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1 — Introduccion

El derivado azufrado de la purina, conocido como 6-Mercaptopurina (6-MP, Purinetol o
6-tiopurina) y su homélogo estructural con oxigeno, la hipoxantina, han recibido atencién
por parte de la comunidad cientifica debido a que su estructura molecular les permite
estudiar el metabolismo de purinas en los seres humanos. La Mercaptopurina tiene un
papel ejemplar como agente citotdxico (es decir, toxico a nivel celular), pues se utiliza en

la preparacion de medicamentos que actuan contra la leucemia aguda.

NH 9

Fig. 1 - Representacién y numeracion secuencial de la 6-Mercaptopurina neutra en su forma

tautomérica tiona N(1)-H/N(9)-H.

Otras aplicaciones farmacéuticas que involucran a la 6-MP son su capacidad como
un agente anti-inflamatorio que fomenta la actividad de los canales esteroideos para
reducir la inflamacién producida por algun trastorno intestinal; ademas, se aplica a los
pacientes que tienen un reciente trasplante de un érgano y desarrollan sintomatologia de

rechazo [1].

A pesar de que la administraciéon de la Mercaptopurina se realiza utilizando
complejos con metales de transicion (como cadmio) que evitan la isomerizacion del
derivado purinico, se ha observado a través de analisis farmacocinéticos que su vida
media en el plasma sanguineo es de entre 20 a 45 minutos, ocasionando una absorcién
pobre del medicamento. La cantidad de 6-MP que se asocia al suero proteico (ruta de
acceso de los agentes activos de un farmaco) es altamente variable dependiendo del

paciente, pues nunca se rebasa un 30% de asociacion con las proteinas de interés [2].



Estas propiedades se deben a que la 6-Mercaptopurina posee arreglos
estructurales multiples que se encuentran en un equilibrio rapido, los cuales estan
asociados al intercambio de uno o varios atomos de hidrégeno dentro de la molécula a
través de mecanismos de tautomerizacion prototrépica (Figura 2) y bajo el mecanismo

tiona-tiol (Figura 3).
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Fig. 2 — Tautomerismo prototropico en la 6-Mercaptopurina (arreglo tiona) en estado neutro.
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Fig. 3 — Tautomerismo tiona-tiol en la 6-Mercaptopurina, en estado neutro.

El andlisis experimental de las propiedades fisicoquimicas de los distintos
tautdmeros de la 6-Mercaptopurina en disolucion involucra varias dificultades técnicas
(en particular, por su baja solubilidad en la mayoria de los disolventes y en especial en
agua [41, 42, 43]), por lo que es interesante abordar el problema a través de la quimica

computacional.

Como parte de las investigaciones que se realizan en el grupo de trabajo, se han
desarrollado estudios en el formalismo DFT (por sus siglas en inglés, Teoria de los
Funcionales de la Densidad), del tautomerismo de la hipoxantina, homélogo estructural
de la 6-Mercaptopurina, en estado aislado y disolucion acuosa, y de la estabilidad
energética y termodinamica de los tautdmeros de la 6-Mercaptopurina en fase gas. En
este trabajo se presentan las propiedades energéticas y de disociacion protonica de la

6-Mercaptopurina en los medios H20 y DMSO.
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Fig. 4 — Escalas de pH para H20 (a) y DMSO (b), que se desprenden de la Escala Unificada de Acidez de
Bronsted [44].

Los resultados son de interés fundamental pues permiten identificar poblaciones
tautoméricas, ya que existen controversias al respecto en distintos trabajos [3, 4], y
porque existe la posibilidad de un cambio en la estabilidad de los distintos tautomeros de
la 6-Mercaptopurina, al someterlos a una modificacién en la constante dieléctrica del
medio. Debido a la informacion obtenida a través de la metodologia computacional
utilizada, es posible proponerla para el estudio del tautomerismo prototropico de

heterociclos con estructura homologa.



2 — Antecedentes

Las purinas son una familia de moléculas heterociclicas basadas en un arreglo conocido
como purina (Figura 5). Estas moléculas poseen una reactividad muy particular, ya que
pueden participar en una reaccion electrofilica o nucleofilica en el anillo de cinco
miembros (segmento imidazol), mientras que en el anillo de seis miembros (segmento

pirimidina) pueden reaccionar con un agente nucleofilico [5].
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Fig. 5 - Moléculas de la familia de las purinas.

La reactividad de las purinas puede explicarse en términos simples, como la
combinacion de las propiedades de los grupos funcionales que las constituyen. Primero
se tiene a la pirimidina, la cual se considera un sistema electro-deficiente, debido a la
localizacion de electrones principalmente sobre los atomos de nitrogeno; en segunda
instancia esta el imidazol, el cual presenta una mejor distribucion electronica por
aromaticidad, permitiendo que sus atomos de nitrégeno presenten enlaces sencillos y

dobles.

Por lo anterior, la distribucion global de electrones en una purina sin sustituyentes,
se resume en el intercambio de electrones m entre anillos (donde uno satisface la
deficiencia electréonica del otro), y dicho arreglo se puede modificar al introducir un grupo

electro-atractor o electro-donador, en cualquiera de los anillos [6].

Debido al efecto de localizaciéon electronica de los atomos de nitrégeno en las
purinas, los atomos de carbono adyacentes son deficientes de densidad electronica,



permitiendo que los atomos C(2), C(6) y C(8) sean mas susceptibles a una sustitucion
nucleofilica. Se debe tomar en cuenta que el ataque del agente nucleofilico puede verse
afectado por el estado de protonacion de la purina; por ejemplo, en estado neutro el
atomo con mayor reactividad es C(8), mientras que para un estado desprotonado, el

ataque del nucleofilo es mas favorable sobre el C(6).

Con respecto a la reactividad entre purinas y electrofilos, se observa una
interaccién favorable sobre la posicién C(8) [5] que presenta caracter nucleofilico, y es
aun mayor la reactividad si hay presente un grupo electro-donador en el segmento

pirimidina. Ejemplos de dichas reacciones son la halogenacién y nitracion.

Fig. 6 — Halogenacion de la adenina.
Las reacciones nucleofilicas con purinas son el método mas utilizado para generar

sustituciones de grupos funcionales sobre las posiciones mas reactivas. Las purinas mas

versatiles en esta clase de reacciones son aquellas que contienen halégenos [5].

Fig. 7 - Ejemplo de una reaccion de adicion de un nucleofilo sobre la 7-Metil-8-bromopurina.



La 6-Mercaptopurina no es una molécula comun, pues esta clasificada como un
profarmaco; es una sustancia inocua, hasta que se introduce en el metabolismo para asi
presentar un efecto terapéutico [7]. Poco se conoce del medio de reaccion de los
diferentes procesos bioquimicos en los que la Mercaptopurina esta involucrada; se ignora
si existe un tautbmero que se encuentre favorecido al momento de metabolizarse, y
tampoco se sabe si los diferentes cambios en pH dentro del cuerpo humano inhiben su

actividad farmacéutica.

Debido a los motivos anteriores, es necesario conocer el comportamiento de la 6-
Mercaptopurina bajo diferentes condiciones de protonacion y medios de solvatacion. La
necesidad de estudiar los diferentes arreglos que puede tener la Mercaptopurina, surge
por la discrepancia en los resultados experimentales de las poblaciones tautoméricas
entre dos equipos de trabajo: Lichtenberg y colaboradores en Israel [3] y Chenon y

colaboradores en Francia [4].

El grupo de trabajo de Lichtenberg [3], habia trabajado con 6-MP en estado neutro
y en disolucion acuosa, ellos encontraron una mayor contribucién del tautémero N19 para
la 6-MP en estado neutro y en disolucion acuosa. El analisis de hizo utilizando

espectroscopia UV-Visible y resonancia magnética nuclear de protén ('H-NMR).

Por otro lado, el equipo de Chenon [4], utilizaron técnicas de resonancia de protén
acoplada a carbono ('H-"C NMR) y calculos con nivel de teoria CNDO/2, encontraron
que en una disolucién de 6-MP en DMSO existe una mezcla de tautomeros: 79% N17 y
21% N19.

Fig. 8 — Arreglo espacial de los tautomeros neutros N17 (a) y N19 (b).
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En afos posteriores se continué estudiando el tautomerismo de la 6-MP en matriz
aislada (Ary N2, a bajas temperaturas), a través de su capacidad de foto-tautomerizacién
[8]. Se encontré que cuando la mercaptopurina en estado sdlido interactua con luz UV,

existe una conversion del arreglo tiona en tiol.

Civcir [9] retomé el estudio computacional de la 6-Mercaptopurina utilizando nivel
de teoria AM1 y PM3, y analiz6 la estabilidad energética de ocho tautdmeros neutros.
Observé que en fase gas (¢ = 1, donde € es la constante dieléctrica) la estructura N17
es mas estable que la N19. También se realizé un estudio en fase acuosa (¢ = 78.4) lo
que reveld que el tautdmero N17 es el mas estable con respecto a los demas tautomeros

estudiados; por lo tanto, el tautdomero N19 no resulté predominante en medio acuoso.

En la década pasada el equipo de trabajo de Pazderski [10] identifico que al
cristalizar la 6-Mercaptopurina, existe una conversion parcial de la especie neutra a la
forma catidnica. Lo anterior permite inferir que no hay un tautémero predominante en
fase sodlida, y de nueva cuenta, se habla de la existencia de los tautdmeros N17 y N19.
Pazderski, infiere que la prediccion de una mezcla tautomérica en estado sélido, puede
ser simple consecuencia de la transferencia de un proton durante el proceso de

cristalizacion.

En cuanto al comportamiento de la 6-MP en medios no-acuosos, Bartl y
colaboradores [11], determinaron las poblaciones tautoméricas por '*C NMR, e
identificaron el comportamiento de las estructuras N17 y N19 en metanol,
dimetilformamida (DMF) y dimetilsulféxido (DMSO). A una temperatura de 206K se
observa una contribucion mayoritaria del arreglo N17, 92% en metanol y 90% en DMF;

por otra parte, en DMSO y a una temperatura de 310K |la poblacién de la N17 es de 79%.

La familia de las moléculas tipo purinico en disolucién acuosa y a distintas
condiciones de pH, pueden presentar una modificacion de la distribucion de la densidad

electronica, debido a los procesos de protonacion y desprotonacion de los tautdmeros



presentes. Por ejemplo, se ha determinado que la purina, al introducirse en un medio
acuoso con pH < 2.5 produce los siguientes arreglos monoanionicos: N(1)H-N(9)H,
N(3)H-N(9)H y N(7)H-N(9)H [5].

Un factor que modifica el valor de pKa en las diferentes purinas, son los grupos
funcionales en el heterociclo. Para la hipoxantina, su forma neutra N(1)H-N(9)H tiene un
pKa = 2.0 y mientras tanto, el tautdmero neutro N(9)H de la adenina presenta un pKa =
4.2 [5].

Para el caso de estudio de la Mercaptopurina, la determinacién experimental de
sus constantes de acidez no es tarea sencilla, debido a su baja solubilidad en medios

polares y no polares [12].

Benezra y Foss [12] identificaron dos constantes de disociacion acida para la 6-
Mercaptopurina: pKa, = 7.77 (6-MP° — 6-MP") y pKa, = 11.17 (6-MP'* — 6-MP?*). En
un estudio exhaustivo de heterociclos purinicos [13], no se identifica un valor especifico
de pKa para cada proceso de protonacion, asi que se propone un intervalo de constantes
de acidez, tomando en cuenta la coexistencia de uno o mas tautomeros en un mismo

estado de protonacion de la Mercaptopurina.
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Fig. 9 — Diagrama unidimensional de zonas de predominio (DUZP), para la 6-Mercaptopurina en medio

acuoso (Informacion recopilada por Acevedo-Chavez [13]).
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El trabajo realizado por Cruz-Delgado [14] aborda el problema de la determinacion
de la constante de acidez (microscopica y global) en medio aislado, tomando en cuenta
la contribucion tautomérica. Como se puede observar en la Figura 10, las transiciones
tautoméricas estan asociadas unicamente a los arreglos mas estables (y por ello, de

mayor poblacion) en cada estado de protonacion.

MA7Y & MA1Y™ & MAt'™ & MAc'™

MC179'" & MC19t** & MC137** & MC19c**
TC1379¢*" & TC1379t3*

6.15 81.78 155.73 253.79 303.73

L

DC179¢** & DC179t** & DC1379%" & DC379c¢** \

N17° & N19° & N9t° & N9cP?
Fig. 10 - Diagrama unidimensional de zonas de predominio (DUZP), para la 6-Mercaptopurina en fase

gas [14].

Existen diferentes métodos por los que se puede administrar Mercaptopurina a un
paciente. Los mas comunes son a través de la ingesta de compuestos de coordinacion
con centros metalicos (Cu, Cd) y 6-MP como ligante [15]. La utilizacién de la 6-MP como
un agente quelante, garantiza que al introducirse en el cuerpo humano no haya procesos

de tautomerizacion.

En el trabajo de Acevedo-Chavez [13], se presenta el estudio de la sintesis de un
compuesto con 6-MP y Cu(ll), tomando en cuenta la disponibilidad de sus diferentes
tautdmeros. Se encontré que bajo condiciones de sintesis (pH = 1, con diferentes
contraiones en el medio), la entidad obtenida es el compuesto mononuclear

Cu(ll)(Mercaptopurinolato®) (Figura 11).
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Fig. 11 - Esquematizacion de los modos de coordinacion de la mercaptopurina sobre un nucleo

metalico, donde: M = Cu?*, L = Ligante y X = Anién [13].

Otra aplicacién interesante de la Mercaptopurina es su capacidad para generar
capas delgadas bidimensionales cuando se introduce en una matriz de cadmio [16],
mercurio [17] u oro [18, 19]; dichos materiales funcionan como medios de transferencia
de carga o redes para atrapar iones. El hecho de que el material producido unicamente

tenga dos dimensiones se debe, en principio, a la planaridad de la 6-MP.

Se ha observado que, al menos en fase aislada, cuando la molécula se apila para
formar capas sobrepuestas, no presenta deformaciones en su estructura. Dicha
estabilidad se debe a que existen interacciones entre las nubes m (presentes en los
anillos del heterociclo) y a la formacion de puentes de hidrogeno con las moléculas del

mismo plano [20].
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Fig. 12 - Arreglo bidimensional de unidades 6-Mercaptopurina-Metal [20].
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La literatura consultada indica que se han explorado las diferentes herramientas,
que ofrece la quimica computacional, para abordar los diversos problemas en los que

esta involucrada la 6-MP.

En 2004 Barquera-Lozada [21], estudio la estabilidad energética y las propiedades
electronicas de los diferentes tautdmeros de la Mercaptopurina en estado neutro (DFT,
BP86/DZVP). Este trabajo retoma la controversia con respecto a la poblacion
tautomérica, pues se encontré que en medio aislado, el tautdbmero N17 es mas estable
que el N19, por una diferencia en su energia molecular total (con correccién de punto
cero) de 2.924[kcal/mol].

Posteriormente, en 2009, Cruz-Delgado [14] publicé su trabajo de tesis en el que
se obtuvieron calculos (con una cambio en el nivel de teoria: DFT, B3LYP/6-31++G**) de
la estabilidad energética, las poblaciones tautoméricas y las constantes de acidez
(microscopicas y globales) de la 6-MP en fase aislada (gas). De dicha literatura se
realizaron diferentes observaciones muy interesantes:

1) La diferencia en energia molecular total, entre los tautomeros N17 y N19 es de
3.0177[kcal/mol], considerando nuevamente a N17 como la especie

energéticamente mas estable.

2) Las constantes de acidez global para los estados de protonacion 6-MP3* a

6-MP’-, son dependientes de la concentracion de mas de un tautémero.

3) A partir del analisis del momento dipolo eléctrico de los tautdmeros, se propone
que en medio acuoso permanece la presencia de los tautdmeros N17 y N19,

favoreciendo la poblacion de N19.

Mas recientemente, en 2012, Sochacka y Pawelczak [2] utilizaron métodos de
acoplamiento molecular, para conocer cual es la molécula que tiene una mayor

estabilidad energética en la relacién ligante-proteina. Se encontré que, a condiciones

11



celulares de acidez (pH = 7.4 [45]), la asociacion entre el tautdbmero N17 y la proteina

a,-Glicoproteina Acida, es el arreglo mas estable.

» 2.1 - Teoria de los Funcionales de la Densidad.

La Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) es una
herramienta que permite el calculo de la energia total de un atomo o molécula, a partir
de la densidad electronica p (7). La densidad electrénica es una funcién que Unicamente

depende de la ubicacion espacial de los electrones, tal que p(¥) = p(x,y, z) [32].

Se habla de p(#) como una variable mas intuitiva para entender a la estructura
electronica de un sistema quimico, ya que es un observable. Esto quiere decir que la
densidad electrénica puede medirse a través de la difraccion de rayos X o de la difraccion
de electrones [46]. Ademas, la densidad electronica se puede utilizar para calcular el

numero total de electrones (N) del sistema [47], utilizando la siguiente relacion:

N = fp(f) d7

La ecuacion anterior representa a la integral de la densidad electrénica evaluada

en todo el espacio [25].
El papel estelar que juega la densidad electrénica en el calculo de energia de un

sistema quimico depende de su relacion directa con la energia total del sistema a través

de un funcional:

Ey = F(po)

12



Esta relacion indica que la energia total del sistema en el estado fundamental (E;)
es un funcional de la densidad electronica del estado fundamental (p,). En matematicas

un funcional es una regla que relaciona una funcion con una cantidad escalar [48].

La conexion anterior no se debe a una coincidencia, ya que esta fundamentada en
el trabajo publicado por Hohenberg y Kohn en 1964 [49]. En dicho articulo los autores

formulan los siguientes teoremas:

a) Teorema de Existencia: Con una demostracién reductio ad absurdum [25, 32] se
establece que para cualquier sistema el operador Hamiltoniano electrénico (H) y
la energia de estado fundamental (E,), dependen de la densidad electronica de

estado fundamental (p,).

b) Teorema Variacional: Al calcular la energia total del sistema (E) en funcién de una
densidad electronica distinta a la del estado fundamental (también conocida como
densidad electrénica de prueba, p,,.pq), dicha energia esta sobrevalorada con
respecto a la energia de estado fundamental [46]. Esto se puede expresar

utilizando la siguiente desigualdad:

E[pprueba] 2 EO [.00]

¢ Formalismo Kohn-Sham
El problema principal que presenta el calculo de la energia utilizando la Teoria de
los Funcionales de la Densidad, es que no se puede conocer el arreglo completo del

funcional de energia de estado fundamental.

En principio, se puede realizar la representacion algebraica de la energia E,,
tomando en cuenta las contribuciones energéticas que ocurren debido a las interacciones

entre nucleos y electrones:

Eolpol = (Tlpol) + (Ve—nlpol) + (Vo—elpol)

13



De tal manera que, (T[p,]) es el valor medio de energia cinética debida al
movimiento de electrones, (V,_y[p,]) es el valor medio de la energia potencial debido a
la interaccién electron-nucleo y (Vy_.[po]) es la contribucién del valor medio de la

energia potencial por interacciones electrostaticas electron-electron.

A pesar de nuestra falta de informacion para describir el funcional, generalmente
se puede interpretar al término (V,_y[p,]), como una funcién del potencial externo. Segun
Cramer [25], asumiendo que el sistema se comporta como un gas uniforme de
electrones, el potencial externo ocurre por la atraccién de los electrones hacia la carga

positiva (Z) del nucleo (x), con #_, como la distancia electron-ntcleo; entonces:

. A
Vext (T) = E - 2 =
i—a

[ce

Esto significa que el valor medio por interaccion electrén-nucleo se reduce a una

simple interaccion coulémbica:

Venlbol) = [ 0o (Pvexe 7

Hasta ahora, se entiende que la descripcidn del funcional de energia ocurre en un
sistema con electrones interactuantes, por lo que se dificulta elaborar una representacion
exacta de los términos restantes ((T[p,]) ¥ (V._.[po])). Aqui entra entonces la idea detras
del trabajo de Kohn y Sham: darle tratamiento al funcional como si se tratara de un

sistema de electrones no-interactuantes [34].

Se debe tener en cuenta que, cualquier término energético ((0[p,])) que constituye
al funcional de energia en estado fundamental, tiene un valor diferente en el estado
interactuante (Ol po) interactuante) y en el estado no-interactuante

((01poDno-interactuante)- Considerando lo anterior, debe existir una variable que nos

14



permita conocer la desviacion que existe para la componente energética entre ambos

estados:

A(O [Po]) = <0 [Po] )interactuante - (0 [p0]>no—interactuante

Considerando los argumentos anteriores, se puede realizar una descripcidon

aproximada del funcional de energia:

EO [pO] = (T[po])interactuante - (T[po])no—interactuante + J Po (F)vext(F)dF

+ <Ve—e [.00] )interactuante - (Ve—e [p0]>no—interactuante

En este punto, es necesario incluir la descripcion completa de los términos
energéticos en el sistema no-interactuante, pues el comportamiento fisico de las

particulas en dicho estado es mas sencillo de interpretar.

Por un lado, se tiene que el valor medio de la energia potencial (en estado no
interactuante) debida a la interaccion electron-electron, se convierte en una interacciéon

coulémbica [47]:

p@p(7) .,
<Ve—e [po])no—interactuante = J:]- ; : dT'ide
i-j

Donde p(ri)p(rj) representa la repulsidon electrostatica entre pares electronicos y
7;_j, es la distancia entre electrones (el valor 'z se utiliza para evitar el conteo de pares

idénticos 7;_; = 7;_;, con j > i).
Otra herramienta que proponen Kohn y Sham es el construir la densidad

electronica del sistema interactuante en estado fundamental, p,(#), como la suma de las

densidades de electrones individuales, ?(#), en un sistema no interactuante.
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N
p(f)) = Pno-interactuante (7_2) = z lpzz (F)
i

Utilizando la relacidon anterior, la energia cinética en estado no-interactuante,

quedaria descrita como sigue:
1 N
(T[po])no—interactuante = _EZ j lp;(F)(Vlz)llJl(F)
i

. 92 92 92
Donde VL-2 es el operador Laplaciano (W'l'ay_z-l'az_Z) sobre las coordenadas
i i i

espaciales del i-ésimo electron, ;(#) es la funcion de onda mono-electrénica no

interactuante y y; (#,s) es su conjugado complejo.

Hasta este punto se ha recopilado la informacion suficiente para tener una

descripcion algebraica aproximada del funcional de energia en estado fundamental:

N
1
EO [Po] = <T[p0])interactuante + Ez f l/);k(?)(vlz)lpl(?) + f Po (F)vext(F)dF

p@)p(7) .
< [po])mteractuante - J:]- ; : dar, idr}'
i—j

Sin embargo, aun no se puede obtener el valor exacto de las contribuciones por
energia cinética e interacciones electron-electron, en el sistema interactuante. Por lo
tanto, es necesario proponer una nueva variable denominada energia de correlacion e
intercambio, Exc[po(7)], la cual no tiene un andlogo o interpretacion clasica, pero se

define de la siguiente manera:

Exclpol = MTpol) + AV,_c[po])
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Haciendo uso de este ultimo recurso, se puede reescribir finalmente el funcional

de energia en estado basal para un sistema electrénico interactuante:

1 N
Blool = =53 [ i OE0G) + [ g Dz + 3 [[ L2 (r dfid; + Exclpo]

Finalmente, Kohn y Sham realizan el calculo de la energia a través de una

ecuacion de valores propios (cada funcion de onda tiene asociada una energia, £X°)
hXSy; = e[Sy,

Dénde el operador Kohn-Sham (hX®) es la derivada del funcional de estado

fundamental con respecto a la densidad de estado fundamental [50]:

EKS — 6E0 [pO]
8po

e Aproximaciones a la Energia de Correlacion e Intercambio
A continuacion, se explica brevemente en qué consiste (conceptualmente) cada

aproximacion que se utiliza para el calculo de la energia de correlacion e intercambio:

Aproximacion de Densidad Local de Espin (LSDA, por sus siglas en inglés) —
Para determinar la energia de correlacion-intercambio, se supone que la densidad
electronica es una funcion que crece o decrece lentamente [23], la cual no
depende unicamente de la posicion en el espacio de los electrones, sino también

de la polarizacion del espin de dichas particulas.

Aproximacion de Gradiente Generalizado (GGA, por sus siglas en inglés) — Se
establece que la densidad electrénica es una funcion no homogénea (no esta
distribuida uniformemente en el espacio) [23]. El calculo de la energia de
correlacidon-intercambio debe tomar en cuenta dicha caracteristica espacial de la
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densidad electronica, a través del gradiente de la funcion (Vp(#)), para conocer en

qué direccion crece o decrece dicha funcién.

Formula de Conexion Adiabatica (ACF, por sus siglas en inglés) — Debido a la
naturaleza no-interactuante del formalismo de Kohn y Sham, se requiere una
descripcion diferente para la energia de correlacion e intercambio, que tome en

cuenta el estado interactuante y el no-interactuante:

B = [ BiDae DO
0

Con la relacién anterior [23] se puede observar que el término de correlacion-
intercambio esta caracterizado por la variable 4, que determina el tipo de sistema
electronico. La integral se evalua entre dos valores (estados): cero y uno, donde
0 representa un sistema no-interactuante y 1 es para un sistema interactuante. Lo

anterior se puede visualizar a través de la regla de integracion del trapecio [51]:

Uxc

Vxcl1)

0 EXC

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
T
:
1

O e

Fig. 13 — Representacion grafica del calculo de la energia de correlacion e intercambio, a partir

de la regla de integracion del trapecio.
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Utilizando esta informacion es posible describir el funcional hibrido que en este

trabajo se implementa para calcular la energia de correlacion-intercambio:

E)l(?C3LYP — (1 _ a)E§SDA + aE;xacta + bE)?BB + (1 _ C)Eé‘SDA + CEé’YP

El funcional hibrido B3LYP (Becke, Tres Parametros, Lee-Yang-Parr) [23], tiene
tres términos que calculan el valor de la energia de intercambio por medio de las
aproximaciones LSDA (ELSP4), ACF (Eg*ecte) y GGA (EE®8). Mientras tanto, la energia de

correlacion se calcula utilizando las aproximaciones LSDA (ELSP4) y GGA (EL'F).

Este funcional hibrido depende de tres parametros empiricos: a, b y c; calculados
a través del ajuste de datos experimentales. Dichos parametros son indicadores del
calculo de la energia de correlacion e intercambio [61]:

a — representa la contribucion del estado no-interactuante en el calculo de la

energia

b — representa el efecto de la correccion GGA

c — esta referido unicamente como un “parametro de flexibilidad”

A pesar de que actualmente se disponen de funcionales que permiten calcular con
mayor exactitud las propiedades energéticas y estructurales de una molécula (por
ejemplo, los funcionales Minnesota desarrollados por Zhao y Truhlar [52]), B3LYP ha
probado ser un funcional adecuado para la optimizacion y el calculo de diferentes

propiedades moleculares en derivados purinicos [55, 56, 57, 58].

Segun Lewars y Sousa [46, 53]: a pesar de la existencia de funcionales que
permiten un mejor analisis cuantitativo del sistema quimico, “B3LYP permanece como
una alternativa valida y particularmente eficiente para el problema promedio en la

quimica cuantica” [53].
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» 2.2 - Funciones de Base.

Como una definicién simplificada, una funcion base es cualquier funcién matematica con
la que se puede construir una funcion de onda [25]. Fisicamente, una funcion base

permite describir el comportamiento de un electrén en un atomo o molécula [40, 46].

A pesar de la definicion anterior, esto no quiere decir que se utilicen unicamente
orbitales atdmicos hidrogenoides (es decir, orbitales atdbmicos que sean “una solucion a
la ecuacién de Schrodinger” [40]) como funciones base. En general, se utiliza una
combinacién lineal de funciones matematicas, para calcular orbitales atomicos y
moleculares. Dichas funciones deben satisfacer las siguientes condiciones [40, 46]:

e Deben tener la misma cantidad y el mismo tipo de variables (es decir, deben

contener coordenadas espaciales y de espin).

e Las funciones deben ser suaves y diferenciables.

e Deben presentar comportamiento asintotico, que permita describir al electron

a medida que se aleja del nucleo.

En un caso particular, es posible utilizar una funciéon Gaussiana como funcién

base, bajo la siguiente relacién (en coordenadas cartesianas) [23]:
x(x,y,z) = xb - yly - glz e~

Donde, [,,1,,1, determinan la geometria de la funcion, { es un coeficiente que
controla qué tan rapido decrece la funcién Gaussiana a medida que se aleja del origen,

y r es la distancia nucleo-electron.

A pesar de que dicho tipo de funcion tiene una descripcidon matematica simple,
desafortunadamente su implementacion cuenta con diversas desventajas [46]. Cuando
se utiliza una sola funcion Gaussiana para describir un orbital atdmico se observa que,
debido a su comportamiento suave, es dificil determinar la posicion del nuacleo (r = 0).

Ademas, a medida que aumenta la distancia nucleo-electron, el decaimiento rapido de la
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Gaussiana impide la descripcion adecuada del comportamiento del electron al alejarse

del nucleo.

La solucion a los inconvenientes que derivan de la implementacion de funciones
Gaussianas, se pueden reducir al utilizar un conjunto de funciones Gaussianas para
reproducir un orbital atobmico hidrogenoide [24]. La herramienta matematica que permite

satisfacer estas condiciones, es la combinacion lineal de funciones:

Xr = Z durgu
u

donde g, son Gaussianas (conocidas como primitivas) centradas en el mismo
nucleo y con la misma geometria, pero con decaimiento diferente. Los coeficientes de
contraccion d,,- se utilizan para controlar la forma de la funcién y, (conocida como
funcién Gaussiana contraida) y garantizan la normalizaciéon de la densidad electrénica
[32].

Se puede clasificar a los conjuntos de base dependiendo de la cantidad de
funciones Gaussianas contraidas que se utilizan para describir los orbitales atémicos de
un sistema. Por ejemplo, cuando se utiliza una funcién Gaussiana contraida para
describir cada orbital atdmico interno y externo, se esta implementando un conjunto de
base minima. En consecuencia, cuando se utilizan dos funciones Gaussianas contraidas
para describir cada orbital atdmico, se esta utilizando un conjunto de base doble zeta
[23].

Debido a la necesidad de generar un método de calculo que brinde resultados
cuantitativos, pero con una baja demanda de recursos de computo, es necesario utilizar

las siguientes herramientas para la construccion de un conjunto de bases:

Aplicacién de Conjuntos de Base de Valencia Dividida — Utilizando la

definiciébn de Cramer [25]: la valencia divida es una herramienta que permite

21



describir a los estados electronicos de capa interna, con una mayor cantidad de
funciones por estado electronico, generando asi un analisis cuantitativo del
sistema, mientras que los estados electronicos de capa externa, pueden

describirse por una menor cantidad de funciones.

Uso de Funciones Difusas — Un conjunto de bases difusas, es aquel que utiliza
una combinacion lineal de funciones, las cuales decrecen lentamente (es decir,
donde ¢ — 0) [25]. Se utilizan para describir estados electrénicos poco ligados,

como los que se presentan en sistemas anidnicos o excitados.

Uso de Funciones Polarizadas — Un conjunto de bases polarizadas, es aquel
que utiliza una combinacion lineal de funciones, las cuales describen estados
electronicos virtuales con mayor momento angular, con respecto a las funciones
que representan a los estados electronicos de valencia [25]. Este tipo de funciones
permite una mejor descripcion de los fendmenos no-clasicos de correlacion e

intercambio.

Con la informacion anterior, se puede decodificar los elementos que constituyen al

orbital que se utiliza en el presente trabajo. De tal manera que 6-31++G(d,p) esta descrito

por:

a)

La parte numérica (6-31), sefiala que se utilizan seis funciones primitivas para
construir las funciones Gaussianas contraidas que describen a los orbitales de
core, mientras que se utilizan tres funciones primitivas para construir las funciones
Gaussianas contraidas que describen a los orbitales de capa interna y finalmente,
una funcién primitiva para construir las funciones Gaussianas contraidas que

describen a los orbitales de capa externa.

Los dos signos de adicién (++), indican que se estan utilizando funciones difusas

para describir atomos pesados y atomos de hidrégeno.
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c) Las dos letras que aparecen entre paréntesis (d,p), sefialan que se utiliza una
base con orbitales tipo d para la polarizacion de orbitales tipo p. Por otro lado, se

aplica una base con orbitales tipo p para la polarizacion de orbitales tipo s.

» 2.3 - Solvatacion y Modelo de Apantallamiento para Pseudo-Conductor.

Segun la IUPAC, el proceso de solvatacion es “cualquier interaccion estabilizadora de un
soluto y del disolvente” [35]. Dependiendo del soluto y del disolvente, el mecanismo de
solvatacién puede ocurrir por diferentes mecanismos. Sin embargo, usualmente se
presenta la formacion de una capa de disolvente, llamada esfera de solvatacion, la cual
rodea al soluto. En dicha esfera de solvatacion ocurren interacciones de tipo

electrostatico o van der Waals entre soluto y disolvente [35], entre otras interacciones.

La espontaneidad del proceso de solvatacion depende del cambio en la energia
libore de Gibbs de solvatacion (AG,,.acion) [38, 59], que esta representada en la

siguiente ecuacion:

AGy, =G -G

solvatacion i,Disolvente i,Aislado

El AGY ,,qtacisn S€ determina como: la diferencia entre el valor de la energia libre
de Gibbs (del componente i), en fase aislada (G 4;5000) Y €N disolucion (Gpisomwente)s

considerando que el estado inicial de la sustancia i es en fase aislada, y su estado final

es en el disolvente.

El modelo de solvatacion que se utilizé para la elaboracion del presente trabajo,
se denomina Modelo de Apantallamiento para Pseudo-Conductor (COSMO, por sus
siglas en inglés). Este modelo permite describir el comportamiento del soluto dentro de
un medio continuo (infinito) que esta caracterizado por el valor de la constante dieléctrica
del disolvente [29, 38].
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Todo modelo tedrico de solvatacion tiene un impacto en el calculo de la energia
total del sistema bajo estudio. En este caso, COSMO tiene una contribucion energética
gue unicamente depende de interacciones electrostaticas entre el medio continuo
dieléctrico (disolvente) y el soluto, este ultimo queda representado por una funcion

denominada cavidad.

La cavidad es una construccion geométrica que permite representar el volumen
ocupado por una molécula, dentro del medio dieléctrico continuo [37]. Lo anterior queda

expresado por la siguiente funcion:

I = {my(ty,51), ... m; (&, 50)}

Donde la cavidad T', es un término de volumen que depende del conjunto de

segmentos de superficie (m;). Por otro lado, m;, esta descrito por las coordenadas

espaciales (f;) y el area (s;) de cada atomo que constituye al soluto.

Para el caso particular de COSMO, se dice que la cavidad es penetrante (también
llamada cavidad de superficie accesible) [26, 54] debido a que existen segmentos de
superficie en los que interactua el medio dieléctrico con el ambiente electrostatico al

interior de la cavidad.

La descripcion electrostatica del soluto y el disolvente depende de la ecuacion de
Poisson [26]:

> 47Tp(E); ter
VZp(t) =
40 { 0; terc

Donde ¢(f) es el potencial electrostatico y p(t) es la densidad de carga de la

cavidad, en el sistema de solvatacion.
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El calculo de la contribucidn energética (Epatacisn) QUe se obtiene a partir de

COSMO, depende de la solucién de un problema de condiciones a la frontera [26, 54]:

Primera Condicién a la Frontera — Condicién de conductor (£ € T), dentro de la
cavidad: La energia potencial por contribucion electrostatica queda en funcion de
la polarizacién de las cargas dentro de la cavidad, y la constante dieléctrica ()
que caracteriza al disolvente. La dependencia con ¢ se introduce como un factor

de proporcionalidad, tal que:

1 > > SN o
Esolvatacién = f(g) EJ p(t) ((p(t) - (pO(t))dt

De la relacién anterior se desprende que: ¢,(f) es el potencial electrostatico
generado por p(?) en el vacio. Por otra parte, f(¢) es un factor de proporcionalidad
que indica cuanto se modifica la polarizacion del ambiente electrostatico dentro de

la cavidad, por efecto del disolvente. La descripcidn de f(¢), es la que sigue:

e—1
e+ x

fe) =

Donde x es una constante, cuyo valor cambia dependiendo del sistema bajo
estudio. Por ejemplo, x es 0.5 para sistemas de capa cerrada, mientras que para

sistemas ionizados x toma el valor de 0.0 [37].

Segunda Condicién a la Frontera — Condicién de dieléctrico (£ € I'¢), fuera de la
cavidad: La energia potencial por contribucion electrostatica queda unicamente en
funcién del campo eléctrico generado sobre los segmentos de superficie de la

cavidad (t € T'¢).
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El analisis experimental de las propiedades fisicoquimicas de los distintos
tautdmeros de la 6-Mercaptopurina en disolucion involucra varias dificultades técnicas

(como se ha mencionado en la Seccion 1 del presente trabajo).

Se busca realizar el estudio de este derivado purinico, a través de la Teoria de los
Funcionales de la Densidad para determinar las propiedades energéticas y moleculares
de todos los tautomeros presentes en cada estado de protonacion. Ademas, se desea
aprovechar la informacion recopilada por el modelo de solvatacion implicita para
determinar de qué manera cambian los mecanismos de protonacion en funcion del

disolvente.

Tomando en cuenta que existe la relacion entre la energia libre de Gibbs, la
constante de equilibrio y la poblacién tautomérica (en fraccion mol) se espera determinar
los arreglos tautdémericos mas estables. Con lo anterior también se busca aportar
informacion al debate que involucra las poblaciones tautoméricos de la 6-Mercaptopurina

en estado neutro.

26



3 — Metodologia

Para el estudio de los diferentes tautomeros de la Mercaptopurina, en fase H>.O y DMSO,
se utilizé el nivel de teoria implementado por Cruz-Delgado [14], B3LYP/6-31++G(d,p),
para la optimizacién de las estructuras moleculares y el calculo de propiedades
energéticas tales como la energia molecular total, la energia del punto cero y la energia
libre de Gibbs, esta ultima a través del calculo de frecuencias vibracionales, bajo un

modelo de disolvente.

En el presente este trabajo, se reproducen integramente la optimizacion de la
geometria molecular y el calculo de propiedades energéticas (a 298.15K y en
condiciones ideales) que realizé Cruz Delgado [14], para todos los posibles tautémeros
de la Mercaptopurina en fase gas al nivel de célculo B3LYP/6-31++G(d,p). También se
comprobd que las estructuras de los tautdmeros son estados estacionarios (ausencia de
frecuencias de vibracién imaginarias). Estos datos se incluyen por la necesidad de
facilitar la comparacion entre los resultados para los tautdmeros en fase gas y en

disolvente.

A lo largo de este trabajo se habla de que el calculo se realizé en fase gas o en
fase aislada. Ambos términos se utilizan de manera intercambiable, ya que, se lleva a
cabo el calculo computacional de la energia de la molécula, en condiciones de baja
densidad, sin efecto de apantallamiento por dieléctrico y sin interacciones con otras

moléculas a su alrededor.

De los resultados obtenidos, para los tautdmeros de 6-MP en fase gas, se
identificaron los tautdbmeros mas estables en un intervalo de energia molecular total de
10[kcal-mol-'] para cada estado de protonaciéon (3+, 2+, 1+, 0, 1-, 2-). Esta cota es
suficiente para afirmar que, los tautomeros con una diferencia de energia libre de Gibbs
molar (con respecto al tautdbmero mas estable) mayor que 10[kcal-mol-'], dificilmente se

encontraran entre los mas estables en los modelos de disolvente a utilizar [28].
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Las estructuras moleculares seleccionadas se optimizaron bajo un esquema de
campo reactivo auto-consistente (SCRF, por sus siglas en inglés) con el modelo de
disolvente CPCM, utilizando los valores de constante dieléctrica del H2O) (¢ = 78.39) y
DMSOq, (¢ = 46.7), con un tamafio de cavidad estandar que es 1.2 veces el radio de van

der Waals.

A partir de los resultados obtenidos del proceso de optimizacion de geometria, bajo
el esquema de modelo de disolvente (con agua y DMSO), se comprob6é que las
estructuras de los tautomeros son estados estacionarios, es decir, no presentan
frecuencias de vibracion imaginarias. También se obtuvieron los valores de energia
molecular total, la energia del punto cero y la energia libre de Gibbs, cuyo calculo

mecanico-estadistico se realiza a 298.15K y en condiciones ideales.

El andlisis de los valores de la energia libre de Gibbs molar de los tautdmeros en
cada estado de protonacion, permite determinar la secuencia de estabilidad energética
y termodinamica de los mismos; el tautomero mas estable es el que muestra la energia
libre molar mas baja de todos los tautdmeros en cada estado de protonacién (la
estabilidad energética va de la mano con la estabilidad termodinamica). A partir de los
valores de energia libre de Gibbs, se calcularon las constantes de equilibrio tautomérico

K., (tautomero de referencia j < tautémero i). Las poblaciones tautoméricas para cada

estado de protonacion heterociclica (como fracciones mol, x;) se obtuvieron en funcion

de los valores de las constantes de equilibrio K.

Consecuentemente, para cada proceso de disociacion proténica y cada disolvente,
se determind la constante de acidez microscépica (tautomérica) y macroscopica (global),
asi como los respectivos pKa. Ademas, se calculd el AG® de solvatacion de las distintas
especies (para el proceso: Tautdomero; aisiado = TAUtOMETO; pisolvente), COMO la
diferencia de los valores de: G° del tautémero en el disolvente y G° del tautomero en fase

gas (véase la Seccion 2.3 del presente trabajo).

28



A partir de la informacion recabada con respecto a las propiedades energéticas de
los distintos tautdémeros estudiados, es posible describir el proceso de desprotonacion
de los tautdmeros como:

Hp

Tautémerol! = Tautémero]'

i, Disolvente isolvente + isolvente

El cambio en la energia libre de Gibbs para el equilibrio de desprotonacion queda

de la siguiente manera:

~ o — o o _ o
AG Disociacion — (G Tautémero j, Disolvente +G H, Disolvente) G Tautéomero i, Disolvente

Donde G “rautsmero j €S €l valor de la energia libre del tautémero desprotonado y

G “rautsmero i €S €l valor de la energia libre del tautémero en su estado protonado.

Los valores de la energia libre de Gibbs de H*, en fase gas y en medios polares,
se obtuvieron de la literatura y son los siguientes: aislado: —6.28[kcal-mol-'] [29]; en H2O:
—265.9[kcal-mol"] [30]; en DMSO: —273.3[kcal-mol-'] [31]. Cabe sefialar que, aunque se
utilizan en este trabajo valores de energia libre de Gibbs molar del protdon en medio
acuoso y en DMSO obtenidos con otras metodologias (es decir, con diferente nivel de
teoria), al ser una constante en el medio, no altera las tendencias cualitativas

encontradas.

Tomando en cuenta el cambio en la energia libre de Gibbs de la desprotonacion,
se puede calcular la constante microscopica de disociacion proténica acida, Kal, de la

siguiente forma

~ o
AG Disociacién,ij}

j — —
KaV = KaMicroscépica,ij = exp {_ RT

Donde R es el valor de |la constante de los gases ideales (8.31447 [J/molK]) y T es
la temperatura a la que ocurre el proceso de desprotonacion (298.15K).
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La constante de disociacion protonica global (Ka;;) se calcula considerando las

poblaciones tautomeéricas de las especies involucradas en el proceso [60]:
pKa;j; = pKa' —logo(x;) + logqo(x;))

En la ecuacion anterior pKa” es el operador p (tal que p = —log;,[z]) aplicado al
valor de la constante de disociacion protonica acida microscoépica, mientras tanto el
logio(x;) y logio(x;) son las contribuciones de la fraccion mol de los tautémeros

involucrados en el proceso de desprotonacion.

La nomenclatura con la que se representan a los tautomeros, en sus diferentes
estados de protonacién es: TC, trication; DC, dicatién; MC, monocation; MA, monoanion;
DA, dianion. Por otra parte, cuando la molécula tiene el grupo funcional tiol (SH), puede
tener la configuracion c, cis al atomo N(1); o la configuracion t, trans al atomo N(1). Los
numeros en el nombre del tautdmero, indican los atomos de hidrégeno enlazados a

nitrégeno en posiciones endociclicas.
Todos los calculos tedricos se desarrollaron con el conjunto de programas

Gaussian09 en sistemas PC-Linux en el laboratorio de modelado del grupo de trabajo,

Departamento de Fisicoquimica, UNAM.
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4 — Resultados y Discusién

» 4.1 - Estabilidad Energética y Termodinamica de la 6-Mercaptopurina en

Fase Gas.

La Figura 14 esquematiza a todos los tautdmeros posibles de la 6-Mercaptopurina en los

distintos estados de protonacion, en medio aislado.
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[6-MP]*
MC19¢c MC37c MC39¢c MC79c MC13t MC17E
Cih\ R MC19t MC37t MC39t MCTot
6 gl
LT
| trans H 8
O e,
H 2™y 4 N9 M13 M1g N17 M37 N39 N79
3 [B-MP]"'
Nic N3c M7c Mac M1t M3t
N7t Mot
[6-MP]"-
SN MAL MA3 MAT MAS MAC MAE
[6-MP]*
D4

Fig. 14 - Tautémeros posibles de la 6-Mercaptopurina (en fase gas), para cada estado de protonacion.
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Los datos recopilados del estudio de los tautdmeros en fase gas, permiten discernir
a los tautbmeros mas estables para cada uno de los estados de protonacion (véase

criterio en la Seccién 3 del presente trabajo).

En la Tabla 1 se muestran los valores de la diferencia de energia molecular total
(incluyendo la energia de punto cero) y la diferencia de energia libre de Gibbs con
respecto al tautbmero mas estable en cada estado de protonacion en fase gas. En ella
se muestran también los valores de la fraccion mol (x;) y de la constante de equilibrio

tautomeérico (K,,,;) para la transformacion: Tautomero Mas Estable j — Tautémero i.

El estudio anterior de la Mercaptopurina en fase gas [14], permitié identificar los
sitios mas importantes donde ocurre la disociacion proténica, siendo estos: a) 6-MP3* —
6-MP?*, N(3)H (pKa = 6.17); b) 6-MP?* — 6-MP'*, SH (pKa = 81.81); c) 6-MP" — 6-
MP?, N(9)H (pKa = 155.68); d) 6-MP° — 6-MP", N(1)H (pKa = 235.95); e) 6-MP" — 6-
MP?, N(7)H (pKa = 302.62). Estos grupos y sus valores de pKa tautoméricos son
también, los que contribuyen preponderantemente al correspondiente valor de pKa
global. Los valores de pKa global muestran que los heterociclos resultantes a cada paso

de disociacién protonica son termodinamicamente mas inestables que sus predecesores.
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Tabla 1 Valores de: la diferencia de energia molecular total, la diferencia de energia libre de Gibbs (kcal-mol™) [con
respecto al tautdmero més estable], las constantes de equilibrio tautomérico (K, ;) y las fracciones mol (x;); para
tautomeros selectos de 6-Mercaptopurina en fase gas, para sus diferentes estados de protonacion.

AE° AG°

Tautémero K., i ;
(kcal-mol™)? (kcal-mol™) e xi

(a) 6-Mercaptopurina Tricationica
TC1379c¢c 0.00 0.00 - 0.960
TC1379t 1.92 1.88 4.20x107 4.03x107?

(b) 6-Mercaptopurina Dicatidnica

DC179c 0.00 0.00 - 0.922

DC179t 1.71 1.56 7.23x1072 6.67x107?
DC1379 2.55 2.64 1.16x102 1.07x107?
DC379c 4.02 4.07 1.05x107 9.66x10*

(c) 6-Mercaptopurina Monocatiénica

MC179 0.00 0.00 - 0.875

MC19t 1.38 1.29 0.114 9.98x107?
MC37c 2.32 2.15 2.66x10? 2.33x102
MC137 3.86 3.81 1.61x1073 1.41x1073
MC19c 4.64 4.44 5.57x10* 4.87x10*

(d) 6-Mercaptopurina Neutra

N17 0.00 0.00 - 0.988

N19 3.02 3.00 6.34x10°3 6.26x10°°
NOt 3.41 3.31 3.77x10° 3.73x10°®
N9c 3.88 3.74 1.81x1073 1.78x1073

(e) 6-Mercaptopurina Monoanionica

MA7 0.00 0.00 - 0.727
MA1 0.58 0.59 0.370 0.269
MALt 3.15 3.06 5.68x10°° 4.13x1073
MAc 4.76 4.59 4.30x10* 3.13x10*

(f) 6-Mercaptopurina Dianionica

E° GO
Tautémero Kegi X;
(kcal-mol™)? (kcal-mol™) eat !

DA -507584.14 -507604.26 - -

ancluye la contribucién de energia vibracional de punto-cero.
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» 4.2 - Estabilidad Energética y Termodinamica de la 6-Mercaptopurina en
H.O y DMSO.

La Tabla 2 muestra los valores obtenidos de: diferencia de energia molecular total, la

diferencia de energia libre de Gibbs, constante tautomérica y fraccion mol, asociados a
cada tautomero analizado en los medios H20 y DMSO, incluyendo los diversos estados
de protonacion disponibles para la 6-Mercaptopurina. Las diferencias energéticas que se
obtienen por cada estado de protonacién quedan referidas al tautdmero mas estable

presente en la disolucién.

Por otro lado, la Figura 15 es una representacion de los tautomeros mas estables

para la 6-MP en los medios H-O y DMSO, en todos los estados de protonacién posibles.
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Tabla 2 Valores de: la diferencia de energia molecular total, la diferencia de energia libre de Gibbs (kcal-mol™) [con
respecto al tautdmero mas estable], constantes de equilibrio tautomérico (K,q;) y fracciones mol (x;); a 298.15K,
para tautomeros selectos de 6-Mercaptopurina en agua (& = 78.3553) y en DMSO (& = 46.826), para sus diferentes

estados de protonacion.

AE® AG°
. . K .
Disolvente Tautémero (kcal-mol)? (kcal-mol) eqi x;
(a) 6-Mercaptopurina Tricatidnica
H,0 TC1379c¢c 0.00 0.00 - 0.626
2 TC1379t 0.49 0.30 5.98x10" 0.374
TC1379c¢c 0.00 0.00 - 0.629
DMSO TC1379t 0.62 0.31 5.89x107" 0.371
(b) 6-Mercaptopurina Dicationica
DC1379 0.00 0.00 - 0.936
H,0 DC179c 2.04 1.99 3.45x1072 3.23x1072
2 DC179t 2.43 2.02 3.29x102 3.08x1072
DC379c 4.39 4.30 7.01x10* 6.57x10*
DC1379 0.00 0.00 - 0.928
DMSO DC179c 2.10 1.91 3.99x102 3.70x102
DC179t 2.68 1.95 3.70x102 3.44x102
DC379c 4.50 4.25 7.65x10* 7.10x10*
(c) 6-Mercaptopurina Monocatiénica
H,0 MC179 0.00 0.00 - 0.998
2 MC137 3.66 3.63 2.19x103 2.18x103
MC179 0.00 0.00 - 0.999
DMSO MC137 3.71 3.63 2.18x103 2.18x103
(d) 6-Mercaptopurina Neutra
H,0 N17 0.00 0.00 - 0.776
2 N19 0.71 0.74 2.89x107" 0.224
N17 0.00 0.00 - 0.787
DMSO N19 0.75 0.79 2.70x10" 0.213
(e) 6-Mercaptopurina Monoanidnica
MA7 0.00 0.00 - 0.958
H20 MA9 2.02 2.08 2.97x102 2.84x102
MA1 2.53 2.55 1.36x102 1.30x102
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MA3 4.41 4.41 5.90x10* 5.65x10*
MA7 0.00 0.00 - 0.696
DMSO MA1 0.48 0.58 0.373 0.260
MA9 1.63 1.63 0.064 4.43 x107?
(f) 6-Mercaptopurina Dianionica
Disol T E? G°
i 3 Ke i i
isolvente automero (kcalmol")®  (kcal-mol) a x
H:0 DA -507771.70 -507791.75 - 1.000
DMSO DA -507760.83 -507785.07 - 1.000
Incluye la contribucién de energia vibracional de punto-cero.
6-MP3+ 6-MP2+ 6-MP1+ 6-MP?° 6-MP?*- 6-MP?2
TC1379c DC1379 MC179 N17 MA7 DA
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Fig. 15 - Esquematizacién y nomenclatura de los tautdmeros mas estables de la 6-Mercaptopurina, en

H0 y DMSO.
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e Medio H;O
6-Mercaptopurina Tricatidonica

Al comparar con el estudio en fase aislada, se mantiene el orden de estabilidad
con respecto a la posicion del protdn sobre el nucleo de azufre: S-cis > S-trans. Al
cambiar la constante dieléctrica del medio (es decir, de fase aislada a fase acuosa), el
tautdmero TC1379t se vuelve mas estable. A pesar de esto, no es suficiente para lograr
que la poblacién de TC1379c sea menos predominante, pues la relacion molar entre
tautomeros es ~2:1 (TC1379c:TC1379t).

Para los tautémeros de la 6-MP tricatidnica, los valores del AG° de solvatacion a
298.15K, son: TC1379c, -400.04; y TC1379t, -401.61 [kcal-mol"].

6-Mercaptopurina Dicatidnica

Para este estado de protonaciéon se tiene un conjunto de tautdmeros muy
particular, pues hay una mayor cantidad de arreglos tiol estables (en orden de estabilidad
DC179c > DC179t > DC379c). Sin embargo, no son lo suficientemente estables como

para tener una contribucién tan significativa como la del arreglo DC1379 (x = 0.936).

El cambio en la constante dieléctrica es suficiente para permitir una mayor
estabilidad energética sobre la estructura tiona. Lo anterior queda confirmado por el AG°
de solvatacién a 298.15K: DC1379, -188.99; DC179c, -184.36; DC179t, -185.88; y
DC379c, -186.11 [kcal-mol].

6-Mercaptopurina Monocatibénica

Cuando la mercaptopurina se encuentra en estado 1+, unicamente prevalecen las
estructuras de tipo tiona, MC179 y MC137, siendo la poblacion del primer tautémero la
preponderante. En similitud a lo anterior, y para su analogo hipoxantina en el mismo
estado de protonacion y en fase acuosa, las estructuras predominantes son los arreglos

ceto con la misma configuracion: K179 y K137 [28].
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Tomando en cuenta el AG® de solvatacion a 298.15K: MC179, -58.20; y MC137, -
58.38 [kcal'-mol-'], es posible percatarse que dicha variable no cuenta la historia
completa. Lo anterior quiere decir que el tautdmero con el proceso de solvatacion mas
espontaneo, no siempre es el arreglo mas estable (energéticamente hablando), sino que,
existen otros factores que estabilizan a una molécula al cambiar la constante dieléctrica
del medio. También se tienen que considerar ademas, las energias mismas de los

tautdmeros en la fase gaseosa.

6-Mercaptopurina Neutra

Se hace patente que, a pesar del cambio en el medio de estudio de la
Mercaptopurina, prevalece la contribucidn mayoritaria del tautomero N17, aunque
también se incrementa la poblacién de la estructura N19 (x = 0.224). Otro fenébmeno

importante es que, todas las especies tautoméricas neutras tipo tiol pierden estabilidad.

Asi como se ha mencionado que al cambiar los grupos funcionales en heterociclos
purinicos se modifica su reactividad, nos podemos percatar que también es responsable
de la conformacion tautomérica mas estable. Cuando la posicion 6 de la molécula esta
ocupada por un atomo de oxigeno (hipoxantina), se favorece el enlace N(9)H; por otra

parte, si se reemplaza por un atomo de azufre, se estabiliza el enlace N(7)H.

Los valores de AG° de solvatacion a 298.15K para los tautomeros neutros, son:
N17,-12.62; y N19, -14.88 [kcal-mol-']. Los datos anteriores nos permiten inferir el porqué
de la poca solubilidad de la 6-MP en agua, ya que, en ambos casos se trata de un proceso

poco espontaneo.

6-Mercaptopurina Monoanioénica

En este caso, es la estructura MA7 la que posee una contribucion notablemente
elevada; ademas, solamente tienen alguna contribucion las estructuras tipo tiona. Al
considerar que la relacion molar con respecto al siguiente arreglo mas estable (MA9) es
de ~34:1, es evidente el efecto de estabilizacion que genera el nucleo de azufre con
respecto al enlace N(7)H, inclusive con carga deslocalizada en el heterociclo.
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Los valores de AG° de solvatacién a 298.15K para los tautémeros en estado
monoanionico son: MA7, -58.79; MA9, -63.99; MA1, -56.84; y MA3, -65.21 [kcal-mol-']. Los
valores reflejan una solubilidad comparativamente mayor de la forma monoanionica,

respecto a la neutra

6-Mercaptopurina Dianionica
Solamente existe una especie en el medio, DA, cuyo valor de AG° de solvatacion
a 298.15K es de -187.49 [kcal-mol']. Lo anterior nos indica que al incluir un medio polar

prético, resulta una especie con mayor estabilidad energética.

Analizando los procesos de solvatacion para los tautomeros de los estados 6-
MP3*, 6-MP?* y 6-MP?, se puede inferir que los estados mas ionizados poseen arreglos
mas estables en disolucion acuosa; los heterociclos en estado ionizado son mas solubles

en dicho medio.

e Medio DMSO
6-Mercaptopurina Tricationica

Se puede observar que existe una contribucion predominante del tautdmero
TC1379c, sin embargo, el efecto del disolvente estabiliza relativamente a la especie
TC1379t (cuya fraccidon mol es menor en fase gas). Debe de notarse que la relacion molar
entre las especies TC1379¢c:TC1379t es ~24:1 en fase gas, mientras que en DMSO este

valor es ~2:1.

Los valores de AG° de solvatacion a 298.15K para los tautomeros tricationicos son:
TC1379c, -396.52; y TC1379t, -398.08 [kcal-mol].

Con respecto a su homodlogo, es decir, la hipoxantina (en medio acuoso), se

observa que los tricationes en su arreglo enol no mantienen la tendencia de estabilidad

termodinamica, ya que, E1379-trans es mas estable que E1379-cis [28].
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6-Mercaptopurina Dicatidnica

En cuanto al estado de protonacion 2+, se tiene que los tautbmeros con mayor
contribucion poblacional son: DC1379 > DC179c¢c = DC179t > DC379c, donde la fraccion
mol de la primera especie es notablemente mayor a la de los tautomeros subsecuentes
que estan en el mismo estado de protonacion. Bajo un primer analisis se puede notar
que la especie predominante se refiere a un arreglo tipo tiona, mientras que en fase gas
la especie mas estable es el arreglo tiol DC179c; esto indica que una mayor constante

dieléctrica del medio permite una estabilizacién de la estructura tipo tiona.

Sus valores respectivos de AG° de solvatacion a 298.15K son: DC1379, -187.28;
DC179c, -182.73; DC179t, -184.25; y DC379c, -184.46 [kcal-mol].

Realizando una comparaciéon con la hipoxantina en solvatacion con H20, se
mantiene la tendencia de estabilidad termodinamica, debido a que K1379 es mas estable
que E179-trans [28].

6-Mercaptopurina Monocationica

Al cambiar el medio en el que ocurre el proceso de desprotonacion, con respecto
al estado aislado, ha generado que unicamente dos tautdmeros predominen en
disolucion con DMSO: MC179 y MC137, donde el ultimo compuesto tiene una fraccion
mol muy baja. Por su parte, la poblacion tautomérica de este mismo estado de
protonacion en fase gas, tiene una contribucion relativamente mayor de diferentes
tautdmeros: MC179, MC19t, MC37c; como se puede observar, coexisten especies tiona
y tiol, mientras que en una fase polar aprética unicamente son estables las contribuciones
tipo tiona. Para este estado de protonacion, los valores de AG° de solvatacion a 298.15K
son: MC179, -57.65; y MC137, -57.83 [kcal-mol-"].

Al elaborar una comparacion con la hipoxantina en medio acuoso, se mantiene la

tendencia de estabilidad termodinamica, ya que, K179 es mas estable que K137 [28].

6-Mercaptopurina Neutra

40



Para el estado de protonacién neutro, los tautomeros mas estables son: N17 y
N19, pero el arreglo N17 el que prevalece. Durante afios precedentes se han observado
una serie de discrepancias relevantes con respecto al analisis poblacional de los
tautomeros de la 6-MP neutra en diferentes medios, sin embargo, tras la revisién de
diferente literatura (mencionada anteriormente en el presente texto) y los resultados
obtenidos durante la realizacion de este trabajo, se puede afirmar que, no importando el
medio liquido, la contribucion del tautobmero N17 es mayor ante N19, pues mantienen

una relacion ~4:1.

A pesar de dicha informacion, que indica la presencia del estado neutro, como una
mezcla de dos tautomeros, existen aun trabajos que utilizan al tautdbmero N19 como
referencia de estabilidad en medio polar [20]. Los valores de AG° de solvatacion a

298.15K para los tautomeros en estado neutro son: N17, -12.48; y N19, -14.70 [kcal-mol
1]_

Cuando se compara con los datos obtenidos para la hipoxantina en disolucion
acuosa, no se mantiene la tendencia de estabilidad, puesto que K19 es mas estable que
K17 [28]. Es muy probable que se favorecen los arreglos con el proton en la posicidon

N(9), debido al efecto del atomo de oxigeno.

6-Mercaptopurina Monoanionica

Cuando la 6-Mercaptopurina se hace deficiente de un protén en el medio DMSO,
se nota una mayor estabilizacion en las estructuras tautoméricas tipo cetona, prueba de
ello es que los tres arreglos mas estables son: MA7, MA1 y MA9; en este estado de
protonacibn no es absoluta la poblacion de un unico tautomero. Al hacer una
comparacion con el estudio del monoanién en fase gas, en este caso las moléculas mas
estables refieren a los arreglos MA7 y MA1, pero existe una contribucion también de los
tioles MAt y MAc. Por ultimo, para el estado monoanion, se tiene que los valores de AG°
de solvatacion a 298.15K son: MA7, -56.27; MA1, -62.97; y MA9, -55.23 [kcal-mol].
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Tras comparar con los datos de estabilidad energética de la hipoxantina en medio
H20, se puede observar que no se mantiene la tendencia de estabilidad, para este estado

de protonacion la forma K1 es mas estable que la forma K7 [28].

6-Mercaptopurina Dianidnica

Siendo el tautdmero DA la unica especie disponible en el medio, se tiene que la
energia libre de solvatacion asociada para la molécula es de -180.81 [kcal-mol'], lo cual
indica que el cambio de la constante dieléctrica del medio, favorece la estabilidad
energética del tautobmero con respecto a su estado aislado. Curiosamente, su analogo
en la hipoxantina genera una energia libre de cambio de fase muy semejante, lo que
indica que, ambos derivados purinicos en su estado 2- presentan una mayor estabilidad

al someterse a un medio polar.

Los datos obtenidos por el analisis de estabilidad energética y termodinamica de
la 6-MP, son suficientes para asegurar que el incremento en el valor de la constante

dieléctrica del medio, promueve la poca estabilidad de los arreglos tipo tiol.

Se observa que los estados ionizados de la 6-MP (3+, 2+, 1+, 1-, 2-) tienen
procesos de solvatacion marcadamente espontaneos, sin embargo, se tiene que el
proceso de solvatacion (tanto en H2O, como en DMSO) es consistentemente menos
espontaneo para las especies neutras (6-MP°) respecto a sus contrapartes idnicas. Esta
tendencia coincide con resultados experimentales, pues se ha encontrado que la
Mercaptopurina neutra tiene una baja solubilidad en diferentes medios polares,
incluyendo H20 [41, 42, 43].

A continuacion, se presenta la distribucion del tautébmero mas estable con respecto
a su estado de protonacién, tomando en cuenta los dos medios de solvatacién (H20 y
DMSO):
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~H* ~H* ~H* ~H* ~H*
6-MP* 2 6-MP* 2 6MP* 2 6MP° > 6MP"  6-MP*

+H* +H* +H* +H* +H*
TC1379¢ DC1379 MC179 N17 MA7 DA

»4.3 - Contribucion de los Sitios Tautoméricos a los Procesos de

Disociacion Protonica en Medio Polar.

En las Tablas 3, 4 y 5, se presentan los valores de las constantes de disociacion acida y
sitios de desprotonacién, en funcion de los diferentes estados de protonacion (3+, 2+,

1+, 0, 1- y 2-) de la 6-Mercaptopurina, para el estado aislado, medio acuoso y DMSO.
Tras recopilar la informacion obtenida del analisis de los equilibrios tautoméricos y

los estados de protonacion de los tautdmeros predominantes, se construyeron esquemas

de disociacion protonica los cuales se muestran en el Apéndice.

43



Tabla 3. Valores teéricos de la constante de disociacién acida microscopica y global, para los tautémeros mas

estables de la Mercaptopurina en medio aislado, en todos sus estados de protonacion.

Nivel de Tautéomero Tautomero  Sitio de Disociacion Kal pKa®
Protonacion Inicial, i Final, j Proténica P PR AGlobal
DC179c N(3) 6.17
TC1379c DC1379 S-cis 8.11
[TCP? DC379c N(1) 9.15 6.15
DC179t N(3) 5.93
TC1379t
DC1379 S-trans 6.73
MC179 S-cis 81.80
DC179¢ MC19¢ N(7) 85.06
MC179 S-trans 80.66
[DC)** DC179t MC19t N(7) 81.61 81.77
MC179 N(3) 79.87
DC1379 MC137 N(9) 82.66
DC379c MC37c N(9) 80.39
N17 N(9) 155.67
MC179 N19 N(7) 157.87
N19 S-trans 156.93
[MC]™ MC19t NOt N(1) 157.15 155.72
MC137 N17 N(3) 152.87
N19 S-cis 154.61
MC19c N9c N(1) 155.16
N17 MA7 N(1) 235.93
MA1 N(7) 236.36
[N]° N19 MA1 N(9) 23416 235.79
NOt MALt N(9) 235.75
N9c MAc N(9) 236.55
MA7 DA N(7) 303.60
MA1 DA N(1) 303.16
1-
(MA] MALt DA S-trans 301.64 303.73
MAc DA S-cis 300.23
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Tabla 4. Valores teéricos de la constante de disociacion acida microscépica y global, para los tautémeros mas

estables de la Mercaptopurina en medio acuoso, en todos sus estados de protonacion.

Nivel de Tautéomero Tautomero  Sitio de Disociacion Kal pRa®
Protonacién Inicial, i Final, j Protonica P PR Agiobal
DC1379 S-cis -27.54
TC1379c DC179c N(3) -26.08
[TCP? DC379c N(1) -24.38 -27.36
DC1379 S-trans -27.76
TC1379t
DC179t N(3) -26.28
MC179 N(3) -14.67
DC1379 MC137 N(9) -12.01
[DC?* DC179c MC179 S-cis -16.14 -14.64
DC179t MC179 S-trans -16.16
DC379c MC37c N(9) -12.53
N17 N(9) -1.40
[MC]™ MISATE N19 N(7) -0.86 -1.51
MC137 N17 N(3) -4.06
N17 MA7 N(1) 11.52
INJ° MA1 N(7) 13.39 1161
N19 MA1 N(9) 12.85 '
MA9 N(1) 12.51
MA7 DA N(7) 18.63
MA9 DA N(9) 17.10
1-
[MA] MA1 DA N(1) 16.76 18.65
MA3 DA N(3) 15.40
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Tabla 5. Valores teéricos de la constante de disociacion acida microscopica y global, para los tautomeros mas

estables de la Mercaptopurina en medio DMSO, en todos sus estados de protonacion.

Nivel de Tautéomero Tautomero  Sitio de Disociacion Kal pRa®
Protonacion Inicial, i Final, j Proténica P PR AGlobal

DC1379 S-cis -34.59
TC1379c DC179c N(3) -33.19

[TCP? DC379c N(1) -31.47 -34.36
DC1379 S-trans -34.82
TC1379t DC17%t N(3) -33.39
MC179 N(3) -21.25
DC1379 MC137 N(9) -18.59

[DC]?* DC179c MC179 S-cis -2265 -21.21
DC179t MC179 S-trans -22.69
DC379c MC37c N(9) -19.12
N17 N(9) -7.42

[MC]™ MC179 N19 N(7) -6.86 -7.52
MC137 N17 N(3) -10.09
N17 MA7 N(1) 7.55

INJ° MA1 N(7) 7.98 763

N19 MA1 N(9) 7.41 )

MA9 N(1) 8.18
MA7 DA N(7) 15.96

[MA]'™ MA1 DA N(1) 15.53 15.98
MA9 DA N(9) 14.76
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e Medio H;O
6-Mercaptopurina®* — 6-Mercaptopurina?®*

En este caso, la conformacion que tiene el proton (cis o trans) del grupo S-H con
respecto al atomo N(1), no altera significativamente la acidez de tipo Bronsted-Lowry de

los tautdmeros en este estado de protonacion.

Ambos tautémeros tiol al desprotonarse, arrojan como tautdmero preponderante

la forma tiona 1379. En esta etapa de disociacion proténica, el grupo S-H es el mas acido.

6-Mercaptopurina?* — 6-Mercaptopurina®*
En esta etapa de disociacion proténica, el tautdmero tiona 1379 es el de mayor

contribucion a dicho proceso, resultando como especie preponderante la forma tiona 179.

Para esta etapa, el sitio N(3) es el de mayor contribucion a la disociacion protonica

del heterociclo.

6-Mercaptopurina'* — 6-Mercaptopurina®

En esta etapa de disociacion protonica, el tautomero monocatidénico de
contribucion preponderante, es la forma tiona 179, para dar origen a las formas neutras
tiona 17 y 19.

De esta forma, los atomos de nitrégeno del anillo imidazdlico, son los sitios acidos

participantes. Entre ellos, el grupo N(7)-H es el de acidez relativamente mas baja.
6-Mercaptopurina® — 6-Mercaptopurinal
En esta etapa, participan los tautémeros tiona N17 y N19, para formar como

especie monoaniodnica preponderante la forma tiona MA7.

Por tanto, el sitio de disociacion protdnica en ambas especies neutras, es el grupo
N(1)-H.
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6-Mercaptopurinal> — 6-Mercaptopurina?
En esta etapa de disociacion proténica participa predominantemente el sitio N(7)-

H, y en mucho menor contribucién , el grupo N(9)-H.

De lo comentado anteriormente, se puede agregar que el tratamiento permite
describir cuantitativamente la acidez relativa de los diferentes sitios del heterociclo, en
funcién de sus grados de disociacion protdnica global. Sin embargo, los valores teéricos
de los pKa globales discrepan numéricamente de los experimentales, sobre todo, a

medida que se incrementa el estado iénico del heterociclo.
Como complemento a lo anterior, a continuacion, se presentan dos esquemas

ilustrativos (Figuras 16a y 16b) de la disociacion protdnica del heterociclo en el modelo

de disolucién acuosa.
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H* H*

S-H N(3)-H
TC1379c/
omps LT ppee L g
~274 ~-14.6 i
H* H*
N(9)-H /
NO)H N(1)-H
MC179 NI:.:;
6-MP2* - 6-MP° - 6-MP™
~-15 ~11.6
H+
N(7)}-H
MA7
6-MP*- - 6-MP?
~18.6

Fig. 16a — Esquema de los pasos de disociacién protdnica de la 6-Mercaptopurina en disolucién con

H20q), a 298.15K. Se indican unicamente los tautémeros mas representativos de cada equilibrio.
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Fig. 16b — Diagrama unidimensional de zonas de predominio (DUZP) para la 6-Mercaptopurina en

H
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medio acuoso. Se indican solamente los tautémeros de mayor contribucién en cada estado de

protonacion.
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e Medio DMSO
6-Mercaptopurina®* — 6-Mercaptopurina?®*

Ambos tautémeros tiol y bajo la disociacién protdnica, generan como especie
predominante a la forma tiona 1379 dicatidnica. No existe una diferencia significativa en

la acidez del grupo S-H respecto a la orientacion relativa del sitio N(1)-H.

6-Mercaptopurina?* — 6-Mercaptopurina’*

En esta etapa de disociacion protonica, la especie predominante de partida es la
forma tiona 1379 dicatidnica, y da origen al tautobmero monocatiénico tiona 179 como
especie preponderante resultante. En dicha etapa, el sitio N(3)-H (que es el de
participacion central en la disociacidén) presenta un caracter acido comparativamente

menor respecto al grupo S-H exociclico.

6-Mercaptopurina'* — 6-Mercaptopurina®

En esta etapa, el tautémero tiona 179 monocationico es la especie preponderante
de inicio, y da origen a las especies neutras tipo tiona 17 y 19, con una relacion molar
17/19 = 3.7:1.

De esta etapa se desprende que en la disociacién de MC179, participan ambos
sitios N-H del anillo imidazélico. De los dos, el sitio N(9)-H presenta un caracter acido

relativamente mayor que el N(7)-H

6-Mercaptopurina® — 6-Mercaptopurinal

En esta etapa, participan como tautomeros de partida, N17 y N19. De dicho
proceso de disociacidn protonica, resulta como especie tautomérica predominante MA7,
y en menor contribucion a la poblacion tautomérica en equilibrio, MA1 seguida por ultimo
de MAG9.

En esta etapa, el sitio N(1)-H es el de participacion mayoritaria en la disociacién
protonica de los tautomeros neutros, seguido de los grupos N-H del anillo imidazdlico.
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6-Mercaptopurinal> — 6-Mercaptopurina?

En esta etapa participan como especies mas abundantes iniciales, MA7 y MA1,
con una contribucion mayoritaria de la primera. De esta manera, y en la formacion de la
especie dianionica del heterociclo, participan (en orden decreciente) los sitios N(7)-H,
N(1)-H y N(9)-H.

De los valores de pKaciobales Obtenidos, también se desprende que estan
sobrevalorados, respecto a los esperados en dicho medio. No obstante a lo anterior, el
tratamiento permite establecer una escala relativa de acidez para los sitios del
heterociclo, donde el grupo S-H es el mas acido, seguido del N(3)-H, los sitios N-H del

anillo de cinco miembros, y del sitio N(1)-H.

En gran medida, dicha secuencia se aplica también para el modelo de disoluciéon

acuosa.
Como complemento a lo anterior, a continuaciéon se presentan dos esquemas

ilustrativos (Figuras 17a y 17b) de la disociacion proténica del heterociclo en el modelo

de disolucién con DMSO.
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H* H*

s-H N(3)-H
TC1379c/
6-MP3* TC1379t . 6-MP2* DC1379 . 1+
) ~-344 ~212  OMP
H* nos /T
N(9)-H / N(T;—H
N(7)-H NOMH
MC179 NI:-:;
6-MP1+ » 6-MP® - 6-MP™-
~75 ~76
H+
N(7)H /
N(1)-H
MA7 |
6-MPl- £—— ., 6-MPZ

~16.0
Fig. 17a — Esquema de los pasos de disociaciéon proténica de la 6-Mercaptopurina en disolucién con

DMSOq), a 298.15K. Se indican tnicamente los tautomeros representativos de cada equilibrio.
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Fig. 17b - Diagrama unidimensional de zonas de predominio (DUZP) para la 6-Mercaptopurina en
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medio DMSO. Se indican solamente los tautdmeros de mayor contribucion en cada estado de

protonacion.
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5 — Conclusiones

El estudio realizado permitié calcular las energias moleculares totales y las energias
libres de Gibbs (a 298.15K), de todos los tautdmeros posibles de la 6-Mercaptopurina
bajo seis estados diferentes de protonacion heterociclica bajo la condicion de estado

aislado y optimizacién completa de geometrias.

Aquellos tautobmeros mas estables fueron seleccionados, y las mismas
propiedades fueron calculadas, bajo el esquema de campo reactivo auto-consistente,

para dos modelos de disolvente (H2O y DMSO).

El estudio resultante bajo tres condiciones de ambiente heterociclico (eyqcio, €agua

Y &pmso), permitid calcular: tanto los valores de AG° de disociaciéon proténica de los
diferentes sitios tautoméricos participantes en cada etapa global de disociacion proténica
del heterociclo, y los valores respectivos de pKa® microscépico (tautomérico), asi como

los correspondientes valores de pKa® globales (macroscopicos).

Asi también, el estudio permitié esclarecer, para cada medio heterociclico, la
acidez relativa de los sitios heterociclicos, en el proceso global de disociacion protdnica
de la 6-MP.

El estudio en su conjunto, permiti6 conocer cuales son las poblaciones
tautoméricas principales de la 6-MP bajo estados diferentes de disociacién protonica,
para tres medios del heterociclo. Asi también, permitié conocer qué sitios tautoméricos
son los mas contribuyentes a cada etapa de disociacidn protdnica, y cual es su acidez

relativa.

Los resultados obtenidos para los tres medios (fase gas, modelo H20 y modelo

DMSO), permiten detectar grosso modo lo siguiente:
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a)

d)

Para los estados 3+, 1+, 0 y 1-, el tautomero energéticamente mas estable para
cada estado, sigue siendo el mismo, independientemente del valor de la constante
dieléctrica del medio. Estos son: TC1379c, MC179, N17 y MAT.

Para el estado 2+, existe una inversion en la naturaleza del tautdmero mas
estable, al pasar de fase gas a los medios en fase condensada. Para la fase gas,
el arreglo tautomérico mas representativo es un tiol; para los medios condensados

es la forma tiona.

El incremento en el valor de la constante dieléctrica (€) provoca un incremento
también, en la estabilizacién de las formas tiona. Asi es para H20O y DMSO, las
formas tiol solamente se presentan en la [6-MP]**; para los estados restantes (2+

— 2-), las formas tiona son las preponderantes.

El estudio permite ratificar la naturaleza de aquellos tautomeros mas estables
termodinamicamente en cada estado de protonacion del heterociclo (3+ — 2-) y
en dos disolventes polares. Lo anterior, permitiria contribuir al analisis
experimental de las poblaciones de 6-Mercaptopurina en disolucion (con H2O y

DMSO), en diferentes estados de protonacion.
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6 — Apéndice
Apéndice 1. Esquemas sucesivos de disociacion protonica de la 6-Mercaptopurina en el modelo de disoluciéon

. - -0 e . . c o
acuosa, y que incluyen los valores tedricos de AG™ y pKal correspondlentes a cada proceso de disociacion proténica.

%% . oh

G° =-265.9 [kcal-mol]

&
DC1 379
AN X =0.936
\;@" ¥ ? Go = -508874.54 [kcal-mol-]

3+ AGo =-35.53 [keal-mpl]

™ h pKali = -26.08
", Y NEMH +
'/\C{i@% )ﬁ% *
[ M

G° = -265.9 [kcal-mol]

?C1379o

X =0.626
= -509102.91 [kcal-mol-1]

DC1 790

x =3.23x102
=-508872.54 [kcal-mol']

mj "

e
Iy
N =-265.9 [kcal-mol]
56
“E r
DC379c
P X =6.57x10*
A=

= -508870.23 [kcal-mol-1]

TC1 379t DC1 79t

X =0.374 X =3.08x102
G = -509102.60 [kcal-mol-1] = -508872.51 [kcal-mol-1]

AG°=-35.81 [kcal-mol-]
pKal=-26.28
N(3)-H

Fig. 18a - Proceso de disociacion protonica del estado 3+—2+, en medio H2O.
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s ) 2+ AG°=-20.00 [keal-mol] s ) 1+

- Ji["f pKa&;;‘l}j.G? i /
N } = . N ; + H+

JO O\% & OO~

| H @Z} \ Go = -265.9 [kcal-mol-1]

xS
e
DC1379  \ A MC179
x =0.936 x=0.998

G = -508874.54 [kcal-mol] Go = -508628.63 [keal-mol-1]

~ l/
[J\@@—“
AN

DC179c

X =3.23x102
Go =-508872.54 [kcal-mol]

5@% -

" = -265.9 [kcal-mol-1]
,. /
OO MC137
H N N\ x =2.18x103

G° = -508625.01 [kcal-mol]

DC179t

X =3.08x102
G° =-508872.51 [keal-mol-]

M, 2+ AGo=-17.07 [keal'mol-] ~ 1+
./ W pKaﬂ;?ﬁ'% ( i/
)'Q)I% J 'LJ\OO%* o
H T \H H hi]

Go =-265.9 [kcal-mol]

DC379c MC37c

X =6.57x104 X =5.01x106
G° =-508870.23 [kcal-mol'] G°=-508621.41 [kcal-mol]

Fig. 18b - Proceso de disociacién protonica del estado 2+— 1+, en medio Hz20.
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s 1+ AG°=-1.91[kecal-mol]
i 7 pKal =-1.40

=] H 0
o N N(9)-H L N/ +
IO pe-SIR,
H 3] G

0=-265.9 [kcal-mol]

MC179

x=0.998
G° = -508628.63 [kcal-mol]

N17

X =0.776
G° = -508364.64 [kcal-mol]

s ; s 0
" /
Bt M ~ N
@es O0—| + H
S~ JQOIQ- i
!, \H Go=-265.9 [kcal-mol]
MC137 N19
x=2.18x103 x=0.224
G° = -508625.01 [kcal-mol] Go = -508363.91 [kcal-mol-1]

Fig. 18c - Proceso de disociacion protonica del estado 1+—0, en medio Hz0.
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x=0.776
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x =0.958
G° =-508083.04 [kcal-mol-]
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00—
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G° =-508080.50 [kcal-mol]
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Fig. 18d - Proceso de disociacién protonica del estado 0—1-, en medio H:O.
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Fig. 18e — Proceso de disociaciéon proténica del estado 1-—2-, en medio H-O.

59



Apéndice 2. Esquemas sucesivos de disociacion protoénica de la 6-Mercaptopurina en el modelo de disolucion en

dimetilsulféxido (DMSO), y que incluyen los valores tedricos de AG° y pKall correspondientes a cada proceso de

disociacién protonica.
/&E% H
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Fig. 19a — Proceso de disociacion proténica del estado 3+— 2+, en medio DMSO.
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Fig. 19b - Proceso de disociacion protonica del estado 2+—1+, en medio DMSO.
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Fig. 19¢ - Proceso de disociacién protoénica del estado 1+—0, en medio DMSO.
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Fig. 19d - Proceso de disociacién protonica del estado 0—1-, en medio DMSO.
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Fig. 19e - Proceso de disociaciéon protonica del estado 1-—2-, en medio DMSO.
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