajar con
derivados de hidroxilamina, como las oximas formadas a partir de compuestos carbonilicos e
hidroxilamina,'”" para las cuales se puede elegir un derivado carbonilico que favorezca su

coordinacidn con iones metalicos.

9.1. OXDAP-M(II) en la ruptura de PNPA

En trabajos previos se mostr6 que la 2,6-diacetilpiridin dioxima (OXDAP 9-1), que tiene
una estructura mas apropiada para coordinarse que la hidroxilamina, forma complejos estables
con varios iones metalicos (M= Cd(Il), Mn(IT), Pb(I), Zn{II), Hg(I), Pr(ill), Ni(Il), Cu(ll} y
Co(1D)); estos complejos son capaces de hidrolizar PNPA y pueden completar varios ciclos

33,172 El

cataliticos. esquema de los procesos establecido mediante titulaciones

fle . 1 . .
espectrofotométricas y datos cinéticos 7 se puede resumir como sigue:
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O

HaC 5 CH,

N N
HO™ ~OH

9-1 (H;OXDAP)

M?* + H;OXDAP *= M(H,OXDAP)*

M(H,OXDAP)** == M(HOXDAP)" +H" (pK,)

2 M(HOXDAP)" == {M(HOXDAP)}** (formacién de un dimero no activo)
M(HOXDAP)" + PNPA -»M(AcOXDAP)** + para-nitrofenolato (k,)

M(AcOXDAPY" + H,0 — M(HOXDAP) + AcOH +H™  (rapido)

Esquema 9.1

Aungue el PNPA, derivado de #cido carboxilico, es un sustrato mucho mas activado que
los ésteres fosfato, su estudio nos permite evaluar si el sistema podria tener actividad
fosfoesterolitica. Los resultados de estos trabajos se resumen en la tabla 9.1.

La OXDAP desprotonada tiene reactividad nucleofilica muy alta (Tabla 9.1, renglon 3)
sin embargo, debido al alto valor de pK, de su acido conjugado, la reactividad observada de esta
oxima en medios neutros es baja, rengloén 2. La coordinacién con metales, como se esperaba,
induce una disminucion constderable del pK, (ver la Gitima columna de Tabla 9.1). Debido a este
efecto, a pH 8 la OXDAP coordinada ya se encuentra desprotonada y la constante de segundo
orden observada para el sistema OXDAP/M(II) a este pH ya coincide con la k; reportada en la
Tabla 9.1. Asi, por ejemplo para el complejo con Cd(II) a pH 8.0 la reactividad sube 10° veces
comparadacon la reactividad de la oxima libre (ver renglones 2 y 4, Tabla 9.1). Esto se debe a

que se incrementa la concentracion del nucleéfilo presente en disolucién por desplazamiento de

su pK,.
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Tabla 9.1. Efecto de los iones metalicos en presencia de OXDAP en la

esterolisis de PNPA 25°C,

Metal- OXDAP kM7 sT pK,
1 OH * 14.0 15.7
2 Oxima ° 0.0415£0.0025 | -
3 Oximato © 90+ 10 11.3
4 Cd(ID) 518+ 6 7.1
5 Mn(11) 283 % 25 7.0
6 Pb(IT) 207+ 16 6.4
7 Zn(II) 53.5+22 <6.0
8 Hg(Il) 35+ 1.6
9 Pr(111) 2.7
10 Ni(1D) 0.092+0.008
11 Cu(1l) no se detectd catalisis 2.8
12 Co(II) no se detecto catalisis
13 9.2 ¢ 17.3 9.75
14 9-3°¢ 0.13 7.7
15 quimotripsina ' 2800 7.0

* Constante de velocidad reportada koy = 14 M's” a25°C (Ref.26)

® Constante de velocidad observada a pH 8.0 para un grupo oximato.
¢ Constante de velocidad observada para el anion de la OXDAP

4 Ref. 173.

* Ref. 174.

"Ref. 175.

dextrina
m (\O -
N N
o) Sp

Y NHZ//
L N,
9-2 9-3

La reactividad de la oxima coordinada es funcion de su basicidad (Tabla 9.1) tal como se
esperaria para las oximas con valores de pK, menores que 7 (ver antecedentes). De estos
resultados es importante resaltar que para Cd(IT), Mn(II) y Pb(IT) la constante de esterolisis es adn
mayor que la que se puede calcular considerando que toda la oxima estd disponible como
nucleéfilo, en forma de ion oximato; también es mayor al valor que podria esperarse de acuerdo

al efecto de nivelacién, que en las coordenadas de Bronsted se observa para los iones oximato
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(Figura 3.1).2 Una posible interpretacion de esta gran reactividad precisa de un factor adicional
al de la disminucién del pK, de la oxima, y resulta 16gico pensar que el estado de transicion se ve
estabilizado por el ion metalico (Esquema 9.2). Cabe mencionar que la estabilizacion de 1a carga
en la ruptura de ésteres de acidos carboxilicos adquiere mayor importancia al pasar a ésteres
fosfato.'” El fenémeno de “sobrerreactividad” del oximato coordinado observado en este estudio
ha atraido la atencién en la literatura ® y aparte del mecanismo presentado en el esquema 2

fueron propuestos otros factores, tales como los efectos electronicos de los sustituyentes en el

ligante.
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Esquema 9.2: Estabilizacion del estado de transicién por ¢l ion metalico

La reactividad esterolitica hacia PNPA como sustrato se usa tradicionalmente como una
medida de la eficiencia de varios modelos de enzimas hidroliticas. Tomando en cuenta este
aspecto, la Tabla 9.1 incluye datos para algunos modelos basados en los complejos metalicos mas
recientes (renglones 13 y 14). El complejo 9-2 donde el nucledfilo coordinado es OH tiene la
reactividad ca. un orden de magnitud mas baja que Cd(OXDAP) y ademas el valor de pK, alto
hace el sistema sea poco eficiente en disoluciones neutras. En el complejo 9-3 el nucledfilo es un
alcoxido y su reactividad no alcanza mi siquiera la reactividad de OH libre, de hecho es 100
veces mas baja. Es notable, que nuestro sistema con CdA(IT) casi alcanza la reactividad de la
quimotripsina que es una enzima hidrolitica cuya reactividad tradicionalmente se usa como
referencia para ‘“‘esterasas’ artificiales (renglon 15).

Otro resultado interesante es que aunque la constante catalitica obtenida para el ion Pr(11I)
comparada con las obtenidas en presencia de los otros metales tiene un valor pequefio, si existe
un efecto, y de acuerdo con las referencias encontradas en la literatura los iones lantanidos son
catalizadores de la hidrélisis de ésteres y atun de ésteres no activados como fosfodiésteres. Cabe

mencionar que este ion tiene mayor carga positiva que los otros iones metalicos probados, por
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tanto, la reactividad observada frente a PNPA no depende Unicamente de la carga del ion
metalico en el compuesto de coordinacion sino de la naturaleza del metal como se esperaba (ver
Antecedentes).

Es muy posible que la baja reactividad de la OXDAP en presencia de Pr(III) se deba a que
estos iones tienen muy poca afinidad por el ligante y los complejos formados sean muy débiles.
Esto concuerda con el hecho de que, a diferencia de los cationes de metales de transicién, los

lantanidos tienen poca afinidad para ligantes totalmente nitrogenados (ver capitulo 4).

9.2, OXDAP-M(II) en la hidrdlisis de BNPP

Con base en la alta reactividad encontrada para el sistema OXDAP-M(II) se decidié
probarlo en la ruptura del fosfodiéster BNPP. Se probaron los complejos con Cd(Il), Mn(I),
Pb(11), Zn(I1), N1(II) y Cu(Il) y se obtuvieron resultados de una reactividad adecuada para realizar

estudios mas detallados so6lo en el caso de Cd(1l), Tabla 9.2.

Tabla 9.2. Efecto de los iones metalicos con OXDAP en la ruptura
dcl BNPP, pH 7.0, 50°C, [metal(II)]=[OXDAP]=10 mM.

Metal  koye, S

Co(Il)  1.8x107

Ni(Il)  9.2x10°

Cu(ll) no hay reactividad

Zn(l) 3.2x10°

Cd(l) 4.7x10°

El efecto del complejo OXDAP-Cd(IT) en la hidrohisis del diéster se ilustra en la curva
cinética de la Fig.9.1 comparado con la OXDAP a las mismas condiciones. Llama la atencidn que
no sigue una cinética de primer orden, y es aproximadamente lineal aun cuando ya se ha
hidrolizado irreversiblemente mas del 30% del sustrato, condiciones a las que se esperaria cierta
curvatura. Debido a que el sustrato tiene 2 grupos nitrofenolato, es posible que se observe la
ruptura de ambos grupos y no de uno solo, y que las velocidades de ruptura sean diferentes.
Considerando lo anterior, se analizaron las curvas cinéticas con un modelo cinético para el que se

plantea un mecanismo de hidrélisis consecutivas, ecuacion (7.1) (ver seccién 7.2 y Anexo 1).
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Para la curva cinética mostrada las constantes de velocidad observadas (k; y ka) son del
mismo orden de magnitud (k; =3.14 x 10° s y k;=2.79 x 107 s') y por esta razén aparenta ser
una linea recta que, dada la irreversibilidad de la hidrélisis del sustrato y la concentracién de

sustrato empleada, es inexplicable como velocidad inicial.
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Fig.9.1. Curva cinética de la hidrolisis de BNPP con OXDAP 10 mM en presencia v ausencia de
Cd(I) 10 mM a pH 8.0, Tris 10 mM. Circulos rellenos: OXDAP, circulos vacios: complejo
OXDAP-CA(II). La linca sélida es el ajuste al modelo cinético de hidrdlisis sucesivas, ecuacion
(7.1).

Se estudié la dependencia de la constante de velocidad de fosfoesterdlisis respecto a la
concentracion de la oxima, a una concentracién fija del metal (1 mM). De estos datos es posible
decir que a bajas concentraciones de oxima, es decir, en exceso de metal, la constante de
velocidad observada es mayor que al acercarse a una relacion metal-ligante 1:1 (Fig.9.2). Esta
disminucién aparente en la reactividad se debe a la formacion de complejos diméricos inactivos

en la disolucién.
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Fig.9.2. Dependencia aparente de la constante de velocidad observada en la hidrolisis de BNPP en
funcion de concentracion de OXDAP a pH 8.0 y 25°C, en presencia de Cd(I) ImM y Tris 10 mM.
La linea punteada muestra la tendencia de los datos experimentales.
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La dependencia de kos €n funcién de la concentracién del complejo OXDAP-Cd(1]) se
muestra en la Fig.9.3. El orden respecto al complejo es 2, to cual implica que a diferencia del
mecanismo para la hidrolisis de PNPA, para los €steres fosfato se requiere la participacion de dos
complejos. No fue posible realizar estudios variando la relacidn metal:ligante o extender el
intervalo de concentraciones debtdo a la baja solubilidad del complejo en disolucién acuosa. Se
encontrd que la participacion del contraion es importante: un medio con cloruros (Fig.9.3a)
comparado contra un medio con nitratos (Fig.9.3b) tiene una influencia negativa sobre las
constantes de velocidad posiblemente por competir con la OXDAP como ligante, por tanto, es

importante trabajar con los contraiones menos coordinantes come percloratos.
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Fig.9.3. Dependencia de la constante de velocidad observada de primer orden en la hadrolisis de
BNPP respecto a la concentracion del complejo OXDAP-CA(IT) en relacion 1:2 (exceso de metal) a
pH 8.0, 50°C. BNPP 0.04 mM, Tris 10 mM. (a) medio NOy’, (b) medio CI.

En la literatura se han reportado estudios de hidrdlisis de ésteres fosfato a diferentes
temperaturas en el intervalo de 25 a 100 °C, dependiendo de la reactividad del sistema empleado.
Por tanto, para poder comparar este sistema, resulta importante evaluar la dependencia de Agps
respecto la temperatura para nuestro sistema OXDAP-Cd(1I).

Para ello se varid la concentracion de la OXDAP en presencia de un exceso de Cd(Il) a
tres temperaturas: 37, 50 y 60° C y se calculd a cada concentracién la energia de activacién
(Tabla 9.3, Figuras 9.4 y 9.5). De este pequefio estudio podemos decir que la energia de
activacion no depende de la concentracion de la oxima, y por tanto del complejo, y permitid
estimar la energia de activacién del proceso en 14 Kcal mol”, valor que esta en un intervalo

normal (~20 Kcal mol™").*®
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Tabla 9.3. Constante de velocidad observada de primer orden y energia de

activacion en funcion de la concentracién de OXDAP, [Cd(II)]= 1 mM.

[OXDAP]M | ko s a50°C | E, (Kcalmol™)
1.99 x 10 8.67 x 10° 15.2
2.99 x 107 5.80 x 10 16.7
3.98 x 10™ 3.24 x 10° 14.8
4.78 x 10™ 5.19 x 10 12.5
7.64 x 10™ 7.12 x 10°° 13.9
1.0x 107 420 x 10° 16.4
18000 R
g , —
T 120001 .
_\<.§-120- §1oom-
5 T o000
125 ﬁ 6000+
- p § w0
BT OONXS  QOIGID  QOIOIS Q00RO 003 %20 o1 02 03 04 05 o5 o7 88 8 1o
1T K [Oxdap] mi

Fig94. Dependencia de la constante de Fig.9.5. Efecto de la concentracion de OXDAP
velocidad observada en funcidn de la sobre la energia de activacion en la hidrélisis de
temperatura a pH 8.0. OXDAP 7.6 mM, Cd(Il) BNPP apH 8.0. Cd{II} ImM.

1mM, Tris 0.1 M. E, = 13.9 Kcal/mol.

Vale la pena mencionar que la reactividad del sistema OXDAP-Cd(1l) es suficientemente
alta para catalizar la ruptura de ADN superenrrollado como sustrato: promueve su hidrolisis
incluso a pH 7.0 (ver Capitulo 16).

En resumen, para el sistema OXDAP-M(II), se encontré que se forman complejos estables
con varios cationes y particularmente con Cd(II), Mn(Il) y Pb(II) tiene una reactividad
esterolitica muy alta frente a PNPA; sin embargo la posible aplicacién de los compiejos de
Mn(IT) y Pb(II) es limitada: a altas concentraciones de Mn(II) se forman productos de oxidacién y
el complejo de Pb(Il) es poco soluble. El complejo de Cd(II) ademas mostré reactividad
esterolitica frente a dos fosfodiésteres, BNPP y ADNgg, con efectos moderados: las &g, son del
orden de 10° s a 50°C. Se observé cierta reactividad de OXDAP con Pr(IIT} aunque el catién
tiene muy poca afinidad por el ligante, por lo tanto, resulta interesante probar otro tipo de

ligantes, donadores mixtos de oxigeno y nitrégeno, con cationes trivalentes.
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9.3. Sistema BDM-M(III) en disolucion.

La monoxima derivada de la 2,3-butanodiona (BDM) forma complejos con Cr(III),
Mn(ll), Fe(Ill), Co(lI), Ni(Il) y Cu(Il) que son insolubles en disolucién acuosa, y se ha
comprobado, mediante especiroscopia IR, que la especie que se encuentra presente en estos
complejos es el anidn oximato.'”® Por otro lado, en estudios de fisiologia celular se ha probado
que esta oxima inhibe la respiracién mitocondrial dependiente de ADP (adenosin difosfato),'”’
que es un agente nucleofilico que defosforila la acetilcolinesterasa ‘“envenenada™ con
organofosfatos '’® y se sabe que promueve {a defosforilacién de proteinas.'”” En estos estudios se
ha sugerido repetidamente que la oxima BDM, por ser un nucledfilo fuerte, puede actuar como
una “fosfatasa quimica” in situ.'” " Debido a estas caracteristicas y a su estructura, es posible
que en presencia de cationes metalicos se pueda activar el ion oximato a pH cercano a la
neutralidad. En esta tesis se probd la BDM como nuciedfilo en la hidrélisis de sustratos modelo
(ésteres y fosfoésteres) en presencia de iones metalicos.

A partir de titulaciones potenciométricas se determind para la oxima BDM un valor de
pK, = 9.40 £ 0.02 a 25°C y / = 0.1 M NaClOy (Fig. 9.6a} que concuerda razonablemente con el
valor rcportado en la literatura, 9.5 a 25°C en medio EtO]ﬁL’agma.Wj Durante estos experimentos
se observd que la oxima BDM presenta un cambio de color reversible en funcion del pH por lo
que también se determiné su pK, mediante espectofotometria UV-Visible a 350, 360, 370, 380,
390 y 400 nm (Fig.9.6b) encontrindose un valor promedio de 9.45% 0.02 25°C y /= 0.1 M
NaClQ,. Los valores de pK, determinados por ambas técnicas coinciden entre si, indicando que

ambos valores son de la oxima BDM.
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Fig.9.6. Curvas de titulacién de la oxima BDM a 25°C y fuerza inica 0.1 M NaClO,. Los cuadros
rellenos muestran los puntos experimentales y las lineas las curvas calculadas con los respectivos
valores obtenidos de pK,. (a) Titulacién potenciométrica, (b} titulacién espectrofotomeétrica a 390 nm.
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Llama la atencién la aparicién de un color amarillo de baja intensidad (e~50 cm™M™), en
las disoluciones basicas de la oxima. Es probable que este color se deba a una contribucion del

tautomero nitroso-enolato que genere un sistema deslocalizado, Esquema 9.3.

O 0

NOH NO-

Esquema 9.3

Se encontré que esta oxima, en concentraciones de 2-20 mM, estabiliza varios cationes
lantanidos (1-10 mM) hasta valores de pH cercanos a 9. En presencia de los iones metalicos en
disoluciones basicas la oxima pierde su color, por lo que ¢l metal debe favorecer la estructura
oximato, Esquema 9.3.

La titulacion de BDM en presencia de un equivalente de La(Ill) se desvia de ia curva
obtenida para el ligante: no muestra la presencia del punto de inflexién observado para la oxima
al adicionar un equivalente de NaOH, y se observa el consumo de mas de un equivalente de
NaOH por equivalente del metal (Fig 9.7a) por lo que aunque este experimento se realizé en un
intervalo corto de pH, es razonable considerar 1a formacion de hidroxocomplejos. Para esta curva
de titulacién se encontrd que el mejor modelo de ajuste incluye solamente un complejo
mononuclear y un complejo dinuclear con cuatro grupos hidroxo. Los equilibrios para este

sistema son:

HBDM == BDM +H" (pK,=9.4)
La’* + BDM == La(BDM)** (logK = 3.09)

2La’" + 2BDM + 4 OH" == Lay(BDM),(OH), (logK =26.1)

Esquema 9.4
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Fig 9.7. (a) Curvas de titulacién potenciométrica de la oxima BDM 10 mM y un equivalente de
HCIQ, (cuadrados rellenos) y de la mezcla de BDM y La(IIl} 10 mM (cuadrados vacios) a 25°C y
fuerza 16nica 0.1 M NaClQ,. (b) Curvas de distribucion de especies para BDM 10 mM y un
equivalente de La(lll} de acuerdo al esquema 9.4.

9.4. BDM-M(III) en la ruptura de BNPP.

En ausencia de iones metalicos y en concentraciones 2-20 mM de BDM las constantes de
velocidad observada de primer orden de la ruptura de BNPP tienen valores ~107-10% s en el
intervalo de pH entre 6.5-9.5, que si bien son mayores a las debidas dnicamentc a la hidrdlisis
alcalina del sustrato, pueden despreciarse frente a las obtenidas en presencia de iones metalicos,
por ejemplo, a pH 9 en presencia de BDM 20 mM y La(IIl) 2 mM la constante es de ~5x107 57,

Las constantes de velocidad observada de primer orden (k,ns) respecto a la concentracion
de BDM a pH 9.0 en presencia de La(Il) 2 mM, Fig.9.8, muestran una disminucion al aumentar

la concentracion de oxima (4-48 mM).
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Fig.9.8. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP en
furicion de la concentracién de BDM en presencia de La(ill) 2 mM, pH 8.5 y 25°C. La linea
muestra la tendencia de los datos experimentales.

LLas constantes de velocidad observada en presencia de La(lII)-BDM en relacion 1:1, son
10 veces mayores que en un exceso de oxima {~1:10) comparadas al mismo valor de pH
(Fig.9.9). Evidentemente, con el exceso de BDM se forman complejos M:L de estequiometria 1:2
o mayor, que no se detectan en la titulacioén potenciométrica hecha a una relacion metal:ligante
1:1; estos complejos tienen menor reactividad fosfoesterolitica. El orden de la reaccion respecto
al metal es diferente dependiendo de la relacidén La(IlI): BDM. En exceso de BDM, (Fig. 9.9a) a
pH 8.5 y 9.0, se observa una dependencia cuadratica a concentraciones bajas de metal y una
dependencia lineal a concentraciones altas, en cambio, si la relacién metal: ligante es 1:1, la
dependencia es lineal en todo el intervalo (Fig. 9.9b).

A pH 9.0, de acuerdo al modelo del Esquema 9.4 (Fig.9.7b), la forma predominante del
La(llD) es el complejo dimérico Lay(BDM),{OH)s; de la pendiente de la linea recta en la Fig.9.9b
es posible estimar la constante de segundo orden de la ruptura de BNPP para este complejo en 1.2
M's!. Vale la pena mencionar que se forma un complejo similar entre La(lll) y BTP
(Lay(BTP)(OH)4** (Capitulo 13.1) para el cual la constante del segundo orden a la misma
temperatura es solamente 0.195 M s El orden de reaccién dos respecto al metal, observado en
exceso de BDM, es dificil de interpretar sin la especiacion a estas condiciones. Es posible que la
fraccién del complejo reactivo dimérico sea proporcional al cuadado de la concentracidn total del
metal; también, como se muestra en el Capitulo 11, es posible que este segundo orden en la
ruptura de BNPP se deba a hidroxo complejos metalicos. Para otros metales, como Gd(ill) y
Nd(II1), las kyps en presencia de un exceso de BDM, muestran una dependencia cuadratica

respecto a la concentracion total del metal en todo el intervalo a pH 8.5 (Fig. 9.9).
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Fig.9.9. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP a 25°C. (a) En
funcién de la concentracion de La(III) en presencia de BDM 20 mM, cuadros rellenos pH 8.5 y cuadros
abiertos pH 8.0. La linea muestra el ajuste a la ccuacion. kgs = k; [La(ll)]; +a[La(ll)}. (b) En
funcion de la concentracion de La(llT) y BDM en relacidn 1:1. Cuadros rellenos pH 9.0, cuadros vacios
pH 8.5. La linea muestra el ajuste a una recta, ks = k; {La(lll)-BDM]y.
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Fig.9.10. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP en funcién
de la concentracién de Ln(II) en presencia de BDM 20 mM a pH 8.5 y 25°C. (a) Gd(lll), (b)
Nd(III). La linea es la curva de ajuste a la ecuacion: kg, = ks[LnID].

La dependencia del pH para los lantanidos mas ligeros tiene una forma sigmoidal
incrementandose rapidamente entre pH 8 y 9 (el limite superior de estas dependencias esta fijado
por precipitacién), mientras que para los mas pesados, Nd(IlI), Eu(III), Gd(III) y Dy(lII), en €l
intervalo estudiado, muestra la presencia de un maximo (Fig.9.11). La presencia de este maximo
puede deberse a que al aumentar el pH se desprotone mayor proporcidn de las especies neutras de
BDM presentes en disolucién y se formen complejos superiores con menor reactividad, lo cual

concuerda con que este maximo se observe para los cationes mas acidos cuyo efecto sobre ia

desprotonacién del ligante ocurre a valores de pH menores.
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Fig.9.11. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP en funcion
del pH en presencia de Ln(Ill) 2 mM y de BDM 20 mM a 25°C. (a) La(ill), Pr(Ill), Eu(lll) y
Dy(111), (b) Gd(IIT), Nd(IIT}. La linea muestra la tendencia de los datos experimentales.

Debido a que las condiciones empleadas al determinar las constantes de las especies en
disolucion del esquema 9.4 (relacién metal:ligante 1:1) fueron diferentes a las empleadas para el
estudio cinético (exceso de ligante), las conclusiones a las que puede llevar un analisis detallado
de la dependencia de la constante de velocidad observada en funcién del pH, en términos de estas

especies, pueden ser erréneas, y por tanto no se presenta este tipo de analisis.

9.5. BDM-M({III) en Ia ruptura de MNPP.

La ruptura de este sustrato fosfoéster en exceso de BDM respecto a los cationes metalicos
transcurre mas rapidamente que para BNPP, como cabria esperar de la diferencia en reactividad
entre un fosfoéster y un fosfodiéster, pero la dependencia de la concentracion del metal es muy
diferente. Para MNPP se observa una cierta “saturacidén” en presencia de La(III), Pr(IIT} y Nd(I1I)
(Fig.9.12a) y con los metales mas pesados, Eu(III), Gd(IIT) y Dy(IlI) (Fig.9.12b), se observa un
decremento en la constante de velocidad observada. Esto puede deberse a la contribucién de dos
efectos: una fuerte interaccion entre el sustrato MNPP y la especie cinéticamente activa formando
un complejo intermediarioc y a la formacién de agregados superiores al incrementar la
concentracion del metal a este valor de pH. La diferencia con BNPP puede deberse a que el
MNPP es un dianién con mayor capacidad de asociarse con complejos metalicos, mientras que el

monoanién BNPP es un ligante muy pobre (ver Capitulo 14 para una discusién mas detallada).
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Fig.9.12. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de MNPP en funcién
de la concentracion de metal en presencia de BDM 20 mM a pH 8.5 y 25°C. (a) La(Ill), Pr(IlI),
Nd(TII) y (b) Ew(ITI), GA(III) y Dy (III} (misma escala).

Por otro lado, la variacion del pH a concentracion fija del metal y en exceso de ligante,
indica que a pH 8.5 para los metales estudiados, excepto La (III), la constante de velocidad ya no
depende de este parametro, y ademas, el valor limite depende de la acidez del catidn: es menor
mientras mas acido es el cation. El hecho de que la velocidad a estas condiciones no depende de
la concentracion del metal indica que se observa una transformacion intramolecular del MNPP; el
orden de la reactividad relativa de los lantanidos muestra que la activacién electrofilica del
sustrato complejado por el ion metélico es de menor importancia que la basicidad del nucledfilo
coordinado la cual disminuye para los cationes més acidos. Como veremos mas adelante, existe

una tendencia similar para otros sistemas (Capitulo 15).

"
50x10 ]
45107 4
4.0010"

3.5x10™ -

- 30x10%
25x10* A
8

2.0x40"

1.5x10" -
1.0x10™ 4

5.0x10%
0.0

85 70 75 8.0 85 9.0 8.5

Fig.9.13. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de MNPP en funcion
del pH en presencia de Ln(lll) 2 mM y de BDM 20 mM a 25°C. (a) La(ll), P(IID), Eu(lll) y
Dy(111), (b} Gd(III), Nd(II). Las lineas muestran la tendencia de los datos experimentales.
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9.6. BDM-M(II1) en la ruptura de PNPA.

El PNPA es sustrato muy activado por lo que es necesario comprobar si, en nuestras
condiciones de trabajo, las sustancias que se emplean como amortiguadores tienen alguna
reactividad, y ademas evaluar la contribucién de la oxima, BDM. De los valores de la tabla 9.4
puede verse que, la contribucién de los amortiguadores probados pueden despreciarse, y las
mayores contribuciones son por parte del oximato de BDM vy de la hidrdlisis alcalina.

Desafortunadamente, existen dificultades experimentales para evaluar la contribucion del
metal a la kqps: @ valores de pH cercanos a la neutralidad es del mismo orden que la suma de la
hidrdlisis alcalina y la oxima no complejada, (Tabla 9.4 renglones 1 y 2, Fig.9.14a), y al ir a pH
mas bésico, la reaccidn transcurre tan rapidamente que en 100 segundos ya ha concluido. Sin
embargo, hay una contribucion del metal: a pH 8.0, las ko son 3.44x107? s™' en presencia del

metal y 2.45x107% s en ausencia de éste (Tabla 9.4, renglones 2 y 4, Fig.9.14a).

Tabla 9.4. Constante de velocidad observada de primer orden en
presencia de diferentes amortiguadores 20 mM en presencia y

ausencia de BDM 20 mM, 25°C.

Amortiguador | pH Kops S Kobs s BDM y

amortiguador amortiguador
i Tris 7.0 3.6x107° 3.50 x 10°?
2 3.50x 107 °
3 8.0 9.5x107° 2.45 x 1072
4 3.44 % 107 °
5 Hepes 7.0 1.2 x 107 2.95%x 107
6 8.0 22 x107° 2.40 x 107
7 Heppso 7.0 7.5 % 10°° 7.20 x 107
8 8.0 2.5 %107 2.93 x 107
9 Mops 7.0 2.2 % 10° 3.49 x 107

“ en presencia de La(IlI).
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Fig.9.14. Curvas cinéticas comparativas de la ruptura de PNPA en presencia de Tris, Tris-BDM y
Tris-BDM-La(IIl} a 25°C Tris 20 mM, BDM 20 mM y La(II} 2 mM. (a) pH 7.3, (b) pH 8.0 y en
presencia de La(HT) pH = 8.15. Estas curva se ajustaron al modelo de una cinética de primer orden,

En resumen:

La reactividad encontrada para BDM es, como se esperaba, diferente para los tres tipos de
sustratos probados: ester PNPA, fosfoéster MNPP y diéster BNPP, y las reacciones transcurren
en este orden de mayor a menor rapidez si se comparan a las mismas condiciones.

Las constantes de velocidad observadas logradas en presencia de la oxima BDM y La(Ill)
en la ruptura de BNPP son del orden de 10 57, lo cual da un efecto aceleracién de 10° veces
respecto a la hidrolisis espontdanea comparable con los mejores sistemas reportados (ver
Antecedenles). Tentativamente en ¢l caso de lantano la especie reactiva es La;BDM;(OH)a.

El efecto sobre MNPP es menos dramitico que para BNPP pero las constantes de
velocidad observadas, del orden de 10™ s, dan un efecto muy importante de aceleracion de 10°
veces respecto a la hidrélisis espontanea para este sustrato. Ademas, vale la pena optimizar este
sistema respecto a la concentraciéon de BDM, ya que se trabajo en presencia de un gran exceso de
oxima respecto al metal (10:1), condiciones a las que se forman especies no reactivas.

Los resultados encontrados con este sistema son muy prometedores, sin embargo se
requiere realizar un estudio mas detallado, lo cual esta mas alla del alcance de esta tesis. Debido a
que ain no es claro cuales son las especies nucleofilicas, hidroxo aniones o el mismo oximato, se
requiere profundizar en el estudio e identificacién de las especies presentes en disolucion acuosa
a diferentes concentraciones de los componentes; también se requiere probar este sistema frente a

sustratos menos activados, incluso con ADN.
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10. Sistemas BTP-Y(III) y Tris-Y(III)

Después de revisar la literatura donde se reportan sistemas esteroliticos vy
fosfoesteroliticos con iones trivalentes, particularmente de lantanidos, fue sorprendente que la
actividad catalitica de Y(III) practicamente no habia sido estudiada. Hay buenas razones para
pensar en sistemas similares con base en Y>* ya que por sus caracteristicas es muy parecido a los
lantanidos: su tamafio (=104 pm, No.Coordinacién 6) es muy parecido al de Ho™" (r=104.1 pm,
No.Coordinacién 6), y su acidez (pK,= 8.61 a fuerza idnica /=0.3 M)** es similar a la de Gd™
(pK,= 8.62 a I=0.3 M),** ademis tiene la ventaja de que es menos susceptible a la precipitacién
en disoluciones basicas porque el producto de solubilidad para Y(OH); (6.3x107* M*Y* es ~600
veces mayor que para estos lantanidos (ca. 1.5x107° M*),* y en contraste con los lantanidos, sus
disoluciones no experimentan “‘afiejamiento””.

Se encontrd en la literatura que es posible estabilizar complejos hidroxo poliméricos de
Y(III) con formulas generales Y[Y(OH),Ju®™" o [Y(OH),)a"" en presencia de 1.25 equivalentes
de 4cido antranilico, y que estos complejos catalizan la hidrélisis de 4-nitrofent
metilfosfonato.'®* Por otro 1ado, se encontré en la literatura que los aminoalcoholes Tris y BisTris
tienen posibilidades de coordinarse con cationes metalicos formando complejos que muestran
reactividad fosfoesterolitica.*'*> Estas moléculas son interesantes ya que ademas son
amortiguadores de pH (“buffers biologicos™) lo que evita la necesidad de afiadir otra substancia

para controlar el pH del sistema.

ESTA TESIS NC SA™g
10.1. Equilibrios en disolucién acuosa BTP-Y(III) DE LA BIRLICTTITA

Se probé la capacidad de algunos ligantes sencillos para prevenir la precipitacion de
Y(III) en disolucién acuosa en el intervalo de concentraciones 1-10 mM y en el intervalo de pH
7-9. Los ligantes probados incluyeron algunas aminas y poliaminas como etilendiamina,
1,3-diaminopropano, etc. con las que no hubo resultados positivos, y aminoalcoholes,
obteniéndose resultados positivos con Tris y BisTris. Se encontré que 10 mM es la concentracion
minima de BTP que debe emplearse para prevenir la precipitacién de Y(III) en el intervalo antes
mencionado.

Las constantes de disociacion acida de BTP en las condiciones de trabajo se determinaron
mediante titulaciones potenciométricas. El ajuste de la curva de titulacién para BTP (Fig.10.1) da

los valores de pK,1= 6.83 £ 0.02 para BTPH,?" y pK2=9.06 % 0.02 para BTPH' que concuerdan
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con los valores publicados (pK.1=6.75 y pK,2=9.10).'"® Posteriormente se buscé determinar por
potenciometria la formacidon de complejos entre las especies de BTP e itrio. Para ello se
realizaron titulaciones de mezclas de BTP e Y(III) a varias relaciones metal:ligante empleando
concentraciones entre 2-20 mM. En todas las titulaciones se afiadieron dos equivalentes de
HCIO, por equivalente de ligante. La curva de titulacién de la mezcla BTP 10 mM en presencia
de 1 equivalente de sal de metal (Fig.10.1) se desvia claramente de la titulacion con BTP a la
misma concentracion y muestra el consumo de alrededor de 3.0 equivalentes de NaOH por 1
equivalente del metal. El limite en el intervalo de la titulacién lo impuso la precipitacién de

hidréxido del metal a pH mayor que 10.

BTPY
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3
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Fig.10.1. Curvas de titulacién potenciométricas para BTP 10 mM y para una mezcla 1:1 BTP a

Y(III) 10 mM en medio de percloratos en presencia de 2 equivalentes de HCIO,. a es el nimero de
equivalentes de NaOH.

El esquema de reaccion mas simple que podria plantearse a partir de los resultados de
estas titulaciones potenciométricas, y que debe satisfacer las observaciones del numero de
equivalentes de NaOH consumidos, es la formacién de series de complejos mononucleares
mixtos de composicioén general Y(BTP)(OH)HJ'", con n en el intervalo 1-3, ademas de complejos
hidréxidos binarios de Y(III): Y(OH)*', Y,(OH),*" e Y3(OH)s*". Para el ajuste de estos datos se
consideraron las constantes de estabilidad de estos hidréxidos binarios reportadas en la literatura

3y se usaron como parametros fijos en todos los procesos de ajuste.



Resultados y discusién 81

Sin embargo, al comparar nuestros resultados experimentales contra este esquema, /0.7,
el ajuste es pobre (Fig.10.2) y fue necesario probar otros modelos. Resulta l6gico incluir en ¢l
modelo la formacidén de dimeros dadas la semejanza de Y(III) con los lantanidos y la conocida
tendencia de los hidroxocomplejos de estos cationes a polimerizarse. Se probé el esquema /0.2
que involucra dos moléculas de ligante en los complejos diméricos de composicion
YZ(BTP)z(OH)nG'", pero tampoco fue del todo satisfactorio (Fig.10.2). Para lograr mejores ajustes
fue necesario plantear un esquema que involucra la formacién de hidroxocomplejos dinucleares
de composicién Yo(BTP)(OH),"" (vide infra) cuyo ajuste a los datos experimentales se ilustra

comparativamente en la Fig.10.2.

BTP + H* == BTPH"
BTP + 2H" == BTPH,”
v* +BTP == Y(BTP)"
Y* +BTP + OH == Y(BTP)(OH)*"
Y* + BTP + 20H = Y(BTP)OH),*"
Y +BTP + 30H =5 Y(BTP)(OH);"

Esquema 10.1

BTP + H* = BTPH"
BTP + 2H" == BTPH,*"
Y*"+BTP = Y(BTP)"
2Y* + 2BTP + 20H == Y,(BTP),(OH),**
2Y*" + 2BTP + 40H == Y,(BTP),(OH),*
2Y** + 2BTP + 60H == Y»(BTP),(OH)"

Esquema 10.2

BTP + H' == BTPH"
BTP +2H" == BTPH,*
Y* +BTP == Y(BTP)”
2Y3 + BTP + 20H == Y»(BTP)(OH),""
2Y>* + BTP + 40H =5 Y(BTP)OH).*"
2Y*" + BTP + 50H == Y3(BTP)(OH)s
2Y** + BTP + 60H = Y,(BTP)(OH)s

Esquema 10.3
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Fig.10.2. Ampliacién del recuadro de la figura 10.1. Comparacién entre los modelos de ajuste de los
esquemas /0.1, 102 y 103 que corresponden a las composiciones Y(BTP)YOH),™" ,
Y, (BTP),(OH),*" y Yo(BTP)(OH),"" respectivamente,

Para corroborar la validez del modelo Yg(BTP)(OH),f'" se hicieron titulaciones de
disoluciones con diferentes cantidades totales de metal y ligante (Fig.10.3). Se encontré que los
ajustes para el modelo del esquema /0.3 son mas consistentes a todas las concentraciones
estudiadas: las diferencias entre los valores pueden atribuirse a la dispersién de los datos. En
contraste, para las constantes de formacion calculadas para complejos monomeéricos o diméricos

hay cierta tendencia a ir aumentando conforme se incrementa la concentracion totai de BTP
(Tabia 10.1).

(a) (b)
Fig.10.3. Ajustes para curvas potenciométricas de titulacién para mezclas BTP ¢ Y(III) en medio de
percloratos en presencia de 2 equivalentes a BTP de HCIO, variando la concentracién total de metal
y ligante en entre 5 — 20 mM al modelo Y»(BTP)(OH),™
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Tabla 10.1. Logaritmos de las constantes de estabilidad acumulativas (log B)* determinadas por
ajuste de las curvas de titulacién potenciométrica a diferentes concentraciones totales (mM) de
metal y ligante a los modelos de los esquemas /0.7, 10.2 y 10.3. La composicién de los

complejos estd escrita como Y .BTP,H,.

Modelo | Especies| BTP:Y | BTP:Y BTP:Y BTP:Y | BTP:Y
npaq 5:10 5:5 10:5 10:}0 20:10”74
103 |11 0] 398 3.70 S 2.98 .
2 1-2] =P P -8.56 -9.39 -8.82
2 1 -4 -2200 | -24.00 | -2335 | -23.64 | -24.18
2 1-5 S 3227 | -3208 | -3230 | -33.06
2 16| =P 4222 | -4034 | -42.38 | -43.15
y? 7.25 15.53 6.00
02 |110] 400 3.75 301 | -
2 222 -4.42 -5.11 -5.14
2 24| -1719 | 2013 | -20.10 | -19.71 | -21.61
2 2-5 -28.80 | -29.64 -31.21
2 2 -6 -38.01 -38.33 | -41.09
x? 24.52 70.60 18.00
07 110 - — ]
11 -1 -3.60 -4.63 -3.80
11 -2 1136 | -11.41 -11.00 | -11.96
1 1-3 2112 | -2025 | -20.78 | -21.60
¥? 26.96 100.19 23.50

* [ML(OH)=[MLH,, ]=p[M][L][OH)/K.., en donde H_ es un protén
que puede perderse de una molécula de agua o del ligante.

® El refinamiento con Hyperquad dio una constante negativa, la cual
fue excluida de la curva de ajuste.

En la tabla 10.2 se resumen los logaritmos de las constantes de equilibrio para cada etapa.
Estos valores son los promedios de las constantes obtenidas por titulaciones de mezclas de BTP-
Y(III) a diferentes concentraciones totales y concuerdan, dentro de los limites del error, para

todas las concentraciones probadas.
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Tabla 10.2. Constantes de estabilidad para la formaciéon de
complejos Y(III) con BTP y para la protonacién del ligante
(25°C, 0.1 M NaClOy).

Equilibrio logK?*
[BTP-H)/[BTP][H] 9.06+0.02 °
[BTP-2H)/[BTP]{H}? 15.8740.02 °
[BTP-Y)/[BTP][Y] 3.29+0.34

[BTP-2Y-20H)/[BTP][Y}}[OH)* |18.66+0.24
[BTP-2Y-40H)/[BTP][YJ[OH]* |31.87+0.46
[BTP-2Y-50H)/[BTP][Y’[OH)® |36.55+£0.22
[BTP-2Y-60H)/[BTPI[Y)}[OH])® |40.66+0.61

? Los errores en las constantes estin dados como las desviaciones
estandar del promedio de los valores de las constantes de equilibrio
calculados con resultados de 5 titulaciones de mezclas Y(III)-BTP
variando la concentracidén total de metal y ligante en entre 5 — 20
mM cada uno.

® constantes de protonacién BTP determinadas en este trabajo.

Estos resultados indican la formacion de hidroxocomplejos metalicos o la desprotonacion
de grupos hidroximetilo del BTP dando lugar a los respectivos alcoxo compuestos, ya que el
protén que se pierde puede pertenecer al ligante o a una molécula de agua coordinada al ion
metalico. Esta ambigliedad es comin para titulaciones de complejos metalicos cuyos ligantes
contienen grupos alcoho] 5104103121185 oo problema no ha sido resueito para complejos
aminoalcohol con lantanidos,'?’ pero para algunos complejos macrociclicos que poseen un grupo
alcohol que pende del macrociclo, se comprobé la formacién de alcoxo complejos mediante las
estructuras cristalinas de los complejos aislados.'®"'® En nuestro caso, los intentos por aislar los
complejos desprotonados de Y(III)-BTP fueron infructuosos.

Buscando una posibilidad para discriminar los complejos hidroxo y alcoxo como especies
nucleofilicas en disolucién los esfuerzos realizados se enfocaron hacia resonancia magnética. Se
ha observado que la desprotonacién de un grupe aleohol unido a Zn(IT) induce un desplazamiento
considerable hacia campo alto (ca. 0.3 ppm) de las sefiales de los grupos metileno en el grupo
-CH,OH.'® Por lo tanto, cabe esperar que exista un efecto similar, en términos cualitativos, si ¢l

Y(III) esta unido a los grupos alcohol de BTP.
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Se realizaron titulaciones potenciométricas en D, registrando para cada valor el espectro
de '"H RMN de BTP en presencia de Y(III). El espectro de 'H RMN para BTP es muy sencillo: un
singulete para los protones metilénicos adyacentes a los grupos alcohol, un triplete para los
protones metilénicos de la cadena propilénica o a N y una sefial quintuple para los protones
metilénicos de la cadena propilénica en posicién B a N (Fig.10.3a). Las curvas de titulacion

obtenidas en ausencia de Y(III) fueron ajustadas a la ecuacién 10.1.
Bobs = (BTp + Sren[D VKaz + Sp1er,[D I /KarKa2)(1 + [DVKez + [D' T /KaiKa2)  (10.1)

en donde &grp, Sprpy ¥ 5BTPH2 son los desplazamientos quimicos para un protén dado en BTP

neutro, mono BTPD” y diprotonado BTPD;;,2+ respectivamente y Kg 1, K,z son la primera y
segunda constante de disociacidn icida de las formas protonadas de BTP. El ajuste de los datos
experimentales para los desplazamientos quimicos de los diferentes tipos de protones de BTP
(lineas continuas en Fig.10.3b a d) da valores de constantes de disociacién que coinciden entre si.
El promedio de estos valores son pK,i=7.5540.03 para BTPD;** y pK,,=9.81+0.03 para BTPD™.
Los valores de pK, mayores en D;O como disolvente comparados con los obtenidos en H,O
concuerdan con el conocido efecto isotépico de H/D en las constantes de disociacién acida.'™

Los puntos correspondientes a las disoluciones que contienen Y(III) se desvian de las
curvas de titulacion del ligante libre en el mismo intervalo de pH donde se observa esta
desviacidn en las curvas potenciométricas (vide supra). No se hicieron intentos para ajustar esias
curvas de titulacidn en presencia de Y(III) porque se requeriria el ajuste simultineo de
demasiados parametros, sin embargo, el analisis cualitativo de estos resultados proporcionan
informacion importante del sistema.

Los desplazamientos quimicos de los protones metilénicos de la cadena propilénica en
posiciones - y B- al atomo de nitrégeno de BTP muestran perfiles similares para el ligante libre
y experimentan cambios muy pequerfios en su desplazamiento en presencia del metal, Fig.103 ¢y

d . Por el contrario hay un desplazamiento considerable de las sefiales de los protones metilénicos

en posicion a al grupo OH, (CH;OH, Fig.10.3 b} hacia campo bajo.
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Fig.10.3. (a) Espectro de "H RMN para BTP 20 mM. (b) a (d) Desplazamientos quimicos contra los
perfiles de pD en D;O en ausencia (circulos vacios) y presencia (tridngulos rellenos) de Y(NOs), 10
mM correspondientes a: (b} singulete de los protones metilénicos en la posicién o con respecto al
grupo OH, (c) seial central del triplete de los protones metilénicos en la posicion o con respecto al
nitrogeno v (d) sefial central del quintuplete de los protones metilénicos en posicién 3 al atomo de
nitrégeno. Las lineas continuas muestran el ajuste a la ecuacion (10.1) de los puntos en ausencia de

Y(NO3).

Este desplazamiento ocurre en sentido contrario, hacia campo bajo en lugar de ir hacia
campo alto, que el reportado con macrociclos de Zn(Il), lo que concuerda con una estructura del
complejo en la que no ocurre la desprotonacion de los grupos alcohol del BTP. Ademas el
cambio en los desplazamientos de las sefiales de los protones metilénicos de la cadena
propilénica, como CCH;C, comparados con las sefiales de los grupos CH;OH en presencia de
Y(NOs); es mucho menor, es decir, se ven poco afectados por la presencia del metal y por tanto
es posible decir que la interaccién predominante es entre los grupos alcohol de BTP y el metal sin

que estos lleguen a desprotonarse.
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Vale la pena resaltar que Y(III), al igual que los lantanidos (III), es un cation
cinéticamente labil, es decir, las constantes de velocidad de intercambio de agua y ligantes unidos
débilmente son del orden de 10%-107 s7*.'17 Congruentemente con esto, la adicion de Y(III) a la
dicolucién de BTP no produce ninguna nueva sefial para el ligante complejado y tampoco causa
un ensanchamiento de las sefiales de BTP. Cuando ¢l intercambio es rapido en la escala de RMN,
se observa una sola sefial para cada tipo de protones del ligante en una posicion que es €l

promedio ponderado de los desplazamientos quimicos para el ligante libre y complejado.

10.2. Equilibrios en disolucion Tris-Y(III)

Debido a la similitud entre los compuestos Tris y BTP (BTP consta de dos unidades de
Tris conectadas entre si por una cadena propileno) y a que la interaccién observada con BTP
puede involucrar a los grupos alcohol presentes en ambos ligantes, cabria esperar un
comportamiento similar de Tris como ligante. En general, las titulaciones de mezclas Tris-Y(1H)
indican una establilidad mucho menor que con BTP ya que siempre se produce la precipitacion
del hidroxido metalico por encima de pH 8.0. No obstante fue posible hacer titulaciones de
mezclas de Tris-Y(III) en presencia de un exceso de ligante sobre el metal. La figura 10.4

muestra las curvas de titulacién para Tris libre y para su mezcla en relacion 2:1 con el metal.
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Fig.10.4. Curvas de titulacion de Tris 10 mM (cuadrados rellenos) y Tris 10 mM en presencia de
perclorato de itrio 5 mM (cuadrados vacios) en NaClO, 0.1 M. Se adicion6 un equivalente de
HCIO, por equivalente de Ttis al inicio de cada titulacién. a es el niimero de equivalentes de NaOH
afiadidos por equivalente de ligante.
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El ajuste de la curva de titulacién para Tris da un valor de pK,=8.01+0.02 para TrisH"
concordando con el valor publicado (pK,=8.09).>* La titulacién de Tris 10 mM en presencia de
Y(III) 5 mM, determinada hasta pH 8.0 por los limites del experimento, muestra claramente la
complejacion de Tris con Y(III) incluso a valores de pH por debajo del pK, del ligante.

Los datos para el sistema Tris-Y(III) fueron analizados con los mismos modelos probados
anteriormente con BTP; para los ajustes de las titulaciones de las mezclas Tris-Y(1II) también
fueron consideradas las constantes de estabilidad reportadas de los complejos hidréxidos binarios
de Y(IID): Y(OH)**, Y,(OH),*" ¢ Y3(OH)s*". E! mejor ajuste se obtuvo para un modelo que
involucra solamente la formacién de dos especies metal-ligante: un complejo mononuclear,
Y(Tris)’" y un tnico complejo dimérico, Y4(Tris),(OH)s’, que incluye dos moléculas de ligante

(Esquema /0.4).

Tris + H" == TrisH*
Y¥ + Tris == Y(Tris)**
2Y* + 2Tris + 50H = Y,(Tris),(OH)s"
Esquema 10.4

Aunque no es posible realizar titulaciones sin exceso de ligante, el anilisis de las curvas
de titulacién en relaciones 10:5, 20:5 y 46.6:5 mM ligante a metal apoya este modelo. Los
logaritmos de las constantes de formacién acumulativas () obtenidas con este modelo se
resumen en la tabla 10.3. Sin embargo, debido a que las titulaciones fueron posibles solamente en
un intervalo muy estrecho de pH es importante aclarar que este modelo es solamente tgptativo
aunque ajuste satisfactoriamente las titulaciones a diferentes concentraciones totales de sus
componentes.

También es importante aclarar que para este sistema el ajuste de la curva de titulacién con
un gran exceso de Tris (46.6:5.0 mM ligante a metal) requiere incluir la formacion del complejo
Y,H_;Tris;, sin embargo, esta especie no fue considerada al realizar los diagramas de distribucion
de especies empleados para el posterior andlisis de los datos cinéticos. Las razones para omitir
este complejo son: primera, porque no se requiere incluir esta especie para hacer los ajustes de
otras titulaciones con mayores relaciones metal:ligante aunque éstas han consumido mas
equivalentes de NaOH por equivalentes del metal, y segunda, porque al realizar esta titulacion
cerca del 90% del NaOH adicionado se consume en la titulacién de Tris, asi que resulta probable

obtener en este caso un error mayor en la determinacion de la estequiometria metal-hidréxido.
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Tabla 10.3. Logaritmos de las constantes de estabilidad acumulativas
(log PB)* determinadas por ajuste de las curvas de titulacién
potenciometrica a diferentes concentraciones totales de metal y de
ligante al modelo del esquema 70.4. La composicién de los complejos

esta escrita como Y, H,Tris,.

Especies Tris'Y Tris:Y Trs:Y
npq 10:5 20:5 46.6:5
1 01 2.06 2.09 2.54
2-5 2 -29.45 -30.01 -28.73
2-7 2 -° _ -44.45

? [IML(OH))={MLH.,=B{M][L][OH)/K,, en donde H., es un
proton que puede perderse de una molécula de agua o del
ligante.

® El refinamiento con Hyperquad dio una constante negativa la
cual fue excluida de la curva de ajuste.

La constante de estabilidad para el complejo Y(Tris)** (Tabla 10.3) es cercana a la
reportada para el complejo Eu(Tris)*" (logK=2.44)'""" pero el BTP forma complejos
sustancialmente mas estables con Y(III) (logK=3.29) indicando la posibilidad de que ambas
mitades de su molécula, que son quimicamente equivalentes a Tris, se coordinen. Para otro
complejo similar, La(Bis-Tris)*, se reporté una constante de estabilidad mas alta (logK=4.7),'*
sin embargo es necesario considerar que este ligante provee dos grupos hidroxietilo adicionales
que pueden contribuir significativamente a enlazar al metal.

Se sabe que Y(III) tiene una fuerte tendencia a formar complejos hidroxo poliméricos en
agua.”® Se han reportado la formacién de especies dihidroxo dinucleares Y;(OH),"" y
pentahidroxo trinucleares Y3(OH)s*" entre los productos de hidrélisis de Y(I11).** Estas especies
también son tipicas para los hidroxocomplejos de lantdnidos que son quimicamente similares.
Asi, 1a unidad Lay(OH),"" se forma en complejos macrociclicos dinucleares® y la titulacidon
potenciométrica de LaCl; con NaOH revela la formacion de especies Lay(OH)s" 120 que es
analoga a los complejos Y2(BTP)(OH)s" e Yo(Tris),(OH)s" mostrados en los esquemas /0.3 y
10.4. También se reportd que las especies formadas al realizar la titulacién potenciométrica de

Y(IIT) en presencia de 1.25 equivalentes de acido antranilico incluyen especies polinucleares,

como [Y(OH)],"", que contienen dos equivalentes de OH  por Y(I11).'®* Es posible decir,
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entonces, que la formacidén de complejos con BTP estabiliza estas especies previniendo la

formacion de complejos superiores asi como la precipitacion de los complejos metalohidroxo.
Finalmente con base en la estructura reportada del complejo de La(IIl) con el ligante

neutro BisTris '*? que tiene un fragmento estructural comun a Tris y BTP, puede proponerse una

estructura para los complejos Y3(BTP)(OH),*"

ejemplificada por la estructura 10-1 para el
complejo Yo(BTP)(OH),"* con los dos aniones OH como puente y proponer especulativamente

con la estructura 10-2 para el complejo Y(Tris)(OH)s".

11. Comportamiento cinético de los sistemas BTP-Y(III), Tris-Y(III)

Los sustratos que se estudiaron fueron BNPP, MNPP y PNPDPP, que son sustratos
tipicamente usados para estudios de actividad de fosfoesterasas y permiten hacer comparaciones

con otros sistemas relevantes.

11.1. Cinética de hidrélisis de BNPP

El orden de la reaccién respecto al metal se estudié a pH 8.5 manteniendo al ligante en
exceso (Fig.11.1a) y en relacion 1:1 respecto a la concentracién del metal (Fig.11.1b). En ambos
casos las constantes de velocidad observadas (k.ps) en la ruptura de BNPP muestran una

dependencia cuadratica respecto a la concentracién total del metal:

kobs = ks[ YD)} (11.1)

Se observa que las constantes obtenidas en presencia de exceso de ligante son ligeramente
menores que cuando se mantiene una relacién metal:ligante 1:1, esta disminucion probablemente

sea efecto de la diferencia en la fuerza iénica para ambas disoluciones. La dependencia cuadratica
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puede deberse, en principio, a la participacion de especies diméricas cuya fraccidn se aumenta

conforme aumento en la concentracién total de Y(III) o a la participacién de 2 complejos

diméricos.
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Fig.11.1. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrélisis de BNPP en funcion
de la concentracion de Y(II) en presencia de {(a) BTP 20 mM y (b) [BTP]=[Y(1lI)] 0-4 mM, ambas
a pH 8.5 y 25°C. La linea continua es la curva de ajuste de acuerdo a la ecuacion 11.1: kg =
k[ Y (D]

Por otra parte, se encontré que la velocidad de la reaccion sigue una dependencia
sigmoidal respecto al pH: crece rapidamente al incrementar el pH arriba de 7 y tiende a nivelarse
por encima de pH 9, como se ilustra en la Fig.11.2. En principio, este tipo de dependencia
sigmoidal suele asignarse a la desprotonacidn de la especie nucleofilica, que en este caso tendria
un pK,~8.3. El ajuste formal de estos datos considerando sélo una especie desprotonada
cinéticamente activa se muestra en la figura 11.2. Sin embargo para analizar en una forma
correcta tanto la dependencia del pH como la dependencia de concentracion del Y(III) de las
constantes de velocidad observadas, fue necesario generar las curvas de distribucion de especies a
las condiciones bajo las que se trabajo en cinética con las constantes de estabilidad obtenidas del
estudio de equilibrios en disolucién (Fig.11.3) y el diagrama de distribucién de especies BTP-

Y (IIi) en el intervalo de concentraciones empleado para el metal.
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Fig.11.2. (a) Dependencia de ia constante de velocidad observada para la hidrélisis de BNPP en
funcién del pH. BTP 20 mM, Y(III) 2 mM, BNPP 0.04 mM, 25°C. Los circulos rellenos son los
datos experimentales, ta lineca punteada indica la tendencia de los datos y la linea sélida es el ajuste
considcrando una especie monodesprotonada. (b) Diagrama de predominio de especies respecto a la
concentracion de Y(IIT) a pH 8.5 en presencia de BTP 20 mM.

E! diagrama de predominio de especies (Fig.11.2b) calculado para las condiciones de la
Fig.11.1 indica que las especies predominantes en todo el intervalo de concentracién de Y(III)
empleado son dos hidroxocomplejos: Y(BTP)(OH).** y Y(BTP)(OH)s", los cuales contribuyen
respectivamente con cerca del 79% y 19% a la concentracion total de Y(III) aun a la menor
concentracién de Y(III) empleada. Este hecho indica que la cinética de segundo orden en Y(III)
total no puede ser relacionada a ta dimerizacién de Y(III) a altas concentraciones, pero indica la
participacion de dos complejos diméricos en la reaccién con un ion BNPP. Esto no resuita
demasiado sorprendente ya que incluso ha sido reportado un tercer orden cinético respecto al
metal para la reaccién de BNPP con un complejo macrociclico dimérico de lantano (111).%2

Debido a que la distribucién de las especies permanece practicamente inalterada al variar
la concentracion de Y(III} bajo las condiciones de la Fig.11.1, no es posible determinar
directamente cuél par de especies esta participando en la reaccion con el sustrato: dos complejos
Y»(BTPYOH)s*" o dos Y2(BTPYOH)s o su combinacion. Més informacién viene del estudio de
la dependencia del pH de la velocidad de reaccién la cual provee una amplia vanacion en las

concentraciones de todos los hidroxocomplejos.
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Fig.11.3. Constantes de velocidad de primer orden para la hidrolisis de BNPP 25°C (cuadrados solidos)
y diagramas de distribucion de especies para hidroxocomplejos (Esquema 10.3) de Y(IIT) 1.8 mM y
BTP 20 mM en funcion del pH. La linea punteada es el ajuste tedrico del perfil de ky, en funcién del
pH calculado de acuerdo a la ecuacidn 11.2 (vide infra).

Tomando en cuenta €l hecho de que la reaccion es de segundo orden con respecto al
metal, y conociendo las especies predominantes a las condiciones de reaccion, los valores de kos
obtenidos a diferentes pH fueron graficados contra los productos de las concentraciones de estas
especies, es decir [Y,(BTP)YOH).*]%, [Y3(BTP)OH)s'J? 0 bien
[YZ(BTP)(OH)42+][YZ(BTP)(OH);], Fig.11.4. Evidentemente, k.5 correlaciona solamente con la

ltima de las funciones.
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Fig.11.4. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrélisis de BNPP, (datos de la
Fig.11.2a y Fig.11.3) contra [Yo(BTPYOH),*T (cuadrados vacios), [Y(BTP)YOH)s]* (circulos
vacios), y [Yo(BTPYOH), [Y(BTP)OH)s | (tridngulos rellenos).
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De esta correlacion se puede proponer entonces que la ley de velocidad que sigue la

ruptura de BNPP es:
kobs = ka[Y2(BTP)(OH) > [Y2(BTP)(OH)s ') (11.2)

Esta constante, k3, puede calcularse a partir de la dependencia de ko, respecto a la
concentracion del metal o de pH dado que las concentraciones de cada especie en cada punto se
pueden obtener multiplicando la concentracion total del metal por la fraccidn de cada especie a

csa concentracién del metal y pH (Fig.11.2b, 11.3) como se ilustra en Fig.11.5a,b.
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Fig.11.5. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrélisis de BNPP. (a) Obtenidas
de la dependencia de la concentracién del metal a pH 8.5 en funcion del producto de las fracciones de

Y,(BTPYOH):®" (f14) € YABTPYOH)s" (f1.5) ¥ la [YAID]®. (b) Obtenidas de la dependencia del pH en
funcion del producto de las fracciones de Yo(BTP)YOH),™ (f,.4) € Yo(BTPYOH)™ (f..5)-

Los resultados de ambas dependencias, del pH a una concentracién fija de Y(III) y la
dependencia de la [Y(II)] a pH fijo se muestran graficados en las coordenadas de la ecuacion
11.2 en una grafica combinada (Fig.11.6). Como es claro de la ecuacién 11.2, la pendiente de la
recta obtenida en esta grafica es el valor de k3, que es igual a k3= 830 + 40 M7?s™. Por lo tanto
existe una buena concordancia entre ambas series de experimentos.

Esta constante de tercer orden, 830 M%s”, es muy alta, aun considerando que depende en
M de la concentracién de los complejos (koy 5.8 x10% M"'s" a las mismas condiciones), y por
lo tanto es posible pensar en un efecto de activacién adicional a la participacién de estos dos
complejos como especies nucleofilicas. En este sentido, probablemente el complejo tetrahidroxo
que tiene mayor carga positiva provee una asistencia electrofilica al oxigeno fosforilo y uno de
los aniones OH" del complejo pentahidroxo, cuyos OH son mas bésicos, actia como un

nucleéfilo contra el fosforo (V).
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Fig.11.6. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrolisis de BNPP. Datos de
la Fig.11.2a (cuadrados vacios) y datos de la Fig.11.1a (cuadrados retlenos) contra el producto de las
concentraciones [Y>(BTP)OH)," I[Y(BTPYOH)s 1.

En el sistema Y(III)/Tris la cinética de hidrolisis de BNPP también mostré un orden
mayor que uno para la dependencia de la concentracion de metal, Fig.11.7 (cuadrados rellenos).
Debido a que en este caso hay un Unico hidroxocomplejo, el ajuste de estos resultados se intentd

primero con la funcion:

kovs = k[ Y2(Trish(OH)s'T"  (11.3)
Sin embargo se obtuvo un mejor ajuste cuando se considerd una contribucién adicional de

una ruta de reaccion de primer orden respecto al metal:
kops = ko[ Yo(Tris)2(OH)s™] + ks[Yo(Tris)(OH)s 1 (11.4)

La aplicacién de esta ultima ecuacion 11.4 al perfil de kops vs [Y(III)] (Fig.11.7) para
BNPP da las constantes de velocidad &, = 0.01240.007 M's™ y k3 = 97+15 M7%s™".

El perfil de pH de las constantes de velocidad observado se muestra superpuestc al
diagrama de distribuciéon de especies en la Fig.11.8 (cuadrados rellenos). Estos resultados
concuerdan bien con los de la dependencia de la concentracion: la linea punteada en la Fig.11.8
muestra el ajuste a la ecuacidn 11.4 con valores de & = 0.12510.05 M's!y by =110435 M
Los valores de k3 concuerdan dentro de los limites del error experimental, pero los valores de £,
son muy diferentes. Esto es debido, parcialmente, a la mucho menor precision en &, respecto a ks,
pero también refleja cierta incertidumbre en el diagrama de distribucidén de especies para los

complejos de Tris.
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Fig.11.7. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la ruptura de BNPP (cuadrados
rellenos) y MNPP (cuadrados vacios) en funcion de la concentracion de Y(IIT) en presencia de Tris
20 mM a pH 8.5 y 25°C. La linea sélida es la curva de ajuste de acuerdo a la ecuacion (11.4)
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Fig.11.8. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrélisis de BNPP
(cuadrados rellenos) y MINPP (cuadrados vacios) a 25°C y diagrama de distribucién de especies
para los hidroxocomplejos en presencia de Tris 20 mM e Y(III) 2 mM. La linea punteada es el
ajuste tedrico del perfil de kg vs. pH calculado de acuerdo a la ecuacién 11.4.
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11.2. Cinética de hidrolisis de MNPP y PNPDPP.

La hidrélisis del sustrato MNPP es de orden cero respecto a la concentracion del ion
metalico en ambos sistemas BTP-Y(III) (Fig.11.7, cuadrados vacios) y Tris-Y(III) (Fig.11.9,
cuadrados vacios). Para este sustrato la hidrolisis procede mds rapido que para BNPP a bajas
concentraciones de Y(III) pero es mas lenta a concentraciones mas altas. Lo mas probable es que
el orden de reaccién cero observado refleje una cinética de “saturacion” tipo Michaelis-Menten
con una constante de estabilidad mayor para el complejo intermediario MNPP-Y(I1I). El hecho
de que para el fosfoéster MNPP se observe una cinética de saturacién y para el fosfodiéster
BNPP no, indica que la interaccidn entre el sustrato dianiénico MNPP y el complejo metalico
cinéticamente activo es mayor. Esto concuerda con que el dianidon MNPP tiene mejores

propiedades como quelante respecto al monoanion BNPPp >6%102.188
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Fig.11.9. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrélisis de PNPDPP
(cuadrados rellenos) y MNPP {(cuadrados vacios) en funcién de la concentracion de Y(II) en
presencia de BTP 20 mM a pH 8.5 y 25°C.

Los perfiles de kobs vs. pH para la hidrolisis de MNPP muestran un incremento en Ay al ir
a valores de pH mayores, como en el caso de BNPP, pero se hacen independientes del pH a
valores mayores que 7, figuras 11.7 y 11.9 (cuadrados vacios). Cualitativamente este
comportamiento concuerda con la cinética de hidrolisis de orden cero observado. Mas aun, bajo
las condiciones de las figuras 11.8 y 11.1¢ a valores de pH por encima de 7, la concentracién de
los hidroxocomplejos alcanza el nivel de 5x10™* M al cual la velocidad de reaccién es va

independiente de la concentracion del metal (ver figuras 11.7 y 11.9)
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Fig.11.10. Constantes de velocidad observadas de primero orden para la hidrélisis de PNPDPP
(cuadrados rellenos) y MNPP (cuadrados vacios) y diagrama de distribucion de especies para los
hidroxocomplejos del sistema Y(ITI) 1.8 mM y BTP 20 mM como funcién del pH (Esquema 10.3).
La linea punteada es el perfil tedrico de ks vs. pH calculado de acuerdo a la ecuacién (11.2) y el
recuadro ampliado a 1a derecha muestra el ajuste a valores de pH menores que 8.

La cinética de hidrolisis de PNPDPP se estudié solamente con el sistema BTP-Y(III). Su
comportamiento es muy parecido al de la cinética de hidrélisis de BNPP: ¢l orden cinético
respecto a Y(III) es mayor que 1 (Fig.11.9, cuadrados sélidos) y el perfil de ks en funcidn del
pH se muestra una tendencia a aumentar rapidamente al ir hacia valores de pH mayores
(Fig.11.10).

Se probd la correlacién de ks con la distribucion de las diferentes especies hidroxo,
siguiendo el procedimiento descrito para la hidrélisis de BNPP , y para PNPDPP se encontré que
ambos resultados, los de la dependencia de la concentracién y la dependencia del pH de kg5 a
pH>8 pueden ser ajustados de forma satisfactoria a una ecuacién similar a la ecuacion 11.4, pero

involucrando los complejos pentahidroxo de BTP en lugar de los complejos pentahidroxo de Tns:
kovs = k2 Y2(BTPYOH)s"] + ks[Y2(BTP)OH)s'?*  (11.5)

con k; = 0.28+0.09 Mls! y k3 = 295150 M?s!. La linea punteada en la Fig.11.10 es el ajuste
tedrico calculado de acuerdo a la ecuacidn (11.5). Este ajuste se desvia significativamente de los
puntos experimentales por debajo de pH 8 donde existen otras especies que aparentemente
contribuyen a la velocidad de reaccidn en este intervalo de pH, como los dihidroxocomplejos

Y,(BTP)(OH),*".
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12. Discusion general de los sistemas con Y(III) y

comparacion con sistemas relacionados

Uno de los resultados mas importantes del sistema BTP-Y(III) es que se encontré una
cinética de hidrélisis de BNPP de segundo orden con respecto a la concentracién de Y(III). Esta
dependencia de segundo orden no ha sido reportada en sistemas hidroliticos de fosfodiésteres
catalizados por lantdnidos. Para estos sistemas basados en Ln(Ill) se han reportado leyes de
velocidad que involucran: 1) cinéticas con “saturacion” tipo Michaelis-Menten con acuoiones ¥
algunos complejos macrociclicos de lantanidos (IID), 23128130137 2y cinéticas simples de primer

'8 v 3) cinéticas de tercer orden con un macrociclo

orden con criptatos de lantanidos (III)
dinuclear de lantano (I11). Esta dependencia de segundo orden respecto al metal solamente ha
sido reportada como una de las rutas en la hidrélisis de ésteres fosfonatos que tienen grupos de
coordinacidn para el ion metalico, para los que se proponen rutas de reaccidn de primer, segundo

y tercer orden respecto a La(lIl).">’

Adicionalmente, vale la pena resaltar que se han reportado
ordenes de reacciéon mayores para especies mononucleares y dinucleares de lantamdos (II1), pero
hasta el momento no es claro cuales factores determinan el tipo de cinética.

La diversidad en leyes de velocidad dificulta la comparacion de la reactividad de
diferentes catalizadores en términos de las constantes de velocidad independientes de la
concentracién del ion metalico debido a que tienen diferentes dimensiones (M's™, M%s!, M3,
etc.) y por lo tanto sdlo es posible comparar las constantes de velocidad observadas de primer
orden (s') a las condiciones particulares de cada sistema.

Comparando nuestro sistema BTP-Y(III) en términos de kqps (s") con los sistemas
reportados en la literatura, encontramos que la reactividad fosfodiesterolitica de Y(III) en
presencia de BTP es sustancialmente mas alta que para la mayoria de los sistemas
fosfoesteroliticos que emplean lantanidos. Por ejemplo a [Y(III)]=4.5 mM la kobs para la hidrolisis
de BNPP alcanza un valor de 0.0025 s a 25°C y pH 8.5 (Fig.9.1a), la cual corresponde a un
tiempo de vida media de solamente 4.6 minutos. En contraste el acuoién mads reactivo de los
lantanidos, Er'", tiene, a “saturacién”, una kgps = 0.00053 s as50°C,'? y los valores de ks para

64,134,186

la hidrélisis de BNPP logradas con complejos macrociclicos de lantanidos (1LI) alcanzan

valores de 0.001 s pero también a temperaturas elevadas.
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Las constantes de velocidad observadas para la hidrolisis del triéster PNPDPP son del
mismo orden de magnitud que las de BNPP (Figuras 11.1a y 11.9, Figuras 11.3 y 11.10). Sin
embargo, PNPDPP es mucho mas reactivo que BNPP: la constante de velocidad de primer orden
reportada para la hidrélisis cspontanea de PNPDPP a 25°C es 9.7x10° y 4.2x10° a pH 8 y 9
respectivamente,® mientras que la constante para la reaccién de hidrélisis no catalizada de BNPP
a 25°C es 1.1x107"" .79 por 1o tanto, el factor de incremento en la velocidad de hidrdlisis de
PNPDPP a las concentraciones mas altas de Y(III} empleadas en el intervalo de 3-5 mM es de
cerca de 20 veces, pero del orden de 2x108 para BNPP.

También es posible comparar las velocidades fosfoesteroliticas de nuestro sistema con
Y(IiI) con el complejo de Cu(ll) tetrametil etilendiamina como catalizador:'® bajo condiciones.
similares ¢l complejo de Cu(ll) incrementa la velocidad de hidrdlisis cerca de 107 veces para
NPDPP y de 10° veces para BNPP. Por lo tanto, se puede decir que Y(III) tiene una preferencia
mucho mayor hacia el fosfodiéster.

El ataque nucleofilico del OH" coordinado hacia el grupo fosforilo asistido por el catién
metélico, debe pasar por la formacidn, generalmente desfavorable, de un intermediario ciclico de
4 miembros. Contrariamente a lo que podria esperarse, los ciclos pequefios son relativamente mas
estables con los cationes grandes °' y esta puede ser una de las razones para que se observen
actividades fosfoesteroliticas mas altas para cationes metalicos como Y(III) respecto a cationes
de transicidn que son mas pequefios como Cu(Il). Ademas, el estado de transicidn en la hidrélisis
de los fosfodiésteres (12-1) provee una posibilidad adicional de quelacion en anillos de 4
miembros via los dos oxigenos anidnicos de los fosfatos. Esto puede explicar la mayor

especificidad de Y(I1I) hacia el fosfodiéster respecto al fosfotriéster.

12-1
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El segundo orden en la cinética respecto al metal puede deberse a que por algunas
razones, probablemente estéricas, el ataque intramolecular del M-OH ™ hacia el grupo fosforilo
coordinado sea lento. Por otro lado, resulta légico suponer que en esta reaccion de segundo
orden, un hidroxocomplejo metalico provee la asistencia electrofilica necesaria y el otro actua
como nucledfilo.

Dentro de la serie de complejos Yz(BTP)(OH)ns'", los complejos con menor numero de
OH" coordinados (con menores valores de n) deben tener un centro metalico mas electrofilico
(porque el cation metalico conserva mas carga positiva), mientras que aquellos con valores de n
mayores, deben tener OH coordinados mas nucleofilicos (porque el ion OH™ conserva mas
densidad electrénica). De hecho, la ecuacion cinética (11.4) indica la participacién simultianea de
un hidroxo complejo més electrofilico Y,(BTP)YOH)s** y uno mas nucleofilico Yo(BTP)(OH)s".

Finalmente, en el esquema /2.1 se presenta el mecanismo unificado de la hidrolisis de

BNPP y MNPP.
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Esquema 12.1

Los datos cinéticos para MNPP no nos permiten identificar la especie activa ya que la
velocidad no depende de la concentracion de Y(III) y casi no depende del pH. Sin embargo, una
ligera disminucién de kqys a mayores valores de pH (Fig.11.10) indica que las especies activas
mas probables son los hidroxo dimeros con un menor nimero de OH’ coordinados, por ejemplo

Y,(BTP)(OH).>".
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La ruptura de fosfomonoésteres no necesariamente incluye un ataque nucleofilico y se
sabe que tipicamente transcurre a través de un mecanismo monomolecular tipo Sx1.>° En este
caso el efecto catalitico del complejo metalico se debe a su capacidad de estabilizar el grupo
saliente (ver Introduccién). Evidentemente, la estructura dinuclear del complejo resulta muy bien
organizada para este tipo de activacién del sustrato: un catién de Y(111) del dimero compleja al
sustrato, transformando un proceso intermolecular en un proceso intramolecular que es mucho
mas eficiente (ver Introduccidn), mientras que otro cation de Y(IIT) estabiliza el grupo saliente,
como se ilustra en el esquema 72.1.

De los resultados obtenidos con Tris como ligante, es claro que esta combinacidn de
gspecies reactivas no existe ya que solamente uno de los dos complejos estd presente en
disolucién, sin embargo, es posible decir que los complejos con Tris tienen una meneor
reactividad fosfodiesterolitica. Si comparamos los valores de 43 para la reaccién de tercer orden
de BNPP con complejos de Tris-Y(III) con k3 para la reaccién con los complejos de BTP-Y(III),
encontramos que es ca. 10 veces mas pequefia (110 y 830 M5! respectivamente, vide supra).

La ruta de reaccién para PNPDPP involucra dos hidroxocomplejos méas altos,
Y(BTP)(OH)s", ecuacién (11.5), o bien una combinacién de Y2(BTP)(OH).*" y Y2(BTP)(OH)s,
ya que debido a la labilidad cinética de los complejos de Y(III) estas rutas de reaccion son
indistinguibles entre si. Por otro lado, hay que recordar que la reactividad de los
hidroxocomplejos metalicos hacia triésteres correlaciona bien con su basicidad 124 y esto puede

explicar la participacién de dos compliejos pentahidroxo que son mas bésicos.
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13. Comportamiento en disolucion acuosa del sistema BTP-Ln(IH)

Los resultados encontrados con Y(IIT) y BTP indican que este aminoalcohol es capaz de
estabilizar especies metalohidroxo reactivas mostrando una alta reactividad en la hidrdlisis de
fosfoésteres en disolucidn acuosa a valores de pH débilmente basicos y a temperatura ambiente.
Con este sistema se observo una mayor especificidad hacia el sustrato fosfodiéster BNPP
comparado con los otros fosfoésteres estudiados. Por lo tanto vale la pena probar este sistema con
otros cationes trivalentes que no presentan reactividad redox en estas condiciones, tales como los
lantanidos, e incluir un éster de 4cido carboxilico como sustrato con el fin de poder hacer

comparaciones.

13.1. Equilibrios en disolucién BTP-Ln(IIT)

Al iniciar esta parte del trabajo, se probaron nuevamente ligantes sencillos (etilendiamina,
1,3-diaminopropano, poliaminas, y aminoalcoholes andlogos a Tris) para prevenir la
precipitacion de disoluciones acuosas de cationes de lantanidos (Ln(III) = La, Nd, Pr, Eu, Gd y
Dy) en ¢l intervalo de concentraciones de 0.5-10 mM y de pH 7 a 9. De forma similar a lo
observado con Y(III), los mejores resultados se obtuvieron con BTP, encontrandose que la
concentracién minima de BTP suficiente para prevenir la precipitacién de los Ln(IIl) en este

intervalo es de 10 mM.

Las curvas de titulaciéon de BTP 10 mM en presencia de 1 equivalente de la sal del metal
muestran el consumo de mas de 2 equivalentes de NaOH por un equivalente de metal ademas de
los 2 equivalentes de NaOH que son consumidos para la titulacién del ligante (Fig.13.1). En el
caso de La(Ili) la precipitacidn ocurre a valores de pH por encima de 9, pero la titulacién con
exceso de BTP (2:1 BTP a metal) nos permite alcanzar valores de pH de 10 sin precipitacion y
observar €l consumo de cerca de 2.5 equivalentes de NaOH por un equivalente de La(IlI),
comportamiento que también se observa con los otros metales. (Los datos numéricos de las

titulaciones se encuentran en el Anexo 2).
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Fig.13.1. Curvas de titulacion para BTP 10 mM y para una mezcla de BTP 10 mM en relacién 1:1
con percloratos de lantanidos(II) en NaClO, 0.1 M. Al inicio de cada titulacion se afiadieron dos
equivalentes de HCIO,. a es el nimero de equivalentes de NaOH afiadidos.

Los resultados de las titulaciones en presencia de Ln(III) indican ya sea la formacion de
hidroxocomplejos del metal estabilizados por BTP o la formacién de los respectivos alcoxo
complejos por desprotonacion de los grupos hidroximetilo de BTP; sin embargo mediante esta
técnica es impostble distinguirlos. De hecho, al realizar los ajustes de las curvas de titulacion se
considera que un complejo ML{(OH) es un complejo MLH.;, porque en el balance de masa para la
[H'] un ion OH consume protones para dar agua, y [MLH.;]=B[M][L][OH)/K,, por lo tanto H.,
es un proton que pierde una molécula de agua coordinada al metal o bien el ligante. Para algunos
casos similares reportados en la literatura, ha sido posible resolver este problema haciendo un
analisis de los productos obtenidos después de la reaccion de ruptura de BNPP, ya que se ha
encontrado que se forma el ligante alcohol fosforilado, io cual indica la posible desprotonacion

del alcohol,®

pero en nuestro caso el analisis de los productos mostré que se liberan dos
equivalentes de nitrofenolato y un equivalente de fosfato inorgnico en la reaccion con BNPP
(ver seccion 7.2). Por lo tanto, tomando como un primer criterio esta evidencia, o mas probable

es que se formen hidroxocomplejos en disolucién.
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El analisis de los datos obtenidos de las titulaciones potenciométricas con lantinidos es,
en general, similar al descrito anteriormente para el sistema Y(III)/BTP.

El esquema de reaccidon mds simple que puede plantearse, en congruencia con las
titulaciones potenciométricas, involucra la formacién de un dnico complejo en disolucidn, sin
embargo s imposible ajustar los datos con modelos de este tipo (ver Anexo 2). Un siguiente paso
es considerar la formacion de series de hidroxo complejos mononucleares de composicién
general M(BTP)(OH),f'n en donde n va de 1 a 3 y posteriormente considerar la formacion de sus
especies superiores, es decir, especies de composicion general My(BTP),(OH),,%%, pero en
ningun caso los resultados fueron del todo satisfactorios después de un cuidadoso analisis de los
valores obtenidos para las constantes de formacion (ver Anexo 2 con la comparacién entre los
modelos probados).

Finalmente se obtuvo un ajuste satisfactorio para un esquema de reaccidn, parecido al
esquema /0.3, que involucra la formacién de hidroxocomplejos dinucleares presentados por el
grupo de equilibrios mostrados en el esquema /3./. Los ajustes de los datos experimentales con

este modelo para Ln(Ill} y BTP en relacion 1:1 a concentraciéon 10 mM se muestran en la

Fig.13.2 y el resumen de las constantes de estabilidad obtenidas se muestran en la Tabla 13.2.

BTP + 2H" = BTPH,*"
M** + BTP = M(BTP)*
2M*" + 2BTP + 20H == M,(BTP),(OH),""
2M** + 2BTP + 40H == My(BTP),(OH).**
2M>* + 2BTP + 50H" == M,(BTP),(OH)s"
2M>* + 2BTP + 60H” == M,(BTP),(OH)s
Esquema 13.1

Con el fin de analizar la validez del modelo planteado en el esquema /3.7 se hicieron
ademas titulaciones variando la concentracidn total del metal y del ligante en el intervalo de 5-20
mM para ambos. Estas curvas se ajustaron con los modelos planteados (ver Anexo 2). Como
ejemplo, en la tabla 13.1 se muestran los logaritmos de las constantes de formacién acumulativas

(log B) obtenidas de curvas de titulacion a diferentes concentraciones para lantano(TII).
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Tabla 13.1. Constantes de formacién acumulativas (log B)* para el sistema BTP-La(Ill).

Especie en BTP-La(IIl) BTP-La(IlI) BTP-La(Ill)  BTP-La(III)
disolucion 20.0-148 mM 20.0-10.0 mM 10.0-10.0 mM  5.0-5.0 mM

BTP H La(ll) logp+sd log B £sd log B £sd log B £sd
1 0 1 1.69 £0.04 24910.03 2.46 £ 0.02 2.29 £ 0.03

2 -2 2 -10.17£0.03 -989+0.03 -1046+0.05 -9.94+0.04

2 -4 2 -27.33+£0.05 -2729+0.03 -27.62+0.02 -27.73+0.03
2 -5 2 -37.23+0.10 -3639+0.02 -36.0 --No -~
b 20.43 18.11 : 10.54 13.53

* IML(OH)]=[MLH.,]=B[M][L][OH)/K,,, en donde H, es un protén que puede

perderse de una molécula de agua o del ligante.

—
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Fig.13.2. Curvas de titulacidén de disoluciones 10 mM de BTP y percloratos de lantinidos (III) en
relacion 1:1 en medio 0.1 M de NaClO,. Al inicio de cada titulacién se afiadieron dos equivalentes
de HCIO,. a es el nimero de equivalentes de NaQOH afiadidos. Los cuadrados vacios son los datos
experimentales y las lineas continuas son los perfiles tedricos de pH calculados de acuerdo al
esquema 13.1 y las constantes de estabilidad dadas en la tabla 13.2. (a) Perfiles para La (III), Gd({I0)
y Dy (I, (b) perfiles para Nd(IID), Eu(IIT) y Pr(III). Las disoluciones patron de Dy(IIl), Eu(I), y
Pr(TII) contienen cantidades significativas de HCIO, que se titula por debajo de pH 7.0.
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Los logaritmos de las constantes de equilibrio para cada etapa se relinen en la Tabla 13.2.
Estos valores son los valores promedio de las constantes obtenidas para titulaciones de mezclas
de lantdnidos (III) y BTP a diferentes concentraciones totales, las cuales concuerdan

razonablemente entre si.

Tabla 13.2. Constantes de estabilidad para la formacion de complejos de Lantanidos (III}
con BTP (25°C, 0.1 M NaClO,).

Equilibrio Log K*

M= La3+ Pr3+ Nd3+ Eu3+ Gd3+ Dy3+

[BTP-MJ/[BTP][M] 2.30

[2BTP-2M-20H)/[BTPA{M]*[OH]? 18.11 20.80 21.71 23.62 23.44 23.86
[2BTP-2M-40H]/[BTP[MJ[OH]* 28.96 31.66 32.77 3495 34.90 3812
[2BTP-2M-50H]/[BTP)*[M]*[OH]’ 33.62 36.14 3720 39.29 33.39
[2BTP-2M-60H)/[BTPJ}[M]*[OH]® 42.73 48.73
[M-OHJ/[M][OH] ® 467 518 530 542 538 563

? El error esta dentro de +(0.02-0.08).
» Constantes de formacién para los complejos monohidroxo a 25°C y fuerza i6nica 0.3 M.*

Llama la atencidn que sélo en el caso de lantano(IIl) el complejo simple 1:1 metal a BTP
contribuye lo suficiente para permitimos la determinacion de su constante de estabilidad. Para
todos los otros cationes, la estabilidad de sus hidroxocomplejos es tan alta que a valores de pH
cercanos a 8 y mayores, donde se esperaria que los complejos M(BTP)** contribuyeran
significativamente a la concentracién total del metal (esto asumiendo que las constantes de
estabilidad para complejos 1:1 con los otros metales tienen valores similares), los primeros
hidroxocomplejos Ma(BTP),(OH);** ya son las especies dominantes, y para los cationes mas
acidos como Gd(IIl) y Dy(Ill) aparecen incluso hidroxocomplejos Mz(BTP)z(OH)‘;2+ (ver las
curvas de distribucidn de especies en la Fig.14.3 a-d).

La constante de estabilidad del complejo La(BTP)** (logK=2.30, Tabla 13.2) es menor
que la encontrada para el complejo Y(BTP)** (logK=3.29, Tabla 10.2). Esto concuerda con la
mayor estabilidad de los complejos de Y(III) que los correspondientes de La(Ill) debido a su

mayor acidez. Por ejemplo, el logaritmo de la constante de estabilidad (log K) con EDTA es de
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18.08 para el complejo con Y(III) y de 15.46 para el complejo con La(IIl); con picrato es de 4.03
para Y(III) y de 3.51 para La(111).>

Por otro lado, es bien sabido que los lantanidos tienen una tendencia muy fuerte a formar
complejos polinucleares en agua.® Asi, se sabe que todos los lantanidos (III) empleados en este
trabajo forman especies dihidroxo dinucleares M;;(OH)Z4+ en disolucién acuosa,> Ademas, se ha
reportado que al realizar la titulacién potenciométrica de LaCls con élcali se forma la especie
La,(OH)s" ''? que es andloga a los complejos My(BTP),(OH)s™ mostrados en el esquema 73.7.
Por esto resulta razonable suponer que la coordinacion con BTP estabiliza estas hidroxo especies
previniendo la formacién de complejos polinucleares y la precipitacion de los hidréxidos
metalicos. Vale la pena hacer notar que se ha reportado que la especie Lax(OH)'" se forma
también con complejos macrociclicos dinucleares de lantano.*

Se hicieron titulaciones de disoluciones con Tris y cationes Ln(III), ya que resulta 16gico
pensar que debido a la similitud que existe con BTP, pudiera comportarse de manera parecida
como ligante, pero siempre se observd la precipitacion del hidroxido del metal a pH por encima
de 8. Por lo tanto, es de esperarse que exista al menos cierto enlace adicional de la segunda mitad
del ligante entre la molécula de BTP y el catién metélico en los hidroxo complejos, y que éste sea

el responsable de la diferencia observada en el comportamiento de Tris y BTP como ligantes.

HzN HO N N
‘{\OH HO/?/\OH
HO OH
OH™@oH CH
Tris BTP

La evidencia de las titulaciones junto con el anélisis de los productos apoya el hecho de
que las especies nucleofilicas son los hidroxocomplejos de lantanidos y no los alcoxocomplejos.
Para obtener mas informacién al respecto se realizaron las titulaciones potenciométricas de BTP
en presencia y ausencia de La(ClO4); en DO registrando el espectro de "H NMR a cada valor de¢
pD. De acuerdo con lo reportado en la literatura, y como se mencioné para los complejos
BTP-Y(II), la desprotonacién de un grupo alcohol por coordinacién con un catién metalico da
lugar a un desplazamiento en las sefiales de los protones metilénicos en el grupo ~CH,OH hacia

185 por lo que cabe esperar un efecto cualitativamente similar para el

campo alto (ca. 0.3 ppm)
La(Ill) coordinado con los grupos alcoho! de BTP. La figura 12.2 muestra los perfiles de los

desplazamientos quimicos, 8, en funcién del pD en D,O correspondientes al singulete de los
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protones metilénicos en posicion o respecto al grupo OH (Fig.13.3a), y a la sefial central de los

multipletes de los protones metilénicos de la cadena propilénica en posiciones a- y - al atomo

de nmtrégeno de BTP (Fig.13.2b) en ausencia y presencia de La{Cl04)s.
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Fig.13.3. Titulacion potenciométrica de BTP 20 mM en D,O por 'H NMR. Los circulos vacios y los
cuadrados rellenos muestran las mediciones en ausencia y presencia de La(ClO,); 5 mM

respectivamente (Tabla 13.3).

Las lineas sélidas son las curvas de ajuste a la ecuacién (10.1).

Los puntos obtenidos para las disoluciones que contienen perclorato de La(Ill) se desvian

de las curvas de titulacion del ligante libre en el mismo intervalo de pH en el que se observa esta

desviacion en las curvas de titulacidn potenciométrica (Fig.13.1). Los resultados obtenidos son

muy similares a los encontrados para el sistema BTP-Y/(III): hay un desplazamiento considerable

hacia campo bajo en lugar de hacia campo alto para los protones metilénicos en posicion - a los

grupos OH, concordando con la estructura de un complejo en la que los grupos OH estan unidos
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al ion metalico sin desprotonarse y el pequefio desplazamiento de las sefiales de los protones de la
cadena propilénica indican que el atomo de nitrégeno también estd involucrado en la

coordinacidn entre el cation metélico y el ligante.

13.2. Especies en disolucién acuosa. ESI-MS,

Con el fin de obtener alguna informacién adicional sobre el tipo de especies presentes en
las mezclas de BTP-lantano en disoluciones bésicas, se obtuvieron espectros de masas con
ionizacion por electrospray de disoluciones con 20 mM de BTP y La(NO3); 1 mM a pH 9.2. En
varios casos la técnica de ESI-MS ha permitido obtener informacién para la caracterizaciéon de

complejos metalicos.'®

Particularmente esta técnica de ionizacién {electrospray) permite que los
iones contenidos en la muestra pasen a fase gas directamente de una disolucion acuosa con poca
o nula fragmentacién y por tanto provee valiosa informacidn cualitativa de la naturaleza de las
especies cargadas en disolucidn.

Desde luego, al emplear esta técnica, hay que considerar que entre las especies quimicas
en fase gas pueden existir interacciones que no se presentan en disolucidén acuosa. La presencia
de estos procesos adicionales, es decir, especies que solamente se forman bajo las condictones de
fase gas y que no existen en disolucién, pueden dar lugar a los llamados “falsos positivos”.'?

La tabla 13.4 retine los datos obtenidos de los espectros de masas. El espectro de masas de
la disolucion del ligante puro a pH 9.2, consiste de una serie de picos correspondientes a los
oligémeros de BTP protonados (BTP),;H' en donde 1<n<4 y un pico que incluye el BTP
cationizado por Na* con m/z=305.1 (Tabla 13.4, renglones 1-5). Ciertamente, solamente el cation
BTPH' realmente existe en disolucién mientras que el aducto de sodio y los oligémeros se
forman en fase gas.

En presencia de nitrato de lantano se observaron otros 8 picos adicionales identificados
como se muestra en la tabla 13.4 (renglones 6-13). Adicionalmente se observaron dos picos no
identificados con m/z=365.1 y 409.2, que probablemente correspondan a impurezas de la
muestra. Los picos con m/z=351.1, 419.1 y 482.0 por su estructura isotépica perlenecen a
especies dicatidénicas. También se observaron tres picos que corresponden a los complejos

diméricos y a otras especies monoméricas (renglones 7, 8 y 11), y que contienen al ligante BTP

sencilla o doblemente desprotonado.
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Tabla 13.4. Valores calculados y observados de m/z para el sistema BTP + La(NO;); a pH
9.2.

Especie férmula miz
Calculado Observado

1 BTPH' C11H37N,06 283.192 283.2
2 BTP Na" C11Hz6N,06Na 305.174 305.1
3 BTP; H CxHs3N2Os 565.376 565.4
4 BTP; H* Ci3H7sN,05 847.560 847.5
5 BTP, H" CasH105sN206 1129.744 1129.7
6 La(BTP H.,)(BTP)** CyHs1N4Op2La 351.133 351.1
7 Lax(BTP H.,),** CyHasN4O1oLa, 419.074 419.1
8 Lay(BTP H.;),(NO3),*" C2:HsoNgO1sLa, 482.070 482.0
9 La(BTP H.,)(BTP)" CHsoN4Oy;La 701.258 701.2
10  La(BTP H.,)(BTP)(NO3;)" CzxHsNsOysla 764.254 764.3
11 LayBTP H,):(NO3)* C23H4gNsOysLag 900.156 900.1
12 La(BTP H.)(BTP),” C13H7NO)3La 983.442 983.4
13 La(BTP H.)(BTP);(NOs)" C3:H;7N;0zLa 1046.438 1046.4

Una conclusion a priori de estos datos es que en disolucién ocurre la desprotonacion de
los grupos alcohol del ligante en lugar de la formacién de hidroxo complejos en disolucién. Sin
embargo es altamente probable que las condiciones de fase gas favorezcan la deshidratacion de
los complejos convirtiendo un fragmento M(OH)(ROH) en M(RO?) + H,0. De hecho, en
contraste con lo que sucede en fase acuosa, la basicidad en fase gas del ion OH™ es mucho mas
alta que la del ion RO’ la reaccidn de transferencia de protén OH'yas + EtOHg,s — EtO7,,  +
H;04,s €s muy exotérmica, con un AH de —56 kJ/mol."' Por lo tanto la ruta mas probable para la
formacidn de estas especies en fase gas es la deshidratacion de complejos hidroxo.

Asi, la especie mas abundante en disolucidn, de acuerdo a las mediciones realizadas en
ESI-MS es Laz(OH)4(BTP)22+ (ver el diagrama de distribucion de especies en la Fig.14.3a) que
después de deshidratarse produce Laz(BTPH.z)z2+ (Tabla 13.4, renglon 7). También se detects un

aducto de este cation con nitrato (Tabla 13.4, renglén 11). Otra especie dimérica
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Lay(BTPH.;)2(NOs);** (Tabla 13.4, rengldn 8) es probablemente formada por la deshidratacién y
la captura de nitrato subsecuente del dihidroxocomplejo La(OH)(BTP),**. La cantidad de
complejos mononucleares de lantano La(BTP)* y La(OH)" en disolucién es todavia significativa
a las condiciones empleadas, por lo tanto, la forma monomérica de los iones en fase gas puede ser
producida por reacciones de intercambio y deshidratacién entre estas especies monoméricas en
disolucion.

Por otro lado, con un gran exceso de BTP sobre La(III), los iones dinucleares en fase gas
pueden dar lugar a los monémeros. La repulsién electrostitica mutua de iones La®" altamente
cargados dentro de los complejos dinucleares puede ser mucho méas fuerte en fase gas que en
agua y la estabilidad relativa de los complejos dinucleares puede ser menor. Por esto los cationes
La(BTP H.,) (BTP)" y La(BTP H. }(BTP)(NO;)" pueden formarse respectivamente a partir de la-
ruptura de Lay(BTP H.,),*" y Lay(BTP H.,)2 (NO3);>" por BTP y la formacién de otros cationes
monomeéricos es facilmente explicable por la captura o pérdida subsecuente de BTP y nitrato.

En general, los datos obtenidos por ESI-MS del sistema lantano-BTP muestran un patrén
complicado, pero apoyan la presencia de complejos dinucleares en disolucién con relaciones
meta! ligante 2:2 que antes se propusieron con base en las titulaciones potenciométricas.

Finalmente, tomando en cuenta lo discutido en esta seccion respecto a la forma de
coordinacion de BTP, se propone la estructura hipotética 13-1 para los complejos
My(BTP)(OH),*". Es casi seguro que los primeros aniones OH™ son grupos puente, como se
muestra en la estructura 13-1, mientras que para complejos con mayor numero de OH parte de

estos aniones pueden ser puente y parte terminales.

SSTOH
HO : :
. R

HO HN. o=
N\/\/N "La(HZO),,3+
HO /N
"HO OH"
AN 7
HOMEE o~y (O
o NH OH
. H
HO. OH
HO\SL’OH

13-1
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14. Comportamiento cinético del sistema BTP-Ln(III)

Junto con los sustratos empleados con el sistema BTP-Y(III), BNPP, MNPP y PNPDPP,

en este estudio se empled ademas un sustrato mucho mas activado PNPA (Esquema 14.1).

.

P

=P =P
o 0 o o

BNPP MNPP PNPDPP

< > HO CH

8] H H

ME\H/ NQ, HO§_N\/\/N‘€OH
HO OH

0
PNPA BisTris Propano (BTP)

Esquema 14.1

Vale la pena hacer notar que debido a que BTP tiene dos valores de pK, alrededor de 7 y
9 respectivamente, permite tener un amplio intervalo de pH amortiguado: 6.5 a 9.5. Para
mantener una capacidad amortiguadora suficientemente alta en la disolucién y una buena
estabilidad respecto a la precipitacién de hidréxidos metdlicos en un intervalo amplio de pH, el
estudio cinético del sistema se realizé manteniendo un exceso de BTP respecto al perclorato del

lantanido (I11}.

14.1. Cinética de hidrélisis de BNPP

Se mostré previamente que los productos de la hidrélisis de BNPP ¢n el sistema BTP-
Ln(lIT) son un equivalente de fosfato inorganico y dos equivalentes de 4-nitrofenol (ver seccién
7.2). Dependiendo de las condiciones de reaccion los perfiles de absorbancia (A) vs. tiempo (&),
registrados en el valor maximo de absorcion de anion 4-nitrofenolato, siguieron curvas cinéticas
simples de primer orden cuando la hidrélisis del intermediario MNPP fue rdpida o una ecuacién
biexponencial mas compleja (Ecuacién 7.1) cuando las constantes de velocidad de primer &, y &,

de la hidrélisis de BNPP y MNPP fueron de magnitud similar.
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_ kit _p okt
A:gNF_[NF']= Am(z+(2k2 ke — ke J

ke~ ky (7.1)

Para la siguiente discusion las constantes observadas de primer orden para la hidrdlisis de
BNPP se refieren a los valores de 4, de esta ecuacion.

El orden de reaccidn para el metal fue estudiado en el intervalo de pH 8.5-9 debido a que
la velocidad de reaccidn se incrementa rapidamente al aumentar el pH por encima de 7 y tiende a
nivelarse a pH 9. Las constantes observadas de primer orden (koys) €n la hidrélisis de BNPP para
todos los lantanidos empleados en exceso de ligante a pH 8.5 muestran una dependencia estricta
de primer orden respecto a la concentracién del metal (Fig.14.1a, ¢, ¢) excepto para La(lll) y
Nd(III) para los que se observa una contribucién cuadratica a bajas conceﬁfraciones del metal."
Dependiendo del metal es posible incrementar la concentracién de los Ln(IIl} hasta 10 mM o
mayores sin observar precipitacion.

Por otro lado, si se mantiene una relacién metal:ligante 1:1 en todo el intervalo, el valor
de estas constantes es mayor que en exceso de ligante y la dependencia de [BTP-Ln(IIl)] es
aproximadamente lineal en el intervalo de 2-5 mM a pH 8.5. Las constantes de velocidad
observadas son muy altas, del orden de 102 5™, lo cual da un incremento de 10® veces respecto a
la hidrélisis de BNPP no catalizada y 10° veces respecto a la hidrélisis alcalina (Fig.14.1b, d, f).
Sin embargo, aunque en estas condiciones las constantes observadas son entre 5 y 10 veces

mayores, las disoluciones no son completamente estables.

20x10" 7 2,019
1 8x10° 1.3t "
1.80107 4 1.8x10°
14107 1.4x10°
T 12x10° 12007 1
oF 100 " 10107
8.0m10° A .zg B10™
8.0x10" . B.0x10°
4.0x10° 40410 .
20x10° - 200"
00 . i . . . 00 . . : . .
0 2 4 8 8 1 0 2 4 8 8 10
Prao,),] mM [BTP-F] mM

(Fig.14.1a) (Fig.14.1b)
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Fig.14.1. Constantes de velocidad observadas para la hidrdlisis de BNPP a pH 8.5 en funcion de la
concentracién del metal: (a) Pr(Ill), (c) Eu(Ill), (e) GA(II), (g) La(ll) y (h) Nd(HI) en presencia de
BTP 20 mM a pH &.5; (b) Pr{IIl), (d) Eu(IIl) y (f) GA(III) en relacién 1:1 con BTP a pH 8.5. Las lineas
continuas son los ajustes a ecuaciones lineales o cuadréticas respectivamente. Las escalas son iguales

para graficas correspondientes a un mismo metal.



116 Resultados y discusién

De acuerdo al comportamiento en disolucidn observado para estos sistemas, resulta légico
pensar que esta mayor reactividad es la suma de varias contribuciones. Una de cllas es la
diferencia en la fuerza idnica, que inhibe fuertemente reaccién (vide infra), y bajo estas
condiciones su contribucién negativa es menor. Otra parte seguramente se debe a que las
fracciones de las especies cinéticamente activas son diferentes a estas condiciones y algunos
complejos con muy alta reactividad, como los complejos Ln(OH)**, pueden estar presentes en
mayor proporcion. Esto concuerda con la tendencia observada en la reactividad al comparar entre
diferentes metales: Pr(IID>Eu(IIT)>Gd(III) que es ¢l mismo orden que el pK, de los acuocationes.

La reaccidn es inhibida por NaClQy: el incremento en la concentracidn total de perclorato
(disolucion del perclorato de Ln(III) mas perclorato de sodio adicionado) al ir de 0.0t a 0.1 M
conlleva un decremento en la velocidad de la reaccién de cerca de 10 veces (Fig.14.2a). La
adicion de NaCl o NaNQO; causa un efecto menor indicando la posible formacién especifica de
pares iénicos entre el anién perclorato y las especies reactivas de los lantanidos cargadas
positivamente. Este efecto es responsable de una fuerte inhibicion de la reaccion al incrementar
las concentraciones de BTP a pH constante ajustado con HCIO;, sin electrolito soporte de NaClO,4
(Fig.14.2b).

1.8x10"

1.4x10” 4 .
1.2x90° 4
1.0x10™
" 8.0x10"
a:g 8.0x10™* - "--: -
apx0*4 el
2.0x10* 4 - -
-
0o T T T T T Y T 1
0 10 20 30 4 S0 80 YD 80
[BTP] mM
(a) (b)

Fig.14.2.(a) Dependencia del logaritmo de la constante de velocidad observada de primer orden para la
hidrélisis de BNPP en funcién de la raiz cuadrada de la fuerza iénica, 7, a pH 8.5, BTP 20 mM y La(III)
2 mM. (b) Constantes de velocidad observadas para la hidrélisis de BNPP en presencia de La(Ill) 2 mM
a pH 8.5 en funcién de la concentracion de BTP. La linea punteada muestra el ajuste de los datos.
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Para analizar la dependencia de la constante de velocidad ks respecto al pH se calcularon
los diagramas de distribucién de especies para las condiciones de los experimentos cinéticos de
acuerdo con las constantes dadas en la Tabla 13.2 y los valores experimentales de kg fueron

graficados en estos diagramas como se muestra en la Fig.14.3a-f.
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Fig.14.3b. Pr(III)
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Fig.14.3. Constantes de velocidad observadas para la hidrolisis de BNPP a 25°C (cuadrados sdlidos)
y diagrama de distribucién de especies para los hidroxocomplejos del esquema (/3.7) para
lantanidos (IIT) 2mM y BTP 20 mM. Las lineas punteadas son los ajustes tedricos de los perfiles de
ks vs. pH calculados de acuerdo a la ecuacién (14.1) y las constantes de velocidad para los
hidroxocomplejos individuales dados en la Tabla 14.1.

119
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La reactividad en la hidrdlisis de BNPP, como puede verse en la Fig.14.3 se incrementa al
ir de los acuoiones de Ln(III) hacia los hidroxocomplejos, como se ha observado en otros
sistemas relacionados 8264661104120, 127.128.135,185,192,193 1o pyien e notorio que para un metal dado
la constante de velocidad observada no correlaciona con la concentracién de especies tinicas,
pero hay algunas especies que dan una mayor contribucién a la reactividad observada,

Al ir hacia los cationes mas pesados de La(III) a Dy(Ill), se observa que, progresivamente,
los complejos hidroxo dinucleares con mayor numero de OH coordinado tienen una contribucién
mayor a la reactividad. Por tanto, el perfil de kqs vs. pH para Pr(III) es muy cercano a la curva de
distribucion para la especie Ma(BTP),(OH),*" (Fig.14.3b) mientras que para Dy(I1I) este perfil se
desplazd hacia la curva de distribucién para la especie My(BTP),(OH)¢ (Fig.14.3f). También
llama la atencidén que hay una contribucién de los complejos mononucleares monohidroxo, que se
ve mas claramente para las curvas Fig.14.3a,b para La(Ill} y Pr(III), que probablemente sean las
Unicas especies reactivas en los estudios reportados con acuoiones de lantanidos (IlI) en
disoluciones neutras.'>

El andlisis de las curvas de distribuciéon de especies calculadas a diferentes
concentraciones de metal muestra que a valores de pH entre 8.5 y 9 los complejos dinucleares
constituyen mas del 90% de la concentracién total del metal para todos los metales cuando esta
por encima de 2 mM concordando con las dependencias cinéticas de primer orden para la
concentracion del metal observadas bajo estas condiciones. Al mismo tiempo, para La(lII), Pr(III)
y Nd(IlI) hay una contribucién considerable de especies mononucleares por debajo de
concentraciones 1 mM. Esto también concuerda con el cambio a segundo orden de reaccidon para
La(IIl) y Nd(IIl) a bajas concentraciones de metal (vide supra), ya que estin presentes las
especies M(OH)®" sin una gran contribucién de hidroxocomplejos més altos. En contraste, para
Pr(I11), aunque la fraccion de Pr(OH)*" es casi igual que para La(IIT), la mayor contribucion a la
constante de velocidad se debe a las especies Pry(BTP),(OH),*" y Pra(BTP),(OH),*".

Las constantes de segundo orden para la hidrélisis de BNPP por especies individuales
fueron estimadas haciendo una regresién multiple de la dependencia del pH de las ks de acuerdo

a la ecuacion (14.1):

kobs = Ki[M(OHY*] + ka[M2(BTP),(OH),*"] + ks[Ma(BTP)(OH)4*'] + ka[Ma(BTP)(OH)s'] +
ks[M2(BTP)2(OH)g] (14.1)
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Para ello se calcularon las concentraciones de los hidroxocomplejos a partir de las
concentraciones totales conocidas del metal y BTP a cada valor de pH y estas dltimas fueron
empleadas como variables independientes en la ecuacion (14.1).

Los valores de las constantes de velocidad resultantes k),-ks se dan en la Tabla 14.1. Las
constantes de velocidad faltantes para algunas especies se omitieron porque las contribuciones de
estas especies a la constante de velocidad observada, a las condiciones empleadas para los
experimentos de cinética, fueron insignificantes respecto a las que se encuentran tabuladas. En
algunos casos, por ejemplo, para los valores de &, para Eu(Ill) y Dy(Ill), las desviaciones
estandar de los valores promedios calculados de las regresiones muiltiples fueron muy grandes,
sin embargo, la exclusidon de este término estableciendo el valor de k=0 da un decremento
considerable en la calidad del ajuste. Por lo tanto estos y otros valores con desviaciones estandar

similares fueron incluidos en la Tabla 14.1 considerandolos como estimaciones aproximadas.

Tabla 14.1. Constantes de velocidad de segundo orden (M™'s) para la hidrélisis de BNPP con
diferentes complejos de lantanidos (11I) y BTP a 25°C.

La(III) Pr(I1T) Nd(IIT) Eu(IIT) Gd(TID) Dy(Ill)

ki 0.26+0.07  0.26+£0.09 0.038 0.81°
by 0.14040.075 (3.7+1.2)x107 (2.520.2)x107  (1.120.1)x10? (5.6%3.0)x10°

ks 0.195+0.030 (5.4+1.8)x107 (4.420.4)x10% (1.720.2)x107 (3.5£0.3)x107? 2.5x107¢
ks 0.275+0.040 3.4x107° (8.5+1.1)x107

ks 0.331£0.03

4 El error relativo en esta constante es de cerca del 100%, pero su exclusion lleva a un decremento
sustancial en la calidad del ajuste.

La comparacién de los valores k|-ks para cualquier metal muestra que entre los complejos
dinucleares la reactividad se incrementa al incrementarse el numero de aniones OH" enlazados,
aunque las especies mas reactivas sean los complejos monohidroxo mononucleares. La
contribucién de estas especies mononucleares a la ks €5 pequefia, sin embargo, esto se debe a

que la fraccion que existe de estas especies en disolucién es pequefia (ver Fig.14.3).
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El incremento de la reactividad de los complejos dinucleares que tienen un gran niumero
de aniones OH" enlazados es una situacién paralela a la observada para complejos dinucleares de
Zn(IT) #3192 ¢ hidroxocomplejos de La(III) con ligantes macrociclicos:*? para ambos metales las
especies Mp(OH), son mas reactivas que los complejos M;(OH). De manera silmilar a lo
observado con el sistema BTP-Y(III), los aniones OH" en los complejos superiores son mas
basicos y funcionan como nucleéfilos mas fuertes hacia fosforo (V).

Cuando se comparan entre si complejos de la misma composicién, pero de diferentes
metales, sus reactividades decrecen al ir de La(IIl) a Dy(III) (ver la tendencia en los valores de 4;,
ki y ki en la Tabla 14.1, los cuales se refieren a los complejos My(BTP),(OH),*"
Ma(BTP)2(OH)4** y Ma(BTP),(OH)s" respectivamente).

4

En esta serie ¢l tamafio de los cationes de lantanidos decrece con un consecuente
incremento en la densidad de carga y la electrofilia para los cationes mas pesados. Esta situacion
debe verse reflejada en un decremento en la basicidad de los aniones hidréxido unidos al metal.
Por tanto los complejos de los cationes mas electrofilicos y aniones OH™ menos basicos poseen
menor reactividad. Asi para los complejos dinucleares de esta serie de metales, la basicidad de los
OH" coordinados parece ser mas importante que la electrofilia de los cationes mas pesados,
aunque ¢l efecto es bastante moderado.

Mientras que las reactividades para los complejos My(BTP)(OH),"* y Ma(BTP),(OH),™
decrecen al ir de La(IIl) a Dy(III), la constante de velocidad observada de primer orden a una
concentracidon dada y a pH cercano a 9 sigue un orden diferente; La>Pr>Nd>Eu<Gd<Dy.

Esto sucede debido a que a este pH los lantanidos mas pesados generan fracciones
mayores de hidroxocomplejos mas altos y més reactivos. Por tanto, los cationes metalicos mas
electrofilicos desactivan el OH™ coordinado reduciendo fuertemente su basicidad, pero este efecto
de desactivacion se ve compensado por la habilidad de estos cationes para formar
hidroxocomplejos con mayor nimero de aniones OH  coordinados al mismo centro metalico,

permitiendo que cada OH no pierda excesivamente su basicidad.



Resultados y discusion 123

14.2. Cinética de hidrélisis de MNPP y PNPA

La hidrolisis de ambos sustratos sigue curvas cinéticas simples de primer orden en
presencia de exceso de metal con respecto al sustrato. Los resultados obtenidos indican que las
constantes de velocidad observadas de primer orden encontradas para la hidrélisis de MNPP, ks,
concuerdan razonablemente con los valores de k2 obtenidas del ajuste de las curvas cinéticas de
hidrélisis de BNPP de acuerdo a la ecuacion 7.1. (k; es la constante de velocidad de hidrolisis del
intermediario MNPP)

Generalmente las reactividades de los hidroxocomplejos de lantanidos hacia MNPP son
similares a las reactividades hacia BNPP, pero en contraste con lo encontrado para BNPP, las
dependencias de kg, respecto a la concenfracion del metal muestran en este caso un

comportamiento con “saturacion” ejemplificado en la Fig.14.4 para La(III) y Nd(IIi).
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Fig.14.4. Constantes de velocidad observadas para la hidrélisis de BNPP, MNPP y PNPA en funcién
de la concentracién del metal: (a) La(lll) en presencia de BTP 20 mM a pH 9.0; (b) Nd(Ill) en
presencia de BTP 20 mM a pH 8.5. El ajuste mostrado para BNPP corresponde a una ecuacion de
segundo grado respecto al metal ko= a [Ln(II)} + & [Ln(I)}?, para MNPP a la ecuacion 14.2, y para
PNPA 2 una linea recta.
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Los resultados para todos los metales fueron ajustados a una ecuacién tipo Michaelis-
Menten, ecuacién 14.2:
kobs = kcKs[MY/(1+Ks[M]) (14.2)
en donde Ks es la constante de formacién de un intermediario complejo lantanido-sustrato, kc es
la constante de primer orden para la hidrélisis de MNPP dentro de este complejo (constante
catalitica) y [M] es la concentracion total para el metal. Los valores de kc y Ks para diferentes

lantanidos a pH 9 se dan en la Tabla 14.2.

Tabla 14.2. Parametros para la ecuacion de velocidad (14.2) para la hidrolisis de MNPP por
complejos de lantanidos con BTP apH 9.0 y 25°C. °

La(lll) Pr(ll)  NAQ) Eo(il)  Ga(i) Dy(ll) Dy()° Dy(iD"

ke, s 7.3x107  2.5x10™  2.9x10™° 1.5x107 1.5x10™° 1.5x107 2.6x107 1.6x107

Ks, M 750 >5000 1690 1760 3500 220 530 830
“ Los errores relativos en k¢ y en K estan dentro del 20-30%.

®pH 8.5

‘pH 8.0

Analizando tanto la constante catalitica (k¢) como la constante de formacién del complejo
intermediario (Ks) es claro que no muestran una tendencia regular dentro de la serie de los
lantanidos. Este hecho no es del todo inesperado porque para diferentes metales existen especies
diferentes que participan en la reaccion a un valor de pH dado. De hecho, los parametros de la
ecuacion 14,2 determinados a distintos valores de pH son significativamente diferentes. En la
figura 14.5 se muestran las graficas de kqps vs. la concentracién del metal para Dy(III) a diferentes
valores de pH y los parametros cinéticos del ajuste de estos resultados con la ecuacién 14.2 se
dan en la tabla 14.2.

Si se comparan los valores de k¢ y Ks para un mismo metal a diferentes valores de pH, se
observa que la constante de formacion del intermediario decrece y la constante catalitica se
incrementa al ir de valores de pH mas bajos donde las especies mas altamente cargadas
predominan (Fig.14.3f). Ambas tendencias son de esperarse: la primera debido a que el dianion
MNPP debe interactuar mas fuertemente con las especies que exhiben una carga positiva mas
alta, y la segunda porque la reactividad debe ser mayor para las especies con mayor numero de

aniones hidroxo coordinados por analogia con lo observado en la hidrélisis de BNPP.
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pH 9.0

6.0x10°
5.0010™
40010 o

w
3 3.0x10°

_x 4
2.0x10°*

pH &5

10610 pH 8.0

T M 1

. — .
g0 05 10 15 20 25 30 35

[Cy(11}3, mM

Fig.14.5. Constantes de velocidad observadas de primer orden para la hidrélisis de MNPP en
funcién de la concentracién de Dy(TIT} en presencia de BTP 20 mM a diferentes valores de pH.
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Fig.14.6. Constantes de velocidad observada de primer orden para la hidrélisis de MNPP (cuadrados
vacios) y de PNPA (cuadrados rellenos) en presencia de La(IlT} 2 mM y BTP 20 mM en funci6n del
pH. Las lineas solidas son las curvas de distribucion de especies (ver Fig.14.3a). La linea punteada
es el perfil tedrico calculado de acuerdo a la ecuacion (14.1) con las constantes de velocidad para las
especies individuales dadas en ¢l texto.
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Los perfiles de ks vs. pH para la hidrélisis de MNPP muestran un incremento en la &, al
incrementarse el pH, como en ¢l caso de BNPP, pero con una menor pendiente. Como ilustracién
de esto, se muestra la grafica de ks vs. pH para La(III) en la figura 14.6 junto con el diagrama de
distribucidn de especies.

Estas curvas y las curvas andlogas obtenidas para los otros lantanidos no pueden ser
interpretadas en términos de la ecuacion (14.1) la cual implica una cinética de primer orden
respecto a los complejos metalicos. Sin embargo, es posible decir que los complejos con mayor
nimero de aniones hidroxo unidos son mas reactivos hacia MNPP, tal y como sucede en el caso

de BNPP.

La observacion de una cinética de saturacién con MNPP para la dependencia de la -

concentracién del metal, y de una dependencia de primer orden con BNPP con las mismas
especies reactivas refleja las mejores propiedades de MNPP como ligante: siendo un dianidon
tiene mejores posibilidades de formar un quelato con cationes metalicos, a diferencia de la
especic monoaniénica BNPP.® La baja afinidad de los diésteres fosfato hacia los cationes
metélicos asi como la mayor afinidad de los ésteres monofosfato esta bien documentada *¢26%18
Por ejemplo, las constantes de estabilidad para la complejacién de BNPP y (PhO),PO; al
complejo Cu(terpiridina)®* tienen valores de 15.8 M y 316 M respectivamente.*

Sin embargo, estos valores fueron determinados en un disolvente que contenia 75%
EtOH, lo cual favorece la asociacién idnica. Para el complejo Zn([12]aneN3)** en agua, el
logK<0.5 con BNPP, en contraste con el valor de logk=3.1 con MNPP.®® En nuestro caso, el
hecho de observar una dependencia de primer orden estricto respecto a la concentracion del metal
para BNPP como sustrato a concentraciones de Ln(IIl) inferiores a 10 mM, significa que la
constante de complejacidn debe ser alrededor de 10 M o menor.

En la literatura se ha observado un comportamiento sin ‘“saturacion” al varar la
concentracién del metal para concentraciones mayores que 4 mM en la hidroélisis de BNPP en
presencia de criptatos de lantanidos (III).194 Sin embargo, en varios sistemas se han observado
cinéticas de saturacidn para la ruptura de BNPP con valores de Ks reportadas en el intervalo de
102-10% M 123138017 146 son similares a las observadas en nuestro sistema con MNPP como

sustrato.
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Las razones por las que se observa esta afinidad inusitadamente alta de los diésteres
fosfato hacia los centros metalicos en estos sistemas no son claras. Sin embargo debe tomarse en
cuenta que los valores calculados de la ecuacién 14.2 o sus modificaciones a partir de datos
cinéticos pueden ser o no iguales a las verdaderas constantes de equilibrio, ya que esta
equivalencia depende de los valores de las constantes de velocidad de las transformaciones
subsecuentes del sustrato unido al complejo.'®® Otra posible interpretacion de este efecto es que,
en las condiciones empleadas, pueda existir cierta autoagregacién de las especies de lantanidos al
incrementar la concentracion total, con la formacién de complejos polinucleares no reactivos y
esto se refleje en un comportamiento aparente de “saturacion”.

La constante observada de primer orden para la hidrélisis del éster de acido carboxilico
PNPA es una funcidn lineal de la concentraciéon de lantanido (III), como se ilustra en la
Fig.14.4a, b para La(III) y Nd(IIl). Este sustrato es 10® veces més reactivo que BNPP frente a la
hidroélisis alcalina: los valores de las constantes de velocidad de segundo orden para la hidrdlisis
alcalina (kon) a 25°C son 9.5 M's! para PNPA ¢ y 5.8x10%° M's! para BNPP * (ver
Antecedentes). Debido a la mayor rapidez en la hidrélisis alcalina para PNPA, la contribucién de
la reaccion espontanea a pH alrededor de 9 es muy grande para este sustrato en contraste con la
hidrélisis de BNPP y MNPP para los que la hidrélisis espontanea no contribuye a la constante de
velocidad observada en presencia de lantanidos, Fig.14.3a, b.

Sorprendentemente, la velocidad de hidrélisis de PNPA catalizada por lantanidos es
similar a la de BNPP y MNPP. Por esto se hizo un estudio mas detallade de la reaccién catalizada
en presencia de La(Ill). La figura 14.6 muestra la dependencia de la constante de velocidad
observada de primer orden para la hidrdlisis de PNPA en presencia de La(Ill) 2 mM y BTP 20
mM corregida por la velocidad de la reaccion espontanea. El perfil de pH con PNPA como
sustrato es similar al observado para BNPP (Fig.14.3a) y el ajuste de estos datos a la ecuacion
(14.1) muestra que en el intervalo de pH trabajado la mayor contribucién a la velocidad
observada se debe a las especies La(OH)2+ y Laz(BTP)z(OH)42+ con constantes de velocidad de
segundo orden de k=037 M's y £;=0.092 M"'s”".
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De estos resultados podemos ver que en la hidrélisis de BNPP el OH’ coordinado a La(I1l)
tiene una reactividad mas alta que la hidrélisis del OH" libre (K(LaOH)/A(OH)=4.4x10%), pero
para PNPA como sustrato, la coordinacién con La(lll) solamente desactiva al OH
(k(LaOH)Yk(CH)=0.039). Esta comparacién muestra claramente que el efecto catalitico de los
lantanidos en la hidrolisis de un éster de acido carboxilico es el resultado solamente del
decremento del pK, de las moléculas de agua coordinadas, que hace que los iones hidréxido estén
disponibles a bajo pH aunque con una reactividad reducida intrinseca. En contraste, la catalisis de

la hidrélisis de ésteres fosfato, involucra cierta activacion del sustrato por el catidon metalico.
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15. Analisis del mecanismo de reaccion en términos de correlaciones de

Brensted y estabilizacion de estado de transicion.

El papel de los iones metalicos en el mecanismo de la hidrdlisis de ésteres fosfato puede
ser discuttdo en términos de tres efectos, los cuales tienen lugar en la primera esfera de

coordinacién del metal (activacién directa):’

{1) activacién del sustrato como acido de Lewis via la coordinacién de los
oxigenos fosforilo al metal

(2) activacién del nuciedfilo (OH™ o RQ’) via coordinacion con el metal, lo cual
lleva al nucledfilo a la proximidad del grupo fosforilo

(3) activaciéon del grupo saliente, que involucra un decremento en el pK, del

alcohol como grupo saliente.

Los efectos primero y tercero requieren posiblemente una alta acidez de Lewis del catidn
metdlico, lo que concuerda con el hecho de que generalmente los complejos mas activos son los
de los cationes metalicos con carga mas alta (ver secciones 5.10 y 5.11). Sin embargo, €l segundo
efecto requiere que el nucledfilo conserve su reactividad, que para los sitios de reaccion “duros”
como lo son el carbonilo y fosforilo, generalmente correlaciona con la basicidad de Brensted del
nucleéfilo. Por lo tanto, un decremento demasiado fuerte en el pK, del acido conjugado del
nucledfilo coordinado, puede desactivarlo considerablemente y por tanto debe existir un dptimo
para la actividad catalitica.

La basicidad del nucledfilo coordinado ha sido considerada como un factor importante en

la reactividad de los hidroxocomplejos,’"

y los resultados de este trabajo demuestran que
existe una reactividad mas aita de los complejos de lantanidos con hidroxidos mas basicos. Por
otro lado, ha sido demostrado que dentro de series de complejos de Co(III) con diferentes aminas
como ligantes la reactividad en la hidrélisis de BNPP varia dependiendo de la estructura del
ligante por varios ordenes de magnitud, mientras que el pK, de la molécula de agua coordinada
permanece constante.'®'"* Por esto, la basicidad del hidréxido coordinado no puede ser el tinico

factor que modula la reactividad, aunque tampoco puede ser ignorado.
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Tabla 15.1. Constantes de velocidad de segundo orden (k) para la hidrélisis de BNPP y PNPA por

hidroxocomplejos metélicos y valores de pK, de sus acidos conjugados. (Fig.15.1a, b)

Complejo pK. | Substrato |k (M's") | T,°C Ref.
1 {[Zn(Cyclen)OHT" 7.9 [ BNPP {2.1x107 35 104
2 |[Zn(Cyclen)OH]" 79 | PNPA |[0.1 25 69
3 |[Zn(N-MeCyclen)OH]" | 7.68 | BNPP |52x10° 35 104
4 [{Zn(N-MeCyclen)OH]" | 7.68 | PNPA |0.047 25 69
5 | [Zn([12]aneN;)OH]" 7.3 | BNPP |[8.5x107 35 104
6 |[Zn([12]aneN3)OH]" 7.3 PNPA |0.036 25 69
7 | [ZngL1(OHY, 9.1 | BNPP |1.15x10* | 35 192
8 |[ZnL1(OH),)*" 864 | PNPA |13 | 25 192
9 |[ZmL1{(OM)]** 7.08 | PNPA {0.094 25 192
10 | [Zn,L2(OH), 938 | BNPP [9.08x10° | 35 192
11 {[Zn,L2(OH),J* 9.07 | PNPA |20 25 192
12 |[Zn,L2(0OH))*" 752 | PNPA |1.16 25 192
13 |[Zn,L3(OH),* 9.88 | BNPP |5.4x107° 35 192
14 {[Zn.L3(OH)* 9.36 | PNPA |35 25 192
15 |[Zn.L3(OH))*" 7.85 | PNPA |0.35 25 192
16 |{ZnL4(OH)]* 88 | BNPP [1.31x10° | 35 192
17 |[ZnL5(OH)] 9.06 | BNPP |5x107 35 201
18 |[Zn,L5(0H)}* 6.94 | BNPP |6x10° 35 201
19 |[Co([15]aneNs) (OH)J** | 6.3 | PNPA |9.3x107 25 197
20 |[Co(NH;)sOH]* 64 | PNPA |1.52x107 | 25 197
21 |{Cu(GlyGly)OH] 937 | PNPA |0.21 25 200
22 |[La(OH)* 933 | BNPP |0.26 25 | este trabajo
23 [La(OH)]2+ 9.33 PNPA |0.37 25 | este trabajo
24 |[[Pr(OH)]*" 882 | BNPP |0.26 25 | esle rabajo
25 |[Eu(OH))* 8.58 | BNPP [0.038 25 | este trabajo
26 | [Dy(OH))** 833 | BNPP |0.81 25 | este trabajo
27 |OH 157 | BNPP |1.6x107 37 38
28 |OH 157 | BNPP |2.4x10° 35 104
29 |OH 157 | PNPA {95 25 69
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Comunmente, la busqueda de una interrelacién entre la basicidad y la reactividad esta
basada en el analisis de la correlaciéon de Brensted entre los logaritmos de las constantes de
velocidad y los valores de pK, de los acidos conjugados de los nucledfilo. Estas correlaciones
para las hidrélisis de PNPA y BNPP catalizadas por Zn(II) han sido discutidas en términos
cualitativos.®® En esta seccién se presenta un tratamiento cuantitativo para esta serie de datos
extendida en datos para Zn(Il) y se incluyeron a los lantanidos (IIT). Los datos empleados se
muestran en la Tabla 15.1.

Se ha demostrado la correlacion de Brensted con pendiente cercana a 1 para la ruptura de
PNPA por nucledfilos organicos de diferentes tipos.2® Los puntos de esta correlacion general son
un poco dispersos, pero cuando se consideran los nucleofilos solamente de un tipo, ia correlacion
pasa a ser bastante buena. En particular, para los nucleéfilos con oxigeno RO la correlacion de

Brensted esta dada por la ecuacién (15.1)."%

logk(ro") = 0.75pK(rROH) — 7.28 (15.1)
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Un hecho interesante es que la constante de velocidad para la ruptura de PNPA mediante
complejos [Co({15)aneNs) (OH)]*" y [Co(NH3)sOH)*" esta cualitativamente en esta linea de
correlacion para los nucledfilos organicos.'®’ La Fig.15.1a muestra los resultados para la ruptura
de PNPA con 13 hidroxocomplejos de Co(Ill), Zn(Il), Cu(Il) y La(Ill), los cuales siguen la

ecuacion (15.2).
logk(m-on') = 0.73pK s(m-0H,) — 6.68 (15.2)

Los parametros de la ecuacién (15.1) son muy cercanos a los de la ecuacion (15.2) y en
ambos casos, ¢l punto para el nucledfilo OH" se desvia fuertemente en sentido negativo de la
linea de los nucledfilos RO o M-OH'.

El punto para La(OH)?* ajusta muy bien para la dependencia de los hidroxocomplejos de
otros metales. Por lo tanto vemos que respecto a la hidrolisis de PNPA el La(Ill) se comporta
como otros cationes, los cuales solamente contribuyen a reducir el pK, de las moléculas de agua
coordinadas haciendo del OH™ un nucledfilo similar a los nucledfilos organicos con oxigeno sin
ninguna activacion del sustrato por el catién metilico.

Los resultados para BNPP se muestran en la Fig.15.1b. Las constantes para tres complejos
dinucleares de Zn(Il) con ligantes macrociclicos de estructuras similares muestran una pendiente

PP [
positiva ' 2

(cstos puntos estan conectados entre si por la linea continua en la Fig.15.1b), pero
considerando todos los datos disponibles para complejos de Zn(ll} uno puede ver que las
constantes de velocidad para los hidroxocomplejos de Zn(II) son similares a los de OH’ indicando
que la pendiente de Bronsted es cercana a cero.

Esto significa que la pérdida en reactividad de OH" al coordinarse al metal es compensada
en este caso por la activacién sobre el sustrato como acido de Lewis. Los resultados para
lantanidos tienden a formar otra linea horizontal, pero a un nivel cerca de 10* veces mayor
(ndtese que las constantes dc velocidad para lantanidos estan a 25°C pero las constantes para los
complejos de Zn(Il) estan a 35°C). Parece, por lo tanto, que los cationes lantinidos producen un

efecto adicional, comparados con Zn(lIl), aunque las variaciones en la acidez de Lewis de estos

cationes es relativamente insignificante.
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Fig.15.1. Constantes de velocidad de segundo orden para la ruptura de (a) PNPA y (b) BNPP por
los complejos metalo hidroxo en funcién del pK, de sus 4cidos conjugados. Los datos para PNPA
son de las referencias 54 (complejos de Co(IIl)}, 1a y 30 (complejos mononucleares y dinucleares
de Zn{ll) con ligantes macrociclicos), 58 (Cu(GlyGly)OH), este trabajo (La(OH)™), y 50 (OH),
todos a 25°C. Los datos para BNPP son de las referencias 30, 31, 33, y 59 (para los complejos de
Zn(ll) y OH a 35°C) y este trabajo (Ln(OHY** a 25°C).

133
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Una discusién de la naturaleza del efecto de activacién de los lantanidos en términos de
las contribuciones de activacion directa arriba descritas es dificil porque requiere del
conocimiento detallado de los mecanismos de las etapas elementales de la reaccién catalitica. Un
enfoque mecanisticamente menos demandante, ampliamente usado en la intrepretacion de las
reacciones enzimaticas y modelos de estas reacciones, ° estd basado en la estimacién de las
constantes de estabilidad de los complejos en el estado de transicion.

Las estructuras simplificadas 15-1 y 15-2 (R=4-mitrofenil) de los estados de transicidn
para la hidrdlisis alcalina de PNPA y BNPP se muestran en el esquema 75./. Como una
aproximacion a la estructura real del etado de transicién aqui se usan las estructuras de los
aductos tetra- y pentacoordinados respectivamente, los cuales son intermediarios de alta energia.
en las reacciones de hidrélisis alcalina de estos sustratos.

Las constantes de velocidad conocidas para la hidrolisis alcalina y neutra de estos €steres
(ky = 5.5 x 107 5™ para PNPA 2%y 1.1 x10™" s para BNPP 10 2 25°C) permiten estimar los
valores de pK, de los acidos conjugados en los estados de transicidon 15-1 y 15-2 (pK*,) de

acuerdo con la ecuacién (15.3):'"°

pK*, = log(ko/kon) + 14 (15.3)

OR
Ho,, M€ -O"‘|]= OR
'O/< 07|
OR OH
15-1 15-2

pK,(15-1H) = 6.8
logK(Lal5-1*") = 3.26
logK(Zn,L115-1) = 4.50

pK,(15-2H) = 8.3
logK(Lal5-2")=9.32
logK(Zn,L115-2) = 5.58

Esquema 15.1

logK(LaOH™") = 4.67
logK(Zn;L10H) = 5.36
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Los valores resultantes de pK*, dados en el esquema /5.7 muestran que los estados de
transicion para estas reacciones tienen basicidades semejantes. Siguiendo el mismo enfoque que

para la derivacién de la ecuacién (15.3),'"

es posible obtener ficilmente la expresion para la
constante de estabilidad del complejo (K*yt) con el metal (M) en el estado de transicion (T), la

cual se refiere al equilibrio:

M+ T 2= MT

en la forma:

logK*yt = log(k{M-oH Ykoy) + 14 - pKg(m-01,) (15.4)

Usando el valor de &y, equivalente a k(M-0H") en la ecuacidn (15.4) para La(IIT) de la Tabla
15.1 para BNPP y £1=0.37 M's! para PNPA junto con el valor dado de 4oy para estos sustratos
uno obtiene la constante de estabilidad para los complejos de La(Ill) en el estado de transicion
con los sustratos 15-1 y 15-2 dados en el esquema /5./. Este esquema muestra ademas las
constantes de asociacién para 15-1 y 15-2 con el complejo dinuclear de Zn(11) [Zn,L1(OH)]** (en
donde L1 es un éter azo-corona) las cuales corresponden al complejo [Zn,L1(OH),)*, que es el
complejo de Zn(Il) que tiene la reactividad méas alta en la hidrélisis de BNPP entre todos los
complejos reportados para Zn(II) hasta la fecha. (Las constantes de velocidad para la hidrdlisis de
BNPP y PNPA para [Zn,L1{OH),]** son iguales a 1.15x10™ y 1.3 M's' a 35°C y 25°C
respectivamente, los valores de pK, de los acidos conjugados son de 9.1 y 8.64 a 35°C y 25°C
respectivamente). 192

En términos de la ecuacién (15.4) para este sistema se considera [Zn,L1(OH);)* = M-OH
y [Zn,L1(OH)]** = M-OH,. Para comparacion, en el esquema 5./ se incluyen también las
constantes de asociacion de La(Ill) y [Zn;LI(OH)]z’+ con OH" a 25°C. La constante para el estado
de transicién de 15-1 con el complejo de Zn(IT) es mayor que para La(Ill) en concordancia con la
mayor afinidad del primero hacia el OH'. Como era de esperarse, para ambos metales, la afinidad
para la estructura menos basica 15-1 es menor que para OH. Con el estado de transicién
dianidnico 15-2 para ambos metales las constantes de estabilidad llegan a ser mayores que con ¢l
monoanién 15-1, pero para Zn(II) el incremento en K*ut es solamente de 10 veces mientras que
para La(III) es del orden de 10® veces. Una razén posible para esta diferencia es que el dianién
15-2 en contraste con €l monoanién 15-1 puede interactuar como un ligante bidentado, pero con

un tamafio de anillo quelato muy pequeiio, lo cual favorece a los metales de mayor tamafio.!
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A diferencia de la reactividad esterolitica y fosfoesterolitica de los hidroxocomplejos
metilicos, para los que el ion metalico tiene un papel fundamental en la activaciéon del sustrato, la
contribucion principal del incremento en la reactividad esterolitica frente a PNPA observada para
iones oximato como nucledfilos, proviene del decremento del pK, de la oxima inducido por
coordinacién con iones metélicos: la fraccién del nucledfilo coordinado es mayor a valores de pH
cercanos a la neutralidad respecto a la reactividad de las oximas libres.

El analisis en términos de Brensted de la reactividad de iones oximato en la ruptura de
PNPA muestra que para los iones oximato libres y coordinados (Fig.15.2) cuyos valores de pK,
son menores a 8, es similar: existe una fuerte relacion entre su basicidad y su nucleofilia denotada
por una pendiente cercana a 1 en estas coordenadas. Esto se debe a que el pK, de las oximas
libres disminuye fuertemente por coordinacién y desplaza al ion oximato libre de la zona de

nivelacion en reactividad, hacia la zona dependiente del pH.
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Fig.15.2. Constantes de velocidad de segundo orden de la ruptura de PNPA por aniones oximato
libres y coordinados en funcién del pK, de sus acidos conjugados. Los cuadrados vacios son los
datos para oximatos libres de la figura 3.1 y la linea continua muestra la tendencia de estos valores.
Los datos de los complejos oximato son de la tabla 15.2: los triangulos rellenos son los complejos de
Cu(Il) y Zn(IT) con los ligantes 15-3 a 15-6, los tridngulos vacios son los ligantes 15-3 y 154, y los
circulos rellenos son los complejos con ¢l ligante 15-7.
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Es importante mencionar que para nucleéfilos coordinados pertenecientes a una misma
familia de oximas también se observa una contribucion adicional a la reactividad, de 1-2 ordenes
de magnitud, que no se deben a la disminucidén del pK, de la oxima. La naturaleza de esta
reactividad, superior a la del oximato libre, posiblemente es la suma de una contribucion debida
al ligante (efectos electrénicos y restricciones geométricas)® y a la interaccion del ion metalico
con el sustrato en el estado de transicién (Esquema 9.2)."® En la figura 15.2 se muestran estos
efectos como desviaciones positivas de la reactividad de los iones oximato no coordinados
(puntos conectados por la linea continua). Hay que mencionar que la suma de estas
contribuciones también puede dar lugar a un efecto negativo (puntos conectados por linea

discontinua) respecto a la reactividad de oximatos libres.

Tabla 15.2. Constantes de velocidad de segundo orden (k) para la hidrélisis de PNPA por aniones

oximato libres y coordinados y valores de pK, de sus acidos conjugados de Ref.84. (Fig.15.2)

Complejo oximato © pK, kM's"

Cu 15-6 32 0.003
Cu 15-3 3.5 0.2
Ni 15-3 6.1 6.5
Ni 15-4 6.2 0.46
Ni 15-6 6.5 0.1
Zn 15-4 6.5 9.4
Ni 15-5 6.9 0.2
Zn 15-3 7.0 200
Zn 15-6 7.7 2.5
Zn 15-5 7.8 7.1

15-3 10.8 22
15-4 1.1 452

Zn15-7° 6 53.5

Pb15-7° 6.5 207

Mn 15-7° 7.0 283

Cd15-7° 7.1 518

“Ver estructuras 15-3 a 15-7 en la pagina siguiente
® Ref.183, Tabla 9.1



138 Resultados y discusién

Estructuras de la tabla 15.2

q Q
N N |
N N
OH OH
15-3 154

SN AN Y

~OH Ho~

15-5 15-6 15-3
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16. Ruptura de ADN superenrollado

Como se expuso en las secciones 9 y 14, se encontrd que los sistemas OXDAP/M(ID) v el
sistema BTP-Ln(III) tienen una gran reactividad fosfodiesterolitica, por lo tanto se considero que
podian ser aplicados en la ruptura de uno de los fosfodiésteres mas estables que se conocen, el
acido desoxirribonucléico (ADN).

Se trabajo con el plasmido pcDNA-3 que funciona como vector de expresion en células
eucariontes y que es un ADN circular de alrededor de 5.4 Kb para el que aproximadamente el
70% se encuentra en forma superenrollada y el restante 30% esta repartido entre sus formas lineal
y circular (esquema /6./). La ruptura de una hebra del ADN superenrollado (ADNsg), permite
que la molécula de ADN pase a una forma mas relajada circular (ADNggr); la ruptura de dos
hebras del ADNggy, lo lleva a la forma lineal de dos hebras. Estas tres formas de dos hebras tienen
diferente velocidad de desplazamiento electroforético en los geles de agarosa: la forma
superenrollada se desplaza mas rapidamente seguida de la lineal y finalmente la forma relajada
circular, lo cual permite su separacion, identificaciéon y cuantificacion. La ruptura de ADN lineal
de dos hebras produce fragmentos (también lineales de una y dos hebras) que ticnen pesos
moleculares mucho menores y su desplazamiento puede ser tan rapido a través de los geles, que

raramente stempre es posible observar estas bandas mediante una electroforesis simple.

! ,’5&,
F

o ' dos hebras una hebra
_[‘\”H\ {?Q ?Wx j N S
N N YN S
ADNgsg ADN relajado circular (ADNRg) ADN lineal

Esquema 16.1

Para obtener el plasmido pcDNA-3, se rompieron bacterias transformantes de Escherichia
coli clonadas en donde se habia muitiplicado este plasmido, se separd la fraccidn de acidos
nucléicos y ésta ultima se purificé mediante procedimientos estandarizados (QUIAGEN Plasmid
Purification System, cromatografia en columna). Se obtuvieron aproximadamente 150 ul de
ADN purificado que constituyd la muestra patrén a partir de la cual se realizaron todos los

experimentos.
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El ADN de la muestra patron se cuantifico mediante espectroscopia UV-visible midiendo,
en una muestra diluida ~1:400 de la disolucion original, la relacién de la intensidad de absorcién
de dos diferentes bandas para proteinas: una a 260 nm en donde predominantemente se observan
acidos nucléicos y otra a 280 nm donde aparecen varias clases de proteinas; de esta forma, se
puede saber qué proporcion de la fraccidén purificada contiene acidos nucléicos. La relacion que

se emplea para cuantificar el ADN es: 20

fac;offc{ilucion) _ Hg.ADN

Ab
Szm[ 20 P

De acuerdo a la purificacién lograda, se considera que el ADN obtenido tiene una
excelente pureza si: 2
Abs:ADN 1 8
Abs,q, proteinas
Los resultados obtenidos de este anlisis para la muestra patron de ADN fueron Ajg =
0.0929, Azgo = 0.0682, lo que permite estimar una concentracién de 1.86 pg/uL. de ADN con una

relacion de pureza media (1.36).

. A Abs A Abs
0.20 258 0,09254, 260 0,00292
262 009158, 264 0,08076
0.15 278 007244, 290 0.06827
282 0,06413, 284 0,05933
Abs
0.10
(UA)
0.05
0.00 -
0.05 L4 1 L 1 1 1t
200 300 400 500 600 700
A nm

Fig. 16.1. Cuantificacién de pcDNA-3 patrén: Concentracion = 1.86 pg/uL, Pureza = 1.36,
A250 = 00929, Azgo = (1.0682.
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Los experimentos para medir la hidrélisis de ADN se realizaron en exceso de metal y
ligante respecto a la concentracion del sustrato. Una muestra tipica se prepar6 de la siguiente
forma. Se colocaron 20 pL de disoluciones con pH ajustado que contenian OXDAP/M(II) (10 y
10 mM respectivamente, Tnis como amortiguador) o BTP/Ln(IIl) (186 v 1 a 12 mM
respectivamente) en tubos eppendorf y al iniciar una corrida, se les adiciond 1.5 pL del pcDNA3
diluido de forma que la concentracién de plasmido en cada muestra fue de ca. 2 x 10 mM. Se
incubaron series de ocho muestras a temperatura constante, y a diferentes tiempos (0, 20, 40, 60,
120 y 150 min) fueron congeladas (—20°C) para inhibir su hidrdlisis. En estas series se incluyeron
dos muestras control (20 L de amortiguador al mismo pH con 1.5 pL de ADN diluido) que se
incubaron O y 150 min para comprobar que en ausencia de complejos el ADN no sufre deterioro
por efecto de la temperatura.

Las diferentes formas de ADN se separaron mediante electroforesis para cuantificarlas. La
separacion electroforética se hizo en una minicamara horizontal (Horizon 58 de GIBCO, BRL.
para geles de aproximadamente 8 x 5 cm) con una fuente de voltaje Bio-RAD Power/PAC 3000.
Las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1% (las cadenas de agarosa forman fibras
helicoidales y como geles pueden emplearse como mallas moleculares tridimensionales cuyos
didmetros varian entre 50-200 nm); la agarosa al 1% permite separar fragmentos de ADN de 250
a 12,000 pares de bases. Los geles contenian 0.5 pL/100 mL de una disolucién de bromuro de
etidio 10 mg/mL como indicador fluorescente. El bromuro de etidio se intercala en la molécula

de ADN y permite determinar mediante fluorescencia el ADN (Esquema 16.2).

D-galactosa  L-galactosa 3,6-anhidro
Agarosa Bromuro de etidio

Esquema 16.2
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Al depositar las muestras de ADN en los pozos del gel se us6 el indicador azul de
bromofenol al 0.25% para tefiir el ADN. Este ultimo indicador cumple dos funciones
importantes: por un lado simplifica el proceso de cargado del gel, ya que es notoriamente visible
s1 1a muestra de ADN permanece en el pozo del gel o se disuelve en el amortiguador, y por otro
lado incrementa la densidad de la muestra de ADN para asegurar que sea depositada en el pozo
del gel. Ademas, el azul de bromofenol no interfiere con el desplazamiento del ADN ya de que
migra en los geles de agarosa en amortiguador TBE (Tms, acido bérico, EDTA)

aproximadamente a la misma velocidad que el DNA lineal de doble cadena de ~300 bp;®

esto
implica que generalmente ha recorrido todo el gel y se ha incorporado a la disolucidon del
amortiguador para cuando aparece como banda el ADN que se desea observar.

Para préparar los geles de agarosa y como disolucién amortiguadora en electroforesis se
empled amortiguador TBE 1X (Tris 100 mM, éacido bdrico 90 mM y EDTA 1 mM). Las corridas
de electroforesis se realizaron a pH 8.4. Los geles obtenidos se fotografiaron (Pelicula Polaroid
Polapan 667 ISO 3000) sobre un transiluminador de luz ultravioleta (254 o 366 nm) para registrar
la fluorescencia del ADN, esquema [6.3. Posteriormente las fotografias de los geles se
digitalizaron con un equipo AMBIS/Fotodyne con el fin de cuantificar las bandas de los
diferentes tipos de ADN.

T~

Sujetador de pelicula

e Polaroid

Filiro Kodik /

Wratten 22A ’;""_"" =
/

Gel ‘\ ! Filtro trensiluminador

P I NG
o R e

- — - e Limpara UV

Esquema 16.3

Las condiciones de concentraciones de agarosa, bromuro de etidio, concentracién de
sustrato pcDNA, amortiguador para el gel de electroforesis, asi como los factores de intensidad
de corrientc y tiempo de corrido electroforético, fueron optimizadas al inicio de este estudio, de
forma que se obtuvieran bandas definidas en tiempos de ~2 horas, con el nivel adecuado de
fluorescencia necesario para lograr buenas fotografias y cuantificacién de los fragmentos de

ADN en los geles.
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Los geles muestran cambios en la intensidad de las bandas de ADN en funcién del
tiempo, en particular la banda de ADNgg (banda infenior Fig. 16.2) experimenta una disminucion
en la intensidad de fluorescencia de inicial, y la banda de ADNRgg, un incremento, mientras que la
banda del ADN control permanece inalterada. Esto muestra que existe una ruptura de la forma

superenrollada en funcidn del tiempo.

Fig.16.2. Fotografia de gel de electroforesis. Cada carril vertical muestra dos tipos de ADN: en la
banda superior la forma relajada {(ADNgg; ) v en la banda inferior la forma superenrollada (ADNg;).
En secuencia horizontal s¢ observa la misma muestra de DNA a diferentes tiempos de incubacion
en presencia de BTP 18.6 mM, La™ 4.65 mM. De izquierda a derecha: 0 min, 20 min, 40 min, 60
min, 120 min y 150 min, y en la extrema derecha los controles de ADN en H,O y en amortiguador
incubados por 150 min a 37°C.

La digitalizacion de esta disminucion en la intensidad de fluorescencia para una misma
banda de ADN permite su cuantificacion en forma de histograma, Fig.16.3, empleando en el
equipo AMBIS el programa RFLPscan® 1994 de Scanalytics. Es importante mencionar que ¢l
empleo de esta forma de cuantificacion de ADN requiere de bandas muy claras y bien separadas
en los geles.

La ruptura de ADNgg en presencia de los complejos de iones metalicos con OXDAP se
estudid a 37°C en presencia de la mezcla 1:1 de 10 mM de sal metalica y del ligante a pH
7.0.Para Ni(ll), Co(Il), Zn(II) y Cd(II) las constantes de velocidad fueron <1x10°, <1x10%,
1.5%x10°°, 8x10° s respectivamente. En el caso de Cu(Il) se observd la ruptura muy rapida
(kops>107 s7), sin embargo la ausencia de actividad catalitica del complejo Cu(IT)-OXDAP en la
hidrolisis de BNPP indica que en esto caso la ruptura es del tipo oxidativo. Asi, la actividad de
los complejos de OXDAP es del orden observado para algunos complejos de Cu(Il) y Co(IlI)

menos activos, ver Tabla 16.2.
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Fig. 16.3. Ejemplo de digitalizacion de las fotografias de los geles. Las bandas del ADNg y
ADNgp fueron cuantificadas a partir de imagenes fotograficas generandose curvas del % de
densidad de cada una de las bandas.

Para el sistema BTP/Ln(Ill) fue posible obtener las constantes de velocidad observadas a
partir de los porcentajes de ADNsg y ADNgg, circular en funcién del tiempo. Los datos de las
curvas cinéticas obtenidas para ADNgg se ajustaron a ecuaciones integrales de primer orden (Fig.

16.4).

% ADN o
g

404

30

24

10+ [ ] a

0 — T T T T T T
0 2 40 60 80 100 120 146 160

t (min)

Fig. 16.4. Hidrélisis de ADNg; en presencia de La(Tll) 9.3 mM, BTP 18 mM, 37°C.
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Se estudid la dependencia de la concentracién de La(Ill) en presencia de BTP a pH 8.5.

Las constantes de velocidad observadas de primer orden se resumen en 1a tabla 16.1.

Tabla 16.1. Hidrélisis de ADN en presencia de

BTP-La(lll), (BTP 18.6 mM, T=37° C y pH=8.5)

[La”™] mM | Aobs (s7)
1.86 3.25x 107
4.65 3.20x 107
6.5 3.37 x 107
7.9 3.32x 10™

De los experimentos anteriores resulta claro que existe una ruptura del ADNgg por los
complejos de BTP/Ln(III). Sin embargo, no se observa una dependencia del metal en el rango de
2-8 mM, por lo que puede suponerse que se satura rapidamente (Fig.16.5, cuadrados vacios).
Otro aspecto que llama la atencioén es que como la ruptura no es especifica, se esperaria que se
formaran fragmentos de varios tamafios. Sin embargo, en estas condiciones solamente se observa
la desaparicién de la banda del ADNgg y la aparicidén de una forma mas relajada, ADNgg, en

funcion del tiempo.

1.0x10" -
.
8.0x10™ - :
— -+
"  6.0x10
£
»F
4.0x10™ 1
....... Tl = SLLLLEITEN = PEPRIRNT - PP
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O'O{F T T T T T T T T ]
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Fig.16.5. Dependencia de l1a concentracion de La(lll) en la hidrélisis de ADN en presencia de BTP
(BTP 18.6 mM, pH=8.5, 37°C). Electroforesis con EDTA 1 mM (cuadrados abiertos), EDTA 10
mM {cuadrados rellenos). Las lineas punteadas representan la tendencia de los datos. Las constantes
son promedios de 4 valores y la desviacion estandar es < 10%.

Debido a que el ADN es un polianion de fosfatos, hay altas probabilidades de que los

cationes metélicos empleados para su ruptura se coordinen a la molécula. Como los fragmentos
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mas grandes de ADN tienen més grupos fosfato, resulta lgico pensar que la coordinacién de
algunos iones metalicos no afecta sus propiedades de carga mediante la cual se desplaza a través
del gel, sin embargo, por la misma razén esta situacion afectaria en mayor proporcién a los
fragmentos pequefios de ADN lineal que pudieran formarse de la hidrélisis neutralizandolos
parcialmente e impidiéndoles desplazarse a traves del gel.

Por esto, para tratar de observar la presencia de ADN lineal, y comprobar ¢l grado de
ruptura que se logra con el sistema BTP/Ln(IIl), se incrementd la concentracion de EDTA del
amortiguador hasta 10 mM con el fin de acomplejar los cationes metalicos adicionados, y se
cambid el voltaje al correr el gel para permitir que el ADN lineal apareciera en el gel. Se
comprob6 que la adicion de EDTA al amortiguador TBE 1X empleado no le confiere ninguna
actividad hidrolitica ni afecta la separacién de las bandas antes observadas en los geles a valores
de pH entre 8.3-8.5.

Este cambio permite la separacion de la tercera forma de ADN y en consecuencia, s¢
aprecian mas claramente las otras dos bandas de ADN: superenrollado y circular. (Fig.16.5,

cuadrados rellenos, Fig.16.6).

Fig.16.6. Gel de electroforesis corrido en amortiguador TBE 1X con EDTA 10 mM. Cada carril
vertical muestra tres tipos de ADN: en la banda superior €l circular, en la banda de en medio el
lineal y en la banda inferior el ADN superenrollado. En secuencia horizontal se observa la misma
muestra de ADN a diferentes tiempos de incubacién en presencia de BTP 18.6 mM, La(Ill) 7.9
mM. De izquierda a derecha: control, 0 min, 20 min, 40 min, 60 min, 120 min y 150 min.

Los resultados de la dependencia de la concentracién de La(Ill) realizados bajo estas
condiciones muestran resultados muy diferentes (37°C, pH 8.5, 18.65 mM BTP, 10 mM EDTA).
La tendencia observada en la curva, pese a la dispersién de los datos, muestra un orden mayor a 1

respecto al metal. S¢ observé un comportamiento similar con Y(III) en la cinética de hidrolisis de
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BNPP (seccién 11.1). Debido a que las muestras de ADN se incubaron de la misma forma que las
anteriores, y la diferencia encontrada se debe a la forma de realizar las electroforesis de las
muestras, es posible que este efecto se deba a que el ADN lineal estaba migrando a la misma
velocidad que el ADNge y no permitia una separacion adecuada de las bandas, y por lo tanto una
cuantificacion digital correcta ya que esta ultima considera el total de la intensidad de banda
inicial como 100% de ADNgE.

Los valores de las constantes de velocidad observadas de primer orden de este trabajo,
~10* 5!, son comparables con las de los mejores sistemas reportados para ruptura de este tipo de
ADN en sistemas con complejos (Tabla 16.2), por lo que podemos decir que nuestro sistema

tiene una muy buena reactividad frente a ADNgg.

Tabla 16.2. Hidrdlisis de ADN superenrollado catalizada por complejos.”

Sistema Hidrolisis de Condiciones Ref.
ADNgg  Aops (S-])

sin catalisis <107 44

[(en),Co(OH)(OH)]™ << 107 pUC9 23uM, complejo 1 mM, 206
37°C,pH 7.6

f(ciclen)Co(OHNOH,)]" 1x 107 pUC9 23uM, complejo 1 mM, | 206
37°C,pH 7.6

[(tamen)Co(OH)(OH,)]* 5% 107 pUC9 23uM, complejo 1 mM,|206
37°C,pH 7.6

[Cu([9]aneN;)CI;] ~1.4x 107 % |plasmido pBluescript II ks(-), |95
50°C,pH~ 7.0 207

Eu(IIl) 7x 107 ADN plasmidico, Eu(IlI) 2.5 mM, | 131
37°C,pH 7.0

Eu(1II)/glicerol ~2 % 107 ADN plasmidico, Eu(III) 0.5 mM, | 131
glicerol 5 mM, 37°C, pH 7.0

BTP-La(IlI) 3.3x10° pcDNA, La(Ill) 8 mM, BTP 18.6|°
mM, 37°C, pH 8.5

cis,cis-1,3,5-triamino 12x10°% |fago $x174 RFI (ADN), pH 8.1, |207

ciclohexano Cu(ll) 35°C

Neamina-Cu(Il) 51x10"¢ pT7-7 (ADN), complejo 0.2 mM, ] 208
pH 7.3, 35°C.

“ Constantes de velocidad observadas en exceso de complejo sobre €]l ADNgg como sustrato.

® Estimada del tiempo de vida media

¢ Este trabajo

“ Probablemente hay una contribucion notable de la ruta oxidativa ya que el complejo reportado tiene muy
baja reactividad catalitica en la hidrélisis de (2,4-dinitrofenil)etil fosfato.

¢ Calculada como ks a saturacion (F,.,) de una curva tipo Michaelis-Menten.
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Para obtener evidencia de las especies esteroliticamente activas, presumiblemente los
hidroxocomplejos de lantanidos(III) con BTP, se hicieron varios intentos por estudiar la
dependencia de la constante de velocidad observada en funcién del pH (La(Ill) 1.86 y 4.65 mM,
BTP 18.6 mM, pH 8.5, 37°C). Desafortunadamente no fue posible realizar la cuantificacién del
ADN en geles electroforéticos de los experimentos realizados variando el pH, ya que al cambiar
el pH las propiedades eléctricas de la disolucion se modifican; esto causa que la migracién del
ADN en el gel no sea homogénea e impida la resolucién de las bandas. En la figura 16.7 se
muestra el ejemplo de un gel de electroforesis para el que las muestras se trabajaron a las mismas

condiciones de la figura 16.2 pero a pH 9.1.

Fig.16.7. Ejemplo de hidrolisis de ADN en presencia de BTP 18.6 mM y La™ 4.65 mM a pH 9.1.
De izquierda a derecha: control a 0 min, 0 min (no se observa), 20 min, 40 min, 60 min, 120 min,
150 min y control incubado 150 min (ADN control; BTP 18.6 mM a pH 9.1)

Otro parametro importante del sistema es la energia de activacién observada que nos
permite comparar con otros sistemas el proceso de hidrélisis y nos da el comportamiento térmico
de! sistema. En presencia de lantano (III} y BTP se estudié la dependencia de la constante
observada de primer orden respecto a la temperatura (Fig.16.8). Se encontré una tendencia
esperada ya que se incrementa conforme aumenta la temperatura: a 25.0 °C kops= 8.2 x 10° s'l, a
37.0°C kone= 3.0 x 10* s y a 70.0°C kops= 4.8 x 10 s (BTP 18.6 mM, La’" 4.65 mM y
pH=8.5). Esta dependencia permitié estimar, dentro de un error del £30%, la energia de
activacion para el proceso en 30 KJ/mol. Este valor es cercano al valor encontrado, con este

209

mismo sistema, para el fosfodiéster BNPP (55 KJ/mol)*” y concuerda con el hecho de que el

ADNGgE €s un sustrato activado.®’
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Fig.16.8. Dependencia de la temperatura en la hidrolisis de ADN por el sistema BTP/La(Ill) (BTP
18.6 mM, La** 4.65 mM y pH=8.5). La linea s6lida representa el ajuste lineal para estos tres puntos.
Las constantes son promedios de 4 valores y la desviacién estandar es ~30%.

También se observd un efecto catalitico en la hidrdlisis de ADN en presencia de otros
lantanidos para el sistema BTP/Ln. La comparacién para diferentes lantanidos (BTP 18.6 mM,
Ln(IIl) 4.65 mM, 37°C, pH 8.5, Fig.16.9 a—d) muestra la misma tendencia en las constantes de
velocidad observadas para el sustrato sintético BNPP. Los valores de las ks relativas para

algunos de estos metales son:

Eu(Ill) Nd(I11) Pr(IIT) La(IIl)
kobs relativa 0.11 0.47 0.83 1
1004 100 -
904 50
wq\ w0
70+ 76 4
&0 BTP-Eu 60 "
B B N
i i
x ® 2 01 . .
] 30
20 2 BTP-Nd
194 10
B w & @ e 10 S E m @ % % e W
t min t (min)

Fig.16.9 (a) Fig.16.9 (b)
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Fig.16.9. Hidrélisis de ADN en presencia de BTP 18.6 mM y Ln(HI) 465 mM a 37°C,pH 8.5. (a) -
Eu(ILl), (b) Nd(I1I), (¢) Pr(IIL) y (d) La(T).

En estos experimentos, se comprobd que existe una reactividad de los sistemas
OXDAP/M(IT) y BTP/Ln(IIl} frente a ADN superenrollado, y que para este sustrato es mas
efectiva la hidrolisis con el segundo sistema. Vale la pena hacer notar que las reactividades
cataliticas logradas son comparables a las mejores encontradas en la literatura. También se
observo que el orden respecto al metal es mayor que 1, implicando posiblemente la participacion
de 2 0 mas hidroxocomplejos, y fue posible calcular la energia de activacién del sustrato a estas
condictones, que es ligeramente inferior a la medida para BNPP.

Finalmente, debido a que la reactividad de los sistemas estudiados en estas tesis es
suficientemente alta, vale la pena hacer estudios mas detallados empleando dinucledtidos, ya que

tienen constantes de hidrdlisis mas representativas de los enlaces fosfodiéster del ADN ¥
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CONCLUSIONES

1. La hidroxilamina funciona como un a-nucleéfilo respecto a la ruptura de fosfodiésteres en
su forma anidnica, sin embargo no se logro la cooperacidn de este nucleéfilo con iones

metalicos.

2. Los complejos de 2,6-diacetilpiridindioxima con iones metalicos (Mn(II), Co(II), Ni(1l),
Cu(Il), Zn(Il), Cd(1), Hg(Il), Pb(Il), Pr(Ill)) muestran una alta reactividad esterolitica
atribuida a la nucleofilia del grupo oximato coordinado. Se mostrd que existe una correlacidn
no-lineal entre la basicidad y la nucleofilia de oximatos coordinados. La ruptura de €steres
carboxilicos transcurre de forma catalitica respecto al complejo oximato. La etapa de

acilacion determina la rapidez del proceso.

3. En el caso de los complejos de 2,6-diacetilpiridindioxima con cationes de Cd(11), Mn(Ii) y
Pb(Il) hay una notable contribucion del catién en la estabilizacion del estado de transicion de
acilacién del oximato coordinado. La actividad del complejo de Cd(Il) en la hidrdlisis de
4-nitrofenil acetato es solamente 5 veces menor que la actividad de la quimotripsina (una
enzima hidrolitica cuya actividad tradicionalmente se usa como referencia para “esterasas”
artificiales): las constantes velocidad de segundo orden son 520 y 2800 M's™ para el

complejo de Cd(Il) y la enzima respectivamente.

4. Los complejos oximato antes mencionados tienen reactividad fosfodiesterolitica, pero

tinicamente a temperaturas elevadas.

5. De los ligantes aminoalcohdlicos con lantanidos(lll) se seleccionod BisTris propano (BTP)
para estabilizar estos cationes en disoluciones débilmente basicas. Mediante técnicas de
titulacidon potenciométrica, 'H RMN y ESI-MS se establecid que los lantanidos forman con
BTP una serie de hidroxo complejos binucleares de composicién general Lny(BTP)(OH),*™,

donde n=2,4,5 o 6, y que Y(III) forma una seric de complejos parecidos de estequiometria

Y,(BTP)OH),™™
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6. La reactividad fosfodiesterolitica de los complejos de BTP con lantanidos (I1I) e Y(II]) se
ubica entre las mas altas reportadas a la fecha. Estos sistemas permiten hidrolizar sustratos
sintéticos y ADN a temperatura ambiente. La cinética de hidrélisis es de primer orden
respecto al metal para los sustratos sintéticos y de tipo Michaelis-Menten para ADN.
Empleando concentraciones milimolares de los complejos los tiempos de la vida media de los
sustratos se reducen de cientos de afios a un intervalo entre 5 min y 1 hora. Los estudios
cinéticos realizados permitieron determinar las constantes de velocidad de segundo orden para

la hidrélisis de BNPP para cada una de las especies que se presentan en disclucion.

7. La eficiencia de los complejos de BTP con lantanidos (IIT) e Y(III) en la hidrélisis de
fosfomonoésteres es del mismo orden de magnitud que en la hidrélisis de fosfodiésteres, pero
la cinética es de tipo Michaelis-Menten. Con fosfotriésteres y ésteres de acidos carboxilicos la
eficiencia es notablemente mas baja aunque estos dos sustratos estan mas activados. El
enorme efecto catalitico sobre los fosfodiésteres se atribuye a la estabilizacion adicional del
estado de transicion, probablemente por formacion de un quelato entre estos cationes

trivalentes y el fragmento "O-P-O".
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ANEXOS

Al. Modelos cinéticos

Al.1. Modelo cinético de hidrélisis sucesivas para BNPP.

Bajo algunas condiciones de reaccion el perfil de absorbancia vs. tiempo para la hidrélisis
de BNPP se desvia de una curva cinética de primer orden: para reacciones lentas es lineal aunque
se ha formado irreversiblemente mas del 50% de un equivalente de nitrofenolato, y para
reacciones mas rpidas la curva cinética llega a un valor constante de absorbancia al tiempo
“infinito”, sino que se observa un gradual aumento. Debido a que la formacién de nitrofenolato a
parti'r de la ruptura de BNPP no es un proceso reversible, no se observa ningin precipite-ldo y él
pH se mantiene constante durante toda la reaccion, resulta logico buscar otro de modelo que
describa estos perfiles.

La hidrolisis total de BNPP produce dos equivalentes de nitrofenolato (NP") pero debido a
que la ruptura del primer grupo éster para el fosfodiéster BNPP produce un fosfomonoéster, la
constante de velocidad e incluso el mecanismo mediante el cual transcurren la primera y segunda
ruptura pueden ser diferentes. Considerando esto, se planted el siguiente esquema de reaccion:

k
S 1L NP+ X

ks

X NP + Productos

en donde S es el sustrato, BNPP, y X es el intermediario formado después de la primera
liberacion de nitrofenolato. En este esquema, si &>> k; el intermediario X no se alcanza a

acumular, y la curva cinética observada es de primer orden (n=2 para BNPP):

NP~ )= n[$),(1 - ) (AL1)

Sin embargo si k3 ~ & 1a velocidad de formacion del segundo equivalente de nitrofenolato
depende de la concentracion del intermediario X, que al inicio de la reaccion es cero, y cuya
acumulacion depende de la relacidn entre las constantes &; y k.

d [ZIIP_] = k,[X] (Al1.2)
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y la ecuacién cinética para este segundo nitrofenolato seria:

’d,[NP_] _ kyk, [S]o (eAkzr _ e—k]g)

di k-, (AL3)

Por lo tanto la concentracién total del nitrofenolato, observada en todo momento, debe

corresponder a la suma de ambas reacciones:

v, [S]o{( et ) kfcz_k}cz (i: _e:rJ} (A1.4)

1

reordenando los términos en los paréntesis, y usando un denominador comun:

oLy = Ish - 07 k=)

_ &t bkt
N ] = S]o{ (Zkz ke~ ke } (A1.6)
kl - kz

En el limite cuando 4,>>k| para la ecuacidon Al.6, obtenemos la ecuacién Al.1 con n=2.
Finalmente, sustituyendo la concentracién de nitrofenolato en la expresion de la absorbancia para
la curva de A vs. t y considerando que la absorbancia a tiempo infinito, corresponde a la

concentracion total de sustrato por el coeficiente de absortividad molar del nitrofenolato a un pH

dado, A, = exe[S}o tenemos:

—kt —kyt
= gNP“ [NP_]mtal = Ano{z + (_2k2 - kl)e kle } (7'1) '

kl _kz

La figura Al.1 muestra un gjemplo comparativo entre los ajustes con las ecuaciones A1.1

y AL7.
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OXDAP-Cd(Il)

0.0+
0

o 2000 4000 6000 8000 10000 000 00 3000 4000 5000 6000
t(s) t(s)

Fig.Al.1. Curvas cinéticas para la hidrélisis de BNPP a 25°C. (a) OXDAP 10 mM y Cd(ID) 10 mM ‘
a pH 8.0. (b) BTP 20 mM, Y(III) 2.7 mM a pH 8.5. La linea continua muestra el ajuste al modelo
cinético de hidrolisis sucesivas, ecuacién (7.1). La linea punteada muestra el ajuste a la ecuacién
Al.lL

Al.2. Modelo cinético tipo Michaelis-Menten

Michaelis y Menten desarrollaron el primer tratamiento matematico satisfactorio del
efecto de la concentracién del sustrato en la velocidad de una reaccién catalizada
enzimaticamente; este tratamiento incorpora ¢l concepto de la formacién de un complejo enzima-
sustrato. Los esquemas cinéticos que asumen la formacidn reversible de un intermediario
calalizador-sustrato, seguidos de una descomposicidon de primer orden del complejo hacia el
producto, dan ecuaciones cinéticas tipo Michaelis-Menten.

Considerando este esquema de reaccién:

M+S MS—%4%—>P+M (A1.7)

donde M es el metal o catalizador, § el sustrato, MS el complejo metal-sustrato y P el producto

que se forma. La velocidad de formacién del producto esta definida como

d|P]
= =k, |MS .
v=" =k [MS] (AL8)
y la velocidad de formacion del complejo como:
dIMS]_ 4 vas)e k[ ]s]- &[] (A19)

dt
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Asumiendo un estado estacionario para MS

d[ms|

=0
i (A1.10)

kz[MS]+ k_, [MS] =k, [M][S]

o bien

[MS(k_, +k,) =k [M]S] (AL11)

De los balances de masa para el sustrato y para el metal tenemos:

[s], = [s]+[Ms] (A1.12) [M]. =[M]+[MmS] (A1.13)

en donde los [S]r y [M]r representan las concentraciones totales. Despejando la [MS] de la

ecuacion Al.12 y substituyéndola en Al.11

ISk - [sDk., +£,)=k[m]s] (AL.14)

En este trabajo se empearon siempre en condiciones de exceso de metal y de ligante sobre

el sustrato, [M] >>[§], por lo tanto se puede considerar que

(M)~ [M] (AL.15)
Introduciendo A1.15 en Al.14 y rearreglando:

[S]T(k~l +k,)- [S](k—l +ky )=k, [M]T[S]

[S]T(k—l +k2)= [S](k-l +ky +k [M]T)

[5]= ST (k. +4,)

ok kR (M

(AL16)
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Ahora bien, la constante de Michaelis se define como:

k., +k
Ky = Ik : (A1.17)
1

y al sustituirla en A1.16 y rearreglando la expresion, tenemos

[5]= " I:“i['[i];]T (A1.18)

Sustituyendo la [MS] despejada de Al.12 y la [S] de A1.18 en Al.8 se obtiene la

expresion AlL.19 andloga a la de Michaelis-Menten:

v=hk|MS]=k(s} -[s])

v-—-kz([S]T— KulSh J

KM +[M]T

_klskim),

Kot 119

La velocidad para una reaccion bajo condiciones de primer orden puede expresarse como

v=k,, [S] (A1.20)

Empleando las ecuaciones Al.20 y AL19 es sencillo mostrar que la constante de
velocidad observada, cuando se tiene una cinética tipo Michaelis-Menten (k; es &..) y se trabaja

con [M] >>[8] corresponde a A1.21.

kcat [M ]T

obs = KM +[M]T (A1.21)
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A2. Derivacion del modelo de equilibrios BTP-Ln(III) a partir de los experimentos de

titulacion potenciométrica y datos de las titulaciones.

La derivacidn del modelo de equilibrio elegido para la complejacion de BTP con
lantanidos en medio basico, a partir de los datos de las titulaciones potenciométricas realizadas,
se ¢jemplifica con los resultados para gadolinio(Ill) debido a que fue el caso mas complicado: se
necesitaron cuatro pardmetros de variables para ajustar las curvas. (Para Gd(IIl) todos los
complejos Mz(BTP)(OH), con n=2, 4, 5 y 6 contribuyen sinificativamente a la concentracién
total del metal mientras que para otros lantanidos solamente fueron significativos tres de ellos)
La figura A2.1 muestra los puntos experimentales y cuatro ajustes preliminares a modelos con un

solo complejo mononuclear de composicién GA(BTP)OH,™ (n=0-3).

Fig. A2.1. Curva de titulacion de una disolucién con BTP 10 mM y perlorato de Gd(III) 10 mM en
NaClO, 0.1 mM. Se adicionaron dos equivalentes de HCIO, al inicio de la titulacion. ¢ es el nimero
de equivalentes de NaOH adicionados. Los cuadrados vacios son los datos experimentales. Las
lineas a a d son los mejores ajustes logrados con Hyperquad considerando la formacién de los
siguientes complejos: (a) GABTP)”, (b) GA(BTP)(OH)*, (¢) GdBTP)OH)," y (d)
Gd(BTP)(OH);.

Los modelos con n=0-2, estiman el nimero total de protones a titular por debajo de lo que
indican los puntos experimentales: las curvas tedricas muestran puntos de equivalencia para
valores de a=2, 3 y 4 respectivamente, cuando la titulacién es evidentemente incompleta. Sin
embargo, al ir a un valor de n=3, la curva de ajuste es demasiado tendida. En todos los casos la

desviacion respecto a los datos experimentales es muy alta.



178 Anexos

Evidentemente el modelo que se requiere debe involucrar la formacion de complejos
hidroxo. El ajuste del modelo que considera los tres hidroxocomplejos anteriores, equilibrios (1)

[ 19"}

a (3), se muestra en la Fig.A2.2 curva “a”.

Gd** + BTP + OH” == Gd(BTP)OH* (1)
Gd*" + BTP + 20H" == Gd(BTP)(OH)," (2)
Gd*" + BTP + 30H == Gd(BTP)(OH); (3)

La calidad de este modelo es mucho mejor, especialmente por debajo de pH 8.0, pero
muestra una desviacion substancial a pH mas alto, donde es logico esperar que los
hidroxocomplejos se formen a mayores concentraciones. En la figura A.2.3. curva “a”, se
muestra una amplificacién de 1a regién de la curva de titulacion a pH mayor a 8. Sin embargo un
analisis cuidadoso de este modelo, indica en qué direccion puede ser mejorado. Primero, los datos
experimentales muestran una mayor curvatura hacia armba que la curva de ajuste, lo que indica
que posiblemente existan complejos de orden mis alto, es decir, mayor nimero de especies que
se asocien, y por lo tanto debe considerarse la formacién de complejos polinucleares. Segundo,
hay un punto de infleccién en @=4.5, en donde ademas de los 2 equivalentes de NaOH por
equivalente de ligante (doblemente protonado al inicio) se han consumido 2.5 equivalentes de
OH" por equivalente de metal. Esta infleccion no esta presente en la curva teérica, € indica la
formacién de un complejo relativamente estable de estequiometria Gd:OH'=1:2.5, lo cual
implica, 16gicamente, la formacién de complejos dinucleares de estequiometria 2:5.

Por lo tante, como un siguiente paso, se consideraron modelos con complejos dinucleares.
Inicialemente se considerd probar un modelo con la estequiometria del modelo, simplemente

duplicando las relaciones entre el metal y el ligante, equilibrios (4)-(6):

2Gd*" + 2BTP + 20H == Gdy(BTP),(OH),*" (4)
2Gd>* + 2BTP + 40H === Gdy(BTP),(OH).*" (5)
2Gd** + 2BTP + 60H == Gdy(BTP),(OH)s" (6)

El ajuste a este modelo se muestra en la Fig.A2.3 curva “b”. El perfil de este ajuste es mas
cercano a los datos experimentales pero aun no describe correctamente la zona alrededor de
a=4.5. Finalmente la inclusién de un complejo con estequiometria 2:5, equilibrio (7), en el
modelo de ajuste permite lograr un muy buen ajuste con un nivel de 95% de confianza, mostrado

por la curva “c¢” en las figuras A2.2 y A2.3.
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2Gd** + 2BTP + SOH =5 Gd,(BTP),(OH)s" ()

T L) T T M T T 1 T T ¥ T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
a

Fig.A2.2, Ajuste de la curva de titulacion de la Fig.A2.1. Los modelos de ajuste involucran las etapas
de formacion para complejos: (a) monoméricos GAd(BTP)OH),™" donde n=1, 2, 3; (b) diméricos
Gdy(BTP),(OH),**" donde n=2, 4, 6; (c) diméricos Gd(BTP),(OH),>*" donde n= 2,4, 5, 6.

11 4

10+

3.0 35 4.0 4.5 5.0

Fig.A2.3. Ampliacion de la Fig.A2.2. Los modelos de ajuste involucran las etapas de formacion
para complejos: (a) monomericos GABTP)OH),™ donde n=1, 2, 3; (b) diméricos
Gdz(BTP)g(OH),,E”zn donde n=2, 4, 6; () diméricos Gd(BTP),(OH),"** donde n=2, 4, 5, 6.
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A este punto, vale la pena hacer consideraciones sobre varios aspectos. Uno obviamente
debe probar un modelo mas complicado que involucra la formacién de complejos mononucleares
y dinucleares. Técnicamente esto es posible porque sc usaron 120 puntos experimentales y esto
nos permite determinar simultaneamente mas de cuatro pardmetros de ajuste. Sin embargo, los
intentos realizador de ajustar los resultados con este modelo extendido muestran una fuerte
interdependencia entre los parametros y no se logré hacer ninguna mejora en la calidad del ajuste
cuando algunos de los parametros de este modelo se fijaron. Aun el complejo simple, M(BTP)"
sin ligantes hidroxo (ecuacion A2.1), fue rechazado por el programa de ajuste (Hyperquad 2000).
Este complejo ciertamente debe existir, pero evidentemente contribuye de forma insignificante a

la concentracidn total del metal.
M** + BTP = M(BTP)" (A2.1)

Entre los modelos probados, se considerd también la posibilidad de que existan especies
con diferentes relaciones metal:BTP. Para ello, se plantearon modelos que incluyen la formacién
subsecuente de complejos con estequiometria: Gdg(BTP)g(OH)ns'Z"

2:2, Gdy(BTP)3(OH).®" con una relacién metal:BTP = 2:3 y Gdy(BTP)OH),"™ con una

con una relacién metal:BTP =

relacién metal:BTP = 2:1. La figura A2.4 muestra las curvas de ajuste para estos tres modelos.

T 1 M T T T T b T

v T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5.0

Fig.A2.4. Ajuste de los datos de la figura A2.1 a los modelos que involucran la formacion sucesiva
de complejos hidroxo dinucleares con diferentes relaciones metal:ligante. (a) Gd;(BTP)(OH),* ™",
(b) GAABTP)(OH),.S™" y (c) Gd(BTP)5(OH),"*" con valores de n=2,4,5,6.
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Evidentemente los complejos de composicién Gdy(BTP)3(OH),®>" pueden ser excluidos,
curva “c”. También se probaron relaciones mas altas para el ligante (BTP:Gd): 4.2 y 5:2 y los
ajustes logrados fueron peores. Sin embargo, la diferencia en la calidad del ajuste para los
complejos con relaciones Gd:BTP 2:2 y 2:1 es insignificante. En principio, seira posible
discriminar entre estos dos modelos mediante la titulaciéon de mezclas Gd-BTP con un exceso de
metal respecto al ligante, pero desafortunadamente, esto es imposible debido a la precipitacion
del hidréxido del metal.

Por otro lado, las curvas de distribucién de especies generadas con ambos dos modelos
(Gd:BTP 2:2 y 2:1) son muy similares entre si, y por lo tanto la interpretacion de los resultados
cinéticos seria escencialmente la misma en términos de cualquiera de estos dos modelos. Sin
embargo, la informacién obtenida de los experimentos realizados en ESI-MS, concuerda mejor
con la presencia de especies con una relacidn metal:ligante 2:2. Finalmente, resulta mas
razonable desde el punto de vista quimico elegir un modelo que contempla complejos de

composicidon mas simétrica, Gd:BTP 2:2.
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Tabla A2.1 Curvas de titulacién para disoluciones con BTP 10 mM y perclorato de lantanido 10
mM en NaClQ4; 0.1 M a 25.0°C

Punte mL La Pr Nd Eu Gd Dy
No. | NaOH (M) | (0.209) | (0.209) | (0.202) | (0.202) | (0.205) | (0.201)
T 0.0 3.194 | 2.026 | 6.8077 | 2.3434 | 3.0465 | 2.4577
2 0.1 4208 | 2.049 —- | 2.4947
3 0.2 5386 | 2.073 | 6.9147 | 2.4324 | 4.6805 | 2.5397
4 0.3 5726 | 2.095 | 6.9607 | 2.4824 [ - | 2.5917
5 0.4 5933 | 2.121 | 7.0087 | 2.5434 | 5.7595 | 2.6477
6 0.5 6.086 | 2.149 | 7.0567 | 2.6104 | - | 2.7137
7 0.6 6210 | 2.176 | 7.1037 | 2.6914 | 6.0795 | 2.7957
8 0.7 6.319 | 2207 | 7.1477 | 2.7914 | 6.1885 | 2.8917
9 0.8 6.413 | 224 | 7.1917 | 2.9214 | 6.2785 | 2.9907
10 0.9 6.501 | 2.274 | 7.2327 | 3.1074 | 6.3625 | 3.0167
11 1.0 6.582 | 2.305 | 7.2687 | 3.4404 | 6.4395 | 3.1947
12 1.1 6.658 | 2.345 | 7.3057 | 4.6614 | 6.5055 | 3.5127
13 12 6.730 | 239 | 7.3427 | 5.5394 | 6.5675 | 4.5337
14 1.3 6.801 | 2.438 | 7.3787 | 5.8384 | 6.6215 | 5.3637
15 1.4 6.870 | 2.493 | 74097 | 6.0254 | 6.6725 | 5.8627
16 15 6.939 | 2.557 | 7.4417 | 6.1594 | 6.7185 | 6.0567
17 1.6 7.011 | 2629 | 7.4737 | 6.2664 | 6.7635 | 6.1947
18 1.7 7.082 | 2717 | 7.5007 | 6.3564 | 6.8055 | 6.3027
19 1.8 7155 | 2.827 | 7.5277 | 6.4304 | 6.8435 | 6.3897
20 1.9 7.230 | 2.975 | 7.5507 | 6.4994 | 6.8825 | 6.4667
21 2.0 7306 | 3.197 | 7.5737 | 6.5604 | 6.9175 | 6.5327
22 2.1 7384 | 3.487 | 7.5947 | 6.6134 | 6.9525 | 6.5887
23 22 7468 | 5.182 | 7.6147 | 6.6624 | 6.9845 | 6.6377
24 2.3 7552 | 5.695 | 7.6317 | 6.7034 | 7.0125 | 6.6827
25 2.4 7637 | 593 | 7.6517 | 6.7464 { 7.0405 | 6.7197
26 2.5 7.722 | 6.107 | 7.6677 | 6.7864 | 7.0675 | 6.7547
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Punto mL La Pr Nd Eu Gd Dy
No. | NaOH (M) | (0.209) | (0.209) | (0.202) | (0.202) | (0.205) | (0.201)
27 2.6 7.808 | 6.243 | 7.6857 | 6.8224 | 7.0915 | 6.7837
28 2.7 7.890 | 6.355 | 7.7017 | 6.8604 | 7.1125 | 6.8077
29 2.8 7966 | 6.451 | 7.7157 | 6.8974 | 7.1345 | 6.8317
30 2.9 8.037 | 6.538 | 7.7297 | 6.9354 | 7.1535 | 6.8507
31 3.0 8.103 6.617 | 7.7457 | 6.9664 | 7.1725 | 6.8677
32 3.1 8.163 | 6.691 | 7.7597 | 6.9974 | 7.1905 | 6.8847
33 32 8.217 6.76 | 7.7737 | 7.0274 | 7.2075 | 6.9027
34 33 8267 | 6.825 | 7.7857 | 7.0554 | 7.2225 | 6.9157
35 34 8313 | 6.889 | 7.8007 | 7.0804 | 7.2375 | 6.9277
36 35 8.354 6.95 | 7.8147 | 7.1054 | 7.2535 | 6.9417
37 3.6 8.391 7.009 | 7.8287 | 7.1284 | 7.2675 | 6.9517
38 3.7 8.427 | 7.069 | 7.8417 | 7.1494 | 7.2825 | 6.9587
39 3.8 8.457 | 7.126 | 7.8577 | 7.1694 | 7.2965 | 6.9687
40 3.9 8.488 | 7.183 | 7.8857 | 7.1884 | 7.3105 | 6.9757
4] 4.0 8517 | 7.237 | 7.9007 | 7.2064 { 7.3245 | 6.9827
42 4.1 8.541 7.29 | 79147 | 7.2244 | 7.3385 | 6.9907
43 4.2 8.562 | 7.342 | 7.9287 | 7.2424 | 7.3505 | 7.0017
44 4.3 8.584 | 7.393 | 7.9457 | 7.2544 | 7.3645 | 7.0087
45 4.4 8607 | 7.441 | 7.9597 | 7.2684 | 7.3795 | 7.0167
46 4.5 8.625 | 7.461 | 7.9757 | 7.2814 | 7.3915 | 7.0237
47 4.6 8.642 | 7.507 | 7.9947 | 7.2934 | 7.4035 | 7.0287
48 4.7 8.658 | 7.552 | 80117 | 7.3054 } 7.4155 | 7.0357
49 4.8 8.674 7.594 | 80297 | 7.3184 | 7.4285 | 7.0427
50 4.9 8.692 | 7.633 | 8.0477 | 7.3304 | 7.4405 | 7.0497
51 5.0 8.708 | 7.671 | 8.0647 | 7.3444 | 7.4545 | 7.0567
52 5.1 8722 | 7.706 | 8.0827 | 7.3574 | 7.4665 | 7.0627
53 52 8737 | 7.738 | 8.1027 | 7.3694 | 7.4805 | 7.0677
54 53 8.753 | 7.769 | 8.1237 | 7.3834 | 7.4945 | 7.0767
55 5.4 8.767 | 7.797 | 8.1447 | 7.3964 | 7.5105 | 7.0797
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Punto mL La Pr Nd Eu Gd Dy
No. | NaOH (M) | (0.209) | (0.209) | (0.202) | (0.202) | (0.205) | (0.201)
56 5.5 8.779 | 7.822 | 8.1677 | 7.4104 | 7.5245 -~
57 5.6 8.792 | 7.847 | B.1927 | 7.4224 | 7.5405 | 7.0937
58 5.7 8.806 | 7.868 | 8.2157 | 7.4374 | 7.5585 ---
59 5.8 8.818 | 7.888 | 8.2447 | 7.4494 | 7.5745 | 7.1107
60 5.9 8.833 1 7.907 | 8.2687 [ 7.4634 | 7.5915 -
61 6.0 8.846 | 7925 | 8.2987 | 7.4784 | 7.6095 | 7.1277
62 6.1 8.860 | 7.942 | 83267 | 7.4924 | 7.6295
63 6.2 8.871 | 7.961 | 83577 | 7.5064 | 7.6505 | 7.1437
64 6.3 8.883 | 7.978 | 83877 | 7.5204 | 7.671S | ---
65 6.4 8.895 | 7.994 | 8.4177 | 7.5364 | 7.6945 | 7.1607
66 6.5 8.906 | B8.012 | 8.4497 | 7.5524 | 7.7175
67 6.6 8.918 | 8.027 | 8.4807 | 7.5664 | 7.7415 | 7.1777
68 6.7 8.931 | 8.044 | B.5087 | 7.5824 | 7.7665 -
69 6.8 8.943 | B8.058 | 8.5367 | 7.6024 | 7.7965 | 7.1947
70 6.9 8.954 | 8.074 | 8.5677 | 7.6184 | 7.8245 ---
71 7.0 8.965 8.09 | 85957 | 7.6364 | 7.8575 | 7.2137
72 7.1 8976 | 8.105 | 8.6257 | 7.6554 | 7.8915
73 7.2 8.985 | 8.119 [ 8.6527 | 7.6774 | 7.9295 | 7.2337
74 7.3 8.996 | B.135 | 8.6777 | 7.6964 | 7.9685 ---
75 7.4 8.993 | B8.149 | 8.7067 | 7.7174 | 8.0095 | 7.2567
76 7.5 --- 8.165 | 8.7327 | 7.7424 | B.0535
77 7.6 --- 8.181 | 8.7667 | 7.7664 | 8.0985 | 7.2807
78 7.7 - 8.196 | 8.7887 | 7.7924 | 8.1405 —
79 7.8 --- 8.212 | 8.8137 | 7.8214 | 8.1815 | 7.3027
80 7.9 -e- 8.226 | 8.8507 | 7.8494 | 8.2095 ---
81 8.0 --- 8.242 | 8.8767 | 7.8794 | 8.2415 | 7.3317
82 8.1 - 8.258 | 8.9107 | 7.9124 | 8.2665
83 8.2 -—- 8276 | 8.9467 | 7.9504 | 8.2925 | 7.3637
84 8.3 --- 8.292 | 8.9917 | 7.9884 | 8.3225 ---
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Punto mL La Pr Nd Eu Gd Dy
No. | NaOH (M) | (0.209) | (0.209) | (0.202) | (0.202) | (0.205) | (0.201)
85 8.4 8311 | 9.0337 | 8.0344 | 8.3545 | 7.3997 |
86 8.5 | 8329 | 9.0787 | 8.0824 | 83795 | -—
87 8.6 = | 8347 [ 9.1277 | 8.1324 | 8.4065 | 7.4377
88 87 —— | 8368 | 9.1737 | 8.1844 | 84375 | -
89 8.8 | 8386 | 9.2267 | 8.2234 | 8.4615 | 7.4837
90 89 — | 8407 | 9.2887 | 8.2644 | 8.4985 | ---
o1 9.0 — | 8427 [ 93527 | 8.3034 | 8.5295 | 7.5367
92 9.1 | 8.450 [ 9.4237 | 8.3354 | 8.5665 | —
92 9.2 - | 8475 | 9.5017 | 8.3614 | 8.6025 | -
94 93 = | 8499 | 95757 | 8.3974 | 8.6465 | -
95 9.4 = | 8523 [9.6687 | 8.4224 | 8.6925 | 7.6807
96 95 855 | 9.7687 | 8.4544 | 8.7355 | -
97 9.6 — | 8578 | 9.8837 | 8.4874 | 8.7845 | ---
98 9.7 - | 8606 |10.0i27| 8.5194 | 8.8445 | -
99 9.8 - [ 8636 |10.1237 ]| 8.5454 | 8.9005 | 7.7607
100 9.9 - | 8.665 |10.2587| 8.5744 | 8.9545 | -
101 10.0 — | 8.697 |10.3897| 8.6094 | 9.0155 | -
102 10.1 = | 8731 |10.4967] 8.6524 | 9.0815 | -
103 10.2 | 8763 105997 | 8.6874 | 9.1525 |
104 10.3 == | 8827 [10.6887| 8.7374 | 9.2185 | -
105 104 -~ | 8857 [10.7657] 8.7774 | 9.2965 | ---
106 10.5 -1 8.891 — 193735 | -
107 10.6 — | 8916 | -- | 8.8854 | 9.4595 | -
108 10.7 T894 | — [ 95465 | -
109 10.8 ST 8974 | — | 9.0124 | 9.6345 | 8.0337
110 10.9 — 9005 | - 97295 | —
111 11.0 TTT9.043 | - | 9.1704 | 9.8405 | 8.0337
112 1.1 ] 9.066 | -—-- 99505 [ —
113 112 — | 9.09 | -- | 9.3084 [10.0645| -
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Punto mL La Pr Nd Eu Gd Dy
No. | NaOH (M) | (0.209) | (0.209) | (0.202) | (0.202) | (0.205) | (0.201)
4] 113 — ] 9130 | — o [10.1675] —
115 11.4 - 9.165 --- 9.4844 | 10.2785| 8.2767
116 11.5 --- 9.199 --- --- 10.3865 ---
117 11.6 --- 9238 --- 6.6874 | 10.5065 ---
118 11.7 -ee 9.285 - 10.5775 ---
119 11.8 --- 9.339 9.9274 | 10.6765 | 8.4827
120 11.9 “-- 9.381 --- --- 10.7655 —-
121 12.0 --- 9.430 --- 10.1804 | 10.7655 e
122 121 | - 9.478 --- —
123 12.2 - 9.536 --- 10.4454 | 10.7655 | 8.7217
124 123 --- 9.595 --- --- --- -
125 12.4 --- 9.655 --- 10.6874 —--
126 12.5 --- 9.723 — — -
127 12.6 --- 9.796 --- 10.8854 | 10.7655 | 8.9657
128 12.7 --- 9.879 --- - — -
129 12.8 --- 9.971 --- - - .
130 12.9 --- 10.079 - - --- —-
131 13.0 - 10.202 - - - —
132 13.1 - 10.335 - - ——— -
133 13.2 --- 10.471 - — — -
134 13.3 --- 10.609 — J - —
135 13.4 - 10.737 - - -
136 13.5 - 10.852 -— - - —
137 13.6 - 10.948 - - - -
138 13.7 --- 11.034 --- - —- -
139 13.8 11.105
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Tabla A2.2. Constantes de estabilidad acumulativas (Hyperquad PB) para titulaciones de mezclas

de BTP y perclorato de La(III} en relaciones metal:ligante 1:2 y 1:1 a 25°C en NaClO; 0.1 M.

Todas las concentraciones se ajustaron al modelo MBTP(OH),.

BTP 20.0 mM | BTP 10.0 mM | BTP 5.0 mM
L |OH | M |[La*100mM | La* 10.0mM | La** 5.0 mM
Log £ sd Log P +sd Log £ sd
1 0 1 -- 10 - 226+0.02 | 2.01+0.06
1 1 1 6.29 % 0.05 6.77+£0.05 | 6.52+0.03
1 2 15.06+0.04 | 153410.03 - no -
1 3 2428 +0.04 | 24.3910.02 | 24.34+0.02
chi’ 33.68 4.27 15.98
Notas:

[B, constantes de estabilidad acumulativas, definidas como un cociente de concentraciones,

L, numero de ligantes BisTris propano

M, mimero de cationes metalicos de lantano

Tabla A2.3. Constantes de estabilidad acumulativas (Hyperquad ) para titulaciones de mezclas

de BTP y perclorato de La(III} en relaciones metal:ligante 1:2 y 1:1 a 25°C en NaClO,4 0.1 M.

Todas las concentraciones se ajustaron al modelo M;BTP(OH),.

BTP 20.0mM | BTP 10.0mM | BTP 5.0 mM
L |OH | M |La*100mM | La*10.0mM | La* 5.0mM
LogpB+sd Log Bt sd Log B +sd
1 0 1 2.46 + 0.04 2.30+0.01 2.22+0.04
1 2 2 12.45 £ 0.05 12.89 +0.01 12.87 £ 0.03
1 4 2 29.97+0.06 | 30.73+0.02 | 30.66+0.03
1 5 2 38.42 +0.03 39.88 +£0.02 - No -
chi? 8.59 7.30 14.17
Notas:

{3, constantes de estabilidad acumulativas, definidas como un cociente de concentraciones.

L, niimero de ligantes BisTris propano

M, nitmero de cationes metalicos de lantano
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Tabla A2.4. Constantes de estabilidad acumulativas (Hyperquad B) para titulaciones de mezclas
de BTP y perclorato de La(IIl} en relaciones metal:ligante 1:2 y 1:1 a 25°C en NaClQ,4 0.1 M.

Todas las concentraciones se ajustaron al modelo M;BTP,(OH),.

L lom | o BTP 20.0 mM | BTP 10.0 mM | BTP 5.0 mM
La*" 10.0mM | La** 100 mM | La* 5.0 mM
Log P +sd Log p+ sd Log P £sd
1 0 1 2.49 +0.03 2.35+£0.01 2.29 +0.03
2 2 2 9.89 + 0.03 10.10 £+ 0.01 9.94 + 0.04
2 4 2 2729+0.03 | 28.17+£0.05 | 27.73+£0.03
2 5 2 36.39+0.02 | 36.94+0.02 - No --
chi? 18.11 492 15.68
Notas:

B, constantes de estabilidad acumulativas, definidas como un cociente de concentraciones.

L, nitmero de ligantes BisTris propano

M, numero de cationes metalicos de lantano




Anexos 189

A3. Propiedades electronicas de los sustratos y ligantes

Los céalculos de modelaje molecular se realizaron en el programa PC Spartan Pro (1999)
de Wavefunction, Inc.

Para determinar las propiedades electrénicas de una molécula mediante calculos
semiempiricos (modelos moleculares) es necesario conocer su estructura. Los sustratos y ligantes
empleados en este trabajo son fluxionales en disolucidén acuosa, es decir, experimentan
rapidamente rearreglos degenerados, lo que complica asignarles una geometria en particular. Se
decidi6 emplear un método de mecénica molecular que optimiza la geometria de una molécula
con base en la minimizacion de las interacciones interatomicas (energias de enlace, angular,
torsional, electrostaticas, de van der Waals, etc) en el vacio. La minimizacién de la energia de la
estructura se hizo de manera preliminar con un campo de fuerzas simple (SYBYL, incluido en el
programa PC Spartan Pro) y posteriormente todos los calculos se hicieron con el método
semiempirico PM3. Se selecciond este método de calculo debido a que, dentro de Spartan,
incluye la parametrizaciéon de metales de transicién que, en principio, permitiria calcular
parametros de algunas de las especies reactivas de este trabajo; asi, para poder hacer
comparaciones todas las moléculas deben ser calculadas con el mismo método.

Las propiedades electronicas moleculares que se muestran son: densidad electrénica y
energias de los orbitales frontera (HOMO, Highest-energy Occupied Molecular Orbital, y
LUMO, Lowest-energy Unoccupied Molecular Orbital), entalpia de formacién (AHy), momento
dipolar, y superficie de densidad electronica (en color verde) mapeada con el potencial

electrostatico (zonas positivas en color azul y zonas negativas en color rojo).
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Sustrato BNPP

Energia del orbital HOMO -6.531 eV
Energia del orbital LUMO 1.924 eV
AH; -264.70 Kcal/mol

p 0.636 debye

BNPP’, HOMO BNPP', LUMO

BNPP', superficie de densidad electronica mapeada con el potencial electrostatico
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Sustrato MNPP >

Energia del orbital HOMO -0.030 eV
Energia del orbital LUMO 4.991 eV
AH; -174.00 Kcal/mol

g 20.490 debye

MNPP ¥, HOMO MNPP ¥, LUMO

MNPP %, superficie de densidad electrénica mapeada con el potencial electrostitico

()
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Sustrato PNPA

Energia del orbital LUMO -1.2428 eV
Energia del orbital HOMO -10.592 ¢V
AH¢ -66.38 Kcal/mol

p 6.534 debye

PNPA, HOMO PNPA, LUMO

PNPA, superficie de densidad electrénica mapeada con el potencial electrostatico




Anexos

193

Sustrato PNPDPP

P

Energia del orbital HOMO-9.479 eV
Energia del orbital LUMO -1.314 eV
AHy -143.97 Kcal/mol

p 6.878 debye

PNPDPP, LUMO
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Ligante BTP

Energia del orbital HOMO-9.655 eV-
Energia del orbital LUMO 1.805 eV
AHf -284.45 Kcal/mol

p 2.564 debye

BTP, HOMO BTP, LUMO
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Ligante NH,O"
Energia del orbital LUMO 10.856 eV
&
b Energia del orbital HOMO -0.838 eV
o AHr 1.064 Kcal/mol
n 5.019 debye
NH,O0', HOMO NH,O’, LUMO NH;O', superficie de densidad electrénica

mapeada con el potencial electrostatico

Ligante NH,OH

Energia del orbital LUMO 2.733 eV

o
< M* Energia del orbital HOMO -10.092 eV

C AH; -13.31 Kcal/mol
p 0.457 debye

NH,0H, HOMO NH,OH, LUMO NH:OR superficie de densidad electrénica
mapeada con el potencial electrostatico

N

W
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