577 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

ACTIVIDAD TIPO AMIDASA DE o-NUCLEOFILOS

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA

M.C. Baldomero Gémez Reyes

\B
G 19,11(318;8 TUTOR: Dr. Anatoly K. Yatsimirsky 2009
Quimicas



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia CONACYyT por la beca otorgada, No.

de registro 60227, para la realizacion de este trabajo de tesis doctoral.

Al jurado asignado, por el tiempo dedicado en la revision de este trabajo, y cuyas

sugerencias y observaciones permitieron una mejor version de la tesis.

Al Departamento de Resonancia Magnética Nuclear de la Unidad de Servicios
Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica UNAM, por su curso para el
manejo del equipo Varian Unity INOVA de 300 MHz, asi como el tiempo designado
para la adquisicion de los espectros y que representan una parte considerable de este

trabajo.

El trabajo fue presentado en la 224th ACS National Meeting and Exposition
celebrada en Boston, MA, Agosto 18-22, 2002.
Y en la XXXVIth International Conference on Coordination Chemistry realizada en

Meérida Yucatan del 18 al 23 de julio de 2004.






Este trabajo se realizd en el Laboratorio 213 del Departamento de
Quimica Inorgéanica de la Division de Estudios de Posgrado de la

Facultad de Quimica. Universidad Nacional Auténoma de México.



Indice

INEEOAUCCION. ... e et e s e e e eeaaas |
L. ANEECEACINTES. et e et et e e e aeeeeeaaans 8
Propiedades del enlace amidiCo.....ceueuiuiirininiiiniiiiiiiiiieiereeee e eenen. 8
Co0rdinaciOn de AMIAAS. ....eeeineiineieiineiintieteneerneeneeeneerseeneeaseenreeeseenseeneenns 10

Mecanismos de hidrolisis en ausencia de iones metalicos (acida, bésica, general,

ESPECITICA) tuinininiiititetenen et eeeeeeeeeeteaeueneneeneaeenasaesnenenenenensaransnsnsnsnsnsnsnens 14
Hidrolisis de amidas......eeeeieeeeuininiiiiiiirriee e eeee e e eneneneneneneaeneenanns 16
Hidroxilamindlisis no catalitica de amidas.........cceeveiereiniiiiiiniiinininniienenenens 20
Catalisis con iones y complejos metalicos en la hidrolisis de amidas...................... 24
El ion Zn(II) en la hidrdlisis de amidas. .......ceeeveeinieiiiinininiriniiiiereneeneenenes 33
OL-NUCLEOTTIOS ettt ettt e e e e e e aas 49
MEtalOCNIZIMAS. .. euteeneninineneeeeetet e eeaeeeteteneneneaeeeeeeeneneasaeeeeenensnsaseesasnens 54
CarboXipeptidasa A....e.eeeeeieiiiiiiiiieeee et ereeeeeeteteteeeneneatataaeaenenenenenans 57
2 ODJCIIVOS. ..utiiiiieeeciiieeee e ettt e e et e e e e et e e e e e eaa e e e e e e nrraeee e e e araeeas 59
3 Parte experimental............cooccviiiiiieiiiiiiee e 61
REACTIVOS. ...ttt ettt b e s s s ese s sens 61
Instrumentos y programa de analisis de datos. .....cceevuiniieiiiiiiiiniiiinienenenen.. 61
Reacciones de hidroxXilaminoliSiS......eeeeeeeeniiiurerininiiiiririeieerenerneeeeeenenennns 62
Reacciones de peroXidOliSIS. e ueueureiuiieneiiniriiirtetineeeneeeeteteeenenenenenenenenenenes 64
Modificacion de amidas.......oeeeineniniirireiiririiiierieerer et e e enens 66

Lista de sustratos usados y SU €StrUCTUIA..........ccuveeeiiiieiiiieeeiee e e 67



4 Resultados Y dISCUSION ........c.coviveivieieiceieece s 70

Hidroxilamindlisis sin 10n€s MEtAlICOS. ........eeruiiriiiniiiniiiniceeceee e 70
Cinéticas de la hidroxilamindlisis en la presencia de iones metalicos....................... 81
Hidroxilamindlisis con iones metalicos coordinados. ...........ccecceeeeveerieeecieeesieeenene 90
Ensayos con Otros PEPLIAOS. ....ccuviieiiiiiiiiiieeeiieeeciee ettt ettt e e e e aee e 94
Analisis de productos por RMN........ccooiiiiiiiiiiiieiececeeeee et 99
Hidroxilamindlisis de amidas modificadas...........ccoooeeriiiiiiiiiiiiiiiniiiiieeeee 105
Peroxidolisis de amidas..........eeueeieriiiiiniinienieeeee e 109
5 CONCIUSIONES........oooivieieieiiiee s 123
O APENAICES........oooeeeeceeeee et 125
A.- Ecuacion 4.2 (pag 75) propuesta por Jenck y Guilchrist para la hidroxilaminolisis
de fOrmMaMIAa.....cc.eoiuiiiiiiiieiee e 125

B.- Ecuacion 4.3 (pag. 77) modelo propuesto en este trabajo para la hidroxilaminolisis
de derivados de 1a glicina. ........cccueiiiiiiiiiiiiicceceee e 127

C.- Ecuacion 4.4 (pag. 87), Michaelis-Menten, para la hidroxilamindlisis con iones
INELAIICOS. 1oiiitiiieiiie ettt ettt et e et e et e e e et a e e e et e e e tbeeesaneeeensbeeenseeeensaeeennneas 129

D.- Ecuacién 3.4 propuesta por Yatsimirsky A.K. y Mejia-Radillo Y. para la
constante de desprotonacion basica del peroxido de hidrogeno............cccveeenneene. 131

E.- Ecuacién modificada para la hidroxilamindlisis de la glicinamida en la forma
acida.

................................................................................................................................. 133
F.- Ecuacion modificada para la hidroxilamindlisis de las formas neutras y anionicas
de los sustratos glicilglicina y triglicina. ..........cccooovvieeiiiiiiiiiiie e 135
7 Bibliografia.........coeiiiiiiiiiieee e 137

Articulos publicados..........ccooeviiiiiiieieeec e, 142



Introduccion

Las amidas al igual que los ésteres y nitrilos, son considerados derivados de los acidos
carboxilicos, sus procesos de hidrolisis y de hidratacion han atraido la atencion debido a su
importancia en los sistemas bioldgicos y en la industria. Asi por ejemplo, la hidratacion de
acrilonitrilo es el proceso industrial mas comiin para la preparacién de acrilamida.!) Dentro de los
sistemas biologicos, el grupo mas importante donde podemos encontrar enlaces amidicos es el de
las proteinas, su hidrodlisis es una reaccion usada para la produccion de aminoacidos. A su vez éste
mismo proceso puede servir como método analitico en la determinacion de las secuencias de esas
entidades fundamentales biologicas en proteinas y péptidos y para estudios de las interacciones de

proteinas con otras moléculas bioldgicas.

No obstante, los métodos de anélisis de proteinas generalmente requieren condiciones de
reaccion muy severas; por ejemplo en la determinacion de la composicion de una proteina
(cantidades y tipos de aminoacidos que la constituyen) se emplean HCl 6N, temperatura de
110°C e incubacién en un tubo sellado durante 24 h, es decir un medio de reaccion enérgico y
prolongado, el método tiene ademas la desventaja de destruir triptofano.”) La hidrolisis de
péptidos puede realizarse también en medio alcalino usando para ello hidréxido de bario, sin
embargo en éste sistema de reaccion se destruyen algunos aminoacidos como son arginina,

cisteina, serina y treonina.””

El método mas usado para la determinacion de las secuencias de aminoacidos es el
propuesto por Pehr Edman, el cual consiste en hacer reaccionar al péptido con
fenilisotiocianato en un medio débilmente basico. El método requiere forzosamente que el

sustrato tenga una amina terminal (terminal N) y sélo es usado para péptidos pequefios.™”

Puede verse que las amidas tienen una estabilidad muy grande, incluso en muchos de los
casos su hidrélisis no catalizada a temperatura ambiente y pH cercano a 7 se lleva a cabo en

decenas o hasta cientos de afios o incluso en miles de afios.””) Los dipéptidos N-acetilglicil-glicina



N”-metilamida, N-acetilglicil-glicina y glicil-glicina tienen hidrolisis no catalizada a 25°C con

tiempos de vida media de 600, 500 y 350 afios respectivamente.'

No podemos dejar de mencionar, que muchas estructuras biologicas realizan la hidrdlisis
de proteinas con una gran eficiencia y selectividad en medios de reaccion con pH cercano al
neutro y temperaturas de 37°C. Estas son principalmente las Enzimas que no solamente catalizan
la hidrélisis de proteinas (Peptidasas) sino también la de 4cidos nucleicos (Nucleasas), el Acido
Ribonucleico ARN y el Acido Desoxiribonucleico ADN, cuyos tiempos de vida media sin

catélisis a 25°C y pH = 7, son de 100 afios y 200 millones de afios respectivamente.”’

Las nucleasas y peptidasas son enzimas hidrolasas que incluyen en su papel biologico
la degradacion/digestion biopolimérica, modificacion de &cidos nucleicos y proteinas,
reparacion de ADN y defensa viral (restriccion enzimatica).

La hidrolisis con enzimas también se ha aplicado en la determinacion de las secuencias
de animodcidos en proteinas y péptidos. El procedimiento consiste en hidrolizar muestras
separadas con Tripsina y después con Quimotripsina. La tripsina ataca al carboxilo de los
aminodcidos que tienen un grupo funcional basico en la cadena lateral, es decir cerca de la

arginina, la lisina y en ocasiones la histidina.

NF? TH?
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La quimotripsina rompe el enlace peptidico atacando al grupo carboxilo de los

aminoacidos aromaticos. El problema con éste método es que deben emplearse cantidades

muy pequefias de la enzima, puesto que ésta se hidroliza a si misma. %
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Un nuimero creciente de estructuras cristalinas proteicas, han proporcionado evidencia
solida de que para muchas nucleasas y para algunas peptidasas los iones metdlicos son
cofactores esenciales y estan directamente relacionadas con la hidrélisis de fosfodiésteres o
enlaces amido respectivamente. Ademas, en la mayoria de las metalo-hidrolasas las cadenas
laterales de aminodcidos estan involucradas en la transformacion del sustrato participando ya
sea como acidos generales, como bases o como nucleofilos. Consecuentemente, la gran
eficiencia catalitica es, en parte, el resultado de una perfecta cooperacion coordinada del ion

metalico y uno o mas grupos funcionales orgéanicos. >

El estudio estructural de las enzimas se realiza en estado so6lido y difiere del medio liquido
de los sistemas biologicos donde se encuentran realizando su tarea. Resulta complicado estudiar el
funcionamiento de las enzimas bajo estas condiciones dado el tamafio de las mismas, de manera
que el disefio y aplicacién de enzimas artificiales de bajo peso molecular que funcionen como
nucleasas y/o peptidasas es relevante desde varios puntos de vista. Primero, es mas fécil el
estudio de las propiedades mecanisticas sobre un sistema modelo simple que sobre la propia
enzima. Los modelos pueden proporcionar invaluable informacion para el entendimiento de la
quimica involucrada en el sitio activo. Segundo, en vista de las aplicaciones bioquimicas hay
un interés sustancial en las peptidasas artificiales las cuales son mas pequefias y con mejor

disponibilidad que las enzimas propias.'®

Debe considerarse también la aplicacion de tales agentes quimicos como farmacos
para el control selectivo de la expresion genética, esto es por ejemplo que puedan servir
como agentes que controlen algunas enfermedades, o puedan restringir el efecto de
venenos o de toxinas, o que impidan el desarrollo de células anomalas. Asi mismo, las
peptidasas artificiales pueden ser tutiles en la elucidacién de la estructura de proteinas

como también en la secuenciacion de proteinas grandes.!”!

Para la hidrolisis de amidas en condiciones suaves los iones y complejos metalicos son
los reactivos mas eficientes no enzimaticos disponibles. Sin embargo, ellos no alcanzan la
eficiencia catalitica de las enzimas y en vista de las aplicaciones las grandes reactividades
serian deseables. La funcionalizacion de complejos metalicos con grupos organicos auxiliares

es una estrategia para generar peptidasas artificiales mas eficientes.



Los cationes hidratados, especialmente aquellos iones de carga 4+, 3+, y 2+, actian como
acidos de Lewis en disolucion. A nivel elemental su comportamiento puede ser adscrito a la
influencia de la carga positiva del ion metalico que facilita la pérdida del proton del agua
coordinada. Aun en disolventes no acuosos los cationes hidratados pueden comportarse de manera

similar.

M(OH,);"  ===—===" M(OH,),,(OH)™* + H+_

El agua coordinada tiene un pK, menor que el agua libre, donde el 4&tomo de oxigeno
dona un par de electrones al ion metalico adquiriendo éste carga positiva. Bajo estas
condiciones un proton se libera facilmente y como consecuencia, la nucleofilia del agua
disminuye respecto del agua libre debido a la disminuida carga electronica sobre el atomo de
oxigeno, sin embargo, puede existir una considerable concentracion de las especies M-OH en
disolucion neutra. Aunque el hidréxido coordinado no es tan buen nucleoéfilo como el propio

ion HO' libre, es mucho mejor que el agua.®

Con base a calculos de orbitales moleculares el orden de nucleofilia para las especies

derivadas del disolvente se puede resumir como sigue:

H;0" < H,O-M"™ < H,0 < HO-M™V" < HO

Por lo tanto, a un pH neutro o ligeramente alcalino, la pequefia disminucién en la eficiencia de
los iones hidréxido coordinados, en comparacion con los libres, estd mas que compensada por

., . . . . 9
la mayor concentracion de las especies reactivas disponibles."”’

El pK, del agua coordinada a complejos metalicos estd controlada por el nimero de
coordinacion y por la carga total del complejo, en el sentido de que disminuye con la
disminucion del nimero de coordinacion y con el incremento de la carga positiva, esto es, si el
ion metdlico tiene una carga positiva mayor atraerd hacia si con mayor fuerza el par de

electrones libres del oxigeno disminuyendo con ello el valor del pK,.

El efecto de ligantes coordinados sobre la acidez de las moléculas de agua coordinada
puede ser relacionado con el proceso de atraccion o liberacion de electrones, es decir se relaciona

con la basicidad del ligando. Estos efectos pueden ser transmitidos hacia o a través del cation



metélico, en tanto, la facilidad de transmision dependera de las propiedades del cation como la

configuracion electronica y la disponibilidad de orbitales apropiados.

Se sabe que el reemplazo de ligandos unidentados por analogos quelantes, especialmente
macrociclos, permite una acidez mas pronunciada para las moléculas de agua coordinada. La
explicacion se da en términos de los diferentes atributos de solvatacion en las posiciones de puente

de los ligandos, los cuales en general son hidrofobicos, y de los efectos inductivos y de campo. '

Otro aspecto a considerar en el proceso de ruptura de péptidos, es el tipo de nucleofilos
usados. Todos los sistemas antes mencionados utilizan como nucleéfilo agua o hidroxido. Por otro
lado, para aplicaciones practicas el tipo de nucledfilo no es importante. En éste aspecto llaman la
atencion los nucleofilos entre los que destacan por su reactividad los denominados a-nucledfilos.
La caracteristica principal de estas especies, es la existencia de un atomo con pares de electrones

libres en posicion adyacente al atomo donador, como lo muestran los siguientes dibujos:

RO—NH, RO-O'  o=iro C—0"
O
. ? 1 N
R,N—NH, o=?:“ R 0" /C=N—O_
0 R

Las reacciones de los a-nucleodfilos tienen constantes de velocidad mayores que las
esperadas para nucleéfilos con valores de pK, similares, de manera que en un grafico del tipo de
Bronsted se veran como desviaciones positivas de la ecuacion lineal que relaciona a esas dos
magnitudes. En otras palabras, los a-nucléofilos presentan una alta nucleofilia anormal relativa a

sus basicidades.'!)

Aprovechando las similitudes estructurales que tienen las amidas con los ésteres, estos
ultimos se han usado ampliamente en el estudio de la hidrdlisis (en términos generales en el
estudio de la sustitucion nucleofilica) de los derivados carboxilicos. Sin embargo, las amidas son
cientos de veces menos reactivas que los ésteres. A manera de ejemplo, tenemos que las
constantes de velocidad a 25°C de temperatura para la hidrélisis alcalina de los reactivos

metil-acetato, acetamida y N,N-dimetilformamida son: 1.5x10™", 7.4x10” y 1.8x10™ dm’smolss™
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respectivamente. ! I Alternativamente, para los estudios de hidrolisis se han usado amidas

activadas, no obstante, cuando los mismos sistemas se aplican a especies de interés, esto es, sobre

amidas no activadas, los resultados son nulos o poco alentadores.

Por lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se propuso imitar la actividad
enzimatica en procesos de ruptura de amidas no activadas y péptidos sencillos, haciendo uso de
iones metalicos y algunos de sus complejos, junto con la colaboracion de nucledfilos con efecto a

en un medio de reaccidn acuoso.

Los estudios realizados comprendieron la medicion de la cinética de las reacciones en
funcion del pH, de la concentracién del nucledfilo, de la concentracion del ion metalico sin
coordinar y coordinado a algunos ligantes aminados, asi como estudios en funcién de la
temperatura. En particular se usaron los nucleodfilos hidroxilamina (NH,OH) y perdoxido de

hidrogeno, y los iones metélicos usados tuvieron un estado de oxidacion (II).

Nuestros estudios cinéticos para la reaccion de hidroxilaminélisis, o reaccion de sustitucion
usando hidroxilamina como nucledfilo, mostraron que existe una contribucion catalitica
acido-especifica, acido-general y basico-general principalmente, siendo predominante la
primera de las tres. El estudio en funcion del pH manteniendo constantes las concentraciones
de los sustratos y la hidroxilamina, presenta un perfil en forma de campana con un maximo

que corresponde al pKjy del nucleofilo, lo que representa una participaciéon importante de la

especie cationica NH;OH'

Para las reacciones en las que se involucra algun ion metalico encontramos que el Zn(II) es
el que presenta el efecto catalitico mas significativo, asi, en la presencia de 0.03M de Zn(Il) y 1M
de NH,OH la ruptura de glicilglicina (GG) se lleva a cabo 10* veces mas rapido que la
hidrolisis no catalizada y 10% veces mas rapido que la hidrdlisis catalizada por Zn(II) y Cu(II).
El mecanismo involucra la coordinacion del ion metalico al grupo o amino del sustrato y el
ataque nucleofilico de la NH,OH asistida por OH™ sobre el enlace sustrato. El resultado final
de la hidroxilaminoélisis catalizada por Zn(Il) es la ruptura hidrolitica, es decir la

transformacion del sustrato a acido hidroxamico y de éste a acido carboxilico."!

Para las reacciones con H,O, como nucledfilo (pKa=11.5) en medio basico

observamos que el anion hidroperoxido rompe amidas no activadas y péptidos a pesar de que



es completamente inactivo hacia éster etilico. La ruptura por HO, procede mas rapido que por

OH’ e involucra rutas adicionales con asistencia de catélisis acida-general por H,O,, y asistencia

basica-general por OH 'y HO, .

Comparativamente hablando, la reactividad absoluta de HO, asistida por H,O, es

substancialmente mayor que aquélla de NH,OH asistida por NH;OH™: la constante de
velocidad de tercer orden para el ultimo con el anién GG es de 2.9x10” M™s™ a 60°C,

mientras que para el primero es kga= 3.9x10* M?s™ a 37°C.I'¥

Debe subrayarse que en €ste trabajo empleamos sustratos sencillos, tales como amidas
de amino acidos o péptidos, sin embargo no activados, con reactividad intrinseca baja y tipica
para los sistemas blanco biologicos. A pesar de una dificultad mucho mayor del trabajo
experimental con estos sistemas comparando con los llamados sistemas modelo, los resultados
obtenidos son mucho mas relevantes para una posible aplicacion practica de los procesos

desarrollados.




1 Antecedentes

Propiedades del enlace amidico

El enlace amidico o peptidico es la unidad estructural primaria de la cadena de
polipéptidos de las proteinas. El enlace peptidico surge de la condensacion de dos amino

acidos y el producto de tal condensacion es referido como un dipéptido.

OH
OH
CH
P -
2
H,N >~ [PH HEN- T NCOLH CH; n /l\
H ol | H /l\ N COLH
O H H,N I'{ c " 2
alanina tirosina g

alanil- tirosina

Figura 1.1 Formacién de un dipéptido a partir de dos aminoécidos

Un tercer amino acido puede condensarse con el dipéptido para formar un tripéptido,
un cuarto para formar un tetrapéptido y asi todas las demds combinaciones. El nitrogeno
tetraédrico de la amina del aminoacido con pK, = 10 pierde su basicidad ante la reaccion de

., . 15
condensacién en el enlace amido. [**!

Por difraccion de rayos X, para la mayoria de las amidas se tiene que la longitud del enlace
C-O es de 1.23-1.24 A y para C-N es de 1.32-1.34 A. Por comparacion con cetonas analogas, las
longitudes de enlace C-O estan comprendidas entre 1.21 y 1.23 A y las correspondientes a enlaces

C-N para aminas alifaticas son 1.45 a 1.47 A. Se puede ver que el enlace C-O de la amida es mas



largo y el enlace C-N mas corto respectivamente de lo esperado. Este fenomeno puede ser explicado
mediante una estructura de resonancia donde el sistema 7 se encuentra deslocalizado entre los tres
atomos O-C-N.

R R

/\.. 20 kcal/mol
N

H
_ AN
o{) 'R, © Ri

A

Y

Z

I
-+

Figura 1.2 Estructuras de resonancia para el enlace amidico.

A partir de las longitudes de enlace observadas, se puede decir que el enlace peptidico
tiene un 60% de caracter N-C=0 y 40% de O-C=N, este tltimo 40% resulta en aproximadamente
20 keal/mol de energia de estabilizacion por resonancia del péptido. '® Al mismo tiempo, esta
caracteristica impone una fuerte barrera energética a la rotacion alrededor del eje C-N, de ahi que
los 6 atomos asociados a la unidad peptidica presentan un arreglo plano. La estabilidad del enlace
en amidas y péptidos esta asociada a su geometria plana y ésta limita los posibles conférmeros que

la cadena del péptido pudiera adoptar. El porcentaje de desviacion del mejor plano a través de los

6 atomos es de 0.02 A, 0 menos.

En fase gaseosa las amidas tienen sus enlaces C-O mas cortos (1.22 A) y los enlaces

C-N mas largos (1.38 A) que en la fase solida, este es un fendmeno también consistente con

una contribucion sustancial de la separacion de cargas de la forma resonante de la amida.
Cuando la constante dieléctrica del medio se incrementa, la forma resonante con separacion de
cargas se vuelve mas importante y el enlace C-O incrementa su cardcter de sencillo, en tanto el

enlace C-N gana més caracter de doble. "

El caracter parcialmente doble del enlace C-N es también responsable de la rigidez de
la estructura plana de la amida. Ademads, para amidas terciarias, la suma de los angulos de
enlace alrededor del nitrogeno da un valor de 360°, consistente con una amida de estructura

plana.
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Para estructuras del tipo N-alquilacetamida, la gran barrera de rotacion crea la
posibilidad de dos rotameros, donde el grupo alquilo se encuentra ya sea cis o trans al

oxigeno, véase la fig.1.3.

0 CH, 0 b
"\ "\
H,C H H,C CH,

Figura 1.3 Rotameros para la N-metilacetamida

De un total de 107 estructuras examinadas, en todas se encontrd que el grupo alquilo
estaba en posicion cis al oxigeno y nunca trans. A partir de célculos de mecéanica molecular
(MM3) se ha encontrado que para la N-metilacetamida, la forma cis es 2.94 kcal/mol mas

estable que la estructura trans. ['*!

Coordinacion de amidas

Como ya se menciond, en la amidas ambos enlaces C-N y C-O poseen una cantidad
comparable de caracter doble y sencillo, lo que resulta en una apreciable deslocalizacion
de la carga negativa sobre el atomo de oxigeno del carbonilo de la amida. Asi, se espera
una interaccion predominante de los iones metalicos y H' sobre el atomo de oxigeno en
una amida neutra. "

Para que el nitrégeno amidico pueda coordinarse a un ion metalico es necesario su
desprotonacion, lo cual s6lo ocurre hasta una concentracion de OH superior a 1M, pK, 15. %
El grupo amidico también es una base muy débil llevando a cabo la protonacién sélo en medio
acido 1M, p. Ej. La N-metilacetamida tiene un pK, de -0.7. Se puede decir que las amidas son
neutras en el intervalo de pH de 0 a 14.

La figura 1.4 resume el equilibrio de protonacion de amidas ordinarias. Cerca de las
flechas aparece el valor aproximado del logaritmo de la constante de equilibrio. Del lado

izquierdo corresponde a un medio fuertemente basico, en el centro un medio neutro y de lado

derecho un medio acido.
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El nimero 7 de la flecha descendente del lado derecho indica que la constante del
equilibrio tautomérico favorece la protonacion del O sobre el N de la amida en un factor de
107, lo que significa una interaccion predominante de los iones metalicos y proton sobre el

atomo de oxigeno en una amida neutra. *'!

R Ho8 RO ™/
15 %N\ —> %N\/
R . /O R 0 R
—N -1
AN
() © R 8 !

Figura 1.4.-Equilibrio proténico en el grupo amida con logaritmos de la constante de protonacion
representativos cerca de las dos flechas horizontales y las tres diagonales. Y logaritmo de las
constantes de equilibrio tautomérico en la direccion favorecida en las dos flechas verticales. A la
izquierda se encuentran las especies en medio fuertemente basico, arriba en el centro pH de 0 a 14,y
disoluciones fuertemente acidas abajo a la derecha.

La interaccion del oxigeno del carbonilo de la amida con 4cidos de Lewis es muy débil
debido a que su basicidad es pequeiia, el pK, es de —1. El intercambio de un protén de la
amida por un ion metélico podria proporcionar un enlace mas fuerte pero habria una fuerte
competencia entre ambas especies positivas debido a la fuerte basicidad del nitrogeno
desprotonado de la amida (pK, = 15). Un ejemplo bien conocido es la reaccion de Biuret
donde un catién de Cu®" intercambia un proton del nitrégeno de amida en pH fuertemente
basico. * Las amidas simples en estado neutro forman aductos débiles entre el ion metélico y

el oxigeno, mientras que la sustitucion de un hidrogeno de amida y la coordinacion en el

nitrégeno de amida ocurre raramente en disoluciones neutras.

La extension de las interacciones de los iones metalicos se puede incrementar mediante
el aseguramiento inicial del ion metéalico. El ion se puede anclar en aminas terminales
formando un anillo quelato de cinco miembros con el primer oxigeno amidico. Después que el

ion metélico se coordina a la amina terminal, existe la posibilidad de una interaccion mas
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fuerte mediante la desprotonacion del nitrogeno de la amida. Por ejemplo, la glicilglicina en
presencia de Cu(Il) presenta un perfil pH-velocidad en forma de campana con maximo a 4.2 -
4.4, pH que corresponde al punto medio de titulacion para la generacion del complejo de Cu
tricoordinado que contiene amida desprotonada. *** ¥} En cambio con el mismo sustrato y en

la presencia de Zn(II) no se observa la desprotonacion del nitrogeno de la amida.

Los iones metalicos capaces de desplazar un proton con un valor tipico de pK, para la
pérdida del proton de amida en paréntesis y en orden decreciente de la fortaleza del enlace del
nitrégeno de amida-ion metalico son: Pd** (<2)>Cu*" (4)> Ni*" (8) > Co*" (10). Estos valores
son significativamente menores al valor de pK, = 15 para la desprotonacion del nitrogeno

peptidico en el ligando libre. (200, [24]

~o b)

Iz

Figura 1.5 A valores de pH = 10 los iones metalicos Pd(Il), Cu(II), Ni(Il) y Co(II) son capaces de
coordinarse al nitrogeno amidico por desplazamiento del protdn, estructura a). En tanto que Zn(Il) en las
mismas condiciones de reaccion se coordina con la amida como lo muestra la estructura b).
A pesar de que el Zn(II) no logra desprotonar a la amida de los oligopéptidos de glicina
sino hasta un pH>10 donde ya hay competencia por la formacion del hidroxido metalico, si es
capaz de provocar tal efecto en glicilhistidina a un pH de 7. %> 1 Vemos entonces que con

este ion metalico el proceso de desprotonacion de amida sucede con sustratos con buenos

grupos coordinantes como lo es el imidazol de la histidina.

Los péptidos pueden tener extremos con grupos amino o bien con grupos carboxilo,

ambos grupos difieren marcadamente en su utilidad como grupos ligandos en la interaccion de
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iones metalicos y grupos amidicos. Los compuestos modelo mas simples son glicinamida,

amino terminal, y N-acetilglicina para la terminacion en carboxilato.

0 lTI 0
HzN\)J\ H,C N\)J\
NH, T OH
. . . O
glicinamida N-acetilglicina

La N-acetilglicina actiia como ligando unidentado a través del grupo carboxilato. El
ligando es un acido débil con pK, = 3.4, y la constante de estabilidad para su complejo con
Cu(Il) es pequeda log K, = 1.3. La constante de estabilidad es similar a aquélla para

formiato cuya basicidad también es comparable. *)

La glicinamida quelata débilmente al ion metélico a través del grupo amino y el oxigeno del
carbonilo, sin embargo como puede esperarse de lo dicho arriba ocurre una coordinacién mas fuerte
cuando se sustituye el hidrogeno del nitrogeno de amida por algin ion metalico, en particular con
Cu2+, Ni2+, Pd™. La reaccion anterior, cuando Cu*" es el ion metalico, ocurre en disoluciones neutras

(pK.=7.0) y cuando es Ni %" en disoluciones més basicas. 1**

Se puede establecer que un péptido amino terminal formara un quelato de 5 miembros
con algin ion metalico y que otro terminado en carboxilo sélo tendra coordinaciéon mediante el
oxigeno de carboxilato donde ademads sera dificil un enlace extra con el nitrogeno de la amida

pues resultaria en un desfavorable quelato de 7 miembros.

Las diferentes capacidades de los iones metalicos para desplazar el proton de amida
procuran diferentes estructuras y estequiometrias al momento de la coordinacion. Por ejemplo,
para el caso de Cu®" y los diferentes oligomeros de la glicina encontramos estructuras
tetragonales y estequiometria 1:1, p. Ej. para la diglicina el Cu*" es coordinado por la amina, el
nitrogeno de amida desprotonado y el carboxilato, la cuarta posicion puede estar coordinada a
algin nucleéfilo. En cambio con Ni*" y el mismo sustrato la estequiometria es 1:2 y el solido

es azul, paramagnético y hexacoordinado. **!

Cuando el sustrato es triglicina, Cu®" mantiene su estructura tetragonal y el complejo
tiene un nitrogeno de amida mas desprotonado y coordinado al ion metéalico. Ni*" en cambio

presenta una estructura plana y el complejo es amarillo diamagnético y hexacoordinado.
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El ion Zn®" en pH mayor a 4, se coordina a los derivados de glicina a través de la
amina y el carbonilo de la amida formando un anillo quelato pentagonal. La constante de
estabilidad (log K = 3.1) es considerablemente menor que aquéllas para Cu®" y Ni*" (5.55 y
4.0 para los complejos con diglicina, respectivamente), sin embargo es comparable a aquélla
para Co”" el cual si provoca la desprotonacién de la amida a un pH cercano a 10. En el caso de
Co”" sucede la desprotonacién debido a la estabilizacion del campo ligando. Ademas para los
bis dipéptidos complejos hay una estabilizacién adicional para Co** debida a la conversion a

un estado de bajo espin. ¥

Mecanismos de hidrdlisis en ausencia de iones metalicos (acida,
basica, general, especifica)

La hidrolisis de anhidridos, ésteres y amidas de acidos carboxilicos directamente con
moléculas de agua como nucleodfilo (llamada hidrolisis “neutra” o “acuosa”), sucede con
velocidad detectable a temperatura ambiente unicamente para substratos muy activados, tanto
por la parte acilica (por ejemplo, derivados del acido trifluoroacético) como por parte del

grupo saliente (anhidridos, ésteres nitrofenilicos).

La hidrolisis de sustratos menos activados puede llevarse a cabo con Ila
participacion de H™ y/o con OH', a lo que se denomina hidrélisis dcido-base especifica.
También es posible que otras especies puedan participar como acidos o como bases, esto
es por ejemplo: iones metalicos, ambos componentes de las disoluciones amortiguadoras
(buffer), acidos y bases de Bronsted y en general 4cidos y bases débiles; en tal caso se

habla de una hidrélisis dcido-base general. P!

Los 4cidos y bases generales se pueden designar como BH" y B, si los términos [BH ]
y [B] estan presentes en la ley de velocidad, entonces invariablemente se presentara también la
hidrolisis catalizada por las especies H y OH'. Por consiguiente la constante de velocidad

aparente queda expresada por la ecuacion 1.1:
k=lky+ ky[H'] + kon[OH] + kgu[BH'] + k5[B]  (1.1)

en donde k, es el término debido al disolvente (hidrolisis acuosa). %
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Los primeros términos también pueden representar catalisis dcida o basica general, en
. . + . . Js r ]
donde el disolvente, el ion H" y el ion hidroxido estén actuando como 4cidos o como bases

generales. Si este es el caso la expresion anterior se reduce a la forma:
+
=Xk, B Yk 8] a2

Un concepto esencial en la catélisis dcido-basica es que tanto un acido como una base
deben hallarse presentes. No es suficiente la protonacion de la molécula del sustrato para que
tenga lugar una catalisis acida efectiva. Ademas el proton debe eliminarse del intermediario de

.y . 33
reaccién en alguna etapa con una base (en muchos casos el disolvente).™*”!

Dentro de la catalisis acido-base general el proceso de transferencia protonica puede
llegar a ser importante en el estado de transicion, como lo es en la enolisacion de la acetona.
Sin embargo para los grupos acilo y carbonilo la transferencia del proton no es la mayor
barrera de energia de la reaccion. En estas reacciones el catalizador asiste a la reaccion
mediante la remocion de un proton de un grupo atacante o agregando un proton al grupo
carbonilo o al grupo saliente, y la principal barrera de energia esta dada por la formacion o
ruptura del enlace entre atomos pesados y el carbono, mejor que la propia transferencia del

proton.??!

La eficiencia de la catélisis acida o basica general es proporcional a la fortaleza del
catalizador y la pendiente de un grafico del logaritmo de la constante de velocidad contra pK,
de una serie de catalizadores es una medida de la sensibilidad de la reaccion a la fortaleza del
acido o base que intervienen en la hidrdlisis. Ambos logaritmos de las constantes estan
relacionadas linealmente con los cambios de energia libre, por lo tanto son relaciones lineales
de energia libre (LFERs, del inglés  linear free energy relationships™).

ka = GaK,* ; ..(1.3)

ks = Gg(1/Ky)" .. (1.4)

Las mismas ecuaciones escritas en forma linealizada:

log ka = 10gGa — apKa; ... (1.5)

log kg =1logGg + BpK, ... (1.6)
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Para una determinada reaccion G, y Gp son constantes.

Estas ecuaciones son las llamadas relaciones de Bronsted y los parametros o y 3 son

los parametros de Bronsted.

Tomando como ejemplo el coeficiente a, se puede decir que la relacion de Brensted
compara la energia libre de un equilibrio para la transferencia completa del proton con la energia
libre de formacion de un estado de transicion el cual involucra la transferencia parcial del proton.

Los limites para este proceso y por lo tanto para o y 3 quedan comprendidos entre 0 y 1.

Un valor negativo de a significa que con el incremento de la fuerza 4cida resulta en
una actividad catalitica decrecida, lo cual es inconsistente con la nociéon de que la catélisis

4cida es un fenomeno de transferencia protonica. **!

La desviacion de la relacion implica que diferentes efectos, los cuales afectan a las
energias libres de las reacciones, no lo hacen en la misma proporcion, es decir, la influencia de
alguin factor puede ser considerado anormal entre otras sobre el pK, del catalizador o sobre el
estado de transicion de la reaccion. Por ejemplo, la desviacion negativa exhibida por los
carbonos acidos se debe al hecho de que la velocidad de transferencia del proton de los
carbonos 4cidos es generalmente lenta, mientras que la transferencia de los protones de
oxigenos, nitrogenos y azufres acidos en la direccion termodindmicamente favorable estd
generalmente limitada por la velocidad de difusion, asi que la velocidad de transferencia del

protdn por si misma debe ser mas grande que la velocidad controlada por la difusion.*”

Hidrolisis de amidas

Los principales aspectos del mecanismo hidrolitico de amidas fueron establecidos en los
trabajos de M. L. Bender y sus colaboradores. > En disolucion neutra la hidrolisis no catalizada de
amidas y péptidos es un proceso lento con una constante de velocidad tan baja como 10" s a
temperatura ambiente. La hidrolisis de amidas catalizada por &cidos es mas rapida que aquella
catalizada por bases. Mediante estudios de intercambio de O'® se ha demostrado que en la hidrélisis
basica se forma un intermediario tetraédrico en el cual el intercambio es mas rapido que la hidrdlisis,

debido principalmente a que el NH;"es un grupo saliente muy deficiente, véase la figura 1.6. P37
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o®  op- o 0
R | NH, - )L + 38

R NH, OH R NH,
O _ 0O
)L + NH» —»)L + NH3
R OH R O—

Figura 1.6 Hidrolisis basica de amidas con O™, en donde la sustitucién nucleofilica es més lenta que el
intercambio.

La basicidad extrema del grupo saliente NH, hace indispensable la participacion de un
acido que done un protén al anién amido en el intermediario tetraédrico, o la participacion del
segundo anion hidroxo que desprotone el grupo OH del intermediario y asi incrementar la carga
negativa total para empujar el grupo amido. La ley de velocidad para la hidrdlisis alcalina de
anilidas contiene un término de segundo orden con respecto al ion hidréxido. El ataque del ion
hidroxido catalizado por otro ion hidréxido es muy poco probable, por lo que la etapa
determinante debe ser la salida del grupo NH, ( o NHR o NR;") a partir de un intermediario de

adicion tetraédrico y anionico. Un posible mecanismo se muestra en la figura 1.7 a). ©**

a)
o> 0 N 0
OH /\\)k =—= B—~n2o CNHR = BH +)k ' TNHR
R™ NHR’ R "0
R
_ - H/B+ b)
D I P i
OH _/\\)J\ <——’HO+NHR’ =0 | NHR’ B + )k _+ NH,R’
R™ "NHR’ . R R R0

Figura 1.7 Hidrolisis alcalina de amidas, a) participacion de una base B que desprotona al OH del
intermediario (por ejemplo un segundo OH’, reaccion de segundo orden). b) Mecanismo cinéticamente
equivalente al anterior, pudiendo ser B una base general.
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También ha sido informado que la hidrélisis de anilidas esta sujeta a la catalisis basica
general, lo cual sugiere que en la ley de velocidad el término de segundo orden con respecto al
ion hidroxido puede representar una catalisis basica general. La catalisis basica general puede
ocurrir conforme al mecanismo de la figura 1.7a) o al mecanismo b) de la misma figura, los

s gy : 40], [41
cuales son cinéticamente equivalentes. P70k [41]

Este Gltimo mecanismo es mas probable porque evita la formacion del anién anilina
(pKa ca. 27), el cual es tan inestable que al menos ciertamente no ocurre como un

intermediario libre en disolucion acuosa.

La hidrdlisis alcalina puede ocurrir en una reaccion con un término de primer orden
respecto al ion hidréxido, esto bajo condiciones en las que la ruptura del intermediario es la
etapa determinante. Para una reaccion acuosa el agua es la especie que dona el proton

solvatado al anion saliente NH, B7

La hidrolisis acida probablemente también se produce a través de un intermediario
tetraédrico, pero en este caso no se encuentra intercambio de O'® en la amida recuperada porque en

la reaccion directa interviene un grupo saliente mucho mejor, el amoniaco, figura 1.8.

O H+ +OH OH
)L  — )L —_— R4’~NH2  —
R® NH NH
2 R 2 + OH,
OH . OH O .
¢
R—’—NH3 - Rﬁ< + NH3 —> )k + NH4
OH OH R OH

Figura 1.8. Hidrolisis 4cida de amidas.

En la introduccion se menciond que los ésteres y las amidas tienen estructuras
similares, razon por la cual los primeros se han usado en el lugar de las segundas. Sin embargo
ambos tipos de compuestos no soélo difieren en sus velocidades de reaccion de hidrélisis sino

también en su mecanismo. Lo anteriormente dicho se resume en la figura 1.9.
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o OH
(0] s ky
)k + HoO R X R——X
R X k-1 181y 54
/
H H
N
0,
o] ka
HX + )k <~—— R X
R OH 180"
18
si k|, >> k, existe la formacién de R)LX
Cuando X = halégenos, k2 >> k_l
Cuando X = OR con R = Me, Et,, k2 > k—l

CuandoX=NHR Kk, <<k _,

Figura 1.9. Mecanismo general de hidrélisis para derivados carboxilicos. [3¢]

La existencia o la ausencia de intercambio con el is6topo '*O nos indica cual es la etapa
determinante de la reaccion. Si no existe el intercambio de 4tomos de oxigeno significara que la
formacion del intermediario tetraédrico es la etapa determinante de la reaccion puesto que k. es
pequefia comparada con k, y ese es el caso para halogenuros y ésteres aromaticos. La presencia de
80 en el compuesto de partida nos lleva a la situacion en la que k., es grande, de ahi que la etapa
descrita por k, sea la determinante, es decir, la descomposicion del intermediario tetraédrico.

Para amidas k., >> k,, puesto que la salida del grupo NHR (pKa = 27) se ve

desfavorecida dado el caracter fuertemente basico de este grupo. *]
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Hidroxilaminolisis no catalitica de amidas

La reaccidon de hidroxilamina con los derivados de los acidos carboxilicos,
hidroxilaminolisis, es una reaccion de sustitucion nucleofilica en la que el nitrogeno actia
como atomo donador a través de su par de electrones libres, en tanto que el carbono de
carbonilo del sustrato recibe la carga negativa comportandose de esta manera como el atomo

aceptor, el producto formado es el dcido hidroxdmico correspondiente.

O OS(‘) O
R + HJ¢—OH————>»R\39M\ — \V/ﬂ\ + HX
X <’ X NHOH
H2N\
OH

Figura 1.10 Formacién de 4cido hidroxamico a partir hidroxilamina y derivado carboxilico

La otra posibilidad de reaccion entre el a nucleodfilo y el sustrato es que el oxigeno de la

hidroxilamina sea el &tomo donador para dar como producto O-acilhidroxilamina.

ONH,

5(-)
0 O 0
R\)J\ + HZN—OH _ = R\SQJ\ . R\)J\ + HX
X ) X

O~H

H,N

Figura 1.11 Formacion de O-acilhidroxilamina, hidroxilamina maés derivado carboxilico

Esta forma de reaccionar es un tanto inesperada dado que el atomo de nitrogeno es
mucho mejor nucledfilo que el oxigeno, la reaccion sucede favorablemente a pH cercano a la
neutralidad y en disoluciones acuosas o alcoholicas de hidroxilamina diluida. No obstante el
O-acilhidroxilamina es inestable y se transforma posteriormente en el 4dcido hidroxamico, sobre

<7 . ;o r 42
todo cuando la reaccidn se encuentra en medio basico, véase la figura 1.12. [
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0 o*” Q
+ H,N—OH—— R\N)J\ — QJ\ + H,N—OH
\)J\ONHZ ? <’ ONH, NHOH = *
HZN\
OH

Figura 1.12 Conversion espontanea de O-acilhidroxilamina a acido hidroxamico.

La hidroxilamina reacciona con amidas simples cerca de la neutralidad y a pH
alcalino. En medio casi neutro los sustratos se transforman lentamente a productos, asi
que para propoésitos analiticos es necesario llevar a cabo la reaccidon a temperaturas

elevadas.

La velocidad de reaccion de hidroxilamina con amidas simples en funcion del pH, pasa
a través de un maximo alrededor de pH 6 debido a la catalisis 4cida general realizada por el
ion hidroxilamonio. El valor del pK, de la hidroxilamina es cercano a 6 y a pH con el mismo
valor, la concentracion de las especies protonada y neutra es la misma, consecuentemente el
pH al cual se encuentra el maximo del producto de concentraciones de hidroxilamina e
hidroxilamonio es 6, y por lo tanto en este punto se tiene la méaxima velocidad. Cabe

mencionar que el propio nucleofilo actia al mismo tiempo como un buffer en la reaccion.

El hecho de que la velocidad de formacién del 4cido muestre una dependencia
mayor a la de primer orden en funcidon de la concentracidon de hidroxilamina, demuestra
también la participacion del cation del nucleodfilo junto con su forma neutra, véase la

figura 1.13. [**]

Para el caso de los sustratos formamida y acetamida, el grafico de la constante de
velocidad de segundo orden aparente (k,’ = kon/[NH2OH]) contra la concentracion total de

hidroxilamina, muestra una disminucion de la pendiente.

Una desviacion positiva de este grafico demandaria la adicion de solo un término a la
ley de velocidad, pero una desviacion negativa es evidencia de un cambio en la etapa
determinante de la ley de velocidad, esto implica también la existencia de un intermediario de
estabilidad apreciable en reacciones al grupo carbonilo. I** En muchos casos la existencia de

. . .y, . . .. . 44
un intermediario de adicion ha sido comprobada por evidencia independiente.!**!
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Base libre
10%
H 20%,,
N .+ _OH
H— N - 0.5 |- s
\ - :
H 6+ . . 40%
\\ S50%
' ~ a1 b 60% °
\ = o0l0 o 5
-0 £
o+ = 80%
) a
NHR “2_05 B 0 © 90%
Q
N HZOH . | .
05 1O I5M

. Concentracion total de hidroxilamina
Figura 1.13 Accion catalitica del

hidroxilamonio  sobre  derivados
carboxilicos.

Figura 1.14 Dependencia de la constante de velocidad de
segundo orden para la formacion de acido formohidroxamico
(ks = kq/[NH,OH]) en funcion de la concentracion de
hidroxilamina a diferentes fracciones de neutralizacion a
39°C, fuerza i6nica 2.0. ™!

Las pendientes de las lineas en la figura 1.14 son las constantes de velocidad para la
catalisis de la reaccion por hidroxilamina o por hidroxilamonio. Las curvas se extrapolan hasta
un punto cerca de cero, lo cual indica que la reaccion no catalizada s6lo hace una contribucion
menor a la velocidad observada. Los valores de k,’ son mayores en disoluciones mas acidas
(por ejemplo 10% de base libre, véase la misma figura), lo cual indica que el ion
hidroxilamonio es un catalizador més efectivo que la hidroxilamina libre. Las pendientes de
las lineas y de ahi las constantes cataliticas, son mayores a concentraciones de hidroxilamina
menores y decrece a concentraciones mas altas de este nucleofilo. Esto es una evidencia para un
cambio del paso determinante de la velocidad fuertemente dependiente de la concentracion del
catalizador a otro en el cual depende débilmente, es decir un cambio de la formacién a la

descomposicion del intermediario de adicion tetraédrico. [*



23

El mecanismo para la hidroxilaminolisis de amidas propuesto por Jencks W.P. y

Gilchrist M., *! con formamida como sustrato se muestra en la figura 1.15.

Q OH %
)k = k,[NH,0H*] KINHOHT ,
R~ N fFNHOH =——= R NHR ————> * NHR
H k ,INH;OH*] k,[H'] R NHOH
NHOH
a)
k1
k,JNH,OHJ*
(0] 2 : 3 OH o
)J\ = kH k,INH,OH"] ,
R SN * NHOH ——= R NHR ————> + NHRR
H k., R NHOH
K ,[NH,OH"] NHOH
K H*
b)
Figura 1.15 Mecanismos para la hidroxilamindlisis de formamida propuestos por Jencks W.P. y
GilchristM. **]
La ecuacion de velocidad que se desprende de la figura 1.15 a), es la ecuacion (1.7)
kops/[NHLOH] = ki [HA](k + ks[HA] + ka[H' /(s + Ia[HA] + ki[H'] + ka[HAD) ... (1.7)

y para el mecanismo alternativo b) de la misma figura, se obtiene la ecuacion (1.8).

kobs/[NH,OH] = ky[HA] (k1 + ko[HA] + ks[H )/ (ki + ko[HA] + ks[H'] + ky[HA])
(1.8)

de donde [HA] = [NH3OH+], y kobs €5 la constante de velocidad observada de primer orden de

la reaccidn.

A partir de los datos cinéticos no es posible distinguir entre los mecanismos a) y b) del

esquema de reaccion propuesto por Jencks W.P. [**!
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Catalisis con iones y complejos metalicos en la hidrolisis de amidas

Los iones metalicos o complejos de iones metalicos presentan eficiencia catalitica en la
hidrélisis de amidas y péptidos. Un ion metalico es un acido de Lewis capaz de polarizar
efectivamente el enlace carbonilico mediante la coordinacién metal-oxigeno. Ademas, el ion
metalico puede coordinar a un grupo hidroxido de tal forma que puede haber una gran
concentracion de OH en disolucidon neutra o ligeramente alcalina. La coordinacién de
moléculas del disolvente y su desprotonacion para funcionar como un nucleéfilo es otra de las

posibilidades.

Una parte importante del trabajo en la hidrdlisis de amidas se ha enfocado en el uso de
metales y sus complejos, en un intento de proporcionar una version a pequefia escala de una
metalopeptidasa. Aunque los iones metalicos por si solos son efectivos en promover la hidrolisis
de péptidos, éstos tienen limitaciones en su reactividad y solubilidad. Los complejos metalicos
ofrecen soluciones a éstos problemas, ademds de brindarle al metal quelatado propiedades que

pueden ser usadas en el control de su reactividad. *

Los iones metalicos y grupos funcionales organicos pueden promover la hidrdlisis de

amidas en las siguientes formas:

1. Activacion del carbono de carbonilo mediante la coordinacion del ion metélico al oxigeno

del carbonilo.

L M*2 L M*
6 0O
J\ —> R NHR

Py
N
Z
T
X

o

T

2. Activacién intramolecular electrostatica en el estado basal o estabilizacion del estado de
transicion por coordinacion del ion metélico al oxigeno carbonilico y a un grupo donador

adyacente.
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Mn+ M"“’ M“*‘
H2N /O - H2N ) — H2N .NHZ
— + Nu:” \7/
NH, Nu NH, Nu O~

HN O

\_/< + NH;

Nu

3. Ataque nucleofilico sobre el sustrato por un grupo funcional o por un OH metal-coordinado,

el cual es generado a pH neutro mediante activacion acido-base del agua coordinada al ion

metalico.
L,M*
\QH (|)|-|
> R NHR’
R NHR’ |
T O~
(0]

4. Mecanismo concertado con la participacion de moléculas del disolvente para el caso de

agua
LM
LM t Yk
S oy + LoM—0H /""OHy
o' 2T catalisis basica  0— Mbn o\\) >I\-I_, catalisis basica 0
/ especifica // -0 general |
R o / AN > R OH
R NHR’ R on - H |
HR R NHR NHR’

5. Estabilizacion del grupo saliente por coordinacion del metal, o por transferencia de un proton.
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Catalisis acida general. (73, 18]

6. Coordinacion del nitrogeno de la amida desprotonada por el propio ion metélico,

situacion en la que no se presenta la hidrolisis.

HZ,{ %
/c > (
N o
N, Mg HZC\ N——CH,COOH
N S oohi—
/o

En todos los mecanismos excepto (3) se supone que el grupo amido puede ser
coordinado con el ion metalico aun en el estado inicial. Tomando en cuenta la muy baja
basicidad del grupo amido, su coordinacion en disolucidon acuosa parece poco probable, sin
embargo, hay ciertas evidencias de por lo menos una débil coordinacion de amidas aun en
medios acuosos. Asi, la constante de estabilidad del complejo de formilmorfolina con

(%61 E] mecanismo (2) opera en muchos sistemas modelo

Co(III) en agua es igual a 0.4 M.
que tienen un grupo quelatante especialmente disefiado para aproximar el ion metalico al
grupo amida. El mecanismo (3) es comun para la ruptura de ésteres activados y no implica una
activacion del sustrato por parte del ion metalico. [*”! El mecanismo (4) es probablemente mas

comun para el caso de amidas.

Si bien existe investigacion sobre la hidrolisis de amidas usando iones metalicos, muchos
de éstos trabajos han sido realizados usando sustratos activados y ademas especialmente
disefiados para coordinarse a los iones metalicos. Como ejemplos podemos mencionar las
amidas 1y 2 de la figura 1.16, la rapidez de la hidrolisis alcalina de estas aumenta 10° y 10°

veces en presencia de Cu(II) y Ni(II) respectivamente. 1 [*]
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= NMe2
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1 2 3
Figura 1.16 Ejemplos de amidas activadas

En el caso de las lactamas sintetizadas por Groves (estructura 3 de la figura anterior,
1-[(6-(dimetilamino)metil)-2-piridil)metilhexahidro-1,4-diacepin-5-ona) la amida no es activada
pero coordina fuertemente al ion metalico, no sélo tiene un sitio conveniente de coordinacion

59 Bntre

sino que ademas el enlace amido a ser hidrolizado queda muy proximo al ion metalico.
otras, el sitio de coordinacion les permitio tener control en los modos de interaccion entre el ion
metalico y el carbonilo de la amida. Conforme a los mecanismos de la carboxipeptidasa A
(CPA), existen tres modos probables de interaccion metal-amida, A, B y C como se muestra en

la figura 1.17.

N(CH,), 0 0
\+ //,O O N,,///O O /,,//O O
QL—/ 0{@ 88, (e 05

Figura 1.17 Modos de interaccion para el complejo 1-[(6-(dimetilamino)metil)-2-
piridil)metilhexahidro-1,4-diacepin-5-ona) Cu(IL).>"

Previamente se mostrd que el primer tipo de interaccion (estructura A de la misma figura
anterior) s6lo proporciona un pequefio incremento de la velocidad o incluso produce
inhibicion. " Los modelos de “Space-Filling” para la lactama muestran que la configuracion
en forma de bote es la mas favorecida, en esa forma estructural no es posible la interaccion del
tipo A puesto que el ion metdlico queda por encima del plano de la amida siendo por lo tanto

las interacciones B y C las mas probables.
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2+

La hidrélisis del sustrato 3 en presencia de Cu” mostré un incremento en la

velocidad de reaccion de aproximadamente 108 veces, (kobs = O.88X10'“s'1, sin ion

metalico y 1.39x107s™ en la presencia de Cu*").

Los altos efectos cataliticos en esos sistemas son considerables y en todos los casos
el nucleodfilo (OH") funciona en forma coordinada al metal que lleva a, por lo menos, dos
efectos: aproximacion del nucledfilo al grupo amida y activacion electrofilica de este
grupo a través de la interaccidon del carbonilo con el metal. No obstante, los sustratos
practicamente importantes son no activados con una reactividad muy baja y sin sitios para

. ., .. 2
una coordinacion de metales eficiente. P2 %3]

Uno de los primeros estudios sobre amidas no activadas fue la hidrolisis de glicinamida
y de éster etilico de glicina en presencia de cationes de Cu(Il), Zn(II) y Ni(Il). 54 En el caso
del éster la velocidad de hidrolisis alcalina aumenta 10*-10° veces, mientras que en el caso de
amida el efecto es solamente de 10 veces. Segun los autores la baja actividad para amidas se
debe a la coordinacioén del grupo saliente al metal, lo que impide su protonacion como se
presenta en el mecanismo 3 descrtio arriba. En ese mismo estudio se encontr6 que el Cu(Il) fue
sustancialmente mas efectivo en la hidrdlisis de amidas que el Ni(Il). Después de 24h 95% de
glicilamida fue hidrolizada en la presencia de Cu(Il), y s6lo el 60% en la presencia de Ni(II). Cabe

mencionar que el estudio se realizé a temperatura de 75°C y pH 7.9.

Posteriormente se report6 la velocidad de hidrdlisis de diglicina en funcion del pH y en
la presencia de Cu(Il), el estudio mostré que el proceso dependia en gran medida del pH
pasando por un maximo alrededor de pH 4.5. La caida de la velocidad de reaccion por encima
de ese valor de pH se atribuye a la desprotonacion del nitrogeno de la amida inducida por el
ion metalico. *°! Con esta desprotonacién, la coordinacion al sustrato es mas eficientemente, y
como consecuencia, el mismo ion metalico no sélo inhibe la entrada de cualquier nucleofilo

sino que también previene la salida de cualquier grupo, es decir la hidrolisis ya no se realiza.

Mucho trabajo sobre amidas no activadas y péptidos ha sido realizado usando para ello
compuestos de coordinacion en los que se involucra cobalto (II). ®® En esos estudios los
complejos de cobalto tienen la forma general [CoN4(OH)(OH,)]*" (con Ny = eny, a-trien,

B-trien; donde en= etilendiamina y trien = trietilentetraamina) la posicion de los grupos
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OH y H,0 dentro del complejo puede ser ambos en ecuatorial, ya sea en cis o trans, o bien
que uno de los dos esté en posicidon ecuatorial (B;) y el otro en posicion apical (3,). El
mecanismo de la hidrélisis en éstos sistemas se propone que sea a través de la
coordinacidon del sustrato que a su vez puede ser coordinado ya sea por el oxigeno de
carbonilo y un grupo terminal amino, formando un quelato, o incluso puede desprotonarse

56 b)]

la amida para dar un complejo inerte a la hidrolisis,! en otros casos un tanto especiales

se observd la monocoordinacion. " Para el isémero (B, B,) y sustratos terminados en
amina se observo coordinacion preferencial, glicina y glicil-ésteres sustituyen la posicioén

B1, metilglicina y dipéptidos estéricamente méas impedidos prefirieron el sitio ;. ™

Cuando en el complejo metalico N4 = trien el sistema es menos reactivo, sin embargo

presenta cierta selectividad para los residuos N-terminal. **!

El ion Co(IIl) tiene la desventaja de ser cinéticamente inerte, lo que limita su uso para

[60]

propositos de estudios mecanisticos © ' y no tiene un uso catalitico practico.

2+ 2+
NH
H,O OH 2
7 \Pd/ 2 \Pd/OHZ
_— ~
H,0 \OHz NH/ O,
A 2
B
2+ Ph 2
s
\Pd/OH2 SOI\Pd/ S\Pd/SO
~—
s~ oM, so” Ng7 sol
|
Ph
D

Figura 1.18 Catalizadores de Pd(I) con selectividad respecto del tipo de aminoacido, en particular
realizan la ruptura de enlaces peptidicos que siguen a triptofano, o metionina o histidina.

Una serie de sistemas cataliticos incluye complejos de Pd(II) y Pt(Il), tales como los
propuestos por Kosti¢ y mostrados en la figura 1.18. Y Estos catalizadores tienen cierta
selectividad respecto del tipo de aminoécido, por ejemplo, complejos de Pt(Il) y Pd(II) rompen el
enlace peptidico que sigue después del triptofano, o metionina o histidina, es decir ligandos

blandos que se unen al ion metalico a través de grupos tiolato. Sin embargo estos complejos son
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poco activos y requieren altas temperaturas (60-70 °C) y medios acidos para prevenir la

precipitacion del hidréxido metalico.

Para que los complejos de estos iones metalicos sean eficaces en la hidrodlisis de
péptidos, al menos dos de las cuatro posiciones de coordinacion deben estar libres o por lo
menos coordinadas a ligandos labiles como moléculas de agua. Las otras dos posiciones estan

ocupadas por ligandos bidentados.

El nimero de sustratos para los sistemas de Pt(II) y Pd(II) se ve limitado cuando se
presentan grupos amino terminales dentro de la amida o el péptido, puesto que con este grupo
junto con la cadena lateral de metionina, triptofano o histidina se puede generar un quelato que
previene la flexibilidad del complejo metalico requerida para la ruptura del enlace sobre el lado
C-terminal; aunque si bien, el problema puede ser evitado bloqueando la terminacion N
mediante la acetilacion. Para Cisteina (Cys) y Metionina (Met) la formacién de quelatos esta
favorecida por la presencia de un grupo amino que permite la formacion de anillos de 5

miembros para la Cys y de 6 miembros para la Met.

Los mejores resultados del trabajo de Kosti¢ son aquellos realizados con los complejos de
Pd(II), esto podria ser esperado si se considera el hecho de que los compuestos de coordinacion de
Pd(II) son 10° veces més labiles que los de Pt(II). De esta forma el compuesto [Pd(H,0)4] ™ resulta
mucho mas activo que el correspondiente de Pt(I), aunque tiene el problema de oligomerizar a
través de puentes de OH por encima de pH 2. Para evitar la oligomerizacion es necesario
mantener las disoluciones en medio muy acido con HCIO4 no coordinante. 621 B este altimo
complejo la especie activa es un dimero (al igual que con el complejo D de la figura 1.18) donde
los grupos tiolato de la amida se encuentran en los puentes, esta estructura tiene la doble ventaja de
que las moléculas de agua en posicion cis estan muy cerca al enlace peptidico, y de que las
moléculas de agua trans a los ligandos tioéter son labilizadas por efecto frans, es decir que hay dos

contribuciones que favorecen la hidroélisis del sustrato, véase la figura 1.19 A.

Como consecuencia de la forma en que se coordinan estos complejos a los sustratos,
los mecanismos de ruptura del enlace peptidico para estos sistemas son como los nimero 2 y 4
presentados al inicio de esta seccion, con la coordinacion de tiolatos en lugar de aminas, o bien

e . 62
puede suceder la inhibicién como se mostro en 6. 12!
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Figura 1.19 A Especie activa de los complejos de Pd(II). B Complejo N3[9]ona Cu(Il).

Otro conjunto de estudios de relevante importancia incluye al complejo de Cu(Il) con el
ligando macrociclico 1, 4, 7-triazaciclonanona (N3[9]ona) cuya actividad es relativamente alta,
pero también completamente no selectivo, figura 1.19 B. (! La extension de la hidrolisis depende
del tiempo de reaccion y de la concentracion del metal, con una transformacion de glicilglicina
hacia productos del 15% en 7 dias a la temperatura de 50°C y pH 8. A diferencia de los otros
sistemas en este caso el complejo es un catalizador con un numero de ciclos de 1.3 (1.3 turnover

number) en 28 dias.

La actividad mas alta a la fecha fue informada por Takarada y Komiyama para la hidrolisis
de péptidos en presencia de Ce(IV). (Y Con este catalizador ([Ce(NH,),(NOs)s]=10 mM) la vida
media de un péptido es del orden de 2 horas a 50°C y pH 7. Sin embargo el sistema es heterogéneo
ya que en estas condiciones el Ce(IV) se encuentra en forma de un hidroxido gel. Esto lo hace
poco reproducible, ademas la selectividad del proceso es baja lo cual se deja ver del mecanismo
que los propios autores proponen. En dicho mecanismo est4 involucrada la coordinacion tanto de
la N-terminacion como la C-terminacion, es decir, no se espera que el compuesto de Ce(IV) pueda
discriminar entre dos sustratos de diferente terminacion, ademas en sustratos que tienen cadenas

laterales la participacion de los compuestos de Ce(IV) es inefectiva.

Debe mencionarse que por ejemplo, para la hidrolisis de Gly-Phe la k,,s aumenta
linealmente con el aumento de la concentracion del complejo, asi que a [Ce(NHy)2(NO3)s]=50
mM el ty, es de s6lo media hora. Otra caracteristica mas que hay que resaltar es la existencia

de un niimero de ciclos de 2.2 en dos dias para el mismo sustrato Gly-Phe con las condiciones

de 50°C y pH=7. 14!
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Con base a estos resultados se esperaria que otros cationes altamente cargados, como
Zr(IV) o Th(IV) puedieran tener alta actividad catalitica. Para estos cationes fueron reportados

algunos ligandos, por ejemplo Tris, capaces de estabilizarlos en disoluciones acuosas. ')

Tomando en cuenta esta observacion, la alta actividad de Ce(IV), como la de otros
lantanidos, puede explicarse por su baja afinidad a los dtomos donadores de N y que prefiere

coordinarse a O, de esta forma permiten la protonacion del anidon de la amina saliente, figura 1.20.

OH
2 H
1 H R \ R2
R \ 1
N R HO N 1
; / ‘) Y H,N—CHR—COOH
o — 5 H
\O OH, H\ / ° — +
HZN\ : ) 0] H.N Q- @) 2
s o 2 ol H,N—CHR™=—COOH
T cev’ v
“celv

Figura 1.20 Mecanismo propuesto para la hidrolisis de péptidos catalizada por Ce(IV).

Otra de las estrategias aplicadas en la ruptura de enlaces peptidicos es la presentada por
Meares y Rana. '®! En sus sistemas, de Albimina de Suero Bovino(SAB), proponen la
modificacion de las proteinas en sitios especificos con grupos capaces de coordinar iones
metalicos, para este propdsito diseiaron el 1-(p-bromobencil)-EDTA. La sustitucion se realiza
en un grupo sulfhidrilo de una cisteina (cisteina-34 de la SAB) para finalmente integrar al
sistema un ion de Fe(Il). El nucleofilo usado es el HyO, que puede reaccionar de manera
hidrolitica con el sustrato como también de manera oxidativa tanto con el sustrato como con el
ion metalico, para evitar la ruta oxidativa la fragmentacion de SAB debe realizarse lo mas

cerca posible a condiciones fisiologicas y agregar ascorbato.*®!

La reaccion realizada a 25°C y pH 7 muestra la presencia de tres fragmentos
donde pueden distinguirse los componentes terminales tanto N como C y no se
encuentran residuos de la degradacion de aminoacidos. De esta forma identifican las
zonas donde se llevo a cabo la ruptura de enlaces peptidicos que son en Alal50 y Ser190.
En otras palabras, mediante tal modificacion es posible indagar sobre la naturaleza
tridimensional de la proteina aunque para ello se requiere un gran trabajo de sintesis en

la modificacion de la proteina.



33

El ion Zn(II) en la hidrdlisis de amidas.

El zinc junto con cadmio y mercurio pertenecen al grupo IIB o 12 de la tabla periodica,
y debido a que sus iones en el estado de oxidacion mas comun 2+, tienen su capa de orbitales

d llena (d'°), se consideran que son de no transicion.

En estos elementos el incremento de la carga nuclear efectiva produce un
aumento notable de los potenciales de ionizacién y este efecto puede advertirse al
comparar los potenciales de ionizaciéon de los grupos ITA y IITA con aquellos de los
grupos [IB y IIIB. Como consecuencia, las afinidades electronicas de los metales de los

subgrupos B se ven incrementadas pues son lo inverso del potencial de ionizacion.

La mayor afinidad electronica de los cationes conduce a un mayor poder
polarizante que el correspondiente a un cation de carga y tamafo similares de los metales
pretransicionales. El resultado global de estos efectos es que los metales B, forman con
mas facilidad iones y compuestos con los iones més electronegativos. Por otra parte los

iones tendrdn una mayor tendencia a combinarse con aniones o ligantes polarizables. [671

Existe una gran semejanza en las propiedades del zinc y del cadmio pero, en muchos
casos, existe una notable discontinuidad entre las de cadmio y las del mercurio. Los iones Zn(II)
y Cd(II) se asemejan en muchos aspectos al Mg(Il) y tienen varias sales isomorfas. Su
solubilidad también se parece a la del Mg(II) por el hecho de que los haluros, excepto el fluoruro
son solubles y, en general, las sales de los oxianiones de acidos fuertes son solubles, en tanto que
los oxianiones de los acidos débiles no lo son. A diferencia del ion de magnesio hidratado, el
cual es débilmente acido (pK, = 12) los del zinc y los del cadmio son dcidos bastante fuertes. El
aumento de acidez se debe a una mayor interaccion de los cationes del grupo IIB con las
moléculas de agua lo cual se manifiesta en los calores de hidratacion del ion Ca®" (= 0.099 nm,
-AH = 1580 kJ mol™) y del ion Cd*" (+ = 0.096 nm, -AH = 1805 kJ mol™) a pesar de que el
tamafio de los iones es semejante. Para el Zn®" el valor de la entalpia de hidratacion es de -AH =

2056 kJ mol™ con un radio iénico de 7 = 0.072 nm. [¢®
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Estos metales son considerados mas blandos y tienen puntos de fusion mas bajos y
tanto el Zn como el Cd son mas electropositivos que los grupos de transicion vecinos. Sin
embargo, su comportamiento recuerda a los elementos de los grupos d en su habilidad para
formar complejos con aminas, amonio, iones haluro y cianuro. Debe decirse que el enlace dn
entre los metales y los ligantes (p. Ej. CN") es mucho més débil que con los elementos de
transicion, y por lo tanto compuestos con carbonilos o nitrosilos, olefinas y las demds no se
forman con los elementos del grupo IIB.

En disolucion acuosa el Zn(Il) se hidroliza parcialmente en medio acido para producir
Zn(OH)" y Zny(OH)’" antes de que comience la precipitacion en medio neutro. En medio
basico aparece Zn(OH),, Zn(OH)4™ y tal vez Zn,(OH)s™, 1y el principal zincato parece ser
[Zn(OH)3(H,0)]” de acuerdo con espectros de Raman. ¢

80

Zinc (I1) %

40~

20+

Figura 1.21 Diagrama de distribucion de productos de hidrolisis para [Zn] =0.1M, 25°C y I = IM.

Las constantes de producto de solubilidad de Zn(OH), y Cd(OH); son ~107" y 107

respectivamente, pero Zn(OH), es mdas estable de lo que podria esperarse de esta

constante debido al equilibrio:
Zn(OH), (s) = Zn(OH), (aq) K=10°

El Zn(OH);, se disuelve en disoluciones acuosas basicas, pero el Cd(OH); so6lo se disuelve en

disoluciones fuertemente basicas.
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Las sales de los oxoacidos son todas solubles en agua. Aunque los iones hidratados
son generalmente [M(H,0)s]*", el ion thp [Zn(H,0)s]*" ha sido encontrado en un polimero
ionico. 1*7
Desde el punto de vista geoquimico el Zn se encuentra de manera natural como lit6filo
(6xido, sulfato, silicato, carbonato) y como calcofilo (sulfuro). Desde el punto de vista de
acidos y bases duros y blandos este elemento tiene una dureza intermedia y muestra una gran
afinidad por compuestos que tengan atomos donadores como oxigeno o nitrogeno, como
también por sulfuros o tiolatos. Por lo tanto al Zn(II) podemos encontrarlo en sistemas
bioldgicos ligado a histidinas (His, N), glutamatos (Glu, O) o aspartatos (Asp, O), y cisteinas
(Cys, S).

El Zn(Il) participa en la superoxido-dismutasa (SOD), en la cual se encuentra
coordinado a dos His y un Asp, la cuarta posicion esta cubierta por un imidazol desprotonado
que a su vez coordina a un Cu(ll). Otro ejemplo interesante se da en Ia
aspartato-transcarbamilasa, en la cual el Zn(II) unido a 4 azufres de residuos de Cys participa

estabilizando la estructura cuaternaria.

El ion metalico Zn(Il) juega un papel crucial en los sitios activos de mas de 300
metaloenzimas. Su accion no se limita a la catalisis, sino ademas estabiliza la estructura de
proteinas y de acidos nucleicos, preserva la integridad de organelos subcelulares, se encuentra
presente en procesos de transporte y tiene una importante participacion en los fendémenos
inmune y viral. " La funcion del Zn en metaloenzimas esta dividida fundamentalmente en

cuatro categorias: catalitica, estructural, reguladora (o moduladora) y no catalitica.

e Se dice que el Zn es catalitico cuando interviene directamente en la catalisis de una

enzima, la remocion de este ion deja totalmente inactiva a la enzima.

e Es estructural si solo es requerido para la estabilidad estructural de la proteina, y sera
esencial para la actividad solo en la extension de que la conformacion total de la enzima

afecte su accion.

e El Zn tiene un papel regulatorio o modulatorio cuando regula la actividad de la enzima

pero no es esencial para el proposito de catalisis, la actividad de la enzima permanece aun en
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la ausencia del metal. El Zn regulatorio puede actuar como un activador o como un

inhibidor.

e Una cierta fraccion de Zn en metaloenzimas tiene una funcion aun desconocida, es decir
no es catalitico ni estructural ni regulatorio, en la ausencia del conocimiento especifico sobre

. . s 1
como actua el metal es referido como no catalitico. "

La geometria de coordinacion del Zn catalitico difiere significativamente de los atomos
de Zn estructural y no catalitico. El Zn catalitico esta enlazado a tres ligandos de proteina y a
una molécula de agua, mientras los otros dos tipos de Zn estan coordinados a cuatro ligandos
de proteina. La presencia de una molécula de agua coordinada al Zn catalitico significa un
sitio de coordinacion abierto y es considerado esencial en la funcidon catalitica del zinc.
Ademas la geometria de coordinacion del zinc catalitico es altamente distorsionado y fluctaa
entre las propiedades tetra y pentacoordinado, lo cual refleja su caracter entdtico, es decir que
la geometria del sitio activo de la enzima se aproxima al estado de transicion. ) En cambio,
la geometria de coordinacion del zinc estructural muestra ser mas regular y por lo tanto no
entatico. El estado entatico puede ser considerado la piedra angular de la catalisis de las
metaloenzimas de zinc debido a que disminuye la barrera de energia para el estado de

L ] ., . 71
transicion y de ahi la aceleracion de la conversion de sustrato a productos.'’"?

El Zn(Il) puede ser facilmente tetra, penta y hexacoordinado, sin una marcada
preferencia por la sexta coordinacion. La configuracion electronica de Zn(II) es 3d' con dos
electrones por orbital y por lo tanto en compuestos de coordinaciéon no hay energia de
estabilizacion del campo-ligando, y el nimero de coordinacion es determinado por un balance
entre las energias de enlace (idnicas y/o covalentes), las repulsiones entre los ligantes (fuerzas

electrostaticas) y por el tamafio.[”]

Los complejos tetra-coordinados tetraédricos tienen distancias metal-donador més cortas
que los complejos penta-coordinados, y estos ultimos las tienen mas cortas que los hexa-
coordinados, a su vez la repulsion electronica y estérica se incrementa en el mismo orden. En las
enzimas, el Zn(Il) regularmente tiene un numero de coordinacion menor que 6, de tal forma que

ellas tienen sitios disponibles en su esfera de coordinacion, el sustrato puede coordinarse en
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principio ya sea mediante la sustitucion de una molécula de agua o por incremento en el nimero

de coordinacion. !

El niimero de coordinaciéon 6 de proteinas enlazadas a Zn no ha sido observada, en
cambio en complejos de bajo peso molecular, de 490 estructuras cristalinas se encontré que el
Zn tiene un numero de coordinacion de 4 en aproximadamente el 58% de las estructuras, y
nimeros de coordinacion 5y 6 en 13 y 27% respectivamente. Probablemente en disolucion
acuosa el nimero de coordinacion 6 sea el mas importante para el Zn(Il) aunque depende de la

concentracién de la sal de Zn. "4

Si bien la geometria de coordinacion mas frecuente es la tetraédrica, se conocen otras
geometrias, esto es en parte debido a la naturaleza de los ligandos, como en los casos de glutamato
y aspartato que se coordinan de manera bidentada. Ademas de los sitios de Zn mononucleares,
también hay sitios polinucleares como lo ilustran la fosfatasa alcalina, 1a nucleasa P1, fosfolipasa
C y aminopeptidasas; los centros de zinc en tales enzimas a menudo estan puenteados por

moléculas de agua y un residuo de aspartato. !

Una molécula de agua coordinada se intercambia rapidamente porque los ligandos en
el Zn son cinéticamente labiles. Esto otra vez puede ser a causa de la falta de preferencia por
un numero de coordinacion determinado. Un complejo hexa-coordinado puede experimentar
disociacion de un ligando para dar lugar a un complejo pentacoordinado con una pérdida
pequefia de energia y también una pequeia barrera energética. Por otro lado, un complejo
tetracoordinado puede admitir un quinto ligando de la misma forma con una pequena barrera
energética. Si la interconversion entre especies tetra, penta y hexa coordinadas es rapida

entonces la catalisis también es rapida. [’%

Por supuesto que el enlazado de Zn(II) (asi como de otros iones metélicos), a menudo
estd determinado por factores entropicos. Las moléculas de agua son liberadas cuando el ion

metélico entra en la posicion de enlace, proporcionando asi un incremento en la entropia. "

El Zn es el 4cido de Lewis mas comun en la quimica bioinorgénica y sustituye asi a los
protones en la tarea de polarizar un enlace sustrato, p. Ej. al enlace carbonilo de los péptidos y
¢ésteres mediante la aceptacion de un atomo del sustrato (oxigeno). Con relacion al protéon un

ion metalico con una posicion de coordinacion libre tiene la ventaja de ser un superacido en el
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sentido de que puede existir a pH donde la concentracion de H;O" es muy baja. También con
relacion al proton, la doble carga positiva compensa parcialmente su pequefia electrofilia

debido a la menor densidad de carga. [’®

Las moléculas de agua coordinadas a complejos de Zn pueden presentar la
desprotonacion con un pK, que estd controlada por el nimero de coordinacioén y por la carga
total del complejo, disminuye con la disminucion del nimero de coordinacién y con el
incremento de la carga positiva, esto es, si el ion metalico tiene una carga positiva mayor
atraera hacia si con mayor fuerza el par de electrones libres del oxigeno disminuyendo con

ello el valor del pK, " Ejemplos:

C|)H2 OH, OH,

OH, |

Zn"'lu /\ Zn-,.,,, P7aN \

HZO//”I""Z|n"‘\\\\\\OH2 HNAN/ \i’\}_JNH HNAN/ \ lIIIN/ NH /Zn'uu,,,”N
i \—/ N \

Hzo/ | \OHz %N = N

S N
OH, CH,CH, &:,LH 4/

pK.=9 pK,=8.3 pK,=38.0 pK.=7.3
Figura 1.22 Complejos de Zn(Il) con diferentes ligantes y valores de las constantes de
desprotonacion del agua coordinada.

Los valores de pK, para las moléculas de agua coordinadas, en ciertas series de

compuestos emparentados, pueden correlacionarse con la fortaleza basica de los otros ligantes

coordinados al ion metalico, véase la figura 1.22.

En relacion a la capacidad coordinativa de los ligantes, existe la impresion de que el
reemplazo de ligantes unidentados por analogos quelantes, en especial macrociclicos, genera
moléculas de agua con una acidez mas pronunciada. La explicacion se da en términos de la
diferencia de solvatacion atribuida a las porciones de ligantes capaces de formar puentes,

dichos ligantes ademas generalmente son hidrofobicos. ©*”

Al igual que los sistemas biologicos encargados de realizar la hidrolisis de enlaces
peptidicos, también existen muchas metalohidrolasas para ésteres carboxilicos y para ésteres
fosforicos que son enzimas de Zn. Gran parte del trabajo realizado en esta area, ha estado

encaminado hacia la simulacion de los centros activos de las enzimas de Zn que realizan la
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hidrolisis de esos tres grupos de sustratos; en particular sistemas del tipo ligante-M-OH que
sean aislables y que permitan un estudio mecanistico. Se ha encontrado que determinados
sistemas sirven para la trasformacion por ejemplo tanto de ésteres carboxilicos como para
ésteres fosforicos, o bien algln otro sistema para la trasformacion ésteres carboxilicos como
para amidas, por lo anterior en los siguientes parrafos se citan algunos trabajos que involucran

la hidroélisis de tales sustratos.

Nakata y Miyazawa realizaron la hidrdlisis del péptido no activado glicilglicina (GG)
en la presencia de Zn(Il) y Cu(Il). **! Aunque si bien no dan valores de las constantes de
velocidad, de sus condiciones de trabajo (85°C y 100 horas de reaccion) se pueden estimar. Si
se asume que la reaccion es de primer orden, entonces la constante de velocidad sera del orden
de 10° s a 85°C. Para Cu(Il) el porcentaje de hidrolisis como funcion del pH se comporta
describiendo una curva en forma de campana con méaximo aproximadamente en pH 4.4. En
tanto que para Zn(Il) se tiene una curva sigmoidal que aumenta indefinidamente al menos
hasta pH 6, después del cual les resulta dificil mantener un pH fijo por falta de una disolucion

reguladora apropiada.

El mecanismo de hidrdlisis es diferente para cada ion metalico, para Cu(Il) éste se
coordina al nitrogeno de la amida y al oxigeno del carbonilo, en tanto que Zn(Il) se coordina a
la amina terminal y al oxigeno del carbonilo. Como se mencion6 mas arriba, esto se debe
fundamentalmente a que Cu(Il) al valor de pH 4.4 es capaz de desprotonar a la amida, lo que

al mismo tiempo explica el maximo de la constante de velocidad a dicho pH.

En otro trabajo Yamamura Y. también usa el Zn(II) sin ligantes para la hidrdlisis
de péptidos no activados, el medio de reaccion es acuoso a temperatura de 70°C y pH =
7.0. Y En este caso aprovecha las propiedades estructurales de los dipéptidos los cuales
poseen un grupo -OH unido a una cadena lateral adyacente al sitio de reaccion, grupo
que finalmente interviene como nucleofilo sobre el carbonilo activado a su vez por el ion
metalico. Los sustratos hidrolizados fueron Gly-Ser, Gly-Thr y Ala-Ser, en contraste, los
sustratos Gly-Asp, Gly-Ala y Gly-Gly no tienen el proceso autocatalitico. Puede
pensarse que a pesar de haber logrado la hidrolisis de péptidos no activados, las
reacciones de hidrélisis deben ser lentas pues la temperatura usada es de 70°C y que

ademas los péptidos deben tener necesariamente el grupo —OH. Véase la figura 1.23.
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Figura 1.23 A Mecanismo de hidrolisis para dipéptidos con grupo OH en cadena lateral y
Zn(II). B Mecanismo de hidrélisis para glicilglicina y [Zn(II),OBISDIEN]*".
Un estudio sobre la catalisis de deuteracion y de hidrolisis del dipéptido glicilglicina
con el complejo formado entre Zn(Il) y la hexamina 1, 4, 7, 13, 16, 19-hexaaza-10, 22-
dioxociclotetracosano (OBISDIEN), fue realizado por Marilde y colaboradores. ™ EI
complejo es dinuclear y actia sobre el sustrato coordinandolo a través del oxigeno de
carbonilo a uno de los Zn(II), el segundo Zn(II) coordina a los oxigenos del 4cido terminal,
figura 1.23 B. En este complejo ternario el enlace peptidico es debilitado por activacion del
carbono de carbonilo el cual permite el ataque nucleofilico de un OD", *¥'y que podria estar
coordinado a uno de los dos Zn(II). En este momento puede suceder la deuteracion del metilo
de amina o la deuteracion del nitrégeno de amida, en esta ultima forma tendria lugar la

formacion de 2 moléculas de glicina, es decir se llevaria a cabo la hidrdlisis.

Tanto el proceso de deuteracion como el de hidrolisis suceden con constantes de
velocidad del orden de 107 s™', podria considerarse que los procesos son lentos con tiempo de
vida media de 80 dias aproximadamente, sin embargo, habra que decir que dados el tamafio de
la cavidad y su estructura, se tiene el reconocimiento de determinados sustratos, esto es, el
sistema presenta selectividad. Sin embargo el tamafio del ligante restringe el uso de sustratos

pequeinios, tal vez solo a dipéptidos.

Un sistema muy parecido al anteriormente descrito, es el presentado por Koike T., se
trata de un complejo de Zn(II) con el ligante octaazacriptando (26-hidroxi-1, 4, 7, 10, 13, 16,
19, 22-octaazabiciclo[11.11.3]heptacosano, HL), Zn,L, el cual es dinuclear al igual que en el

caso de la fosfatasa alcalina. %
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Figura 1.24 Mecanismo propuesto para la hidrélisis de NPP* con Zn,-octaazacriptando (Zn,L)

La efectividad del complejo se presenta en la hidrolisis de fosfoésteres polianidonicos
como el 4-nitrofenilfosfoéster con doble carga, NPP* y adenosin-trifosfato tetraanionico
ATP* | pero no con el monoanion bis(4-nitrofenilfosfodiéster), ni con el tris(4-
nitrofenil)fosfotriéster, o con el acetato de 4-nitrofenilo.

La variacion de kops en funcion del pH para este sistema muestra comportamiento en
forma de campana con pK; de 5.2 y pK; de 6.3 los cuales fueron asignados a las constantes de
protonacion para NPP* + HY === HNPP y NH + H® =<—" HNH’, respectivamente;

NH es un donador apical liberado en la reaccion.

Neverov y colaboradores, realizaron la metandlisis de acetilimidazol (1) y el complejo

(NH;)sCo™AcIm (2) catalizada por los iones metalicos Zn(II), Co(IIl) y La(IIl). Los estudios
cinéticos fueron realizados en un intervalo de | pH entre 1y 14 (pH es el -log[H] en metanol al

99.8%), los iones metalicos son solubles en el medio a través de la region de pH donde ocurre la
ionizacién del M *'(CH;OH)y. Los iones Zn(II) y Co(II) acttian como 4cidos de Lewis hacia el
acetilimidazol, catalizando el ataque de un metoxido externo sobre el complejo acetilimidazol-M*"

(1:M**) a valores de sélo 100 veces menor que el limite de difusion. ™!

Neverov propone que el mecanismo mas razonable involucra el ataque de un metdxido
. . . + yqe . .
externo sobre el complejo transitorio formado 1:M*", el valor para la metanolisis catalizada es

de kog = 5.6x10" M 57! para Zn(II) y 2.5x10’ M s para Co(III).
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Figura 1.25 Amidas activadas acetilimidazol (1) y el complejo (NH;)sCo™ AcIm (2) inerte al
intercambio de ligante, en la metanolisis fuertemente catalizada por Zn(II) y Co(II).

De sus resultados se desprende que el metanol es un nucleoéfilo 10 veces menos reactivo
que el agua, pero el metoxido en metanol es 26 veces mas reactivo que el OH en agua.
En agua el ataque del OH" sobre 2, figura 1.25, se incrementa s6lo 24 veces en relacion al

ataque de OH sobre 1, sin embargo el ataque de "OCH3; en metanol es acelerado 5900 veces.

El ataque acelerado de los aniones sobre el cation 2 en MeOH, relativo a aquél en H,O,
se puede anticipar sobre la base electrostatica, esto, dado que las fuerzas atractivas entre iones

de carga opuesta son inversamente proporcionales a la constante dieléctrica del medio.

Al igual que en el caso anterior, Koike T. usa como sustrato una amida activada, el anillo
B-lactama de bencilpenicilina, y para su hidrolisis emplean como catalizador un complejo de
Zn(Il) y 1, 4, 7, 10-tetraazaciclododecano (cyclen). En este complejo se tiene a un Zn(II)
tetracoordinado con una quinta posicion ocupada con una molécula de H,O que se desprotona a
pH suficientemente cercano a la neutralidad, pK, de 7.9. Al igual que en los otros casos, la
variacion de la constante de velocidad en funcion del pH describe una curva sigmoidal con un
punto de inflexion que corresponde al pK, de desprotonacion del agua. La constante de velocidad

de segundo orden tiene un valor de 4.1x10> M s™ a 25°C y fuerza iénica de 0.1 M. *¢!

0
©\)J\ H S HN' 231
N S CH, _ >—|/ CH, | ;Zn*N
:]/:I\':2<CH3 oocC N\2<CH3 N \N ]
H = -
00— \ | X = H,0, OH
A B C

Figura 1.26 A bencilpenicilina (sustrato), B (SR)-bencilpeniciloato (producto), C Zn"-cyclen (catalizador)
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El mecanismo propuesto consiste en ataque al carbono de carbonilo de la lactama por
parte del OH™ coordinado al Zn-cyclen para dar como producto el (SR)-bencilpeniciloato,

véase la figura 1.26.

Dentro del mismo tipo de ligantes azaciclicos uno de los trabajos que sirven de
referencia para otros autores, es el de Kimura E. y colaboradores, ®*” donde realizan la sintesis
y caracterizaciéon de varios ciclos tri y tetra-aza, ademas del calculo de la constante de

estabilidad para sus diferentes complejos con Zn(II).

Entre otras, también miden la constante de desprotonacion del agua en dichos
complejos, la cual tiene una relacion con la constante de estabilidad. Encuentran que el
complejo macrociclico menos estable posee el menor de los valores de pK,. Claro esta que
los N4 tendran las mayores estabilidades y los pK, mas altos, como en el caso de Chin J.

abajo citado. **

El pK, del agua coordinada al complejo del ligante ciclo-triaazadodecano (Ns[12]ona)

es de 7.3, similar a la presentada por la anhidrasa carbonica (CA).

El complejo Zn**-N3[12]ona fue probado en las reacciones de hidratacion de
acetaldehido, y en la hidrolisis del acetato de metilo y 4-nitrofenil-acetato. Para el primer
sustrato se observa una linea recta en un grafico de absorbancia, sefial a 280 nm del carbonilo,
en funcion de la concentracion del complejo de Zn (a un pH fijo). La constante catalitica en
funcién del pH (T=0°C) muestra una curva con punto de inflexion en pH= 7.9-8.0, que
corresponde justamente al valor de la constante de desprotonacion del agua coordinada al
complejo (a 0°C). La constante de velocidad méxima para este sistema es de 200 (M s™) muy

similar a 196 (M s™) reportada por Chin J. con macrociclo N4. [#*]

La hidrolisis de acetato de metilo muestra un comportamiento similar al del sustrato
anterior y la constante catalitica en funcion del pH presenta una curva con punto de inflexion

en 7.3 que también corresponde al valor del pK, calculado termodindmicamente.

Uno de los primeros trabajos con sistemas ciclicos y el ion Zn(II) lo presenté Chin J., ¥ el
autor informa la hidrdlisis catalitica del trifluoacetato de metilo efectuada en medio acuoso a pH 8
y 25°C y cantidades variables del complejo que el llama ZOH, figura 1.27, la reaccion es seguida

por la técnica potenciométrica pHstat. (!
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Con 50 mM de ZOH la hidrdlisis del trifluoacetato de
metilo incrementd su velocidad de reaccidon 6 veces, en OH™
tanto que para el acetato no hubo cambios. Una
disolucion amortiguadora de boratos 10 mM o de

imidazol no produce cambios en la reaccion, lo que

significa que una catélisis basica debe ser pequeia. 7OH
La catalisis nucleofilica para la hidrdlisis de
ésteres o de amidas donde el nucledfilo entrante es mas Figura 1.27 Complejo ZOH usado

en la Thidrolisis de la amida

débil que el grupo saliente no se ha observado, salvo el metiltrifluoroacetato. 7

caso en el que dicho nucledfilo se encuentra enlazado al

sustrato. 90]

En las condiciones de nucle6filo mas débil que el saliente, puede suceder la reaccion
hacia productos si la velocidad de ruptura de los enlaces a, o b es mas rapida que ¢, véase la
figura 1.28. En otras palabras el intermediario T debe tener un tiempo de vida mayor al

intermediario TZ. [*®

o o

M““Cl)H M(l) """ H M(l) """ S R’+OR +Z0H, =—= R'+OR +H,0
S S H OH Z/OH
a b c T TZ

Figura 1.28 a, b y ¢ posibles formas de ruptura de enlaces del intermediario de reaccion

En la bibliografia encuentran que TZ/T es igual a ZOH»/H,0, y que a 10 mM de ZOH
TZ/T es aproximadamente 10™. Si el tiempo de vida de T es de 10" s, entonces el tiempo de
vida del enlace C-O en el intermediario TZ debe ser de 10° a 10 s. La basicidad del grupo

saliente en T es mayor que aquella en TZ por un factor de 10”.

Es decir que el ZOH no so6lo cataliza la formacion de T sino también su ruptura hacia

la formacion de productos, de ahi que la expulsion del metoxido puede ser la etapa
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determinante en la reaccion no catalizada. La reaccion catalizada con ZOH sigue siendo mas

lenta que aquella llevada a cabo con puro OH".

Una variante en los ligantes azaciclicos es la introduccion de una cuarta o incluso
quinta coordinacién sobre el Zn(II) mediante la insercién de un grupo —R-OH. En el grupo

I estudian la hidrélisis del 4-nitrofenil-acetato (NA) con el complejo

de Xia Jiang !
formado entre Zn(Il) y el ligante 2-[bis(2-aminoetil)amino]etanol, la temperatura fue de
25°C en mezcla CH3CN-H,O (10%), y a los valores de pH de 8.09, 8.5, y 8.9, [=0.10
(90mM, NaNO:s), la reaccion es seguida espectroscopicamente por la aparicion de la sefial

de nitrofenol formado, a la longitud de onda de 400 nm.

La estructura monomérica del complejo presenta un grupo alcohol muy acido con pK,
de 7.7 a 25°C, esto probablemente, le permite una constante de velocidad catalitica de segundo
orden de 0.13 + 0.01 M's™ similar a la presentada por el complejo [12]aneNs-Zn, calculada a
partir de la kops = 0.12+ 0.01 M''s™ y el pK,; de desprotonacion del complejo. A diferencia del

mondmero la especie dinuclear no es activa en la hidrdlisis de NA, figura 1.29.

PR, =77

/ pk,,=9 8

Figura 1.29 Complejos mononuclear y dinuclear formados a partir de Zn(Il) y el ligante 2-[bis(2-
aminoetil)aminoJetanol, usados en la hidrolisis de 4-nitrofenil-acetato.

El mecanismo propuesto consiste en el ataque del complejo desprotonado ZnH. ;L al
carbono del carbonilo con la liberacion del p-nitrofenolato como la etapa determinante,
seguido del ataque intramolecular de la molécula de agua desprotonada coordinada al Zn(II)

con la subsiguiente liberacion del acido carboxilico.

De la misma forma que en el caso anterior, en otro trabajo, Koike T. utiliza el cyclen

modificado con un alcohol (1-(2-hidroxietil)-1, 4, 7, 10-tetraazaciclododecano) que se puede
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coordinar en la quinta posicion al Zn(Il) para la hidrélisis de 4-nitrofenilacetato, el medio de
reaccion es acetonitrilo al 10% (v/v), temperatura de 25°C, y fuerza i6nica [=0.1M (NaNOs).
Sin embargo, la especie activa en la hidrdlisis es el complejo con el alcohol sin coordinarse al

Zn(II) y en su lugar se encuentra una molécula de agua cuyo pK, es de 7.6. 4

0. CHs

[:» lento HNT | e

11

HN~ r{ \N> W <./H\>
N
H - CH;COOH

Figura 1.30 Hidrolisis del 4-nitrofenilacetato catalizada por el complejo Zn-(1-(2-
hidroxietil)-1, 4, 7, 10-tetraazaciclododecano).

En el intervalo de pH comprendido entre 6.4 y 9.5 la velocidad de reacciéon mostrd un
comportamiento sigmoidal con un punto de inflexiébn que corresponde al valor del pK,
mencionado. La constante de velocidad de segundo orden (de primer orden respecto de
[ZnLOH] y también de primer orden respecto de [NA]) es de 0.46 + 0.01 M s, El
mecanismo propuesto consiste en un doble desplazamiento del grupo acetilo. En el primer
paso, que es determinante de la reaccion, el nucledfilo es el OH alcohdlico activado por el Zn-
OH’ adyacente, el cual ataca al NA para dar un intermediario acilo y el nitrofenolato. En la

segunda etapa se produce la hidroélisis a través de un ataque intramolecular.

En otro sistema propuesto por Ruf M. y Vahrenkamp H., se introduce una cavidad
altamente hidrofobica alrededor del ion zinc (HO-Zn(I))-Tp~"™™¢, con Tp™"™™M° = tris(3-
cumenil-5-metilpirazolil)hidroborato), aunque con esto se disminuye su solubilidad en agua,
de hecho, las reacciones se realizan en benceno o en diclorometano y estuvieron completas en

media y una hora a temperatura ambiente.””!

Conforme a los autores, su compuesto es un fuerte nucledfilo y es capaz de incorporar

sustratos labiles tales como: p-nitrofenolato, P-lactona, y trifluoroacetato, y las amidas
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altamente activadas trifluoroacetamida y propiolactama; no les fue posible trabajar con

sustratos menos activados.

Me ’f Me Me
B\N
? i |\N
N /NLJ P!l
'\zn/
l
OH

Tp“™*Zn-OH = 1

Figura 1.31 Estructura del complejo(HO-Zn(I1))-Tp®“™™® y su reaccion con el sustrato

De sus resultados de difraccion de rayos X se observa que el sustrato queda
coordinado al Zn a través del oxigeno de carbonilo por lo que se activa el carbono para
un ataque nucleofilico que corresponde al OH™ coordinado también al zinc. Ademas, el

hidrogeno del OH™ queda cerca del grupo saliente, figura 1.31.

El hecho de que la cavidad sea hidrofébica y que se usen disolventes no polares
favorece la coordinacion del acido generado al Zn, como consecuencia la reaccidon es
estequiométrica mejor que catalitica. Esas mismas caracteristicas disminuyen la
posibilidad de que existan otras moléculas de H,O cerca del centro de reaccion por lo

que la concentracion de OH™ debe ser pequena.

A manera de guia, en la Tabla 1.1 se resumen los datos cinéticos para la hidrolisis de
péptidos sencillos en presencia de iones y complejos metalicos encontrados en parte de la

literatura.
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Tabla 1.1 Resumen de sistemas cataliticos encontrados en la bibliografia aplicados a la
hidrolisis de amidas y péptidos

Substrato Catalizador T,°C| pH Kopes S Referencia
GNH," Cu(Il) 66 | 935 |2.45x10° [54]
GG " [Co Ny(OH)(OH)I™ | 80 | 7.5 |2.6x10° [56]
GG Zn(ID) 93 6 |1.2x10° 7]
GG Zn(OBISDIEN)** 70 85 |4.6x107 [82]
GG Cu([9]aneNs)* 50 | 81 [2.6x107 [63]
HG® [Pd(en)(H,0)," 60 | 146 |2.8x10° [6Ta]
M-G 9 [Pd(OH)(H,0)s]" 20 | 053 [14x10° [6Ta]
GG [Ce(NH4),(NOs)q] 50 | 70 [7.8x10° [64]
GG Ninguno 60 7.0 [3.6x10° 41
GG Zn(II) 85 6.0 |~10° 23]
G-S, A-S? Zn(1I) 70 70 _ [8T]
Aclm? Zn(IT)/ metanol 25 | 95 |5.6x10 M's' [85]
Bencilpenicilina Zn-cyclen 25 7.9 [4.1x10°M's?! [86]
Trifluoroacetamida ® (HO-Zn(IT)-Tp™™/ 25 - - [93]
benceno o diclorometano
Lactama Cu(Il) 50 7.0 [3.3x10” 301
Lactama Zn(IT) 50 | 6.58 |2.5x107 [30]

a) GNH, glicinamida; b) G-G, glicilglicina; ¢) H-G; histidilglicina; d) M-G, Metionilglcina; €) G-S glicilsisteina, y AS
alanilsisteina; f) ACIC, acetil-imidazol; h) Lactama, 1-[(6-(dimetilamino)metil)-2-piridil)metilhexahidro-1,4-
diacepin-5-ona.

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en medio acuoso a excepcion de f) y g) las cuales se realizaron en metanol
y benceno respectivamente.
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a-nucleofilos

Los a-nucledfilos o nucleodfilos con efecto alfa se caracterizan por la existencia de
un atomo con pares de electrones libres en posicién adyacente (posicidon o) al atomo

donador, como lo muestran los siguientes dibujos:

RO—NH, RO-O°  O=R-0 C—0
R SN
R,N—NH, 0=S:~ R \N—O- /C=N—O'
4 |
R

El efecto alfa se refiere al hecho de que las constantes de velocidad o de equilibrio de
reaccion de estos nucledfilos son mayores a las esperadas para nucleéfilos con valores de pK,
similares, de manera que en un grafico de log(k) en funcion del pK, se veran como desviaciones
positivas de la ecuacion lineal (ecuacion de Bronsted, log ky, = log Gy + [«(pKa) ) que relaciona a
esas dos magnitudes. En otras palabras, los a-nucléofilos presentan una alta nucleofilia anormal

1]

relativa a sus basicidades, ') véase la figura 1.32.

El efecto alfa no se debe a una sola causa o propiedad distintiva de los nucleofilos, y
existen muchos factores diferentes que influyen en su reactividad. Por ejemplo, la gran
reactividad del anién hidroperoxido puede ser adscrita a su gran polarizabilidad. La
reactividad del hipoclorito puede deberse a una catalisis acida general por el &tomo de cloruro,
y muchos compuestos con efecto o presentan una inusual estabilidad termodindmica de enlace

95
con carbono, aunque otros no. 93]

Sin embargo, es util tener un término inclusivo que describe los efectos, estos no estan
completamente entendidos, y es probable que el atomo electronegativo con un par de
electrones libres y en posicién o contribuya directamente a la incrementada nucleofilia de

algunos si es que no de todos estos compuestos.
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Figura 1.32 Grafico del tipo Bronsted para la reaccion nucleofilica del p-nitrofenil
acetato, m oxigeno-aniones en agua a 25°C, A nucleoéfilos con efecto alfa.

El papel generalmente propuesto para este par de electrones es que incrementa la
nucleofilia mediante un incremento en la densidad electronica efectiva del centro de
reaccion.” Una aparente dificultad con esta proposicion, es que requiere la existencia de un
atomo donador con mas enlaces y electrones que lo normalmente posible sin ninguna
expansion de su capa de valencia. De cualquier forma, el nlimero de electrones no es excesivo
comparado con el nimero de orbitales atdbmicos disponibles en cada sistema, y si los orbitales
p para cada uno de los 4tomos involucrados se hibridan para dar orbitales moleculares
involucrando al sistema completo, es posible obtener un sistema estable sin la utilizacion de
orbitales d. Este es el mismo tipo de hibridacién que es usado para explicar el caracter
covalente del enlace de hidrogeno, el estado de transicion para una simple sustitucion (Sn2)
sobre carbono, y la formacion de complejos polihaluros tales como I-I-I ~ sin la utilizacioén de
orbitales de alta energia, aunque cada una de estas situaciones involucre el enlace del atomo
central a mas atomos que lo usual. En estos sistemas el 4&tomo central estd enlazado a dos
atomos externos mediante un solo enlace que involucra dos electrones. El otro par esta en un
orbital no-enlazante que involucra a los dos atomos externos, lo cual resulta en una alta

densidad de carga sobre esos atomos. °
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Esta es una situacion favorable para una reaccion nucleofilica en la cual una alta
densidad de carga sobre el sustrato ayuda a la expulsion del grupo saliente. Ademas, aun en el
estado fundamental el perdxido de hidrogeno puede ser utilmente considerado como un
sistema de dos atomos de oxigeno los cuales estan conectados por enlaces multiples similar a
aquellos de la molécula de oxigeno, con los atomos de hidrégeno enlazados a cada uno de los

electrones desapareados que a su vez estan en orbitales antienlazantes.””!

Estos ejemplos sugieren que el alto numero de enlace resultante de los atomos
nucleofilicos en los compuestos con efecto o no excluye una participacion energéticamente
favorable del par de electrones sobre el 4tomo adyacente en el estado de transicion.!''! El
orbital extra disponible en sustratos insaturados puede facilitar la formacion de orbitales
moleculares estables, y es justamente en reacciones de sustratos insaturados donde se han

observado la mayoria de los ejemplos del efecto a.

Alternativamente el par de electrones libres del atomo o pudiera interactuar
directamente con el sustrato, o tal vez el efecto o no tenga que ver nada con este par de

electrones, pero en cambio el efecto es una consecuencia de la electronegatividad del atomo .

Klopman ha explicado el efecto a a través de la teoria de reacciones controladas por
carga y orbitales frontera. Para ello propone que el cambio de energia libre para la interaccion
de un nucleofilo y de un electrofilo en un disolvente dado, puede estar representado por una

ecuacion de dos términos:

AG* = (término de interaccién carga-carga) + (término de interaccién

covalente)

El primer término representa la interaccion electrostatica de dos &tomos que reaccionan
entre si, y el segundo representa la formacion del enlace covalente en el estado de transicion.
Si la diferencia de la energia orbital E,* - E¢* es muy grande entonces la energia de formacion
del estado de transicion estard controlada por el primer término y serd una reaccion controlada

por carga, véase la figura 1.33
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Por el otro lado, si la diferencia de energia entre el orbital molecular mas alto ocupado
del donador y el mas bajo desocupado del aceptor (orbitales frontera) es pequefia, entonces la
velocidad de reaccion serd controlada por la transferencia de carga o covalencia del nuevo

enlace, en otras palabras, la reaccion estd controlada por los orbitales frontera.

E*

S

Orbital
mas bajo
A

desocupado

Orbital mas alto
ocupado

0O.M. mas alto
ocupado in HO-

E.*

O.A.
en Cl

Oo.M.

electrofilo HO™ ClO™ electrofilo

Figura 1.33 Diagrama de niveles de energia de los nucledfilos OH ~y CIO *, en el ataque a un
electrofilo.

En la figura 1.33 se comparan los niveles energéticos de los nucleofilos OH "y el CIO,
en el de tipo o existe una interaccion entre los orbitales pz de los 4&tomos de oxigeno y de
cloro que produce una separacion de los niveles de energia, la gran reactividad de los
nucleofilos o resulta de esta separacion orbital que aumenta la energia del orbital mas alto
ocupado. La diferencia de energia entre los orbitales frontera es mas pequefia para Cl1O "y el
electréfilo que para aquella que existe entre el mismo electrofilo y el OH 7, es decir que hay un
incremento en la covalencia del nuevo enlace. De lo anterior se desprende que el efecto a serd
observado en aquéllas reacciones en las cuales el ataque del nucledfilo sea la etapa

determinante.*®!

En otra interpretacion, la reactividad del mismo hipoclorito puede ser el resultado

de una asistencia acido general concurrente al ataque nucleofilico, como se muestra en la

figura 1.34.0%
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Figura 1.34 El mecanismo de la reaccion entre hipoclorito y un sustrato carbonilico segin Jencks. (1]

Puede suceder que los factores que desestabilizan al material inicial, tales como una
solvatacion desfavorable o una interaccion energéticamente desfavorable del par de electrones
sobre el atomo adyacente, pudieran causar un incremento en la reactividad nucleofilica si la
desestabilizacion fuera disminuida en el estado de transicion. Por ejemplo, las diferencias en la
solvatacion de acidos, bases y complejos activados son una importante causa de desviaciones
de la relacion de Bronsted y la direccion de tales desviaciones depende de la solvatacion

relativa de los reactivos y del complejo activado.””!

Un punto de vista inicial se enfoc6 sobre la desestabilizacion del nucledfilo a a través
de la repulsion par-par y este tipo de explicacion del estado fundamental recibio soporte en la
representacion de los orbitales moleculares. De cualquier manera, una variedad de evidencias
apoyan la idea de que la estabilizacion del estado de transicion (TS) podria contribuir al
fenomeno del efecto o, asi se han propuesto modelos tales como: TS tipo aromatico, TS
radicaloide y un TS en el cual la extension del enlazado nucleofilico excede la partida del
grupo saliente.!'””! La estabilizacion del producto también se ha propuesto. Pero tal vez la
propuesta mas aceptada sea que el efecto de la solvatacion es la responsable parcial o total de

la manifestacion del efecto o.

Ejemplo de esto ultimo lo muestran Ik-Hwan Um y Erwin Buncel, '°! ellos explican
las diferencias de reactividad de los nucleodfilos, el monoximato de butano-2,3 diona
(nucleofilo a, Ox’) y el p-clorofendxido (nucleofilo normal, CIPhO"), frente al sustrato S
tioacetato de p-nitrofenilo (PNPTA), figura 1.35, en funcién de estudios calorimétricos y

cinéticos en mezclas de disolucion DMSO-HO0.
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o X NO,

CH, CH,

Figura 1.35 A, nucletfilo o Ox’, B, CIPhO™ nucleéfilo normal y C es el sustrato donde X=0 6 S.

La entalpia de disolucion (4H;) de Ox excede a aquella para CIPhO™ en todo el
intervalo de la composicion de la mezcla de disolventes. La diferencia de entalpia de
disoluciéon para Ox  y CIPhO™ (44H,) se incrementa con el incremento en el contenido de
DMSO hasta un 30% de este disolvente, a porcentajes mayores la AAH; permanece casi

constante (hasta un 90% de DMSO).

Al mismo tiempo, la relacion de las constantes de velocidad kox./Kcipho- para el
sustrato PNPTA en funcion de la composicion del disolvente también presenta un incremento
hasta un 30% de DMSO a partir del cual permanece casi constante con las subsiguientes

adiciones del disolvente aprotico.

De lo anterior se desprende que la desolvatacion diferencial en el estado
fundamental entre Ox™ y CIPhO™ es la responsable del efecto o en todo el intervalo del

medio estudiado. [1°!]

Metaloenzimas

Una enzima que contiene un cation metalico como grupo prostético, 1% y cuya
participacion es esencial par el proceso catalitico, recibe el nombre de metaloenzima. Habra
que distinguir dos tipos de estas enzimas: i) aquellas en las que el metal se encuentra
fuertemente unido a la proteina, y que son en realidad las verdaderas metaloenzimas; ii)
aquellas que contienen el metal fAcilmente disociable y que suelen llamarse enzimas activadas

por metales.
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Algunas enzimas dependen para su actividad solamente de su estructura proteica,
mientras que otras necesitan la coparticipacion de estructuras no protéicas o cofactores. En
muchas enzimas el cofactor es el participante directo en el proceso catalitico y en otras actiia
como transportador transitorio de algin grupo funcional especifico. Aunque los cofactores
aparecen en cantidades muy pequefias en las células, son esenciales para la accion de muchas

enzimas y desempefian por lo tanto, un papel muy importante en el metabolismo celular. !'*

En la naturaleza existe un gran nimero de enzimas que catalizan diferentes reacciones,
y que de acuerdo con la Enzyme Commission (EC) de la IUPAC se clasifican en los siguientes

grupos, Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Clasificacion de enzimas conforme a la EC de la [UPAC

ler.No.EC Clases de enzimas reacciones
1 Oxidorreductasas oxidacién-reduccién
2 Transferasas transferencia de grupos quimicos
3 Hidrolasas ruptura hidrolitica de enlace
4 Liasas ruptura de enlace no hidrolitica
5 Isomerasas cambia arreglo atomos en moléculas
6 Ligasas une 2 6 méas moléculas

La hidrolisis de enlaces peptidicos es catalizada por enzimas llamadas peptidasas
que pertenecen a la clase de las hidrolasas. Dos peptidasas son bien conocidas la carboxipeptidasa
A (CPA), y la termolisina, ellas comparten muchas propiedades, entre otras el ion metéalico Zn(II)
que coordina al mismo tipo de residuos de proteina, estas enzimas son una sola cadena
polipeptidica con peso molecular en el intervalo de 30 a 40 kDa.. Las metalohidrolasas de ésteres

1 r o ., . 104
carboxilicos y ésteres fosforicos también son enzimas de Zn. !'**!

Para las metaloenzimas de Zn se han propuesto de manera general dos mecanismos, a
través de los cuales se plantea la forma en la cual el Zn efectua la catélisis. El primero de ellos,
el nombrado mecanismo Zinc-Carbonilo, propone que el sustrato se enlaza directamente al Zn
y en el proceso, desplaza una molécula de agua enlazada al metal. El Zn actua en este caso
como un acido de Lewis y polariza el enlace del sustrato, por lo tanto se facilita el ataque
nucleofilico, figura 1.36(a). De acuerdo con esta hipotesis, la funcidon del Zn es activar al

electrofilo.
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El segundo mecanismo es el conocido como Zinc-Hidroxido, propone que el sustrato
no se une directamente al metal y que el Zn regula su funcion a través del par metal-agua,
donde la molécula de agua no es desplazada sobre el enlace del sustrato. El Zn en este caso
disminuye el pKa de la molécula enlazada desde un valor de ~14 hasta ~7. La especie
resultante es un ion metal-hidroxido que puede atacar al sustrato. De ahi que en esta hipotesis,

la funcion de Zn es la de activar al nucleéfilo, figura 1.36(b). !

OH,

(b)

???1 Zn*Z, (a)
:llll/”l
i
1
1
H

Sustrato

Zn*?,
/ '””III///

TS Sustrato ©)
OH

+2
/Zn%///

Figura 1.36 Posibles mecanismos para enzimas de Zn: (a) Activacion del sustrato, (b) activacion del
nucledfilo, (c) realizando las dos funciones, mecanismo integrado, en donde B es una base.

Estas dos hipotesis no son necesaria y mutuamente excluyentes, por lo que se puede
pensar en un tercer mecanismo que los integre. Para esta hipotesis integrada el sustrato se
enlaza directamente al metal pero no desplaza a la molécula de agua, lo que resulta en un
intermediario pentacoordinado, figura 1.36(c). Las funcidones del Zn entonces pueden ser
ambas, polarizar al sustrato y activar a la molécula de agua, la cual actia como nucleofilo.
Ademas, el metal, a través de su numero de coordinacion y geometria flexibles, puede actuar
como una plantilla que acerca al sustrato y al nucleofilo; esta sugerencia es consistente con la
naturaleza entatica del metal. Este tercer mecanismo fue propuesto originalmente para la
anhidrasa carbonica, y encuentra soporte en estudios cristalograficos recientes mostrando que

CO; y H,0 estan enlazadas simultineamente al &tomo de Zn catalitico en esta enzima. [105]
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Carboxipeptidasa A

La CPA cataliza la hidrolisis de los enlaces amidicos de los aminoacidos carboxi
terminales en proteinas, también muestra una gran preferencia hacia sustratos con
cadenas laterales aromaticas e hidroliza ésteres. '’ La figura 1.37 muestra en una forma
esquematica las estructuras del complejo enzima-sustrato (a) y del estado de transicion

de hidrélisis (b).

(b)
Glu i
His |
e R

i _HO Glu

Figura 1.37 Esquema sobre el mecanismo catalitico de la enzima carboxipeptidasa A.

En el sitio activo hay un ion metélico coordinado a tres grupos donadores de la proteina, en
tal forma que una de las posiciones de coordinacion del metal queda libre para enlazar una
molécula de agua [(His)»(Glu)Zn" -H,0], la estructura resulta en una geometria tetraédrica. Esta

unién baja considerablemente el pKa del agua coordinada, es decir facilita su desprotonacion

convirtiendo a un nucleéfilo débil, H,O, en uno fuerte OH > (pKa =7, [107]) esto significa tener
iones hidroxido a pH neutro. La desprotonacion del agua coordinada estd favorecida por la
formacion del enlace de hidrogeno con un carboxilato de un glutamato vecino (Glu 270). En el
estado de transicion el carbonilo del grupo peptidico se transforma en un alcoxido estabilizado por
coordinacion con Zn®" y por formacién de un par iénico con un grupo arginina (Arg 127). El

grupo carboxilo (Glu 270) realiza la transferencia de un proton al grupo amina saliente.

Es importante decir que en este modelo simplificado, no se habla del papel de la cavidad

de la enzima, la cual juega un papel muy importante al reconocer y asegurar al sustrato.
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De este mecanismo podemos concluir que los factores importantes son: (1) coordinacion
de nucledfilo, que induce su desprotonacion, (2) estabilizacion del alcoxido en el estado de

transicion, (3) donacion del proton al grupo saliente.

En relacion al factor (1), en términos generales se sabe que la constante de acidez de los
nucledfilos coordinados puede modificarse notablemente; como en el caso del agua cuyo pK, se
disminuye alrededor de 5 o6rdenes de magnitud cuando se coordina a Mn(II) y hasta 12 cuando lo
hace a Hg(IT). "* Sin embargo, es importante que la disminucion de la basicidad del nucleofilo
desprotonado no lleve a una disminucion de su reactividad nucleofilica. Llevar a cabo los efectos

(2) y (3) es mas dificil y requiere un disefio especial del ligando unido al ion metalico.

A manera de resumen, diremos que la etapa crucial en todas las reacciones catalizadas
por enzimas conteniendo Zn es la polarizacion de algin enlace importante del sustrato y esa
polarizacion facilita la o las reacciones subsiguientes. Debemos mencionar que aun en los
casos de la participacion de Zn como elemento esencial en las dxido-reductasas su papel es
basicamente el mismo, ya que en esos sistemas habitualmente es utilizado para posicionar
adecuadamente al sustrato y de ninguna manera estd involucrado en el proceso redox; el ion

metalico presenta un tnico estado de oxidacién estable. (')
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2 Objetivos

Con base en lo visto anteriormente, es necesario un mayor esfuerzo para desarrollar un
sistema de ruptura de péptidos, util en disoluciones acuosas neutras. En este trabajo se propone
realizar la sustitucion nucleofilica de pequefios péptidos y amidas no activadas, empleando
nucleodfilos con efecto a, tal como lo presentan la hidroxilamina (hidroxilamindlisis) y el

perdxido de hidrogeno (peroxidolisis) en lugar de realizar directamente la hidrolisis.

La hidroxilamina y el peroxido de hidrégeno son fuertes nucleodfilos para el enlace
amidico. Del estudio de hidroxilamindlisis de formamida realizado por Jencks, *se muestra que
la velocidad de reaccion tiene un maximo cerca de pH 6 debido a la catélisis acida general
provocada por el cation de la hidroxilamina NH;OH". La constante observada de primer orden a
39°C para la reaccion de formamida con hidroxilamina 1M a valores de pH 6ptimo, es solo 10
veces menor que aquella para la hidrélisis alcalina con NaOH 1M. Podria considerarse que la
hidroxilamina es un nucledfilo conveniente para la ruptura de amidas en disoluciones neutras, la

cual podria requerir una modesta catalisis para conseguir velocidades de reaccion aceptables.

Los iones metalicos que participan en la hidrolisis de diferentes tipos de sustratos han
mostrado su efectividad catalitica solos o coordinados, como fue mostrado en la seccion de
antecedentes para el caso de amidas, asi que teniendo esto en consideracion se propone el uso

de 1ones metalicos en el estudio de la hidroxilamindlisis de nuestros sustratos.

Los intentos para observar la catalisis de iones metalicos en la hidroxilaminoélisis de
sustratos mas reactivos como los anhidridos y esteres, no han tenido éxito a pesar de que la
hidrolisis de ambos sustratos fueron enormemente aceleradas por los mismos iones metalicos.
La razén de este comportamiento diferente es que la hidrolisis catalitica involucra el ataque

nucleofilico del anién hidroxido coordinado al metal sobre los sustratos, y tal mecanismo para
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la hidroxilamina es imposible debido a que el nitrégeno de NH,OH solo tiene un par de
electrones desapareado, el cual puede ser usado ya sea para su coordinacion con el metal o

para el ataque nucleofilico al sustrato.

Para la peroxidolisis, el uso de iones metdlicos resulta dificil, puesto que
practicamente todos producen la descomposicion de tal nucledfilo. Sin embargo es posible
buscar una catalisis 4cido-bdasica con la especie neutra, H,O,, y su anion HO;,™ (pK, 12.5),

la reaccion requiere por lo tanto un medio bésico.

El anion hidroperoxido es una base débil si se compara con los grupos salientes en las
reacciones de sustitucion nucleofilica de sustratos como etil-éster, donde el etoxido saliente tiene
un pK, de ~ 16, o para nuestro objeto de estudio las amidas cuyo anion generado NH-R tiene un
pKa. de ~ 35. No obstante lo anterior, los nucledfilos presentes (H,O,, HO,” , OH’, incluso el

disolvente, H,0O), producirian en conjunto un efecto catalitico a favor de la peroxiddlisis.
En resumen se propone lo siguiente:

Desarrollar nuevos sistemas cataliticos para la ruptura de enlaces del tipo amida

y péptido no activados.
En particular se propusieron los siguientes estudios:

1. Estudiar la cinética de sustituciéon de nucleédfilos con efecto a sobre amidas no
activadas y péptidos pequeiios, variando para tal proposito las concentraciones de los

reactivos, la temperatura y el pH.

2. Realizar un estudio cinético de la hidroxilaminolisis sobre amidas no activadas y
péptidos, en la presencia de iones o complejos metalicos, y optimizar las condiciones

de reaccion.

3. Establecer el mecanismo de catélisis para la hidroxilamindlisis y para la peroxidolisis

de dichos sustratos.
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3 Parte experimental

Reactivos

Los compuestos estudiados como sustratos (acetamida, glicilglicina, N-acetilglicina,
glicinamida y las demads, véase la lista de estructuras al final de esta seccidon) fueron
conseguidos de la empresa Sigma y usados sin purificar, las sales inorgdnicas son grado
R.A. En todos los casos la preparacion de disoluciones se hizo en agua destilada y
desionizada con una resistividad de 18.2 £ 0.1 MQcm obtenida mediante el sistema Barnstead

Nanopure, o en D,0O de Aldrich para los estudios de RMN.

Instrumentos y programa de analisis de datos.

Los espectros en ultravioleta fueron obtenidos con un espectrofotometro Hewlett-
Packard 8452A con sistema de recirculacion de agua termostatizado a 25°C, y los espectros
de RMN protonicos fueron obtenidos de un equipo Varian Unity INOVA de 300 MHz de la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM.

Las mediciones de volumen se realizaron con micropipetas Eppendorf Research serie
2000 con volimenes variables. Las mediciones de pH se hicieron con un potenciémetro digital
para investigacion Orion modelo 710-A, y se us6 un electrodo Orion de doble junta. Para
calibrar el potenciometro se usaron amortiguadores estandar de referencia frescos a 25°C, pH

4.00, 7.00 y 10.00 (Aldrich, precision de £0.01).

Durante los experimentos se mantuvo constante la temperatura utilizando un bafio de
recirculacion de agua marca Fischer Scientifics Isotemp 1016S (+ 0.1°C). La temperatura de las

disoluciones fue verificada con un termometro digital Digi-Thermo (£ 0.1°C).
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Para el calculo de la constante de velocidad observada (kqbs), los datos de absorbancia o
de intensidades relativas de sefales (para RMN) contra tiempo se graficaron y ajustaron con la
ecuacion de minimos cuadrados no lineales, ecuacion 3.1, empleando el programa Microcal™
Origin™ version 5 de Microcal Software Inc., Northampthon MA., USA, (1997). Los valores

calculados por este método tienen en promedio una incertidumbre del 2%.

El mismo programa fue usado para ajustar todas las demds curvas con diferentes
comportamientos cinéticos de los diferentes sistemas que aparecen en la seccion de resultados y

discusion. En este caso el error porcentual es del 10% para la mayoria de los casos.

A= Ao + A, (1 - eXp(_k”bst) ) ecuacion (3.1)

En la ecuacién (3.1) 4 es la magnitud de la senal del producto (absorbancia o integral de la sefal en
el espectro de RMN) a tiempo ¢, 4y es la magnitud de la misma sefial al tiempo 0 y 4. es el cambio

de la magnitud de la sefial producido por la transformacion completa del sustrato al producto.

Los archivos de Free Induction Decay (FID) provenientes del equipo de RMN fueron
resueltos e integrados con el programa NutsPro (NMR. UtilityTransform Software-

Professional) for Windows 95/NT, 2D Profesional Version-20001128.

Reacciones de hidroxilaminolisis

Las disoluciones de amidas o péptidos tuvieron una concentracion entre 0.02 a 0.05M,
las sales metélicas de 0.01 a 0.1M y para hidroxilamina de 0.5 a 1.5M. Las mezclas de reaccion
fueron ajustadas a los valores de pH requeridos mediante la adicion de disoluciones

concentradas de NaOH o de HCI, y puestas en el termostato dentro de un tubo cerrado (vial).

Las cinéticas de las hidroxilamindlisis de glicinamida y péptidos fueron seguidas por
reaccion colorimétrica de alicuotas tomadas periodicamente de la mezcla de reaccion, el complejo
cromoforico es el que resulta de la coordinacion entre el Fe(NOs); en éacido nitrico 0.3M y el

(110, T 1 2 absortividad molar a 540 nm

producto de la reaccion, el acido hidroxamico.
producida por el acido glicil-hidroxamico ( 650 M™' cm™) fue determinada usando una disolucién
estandar de 4cido glicil-hidroxdmico de concentracion conocida. La reaccion de
hidroxilamindlisis de acetamida fue seguida espectrofotométricamente mediante la aparicion del

acido aceto-hidroxamico a 215 nm ( absortividad molar de 744 M cm™).
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O

NH,0H T H.N=R

0
RQJ\N/R' + NH,OH
|
H

_ _2+

Amax = 340 nm

Figura 3.1 Reaccion de hidroxilaminélisis y compuesto de coordinacion entre Fe(Ill) y el écido
hidroxamico detectado en uv.-Vis.

Los productos de la hidroxilamindlisis de los derivados de la glicina fueron
identificados por RMN 'H. Los desplazamientos quimicos de los materiales de partida y los

productos de reaccioén en D,O a pH 7 estan dados en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. RMN proténica, desplazamientos quimicos en D,O a pH 7 en ausencia y
en presencia de 0.085 M ZnSO;,.

sustancia Desplazamiento quimico
sola con ZnSOy4
H,NCH,CONH, 3.65 3.55
H,NCH,CONHCH,COOH 3.63 3.65
H,NCH,CONHCH,COOH 3.69 3.71
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COOH |3.67 3.66
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COOH |3.92 3.93
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COOH |3.64 3.64
H,NCH,COOH 3.32 3.28
H,NCH,CONHOH 3.50 3.51
H,NCH,CONHCH,CONHOH 391 3.91
H,NCH,CONHCH,CONHOH 3.61 3.61
“% j2<H 4.08 3.91
H Y H
H %
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Reacciones de peroxidolisis

La reaccion de sustitucion nucleofilica de amidas y péptidos en presencia de H,O, se
realiza en medio basico, como es mostrado en la ecuacién 3.2, la cual ademas involucra un

equilibrio entre el H,O, y el OH" de la ecuacién 3.3:

O

@)
R\)kNH +H,0, + NaOH———> R\/MOO'
2

ecuacion (3.2)

H,0, + OH = =~ HO, +H,0

ecuacion (3.3)

La constante para dicho equilibrio a las temperaturas de 50 y 37°C, se determind por
titulacion espectrofotométrica uv.-Vis de HO, a concentracion fija con diferentes
cantidades de sosa, conforme al método propuesto por Mejia-Radillo. [''* El equilibrio es
seguido por absorciéon de luz en el intervalo de A de 240 a 290 nm y los valores promedio
encontrados son de K=[HO,]/[H,0,][OH]=118 + 3 M’ para 50°C y K=179 + 3 Mm! para
37°C. Un ejemplo de titulacion se muestra en la figura 3.2. Los resultados fueron ajustados
a la ecuacion (3.4). Estos valores concuerdan con aquellos reportados por la literatura para

sistemas acuosos; p.Ej. K=200 +20 I mol™ ( pK, de 11.7)P!a 25°C, y pK,=11.6 a 30°C. ['*!

A=A+0.5Ae(K ' +[H20,]r+[NaOH]t -{( K'+[H205]r+[NaOH]r )? - 4[H204]r[NaOH]1}*?)

....ecuacion (3.4)

La constante de equilibrio también fue determinada mediante el mismo método a
37°C con NaOD en D,0. El valor de K = 276 + 2 M (pK,=11.55) indica un pequefio

efecto isotdpico de aproximadamente 1.5 debido al disolvente.
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1.2
0.9-
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O
< 0.3-
0.0

0.00 0.03 | O.|06 | 0.09 | 0.12
[NaOH], M

Figura 3.2. Célculo de la constante del equilibrio presentado entre el H,0, y NaOH, conforme al
método de Mejia-Radillo Y., [H,O,] = 0.010M y [NaOH] variable a T=37°C en H,O, absorbancia
medida alad =275 nm. y* = 1.6x10°

El peroxido de hidrégeno de la marca Aldrich fue usado tal y como se adquiri6 y su
concentracion fue determinada al momento de usarlo. La técnica que se us6 para determinar
la concentracion de H,O, fue la de valoracidon con una disolucion de permanganato de

[114]

potasio, que a su vez fue hervida y filtrada, y estandarizada con una disolucion de

oxalato de sodio previamente secado,'"*! 1a concentracion encontrada fue de 30.3%.

2MnO, + 5H,C,0, + 6H*

10CO, + 2Mn*2 + 8H,0

2MnO, +5H,0, + 6H* —————  2Mn*2 + 50, + 8H,0

Las cinéticas de las reacciones de ruptura de enlaces amidicos fueron seguidas por
RMN 'H a 37°C en D,0O conteniendo de 0.3 a 3% de H,O introducida con la disolucion de
H,0,. Las disoluciones de amidas o péptidos fueron de 0.02 a 0.05 M, las de perdxido de

hidrégeno tuvieron las concentraciones de 0.1 a 1.0 M.
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Modificacion de amidas

Para la modificaciéon de amidas con grupos coordinantes adicionales, se realizo la

alquilacion reductiva de grupos amino, conforme a la siguiente técnica:

La amida a modificar se disolvid en agua y se ajustd el pH a un valor de 10, el sistema
se pone en un bano de hielo con agitacion y se agrega lentamente piridin-aldehido, este ultimo

en un exceso respecto de la amida (0.38M de la amida y 0.76M del aldehido). A continuacion

se agrego borohidruro de sodio en porciones de 4 mg por cada mL de disolucidn, a intervalos
[116]

de tiempo de un minuto, el esquema de la reaccion se muestra en la figura 3.3. |

X N/\H/NHR NaBH, W
H
| N O N

Figura 3.3 Modificacion de amidas mediante la adicion de un grupo piridilo.

Después de 10 minutos de terminada la reaccion se ajustd el pH a 4 con HCI para
eliminar el exceso de NaBHy4 después se llevo a pH neutro. El siguiente paso fue agregar etanol
en un volumen equivalente al de la mezcla de reaccién y se concentrd en rotavapor. Los
primeros precipitados fueron las sales inorganicas. Al evaporar casi la totalidad del agua y
agregando mas etanol se obtienen cristales nacarados del producto con un rendimiento

aproximado del 85%.

La recristalizacion se hizo, disolviendo en un minimo de agua donde se precipita con

una mezcla de etanol y eter (50/50).

El analisis elemental y la RNM 'H concuerdan para productos en forma de hidrocloruro.



Lista de sustratos usados aqui y su estructura
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acetamida

glicilglicina, GlyGly o GG

EWN%OH

i |

0
i P
|
H o) H O

glicilglicilglicilglicina, tetraglicina, GGGG

glicilglicilglicina, triglicina, GGG

2-meti-piridil glicinamida, PyGNH,
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2-metil-piridil glicilglicina, PyGG

N-acetil glicinamida, NacGNH,

Ho 9
NN
OH

N-acetil glicina, NacG

Alanil-Glicina, Ala-Gly o A-G

CHH
H

@)
H2N OH
VY
CH3 H O
\/

Alanil-Histidina, Ala-His o A-H

H Histidil-Alanina, His-Ala o H-A



OH
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NH H O
2 NH, Asparagil-Glicina, N-G

NH

HO
NH

Asparagina, Asn o N
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4 Resultados y discusion

Hidroxilaminolisis sin iones metalicos

Los ensayos de sustitucion nucleofilica de amidas no activadas usando como nucleofilo

la hidroxilamina conforme a la reaccion general:

0
+NHpOH ——> )L + NHoRy
NHR; R~ NHOH

acido hidroxamico
muestran los siguientes resultados.

Para acetamida la constante observada se calculdo por métodos espectroscopicos,
siguiendo la formacion del producto en funcién del tiempo. Lo anterior se hizo de dos
formas, ya sea midiendo la absorbancia propia del acido acetohidroxdmico a 215 nm, (¢ =
744 M cm™) o bien a través de la formacién del compuesto de coordinacion entre dicho

compuesto y el ion Fe(III) en 4cido nitrico, ver parte experimental.

La figura 4.1 muestra el comportamiento de la absorbancia debida al producto en
funcién del tiempo, y esta grafica es representativa de todas las cinéticas que se describen en

este trabajo.

La constante de velocidad se calcul6 por el método de minimos cuadrados no lineales.
En la grafica de la figura 4.1 la linea continua representa el ajuste de los datos mediante la

ecuacion 3.1 presentada en la seccidon experimental.

En dicha ecuacion los valores de A4, Agy tiempo ¢ son valores conocidos y solo faltaria
el valor de A, para calcular la constante observada k5. Nuestros sustratos fueron acetamida y

derivados de la glicina, asi que los productos de las reacciones son el dcido acetohidroxdmico y
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el acido glicilhidroxdmico. En nuestros ensayos puesto que seguimos la formacion de los
productos, nos bastd calcular los coeficientes de absortividad de los acidos hidroxdmicos

mencionados, a partir de disoluciones estandar, para calcular los valores de A..

0.9

0.8 1

0.7 H

0.6 1

0.5

Absorbancia

0.4 1

03 T T I T I T I T I T I T I T !

segundos (103)

Figura 4.1. Cinética de hidroxilamin6lisis para la acetamida, la constante de velocidad de
primer orden calculada en este caso es de ks = 2.16x107 + 3.4x10°® a 37°C, pH=16.5, 0 =
215nm, 0.035M de acetamida y 1M de NH,OH. 32 = 3.02x10~.

La variacion de la constante de velocidad en funcion del pH para la acetamida como

sustrato se muestra en la figura 4.2.

En esta grafica se aprecia una dependencia en forma de campana con maximo
alrededor de pH 6, y por arriba de 13 la velocidad aumenta drasticamente. Bergmann encontro
que para la nicotinamida y la acetamida la velocidad de reaccion crece mucho al mismo valor
de pH 13 y explica que esto es debido a la hidrélisis por OH™ la cual en esas condiciones es
mas rapida que la sustitucion nucleofilica por NH,OH. "% Sin embargo, en nuestro caso
seguimos la formacion del acido hidroxamico y no la desaparicion del sustrato inicial, razén

por la que esta explicacion no se aplica.
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10k, (/s

Figura 4.2. Constante de velocidad de primer orden observada (ko) para la hidroxilamin6lisis

de acetamida 0.035M y NH,OH 1M, en funcién del pH, a las temperaturas de 37 (m), 45 (0) y

60°C (0).

La hidroxilamindlisis para la formamida estudiada por Jencks, también presenta un
maximo alrededor de pH 6, con una dependencia cuadratica respecto a la concentracion del

nucledfilo.

El pK, de la hidroxilamina es de 5.9 a 25°C, asi que a un pH cercano a 6 el producto
[NH30H ][NH,OH] alcanza su maximo, al cambiar a un pH menor aumenta el valor de
[NH30H '] pero disminuye el de [NH,OH], al mismo tiempo la ks disminuye. Para valores de
pH mas altos que 6 sucede lo contrario, [NH,OH] aumenta, [NH30H+] disminuye y la kops
sigue disminuyendo. Este hecho junto con la dependencia del pH de la reaccion, sugiere que el
ion hidroxilamonio actiia como un catalizador para la reaccion de hidroxilamindlisis. La accion

concertada de ambas especies sobre el sustrato puede verse en la figura 4.3
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R\)@
NHR

NH,OH

Figura 4.3. Activacion del sustrato por el cation del nucledfilo y ataque al grupo carbonilo por
parte de la especie neutra.

Para nuestro estudio con acetamida tenemos la misma dependencia cuadratica de la
constante de velocidad observada respecto de la concentracion total del nucledfilo, esto es

ejemplificado en la figura 4.4.

1.4 1

1.2 1

1.0 4

0.8+

0.6

0.4

0.2 1

10%, (s") 6 10%, /INH,OH] (M's™)

O e
00 02 04 06 08 10 12 14 16

[NH,OH]., M

Figura 4.4. Constante observada de primero (m) y segundo orden (o), para la
hidroxilamindlisis de acetamida a pH 6 y 50°C, como funcién de la concentracion total de
hidroxilamina. x> = 4.3x10"% 6 p> = 0.9996.
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En la misma figura también se ha graficado la constante aparente de segundo orden

(kobs/[NH,OH]), puede verse que no hay un comportamiento lineal y que, de acuerdo con Jencks

[43]

en su trabajo con formamida, " esto indica un cambio en la etapa limitante de la reaccion, de

la formacion a la descomposicion del intermediario de adicion tetraédrico en la medida que se

incremente la concentracion del cation hidroxilamonio. ™!

El esquema 1a ilustra el mecanismo de hidroxilaminélisis propuesto por Jencks y

Gilchrist para la formamida:

9 OH %
I = k,INH,OH"] KINH,OHT [ '
R~ N~ tFNHOH <——= R NHR' > + NH,R
H k ,[NH,OH"] k,[H'] R NHOH
NHOH
a
j\ kydH] 7 3pid i
' rapiaa !
R~ SR+ NHOH - R—|—npr TERIdR )J\ + NHR
H KkauNH;OH'] ,LHOH R NHOH
kg[NH,OH]
b
Esquema 1

La ecuacion de velocidad que sigue el esquema 1a tiene la forma:
kovs/[NHOH] = ki [HA] (k> + ks[HA] + ka[H'])/(k2 + Ia[HA] + ka[H'] + ka[HAD)  (4.2)
en donde kops €s la constante observada de primer orden para la reaccion, y HA es NH;0H".

Nuestros datos de kons/[NH,OH] de la acetamida se ajustan a la ecuacion (4.2),
datos (o) de la figura 4.4, con k; = 6.4x10* M2 s™, (ky + ka[H' )k, = 0.17 M y kslk., =
0.16 a 50°C y pH 6.0.

Sin embargo, al ajustar los datos del perfil de pH con la ecuacion 4.2 para kg, el
resultado solo es satisfactorio alrededor de pH 6, pero a pH mayores y menores la ecuacion

requiere que k,ps S€ aproxime a cero, linea punteada de la figura 4.5.
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0.0

10

Figura 4.5. Gréfica para acetamida a las temperaturas de 37 y 60°C en el intervalo donde
aparece el maximo. Las lineas s6lidas son los perfiles tedricos conforme a la ecuacion (4.3). La
linea punteada corresponde al ajuste de los datos con la ecuacion (4.2). XZ =6.99x10”.

Aparentemente la adicion de hidroxilamina catalizada por el dcido general, conforme al
esquema la, es predominante solo a un pH cercano al pK, del hidroxilamonio, pero en
disoluciones mas acidas o mas basicas la catalisis acido-especifica y la basico-general

respectivamente resultan ser las trayectorias predominantes.

Ajustando los datos en el intervalo de pH comprendido entre 5y 7 a la ecuacién 4.2,
se tienen los siguientes parametros para la acetamida: k| = 2.2x10™ M'zs'l, ko/ky = 0.08 M,
kslk.y =036y kalk, = 6.2x10% a 37°C. Si se comparan con los resultados obtenidos para la
formamida; k; = 8.5x107° M?s™, ko/k., = 0.18 M, ks/k, = 0.09 v ku/k., = 4x10* a 39°C,
resulta que esta ultima es 40 veces mas reactiva que la acetamida, debido a la formacién

mas rapida de su intermediario de adicion.

Los resultados antes mencionados nos permiten estimar la relacion de las velocidades
de descomposicion del intermediario tetraédrico, en la direccion de la formacion del producto
(r+) y en la direccion de los compuestos de partida (7.): 7./r. = (ky + ks[HA] + kq[H 1)/(k1[HA]).
A pH 6y 37°C ry/r.=0.65 (de k,»s en funcion del pH), y a 50°C r./r. = 0.44 (de k,»s en funcion
de la concentracion de NH,OH). Asi, a pH 6 las velocidades de descomposicion en ambas

direcciones son similares. Se puede ver que un incremento o una disminucién en el pH, dard un
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incremento en r./r. debido a la disminucion en [HA] y al incremento en [H']

. 117
respectlvamente.[ ]

Los valores de r/r. considerablemente mayores que 1, indican que el paso determinante
de la reaccion es la formacion del intermediario de adicion. Por lo tanto, para el intervalo
completo de pH de la velocidad de hidroxilaminoélisis de acetamida, se hizo el anélisis de los
resultados bajo un esquema simplificado, el cual asume que la etapa determinante de
formacion del intermediario sucede a través de tres trayectorias, a saber: catélisis acido-
especifica, acido-general y basico-general por hidroxilamina, véase el esquema 1b. La

ecuacion de velocidad correspondiente es la 4.3:
Kobs = ku[H IINHOH]/(1+[HV/K,) + (kan[H VK, + ks)[NH,OH]r/(14[H' VK, (4.3)

en donde [NH,OH]r es la concentracion total de hidroxilamina y K, es la constante de

. . ., , . + . .y 7
disociacion acida de NH3OH . El ajuste de los datos con esta ecuacion se muestra como lineas

continuas en la figura 4.5. !'¥

5_
4_
—~~
‘v
N
g 37
X
Te]
o
< 2_
14
0 T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 4.6. Constante de velocidad observada de primer orden para la ruptura de glicinamida
(GNH,) por hidroxilamina como funciéon del pH a la temperatura de 50°C. La linea que pasa a
través de los puntos corresponde al perfil tedrico de acuerdo al esquema 2. xz =4.23x10"%.
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La constante de velocidad observada para la hidroxilamindlisis de la glicinamida (GNH,) es
similar a la de acetamida a la misma temperatura y al mismo valor de pH 6ptimo, sin embargo, su
maximo estd desplazado hacia pH 7, y la curva es mas ancha. Ademas, en disoluciones écidas la

velocidad de reaccion tiende a cero con la disminucion del pH, véase la figura 4.6.

Al igual que con acetamida, se grafico la constante de segundo orden aparente contra la
concentracion total de hidroxilamina, figura 4.7, los datos se comportan linealmente hasta una
[NH,OH] de 1.2M. En la ecuacion 4.2 esto se cumple cuando el término k;[HA] en el
denominador es pequefio, es decir si k.;[HA] << (k, + k3[HA] + ky[H']).

N N
o N
| 1 |
m]

o
(0]
1

o
(o))
1

o
~
1

©
N
1

10%,.(s") 6 10k, /INH,OH] (M's”)

©
o

: — .
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
[NH,OH]., M

o
o

Figura 4.7. Constante de velocidad observada de primero (m) y de segundo orden (o) para la
hidroxilamindlisis de glicinamida a pH 6 y 50°C como funciéon de la concentracion de
hidroxilamina. Xz =7.43x10™" para el comportamiento cuadratico.

El significado de esta desigualdad es que la reaccion de descomposicion del intermediario
de adicién en la direccion de reactivos, es mucho mas lenta que la correspondiente en direccion

hacia productos, por lo tanto, la adicion es la etapa determinante de la reaccion.

Volviendo a la figura 4.6, el desplazamiento del maximo a un pH mas basico y el

ensanchamiento del perfil, pueden explicarse considerando las diferentes reactividades de las

especies protonada y neutra de la glicinamida, pK, = 7.93.['""!
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Los datos de la figura 4.6 fueron ajustados con la ecuacion 4.3 modificada de acuerdo

con el esquema 2, esto se muestra como una linea continua en la misma figura.

0
H NQJ\ R kylH1
2 N~ t NH,OH —_— productos de reaccion
| Ky [NH,OH"]
H kg[NH,OH]
-H*|| +H*
O .
+ kyt[H'] ductos d .
H,N _R + NH.OH - . productos de reaccion
’T‘ 2 Kayy INH,OH]
H kg*[NH,OH]
Esquema 2

El resultado del célculo para las constantes de velocidad de las dos rutas de reaccion,
formas protonada y neutra, se muestran en la tabla 4.1 junto con otros resultados para la

acetamida y los péptidos glicilglicina (GG) y glicilglicilglicina (GGG).

Tabla 4.1. Parametros de velocidad para la hidroxilaminélisis no catalizada de acetamida y algunos derivados
de glicina en diferentes formas de protonacion.

Especies sustrato T,°C kg, M2 kan, M2 ks, Mt
CH;CONH, 37 2.940.5  (8.310.7)x10™* (2.940.6)x10°
45 71433 (1.4+0.2)x10™ (8.343.0)x10°
60 23+4 (4.0£0.2)x10™ (2.140.3)x107
E,, kJ/mol: 76.4+5.8  54.840.5 71.4+14.1
“H;NCH,CONH, (GNH;") 50 0 (8.740.5)x10° 0
H,NCH,CONH, (GNH,) 50 0 (4.6£0.1)x10™  (1.6+0.1)x107
“H;NCH,CONHCH,COO™ (GG) 60 2.140.4  (6.7x1.6)x10° 0
H,NCH,CONHCH,COO™ (GGH.;) 60 0 (2.940.2)x10™  (1.6+0.1)x10°
“H;NCH,CONHCH,CONHCH,COO™ (GGG) 60 32402  (1.5+02)x10° 0
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COO (GGGH_;)* 60 0 (2.3£0.3)x10* 0

Tk = 2.3X10'4, 3.7x10™ y 1.05x10° M2 s' a 37, 45 y 60°C respectivamente, estimadas mediante el uso de la
ecuacion 4.2 de los resultados alrededor del maximo, pH = 6.
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En este caso de la glicinamida, la catélisis acida especifica no opera probablemente debido a la
repulsion entre el cation hidroxilamonio y el cation del sustrato. Por esa misma razon, la
constante de velocidad para la catélisis acida general (kan) por hidroxilamonio es mas pequefia
para la forma protonada del sustrato que para la neutra. Aunque el sustrato protonado puede ser
mas reactivo, debido al efecto inductivo del grupo amonio, tal como es observado en la

hidrolisis alcalina en el éster etilico de la glicina. >

La catalisis acida-especifica podria ser eficiente para la reaccion de la forma neutra de
glicinamida, pero no es posible estimar las constantes de velocidad respectivas, debido

probablemente a la muy pequeiia fraccion de la forma neutra en disoluciones acidas.

10°%k,. (s7)

pH

Figura 4.8 Constante de velocidad observada de primer orden para la ruptura de glicilglicina (GG) y
triglicina (GGG) como funcién del pH a 60°C y IM de hidroxilamina. Las lineas sobre los puntos
representan el perfil tedrico de acuerdo con el esquema 2, los parametros correspondientes se encuentran
incluidos en la tabla 4.1. . y’c6 = 7.71x107™, . % g6 = 6.91x107"

La hidroxilaminolisis para otros derivados de la glicina, los péptidos GG y GGG,
sucede mas lentamente que en el caso de la glicinamida, por lo que sus cinéticas fueron

estudiadas a una temperatura mas alta, figura 4.8.
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El pH 6ptimo para la GG se encuentra cerca de 7 como en el caso de la GNH,, y para la
GGG se encuentra cerca de 6, como sucede con la acetamida. Para la triglicina existen dos
enlaces peptidicos a romper, uno de estos enlaces se encuentra distante respecto del grupo
amino terminal y es probable que su ruptura sea insensible a la protonacion. Al igual que en los
dos primeros sustratos, tienen un orden de reaccion de 2 para su dependencia respecto de la

[NH,OH] total, figura 4.9.

O GGG,pH=7,T=60°C ® GG,pH=7,T=50°C 4 GNH,,pH=6,T=50°C

T T T T T T T T
2.0

o 1.5

~

\/-(Ig) -

=< 1.0

0

o

D v -
0.5
00 T T T T T T T T T T T 0

0.0 05 1.0 15 20 25 30

[NH,OH]

Figura 4.9. Constante de velocidad observada de primer orden para la hidroxilamindlisis de GNH, (A )
a pH 6 y 50°C, GG(e) a pH 7 y T=50°C, y de GGG (o) a pH 7 y T=60°C, como funcion de la
concentracion de hidroxilamina. XzGG =1.71x10™", Xz 666 =2.1x10™"2.

En la tabla 4.1 puede verse que en la hidroxilaminolisis de las formas protonadas de GG
y de GGG, existe una considerable contribucion de la catélisis acida especifica. Esas especies
en realidad son zuiteriones, a diferencia de la glicinamida protonada que es un cation. La
reaccion catalizada por un sistema acido-general es mas répida para péptidos desprotonados
que para los zuiteriones. Lo anterior puede ser debido a la atraccioén electrostatica entre el

cation hidroxilamonio y el sustrato anionico.
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Cinéticas de la hidroxilamindlisis en la presencia de iones metalicos.

Tanto en la introduccion como en los antecedentes se ha visto que la participacion de iones
metalicos en sistemas vivos es enormemente importante. De la misma forma su uso, ya sea
coordinados o solos en sistemas mas simples, ha producido algunos resultados alentadores en la
hidrolisis de amidas. Por lo anterior, resultd forzoso su estudio en las reacciones de hidroxilaminolisis
de este trabajo, esto bajo la idea de que los iones metélicos participarian de manera catalitica a través

de cualquiera de los mecanismos también citados en la parte de antecedentes.

@

)kN/R' + NH,0H + M

I
H

R productos

En ese sentido, inicialmente se propusieron varios cationes divalentes que podrian
participar cataliticamente en la reaccion de sustitucion nucleofilica de las amidas, estos fueron:
Cu(Il), Ni(II), Cd(II), Zn(II), Pb(Il), Mn(Il), Co(Il) y Fe(Il). La participacion de iones
metalicos con mayor carga quedd excluida de este trabajo dado que su acidez es mayor y la
formacion del hidréxido metalico sucede a valores de pH mas bajos, es decir seria dificil lograr
reacciones en medios neutros o cercanos a la neutralidad sin la presencia de precipitados. La
tabla 4.2 muestra algunas constantes observadas medidas (k) para la glicinamida (GNH,) en

la presencia de cationes divalentes.

Dentro de esos resultados puede verse que el ion Mn(Il) no ofrece ningin efecto
catalitico positivo y en caso dado tal vez una pequefa inhibicion de la reaccion. Para Fe(Il) y
Pb(II) no es posible medir la constante de velocidad pues existe la aparicion de precipitado
desde un inicio, aun a pesar de que se trabajo con disoluciones diluidas de cada ion metélico.
Con Co(Il) es posible medir la constante de velocidad pero paulatinamente aparece el
precipitado en poco tiempo, 3 horas aproximadamente. La presencia de precipitado en la
disolucion complica el analisis al ser un sistema heterogéneo, donde podrian existir muchas
especies actuando en el proceso, ademds existe incertidumbre de cual es la naturaleza de las

especies y cual(es) de ellas es la de mayor contribucion a la velocidad de la reaccion.
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Tabla 4.2. k,,, medidas por espectrofotometria (A=540nm), para
0.03M de GNH, y 1M de hidroxilamina a 50 °C y pH 7.2.

Ion metalico ks Ion metalico k,s"

0 4.5x10° Mn(II), 0.025M 3.72x107
Ni(II), 0.03M 8.6x10” Co(Il), 0.025M  7.27x10”ppdo
Ni(II), 0.06M 8.0x107 Cu(Il), 0.025M 1.72x107
Zn(11), 0.01M 1.0x10™ Pb(II), 0.025M ppdo
Zn(II), 0.03M 2.13x10™ Fe(1I), 0.025M ppdo.
Cd(II), 0.025M 7.3x107 Mn(II), 0.025M 3.72x107

El Cu(Il) fue el primer ion metdlico probado en este estudio y que no mostro la
formacion de precipitado al menos en un lapso de tiempo de 24 horas. La figura 4.10 es un
ejemplo de los resultados obtenidos cuando Cu(Il) se encuentra presente en la reaccion, aqui se
muestra la aparicion del producto de hidroxilamindlisis en funcion del tiempo. Como se
menciond en la parte experimental, la especie absorbente es el complejo formado entre el

producto, el dcido hidroxdmico, y Fe(III).

0.20

0.18

0.16

0.14 1

0.12 1

Absorbancia

0.10+

0.08

0.06

0 2'4'1'6';33'1'0'1'2
segundos ( 107)

Figura 4.10. Reaccion de hidroxilaminélisis para GNH, en presencia de Cu(Il). Los datos
fueron ajustados con la ecuacion 3.1 manteniendo fijo sélo el valor inicial de Absorbancia A,=
0.0618 con lo que se obtiene los valores de ks de 1.3x10™ s+ 1x107 y de absorbancia al
infinito (A) de 0.152. La reaccién se llevo a cabo a T=50°C, pH=6.0 y [Cu®'] = 0.03M.
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De estos datos se calculd una constante de velocidad de primer orden con una magnitud
de 1.3x10™ s, esto es casi 4 veces mas rapido que sin ion metélico, sin embargo hay que hacer
hincapié en dos cosas, primero que el valor de la absorbancia al infinito, 0.152, no coincide con
el esperado de 1.95 *, y segundo que la curva no es lineal, esto Gltimo podria significar que el
sustrato esta dejando de reaccionar, o que el producto se encuentra involucrado en otro

proceso, cualquiera que sea el caso estarian ocurriendo varios procesos a la vez.

Los iones metalicos que mostraron un aumento en la velocidad de hidroxilamindlisis
fueron: Ni(Il), Cd(II) y Zn(II), en los tres casos la dependencia de concentracion del producto
en funcion del tiempo fue lineal. EI Ni(Il) produce un aumento en la velocidad de reaccion de
casi dos veces, no obstante en el estudio de la k,»; dependiente de la concentracion del ion
metalico, se observa una rapida saturacion y podemos decir que, para fines practicos, este

sistema tiene poco perspectivas, véase la figura 4.11.

3

O.bO | 0.01 0.02 | 0.63 | 0.04 0.05 0.06 0.07
INi(I1)] M

Figura 4.11. Constante observada de velocidad de primer orden para la hidroxilaminolisis
de GNH, en la presencia de Ni(Il) a diferentes concentraciones. El ensayo se realizd a
T=50°C, pH=7.2 y 1M de hidroxilamina. . xz =1.71x10"2.

* El coeficiente de extincion es el ya mencionado de 650M™' cm™ para el 4cido glicilhidroxamico y Fe(III) en
medio acido. La concentracion inicial de GNH, puesta en la celda de medicion (0.003M) es 10 veces menor que la
presente en el matraz de reaccion (0.03M).
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Con Cd(II) el efecto catalitico aunque es positivo es menor al de Ni(Il), en cambio
Zn(II) muestra la mejor aceleracion (casi 5 veces) y a diferencia de lo que pasa con Ni(Il) la

saturacion sucede mucho mas lentamente.

En la figura 4.12 se observa el efecto catalitico para Zn(Il) como funcién de la
concentracion del cation a diferentes valores de pH y no se ve que se llegue a un valor
constante de la ks, pareceria que aun se puede aumentar mas la velocidad mediante el
aumento en la concentracion, sin embargo no es posible experimentalmente, puesto que el
intervalo esta acotado por la precipitacion del hidroxido metalico, sobre todo a valores de pH

mas basicos de ahi que a pH 7.5 s6lo se tengan ks hasta [Zn(II)] = 0.03M.

1 ' T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14

[Zn(IN], M

Figura 4.12. Constante de velocidad de primer orden para la sustitucion nucleofilica de
GNH,; con hidroxilamina 1M, en funciéon de la concentracion de Zn(Il) a tres diferentes
valores de pH, la temperatura fue 50°C. . y% = 12.4x10™%, . %5 =5.5x10"", . x5 =6.0x10™".

Las constantes de estabilidad para Cu(II), Cd(II), Ni(Il) y Zn(II) coordinados a GNH;
son respectivamente: logK = 5.41, 5.2, 4.2 y 3.28, estos valores junto con los de k,»; dados en
la tabla 4.2 tienen una relaciéon que va en orden inverso; a mayor estabilidad del complejo
menor velocidad de reaccion. El orden de saturacion también tendria que ir en el mismo
sentido, siendo el Cu(Il) quien presenta saturacién a menor concentracion, y Zn(II) el que tiene

el mismo fenémeno a la mayor concentracion.
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Otro proceso que puede estar presente en este comportamiento de los iones metalicos
con las amidas, es su capacidad para desprotonarlas. El hidrogeno de amida s6lo es posible
sustraerlo a valores de pH muy basicos, pK, = 15, sin embargo en la presencia de iones
metalicos el pK, disminuye considerablemente, asi para Cu(Il) el pK, cambia de 15 a 4,
realmente un enorme abatimiento de este valor. *” Ahora en la presencia de cobre la amida se
desprotona a pH 4cido, y el nitrégeno amidico se coordina al ion metdlico. En esta situacion, la
ruptura del enlace C-NR queda imposibilitada, pues es dificil que el grupo -NR salga de la
molécula al permanecer coordinado, de hecho se esperaria que el ion metalico también

coordinara a la amina de la glicinamida formando un anillo de 5 miembros.

Probablemente lo que se observa en la figura 4.10 sea una disminucién en la velocidad
de formacién del acido hidroxamico como consecuencia de la coordinacion de Cu(Il) al

nitrégeno amidico, lo que justamente se observa como un agotamiento de la reaccion.

Hasta este punto, los datos obtenidos indican que los mejores resultados en estos

sistemas se dieron con Zn(II), por lo que el estudio se continud con este ion metalico.

5 GGG at 60°C
4
K3
» 3
2
S | GG at 60°C
o
A
2 -
1 - GG at 50°C
0 I L I L I L L

I I
000 002 004 006 008 010 012 014
[Zn(1)], M

Figura 4.13. Constante observada de velocidad de primer orden para la ruptura de
glicil-glicina (GG) y triglicina (GGG) mediante hidroxilamina 1M a pH 6.8 en funcion de la
concentracion de Zn(II). . XZGGw =24x10"2,. XZGGG =3.7x105.
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Bajo el mismo sistema de hidroxilamina y Zn(II) se usaron otros sustratos no activados,
tales como algunos derivados de la glicina, en la figura 4.13 se presentan las k,; para la
glicilglicina (o diglicina, GG) y para la glicilglicilglicina (o triglicina, GGG) como funcién de

la concentracion de Zn(II).

La reactividad de estos sustratos es menor que la de GNH; de ahi que se decidiera trabajar a
una temperatura mayor. El comportamiento cinético para GG y GGG es similar al mostrado en

GNHa, lo que significa que el mecanismo de ruptura debe ser el mismo para las tres amidas.

La mayoria de los sistemas enzimaticos que han sido estudiados a la fecha y que se
pueden hallar en la bibliografia, se comportan como si existiera un equilibrio entre el sustrato
(S) y el sitio activo de la enzima (E) con formacion del intermediario ES dentro de cual el

sustrato se transforma al producto, tal como se describe bajo el esquema 3.

k;
k.

kZ
ES——» F4+ P

E+ S

Esquema 3

Si en lugar de E lo sustituimos por Zn(II) de nuestros sistemas y aplicando la
suposicion de Briggs-Haldane, que se establece un estado estacionario para la formacion

y desaparicion del complejo metal-sustrato (Zn(I1)S), entonces se obtiene la ecuacion 4.4.

k[ Zn(I]K + &,
~ 1+K([Zn(11)]

obs

“4.4)

Este modelo describe una hipérbola conocida como comportamiento cinético tipo
Michaelis-Menten, ! o ecuacion del mismo nombre. Las magnitudes ko y kc son las
constantes de velocidad para la hidroxilamindlisis del sustrato libre y enlazado al Zn(II), y K es

la constante de estabilidad para el complejo metal-sustrato.
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Los perfiles a valores bajos de pH mostrados en las figuras 4.12 y 4.13 se ajustan a la
ecuacion tipo Michaelis-Menten, los pardmetros encontrados para los sustratos GNH,, GG y

GGG, se muestran en la tabla 4.3.

Los valores de K son practicamente independientes del pH, pero el efecto de
aceleracion por Zn(Il), expresado como kc/kp se incrementa de 4 a 9 yendo desde pH 6 a
6.8. Los resultados a pH 7.5 s6lo cubren la parte lineal inicial de la dependencia de la
concentracion, pero usando el valor de K encontrado a pH menor se puede encontrar de
este resultado la relacion kc/ky = 16. Asi que la eficiencia catalitica de Zn(Il) se

incrementa yendo hacia disoluciones mas basicas.

Tabla 4.3. Constantes de velocidad para la hidroxilaminélisis no catalizada (ko) y catalizada
(kc) de diferentes sustratos en la presencia de Zn(Il), y constante de estabilidad (K) de sus
complejos con Zn(II), ecuacion (4).

Sustrato  T,°C pH ks’ ke,s'  K,M' ke/ky

GNH, 50 6.0 4.0x10° 1.6x10* 104 4.0
- 50 6.8 45x10°  43x10* 109 9.5
- 50 7.5 47x10°  7.8x10%  10.6Y  16.6

GG 50 6.8 1.2x10° 1.9x10° 38.5 15.8
- 60 6.8 42x10° 3.0x107 222 7.1
GGG 60 6.8 4.6x10° 1.3x10* 4.4 28.3

% Valor promedio entre las constantes a pH 6.0 y 6.8.

La constante de velocidad de primer orden en funcién del pH, ahora en la
presencia de Zn(II), no presenta la forma de campana que se mostrd en las figuras 4.2,
4.5, 4.6 y 4.8, sino que existe un aumento continuo con el aumento del pH, véase la
figura 4.14. Nuevamente no es posible llegar a valores mas altos de pH debido a la

aparicion de precipitado.
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5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
pH

Figura 4.14. Hidroxilaminolisis de GG 0.03 M con NH,OH IM y 0.02M de Zn(II) en
funcion del pH a T=50°C. Los valores de ks de primer orden han sido corregidos para la
velocidad no catalizada. p*= 0.992

La catalisis &cida o basica general puede plantearse conforme se muestra en el esquema 4:

k k
HA+ § =——=—= SH'+ A", SH'+ H,0 ———~ = productos
k.

Esquema 4

Bajo este esquema el ion metdlico actia en nuestros sistemas como acido general
sustituyendo al catién del nucledfilo, este es el NH;OH", de ahi que ya no se dependa de la existencia
de esta especie la cual coexiste con su par neutra. Esta explicacion es consistente con el aumento de

la velocidad al aumentar la concentracion de Zn(II) mostrado en las figuras 4.12 y 4.13.

Otro resultado que concuerda con lo anteriormente expuesto es lo observado para kgps Vvs.
concentracion de NH,OH, anteriormente en la hidroxilaminélisis no catalizada se encontr6 una
dependencia cuadratica debida a la participacion de las dos especies del nucledfilo, figura 4.3. En la
presencia del ion metalico a concentracion fija, el proceso solo depende de la especie NH,OH, es

decir la reaccion es de primer orden respecto a la hidroxilamina, véase la figura 4.15.
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Figura 4.15. Hidroxilamindlisis de GG 0.035 M con NH,OH 1M y 0.02M de Zn(II) en

funcion de [NH,OH] a T = 50°C y pH = 7. Los valores de ks fueron corregidos descontando

la contribucién no catalitica. La linea continua corresponde al ajuste con una ecuacion de

primer grado cuyo coeficiente de determinacion es p® = 0.998.

Un grafico de logkows en funcion del pH, en el que se ha restado la contribucion no
catalitica y a una concentracion fija de Zn(Il) para los sustratos GNH,, GG y GGG, se muestra
en la figura 4.16. En los tres casos el comportamiento es lineal con una pendiente de 0.86,

cercana a la unidad, para la curva de GNH,, y una pendiente menor para los péptidos GG y

GGG que como ya se ha visto son menos reactivos que la GNH,.

Las constantes de estabilidad para los complejos de Zn(II) con GNH; y los dos péptidos
son similares y son aproximadamente 2x10° M a 25°C. P Las constantes de estabilidad
cinética dadas en la tabla 4.3 son mucho menores, esto es debido parcialmente a un
considerable grado de protonacion de los grupo amino de los sustratos alrededor de pH = 7.
Los valores de los pK, de las formas protonadas de todos los sustratos son cercanos a 8, ")
por lo tanto las constantes de estabilidad esperadas a pH 7 pueden ser estimadas como 200 M
a 25°C, la cual es aun un orden de magnitud mas grande que el valor cinético. Una posible

razén de esta contradiccion es la alta temperatura, ademas las medidas para GG a menores

temperaturas dan un valor mas grande de K, véase la tabla 4.3.
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Figura 4.16. Logaritmos de ks para la hidroxilaminélisis Zn(Il)-catalizada de GNH, a T=50°C,
yde GGy GGG a T = 60°C con NH,OH 1M. p’gain=0.996, p’coa= 0.994, p’co=0.998

Hidroxilaminolisis con iones metalicos coordinados.

Uno de los problemas para alcanzar mayores velocidades de reaccion en la
hidroxilaminélisis de estos sistemas, es la dificultad de alcanzar valores de pH mas basicos
cuando en la reaccion participan iones metalicos. El uso de ligantes, como se menciond en los
antecedentes, no s6lo puede ayudar con este propdsito, sino que ademads, es posible que el

compuesto complejo disminuya el pK, de los nucledfilos participantes al encontrarse también

coordinados al ion metalico.

O
R)kN/R' + NH,OH + [Zn(L),J** —— productos
|
H
En base a esta idea, se propuso el uso de algunos ligantes tales como: etilendiamina

(en), imidazol (Im), 2, 2"-bipiridina (bipy), dietilentriamina (dien), 1, 4, 7-triaza-ciclonanona

(N3[9]ona) y el 1, 5, 9-triaza-ciclododecano (N3[12]ona), véase la figura 4.17.
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Im (N3[12]ona) bipy

Figura 4.17. Representacion de los ligantes usados en la coordinacion de Zn(II) en

la hidroxilamindlisis de amidas no activadas y péptidos de este trabajo.

En la bibliografia se encuentran muchos ejemplos en los que se usan compuestos de
coordinacién en procesos cataliticos de diferente naturaleza. En el caso particular de la
hidrdlisis de amidas y péptidos ya se han mencionado los casos mas sobresalientes en la
seccion de antecedentes, cabe recordar aquellos ejemplos donde se usan ligantes con
[56]

grupos coordinantes amino: [Co N4(OH)(OH,)]*" tal que Ny = enp, trien, tren,

Cu(N3[9]ona)”", 1’1 [Ce(NH4)2(NO3)s]. [

Al igual que en los sistemas anteriores, la cinética de la reaccion de hidroxilamindlisis
fue seguida por formacion del 4cido hidroxamico correspondiente, a través de su complejo con

Fe(III) (A = 540nm).

Algunos resultados de las constantes observadas en funcion de la concentracion del
ligando, son mostradas en la tabla 4.4. Comparando con el valor de la kq,s en ausencia de ligando,
linea No.1, podemos ver que en todos los casos hay una disminucion de la constante de velocidad.
Aun a pesar de que se lograron valores de pH mas basicos, donde por cierto se esperaban mayores

velocidades de reaccion, también hay una disminucion, véanse las lineas 4 y 5 de la misma tabla.



Tabla 4.4 Constantes de velocidad de primer orden para el péptido GG en la
presencia de los complejo Zn(I)-dien, Zn(II)-en y Zn(II)-Im, en las relaciones
estequiométricas 1:1y 1:2 ala T =50°C, [Zn(I1])] = 0.02M.

No. NH,OH,M Zn(ID-L,M pH  Kups'

1 1.0 sin ligando 7.0 1.0x107
2 - 0.02 dien - 4.1x10°°
3 - 0.04 - - 3.09x10°
4 - 0.02 - 8.5 3.22x10°
5 - 0.04 - - 1.37 x10°°
6 0.02 en 7.0  6.85x10°
7 0.04 - - 6.1x10°°

8 0.02 Im - 8.3x10°
9 0.04 - - 7.4x10°°
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Los ensayos con bipy no se pueden medir por métodos espectrofotométricos, puesto

que Fe(Ill) de concentracion 100 veces mayor a la de zinc, forma un compuesto de

coordinacion con dicho ligando cuya absorbancia cubre la zona de deteccion del acido

hidroxamico.

10°k,_(s")

0.4 1

Zn(ll)-dien &

log K

Figura 4.18 Constante de velocidad de primer orden para la hidroxilaminélisis de GG,
como funcion de las constantes de estabilidad de los complejos Zn(Il)-Im, Zn(Il)-en y

Zn(Il)-dien,a T=50°Cy pH =17.
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La constante de formacion de los complejos 1:1 arriba presentados, se muestran
en la tabla 4.5, y en la figura 4.18, puede verse que tienen una correlaciéon con las

constantes de velocidad de la tabla 4.4.

Tabla 4.5. Valores de constantes de estabilidad y valores de pK, para los
ligantes usados en la hidroxilamindlisis, y para las amidas en estudio.

Zn(II)-Ligando logK  pK, del ligando 2° pK,
Imidazol 2.56 6.95 (H,L/H+HL) 14.52
Bipy 5.13 1.49(H,L/H+HL) 4.31
Etilendiamina 5.7 6.77 (H,L/H+HL) 9.89
Dietilentriamina 8.8 3.6 (H;L/H+H,L) 9.02
N3[9]ona 11.6 3.44 (H;L/H+H,L) 6.79
GNH, 3.28 7.77 (H,L/H+HL) 15.98
GG 3.44 7.82 (H,L/H+HL) 14.84
GGG 3.18 7.8 (H;L/H+H,L) 13.67
NH,OH 048 5.9 (HL/H+L)

En la tabla 4.5 también aparecen las constantes de estabilidad para Zn(II) y los 3
sustratos y el nucledfilo, esos valores son mas pequefios que las constantes para los
ligantes excepto imidazol, sin embargo, este ultimo tiene un pK, casi un orden de
magnitud menor que las amidas, lo que equivale a decir que en las condiciones de
reaccion, pH 7, el imidazol se encuentra en una proporcion de 10 a 1 en mayor

disposicion para coordinarse con el ion metdlico que cualquiera de los sustratos.

Con los compuestos Nj3[9Jona y Ni[l12]Jona como ligantes, podemos realizar
reacciones en medios basicos incluso a pH 9, pero las constantes de velocidad encontradas
siguen siendo menores que en ausencia de ligantes, por ejemplo, en el caso de GNH; en las
condiciones de T = 50°C y pH = 7, la constante medida es de 1.37x10™ s teniendo
NH,OH 1M y .03M de Zn(II). La misma reaccién en las mismas condiciones y en la
presencia de N3[9]ona 0.03M, tenemos kyps = 9.31x107 s"l, si se cambia a pH 8 el resultado

es 1.32x107 s
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Figura 4.19 Constantes de velocidad de primer orden para la sustitucion nucleofilica de GG
0.035 M en presencia de NH,OH 1M y Zn(II) 0.02M en funcion de la concentracion de los ligantes
([L]) imidazol () y entilendiamina (o), la temperatura fue de 50°C y pH = 7.

La k., también disminuye con el aumento de la concentracion de los ligantes en
la mezcla de reaccion, y esto es mostrado en la figura 4.19 para GG y Zn(II) coordinado
a imidazol y etilendiamina. Un aumento en la concentracion del ligando produce una

disminuciéon en la formacion del acido glicilglicilhidroxdmico aun con ligantes poco

coordinantes como el imidazol.

En resumen las figuras 4.18 y 4.19 sugieren que el ion metalico interviene en la
reaccion de hidroxilamindlisis coordinandose al sustrato, de ahi que cualquier otra

sustancia con sitios de coordinacion competird con el sustrato por los iones metalicos.

Ensayos con otros péptidos

Con los resultados encontrados hasta aqui se pueden proponer algunas formas en
las que el ion metédlico podria estar participando en el proceso de catalisis de estas

amidas, véase la figura 4.20.
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Figura 4.20 Posibles formas de coordinacion del ion metélico sobre los sustratos

En las tres estructuras se propone una activacion del centro electrofilico mediante la
coordinacion del ion metélico al oxigeno de carbonilo, seguido por la donacion del par de
electrones libres del nitrégeno de la hidroxilamina al carbono de carbonilo, justo por el otro
lado de la amida. En el dibujo A se propone ademas la coordinacion del ion metalico a la
amina terminal. Las estructuras B y C son mas parecidas entre si, aunque en la ultima se
considera la posibilidad de que las moléculas de agua participen en el proceso, facilitando la

salida del grupo —NHR al donarle un proton.

Conforme a lo presentado en los antecedentes, faltaria un cuarto mecanismo posible en
el cual el nucleofilo se encuentra coordinado al ion metalico, sin embargo esto implicaria que
la NH>OH tendria que ir hacia al carbono de carbonilo con el par de electrones de su oxigeno,
y se ha mencionado también en esa misma seccion, que una sustitucion donde el oxigeno de la
hidroxilamina se une directamente al carbono de carbonilo es poco probable, asi que este

mecanismo queda excluido.

A fin de extender el uso de nuestro sistema, se probo la hidroxilaminélisis sobre un
grupo de sustratos mas diversos, como Alanil-glicina (Ala-Gly), Alanil-Histidina (Ala-His),
Histidil-alanina (His-Ala), asparagina (Asn), N-acetl-glicina (N-Ac-Gly), Asparagil-glicina. En
la tabla 4.6 se resumen las constantes de velocidad para la hidroxilamindlisis de estos sustratos

en la ausencia de iones metalicos y en la presencia de Zn(II).



Tabla 4.6 Constantes de velocidad de primer orden para la hidroxilaminélisis de diversos
péptidos (0.03M) en la presencia de NH,OH 1M. La deteccion de los acidos hidroxamicos
formados se hizo espectrofotométricamente, de la misma forma que en los casos anteriores.

Sustrato Ion metalico T,°C pH k,s! ke/k
1 Ala-Gly  Ninguno 65 6.24  1.03X10° -
2 - Zn(ID), 0.03 M - - 5.9 X10° 5.7
3 Asp-Gly  Ninguno 65 6.25 3.26X10°
4 - Zn(II), 0.03 M - - 4.8X10°° 1.4
5 Ala-His  Ninguno 60 7.0 2.2X10°
6 - Zn(11), 0.03 M - - 9.6X10° 4.4
7 His-Ala  Ninguno 60 7.0 3.4X10°
8 - Zn(1I), 0.03 M - - 3.7X10° 1.07
9 Asn Ninguno 65 6.3 6.6x107
10 - Zn(II), 0.03 M - - 6.0x10° 1
11 N-AcGly Ninguno 50 7.0 4.5x10°°
12 Zn(11), 0.03 M - - 8.5x10° 1.8
13 GG Ninguno 60 6.8 42x10°
14 Zn(II), 0.03 M - - 1.5%x107 3.6
15 Hidrolisis no-catalizada ¥ 60 7.0 3.6x10°
16 Hidrélisis por Zn,L(OH) "1 70 ca8.5 4.6x107
17 Hidrolisis por CuL ! 50 8.1  2.6x107
18 GGG Ninguno 60 6.8 5.2x10°
19 Zn(11), 0.03 M - - 2.1x10° 4.04
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Comparando los cocientes de las velocidades catalizadas sobre las no-catalizadas (k/k),

encontramos que los péptidos terminados en amina tienen un efecto de aceleracion por Zn(Il)

alrededor de 4. En tanto que los péptidos que no terminan en amina proxima al enlace amido,

poseen un efecto catalitico pequefio o incluso nulo, de ahi que la relacién sea cercana a

uno.
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Figura 4.21 Representacion de amidas y péptidos usados.

Estos datos nos llevan a un modelo donde el zinc debe tener un buen grupo
coordinante cerca del centro de reaccion, como sucede en la estructura A de la figura 4.20,
y a su vez nos dice que si el sustrato tuviera un sitio con mejores caracteristicas

coordinantes, cerca del carbono de carbonilo, entonces serian factibles relaciones (k. /k)

con valores mas altos.

Por otro lado, el hecho de que la hidroxilaminoélisis catalizada sea més efectiva en
unos sustratos y en otros no desde el punto de vista de reactividad no es malo, sino que
puede entenderse como un tipo de selectividad que, como se ha dicho en otra parte de este

trabajo, seria una caracteristica muy deseable en un buen catalizador.

Todos los resultados mostrados en esta seccidn nos permiten proponer un
mecanismo de reaccidn tentativo, el cual debe tomar en consideracion la coordinacidén de
Zn(IT) al grupo a-amino del sustrato, la cinética de primer orden en NH,OH y la
dependencia de primer orden de ko5 sobre el OH. Dicho mecanismo es mostrado en el

esquema 5.
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Se propone que el cation Zn(II) actiia como un catalizador acido de Lewis el cual
hace innecesaria la participacion de NH;0H", por lo que la reaccion resulta ser de primer
orden respecto a la concentracion total de hidroxilamina. El papel del ion hidroxido es
probablemente el de asistir al nucle6filo como una base general de la forma que se

muestra en la estructura 1 del esquema 5.

En la tabla 4.6 ademaés se incluyen algunos resultados de la hidrélisis espontanea y
de la hidroélisis catalizada por Zn(Il) y Cu(Il) para GG, tomados de la bibliografia con el
propoésito de compararlos con la hidroxilaminoélisis catalizada por Zn(II). Puede verse que
en la presencia de 0.03M de Zn(Il) y IM de NH,OH la ruptura de GG procede
aproximadamente 10* veces mas rapido que la hidrolisis no catalizada, y 10” veces que la

hidrélisis catalizada por Zn(Il) y Cu(II).

La vida media de los péptidos a pH = 7 en la presencia de Zn(Il) 0.IM y 1M de
NH,OH es de 5 h a 60°C, similar a aquellos sistemas hidroliticos méas reactivos reportados y

que estan basados en Pd(ID!'* y Ce(1V).!
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Analisis de productos por RMN

La espectrofotometria usada para estudiar las cinéticas de hidroxilamindlisis de péptidos y
amidas no activadas, no permite determinar la existencia o la ausencia y la cuantificacion de
subproductos, puesto que solo se registra especificamente la presencia de un producto, el acido
hidroxdmico, dicho sea de paso, su complejo con Fe(III) tiene una banda muy ancha que abarca un

intervalo de longitudes de onda que va desde los 400 hasta los 500 nm aproximadamente.

Resulta afortunado el hecho de que el ion Zn(II) sea diamagnético, pues nos permite seguir
las reacciones en las cuales se haya presente mediante las técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear Proténica (RMN'H). En este caso los desplazamientos quimicos solo se modifican por la

presencia de carga y no por la presencia de un nuevo campo magnético.

De esta forma la cinética de reaccion de hidroxilamindlisis para la GNH, en presencia de

Zn(1I) fue seguida por RMN'H y los espectros correspondientes se observan en la figura 4.22.

GNH

Figura 4.22 Espectros de RMN protoénica para la mezcla de reaccion con GNH, 0.05M, NH,OH
IM y Zn(I) 0.1M en D,O. Muestras tomadas a los tiempos de 0, 2.7 y 9.5 horas después de la
incubacion apH 7y T = 65°C.
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La glicinamida tiene un par de protones metilénicos con propiedades magnéticas
equivalentes, por lo que se observa una sola sefial que aparece aproximadamente a 3.55
ppm en la presencia de ZnSO,4. Después de 2.7 horas de reaccion la senal de GNH; se
reduce al 7%, donde ademas de la esperada senal del acido glicilhidroxdmico (GH, 3.508
ppm) aparece una mas que corresponde a la presencia de glicina (G, 3.32 ppm), este hecho
es comprobado mediante la adicion de mdas glicina adquirida comercialmente sobre la
mezcla de reaccion, observando como la sefal de 3.32 ppm se incrementa con cada adicion.
A este tiempo las intensidades de GH y de G son aproximadamente similares. A las 9.5
horas de iniciada la reaccién el 95% de toda la GNH, se ha convertido en G y

aproximadamente el 5% permanece como GH.

Estos resultados indican que en las condiciones experimentales el acido GH es
posteriormente hidrolizado a G e hidroxilamina. La hidrolisis de acidos hidroxamicos es un

. .. O] S 43], [122
proceso lento que requiere condiciones fuertemente 4cidas o basicas. 43 122

O 0] 0
NH, ? NHOH AN OH

La catalisis por iones metalicos tales como Fe(II) y en mucho menor grado por cationes
divalentes ( Cu(Il), Mn(II), Ni(Il) y Cd(Il)) fue reportada para acido hidroxdmico en &cido
sulférico 1.5 M a 70°C. '

Aparentemente la hidrolisis de GH es mas sensible a la catalisis ion-metéalica. En un
experimento por separado se encontrd la constante de velocidad de primer orden para la hidrolisis
de GH y fue de 6.5x10” s, esto es un tiempo de vida media de 3 horas, las condiciones fueron de

65°C, pH 7, en la presencia de 0.1M de Zn(II) e hidroxilamina 1M.
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Figura 4.23. Espectros de RMN protonica para (a) glicilglicina y (b) GGG, en la presencia de
NH,OH 1My Zn(II) 0.1M, a la temperatura de 65°C y pH 7.
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Para los sustratos GG y GGG los espectros de RMN protonica se muestran en la figura
4.23, después de 24 horas en ambos casos el grado de transformacion es del 80% siendo G el

producto principal.

NHOH N/\m
4— H
GH / o)

G
0]
an I
—» OH

Esquema 6
En el caso de GG también se forman pequeiias cantidades de dicetopiperacina (DKP, 1.5%
del total de los productos) y del acido glicilglicilhidroxamico (GGH). Bajo las condiciones usadas
es posible que se lleve a cabo la ciclizacion de GG, y la ruptura de DKP por hidroxilamina

explica la existencia de GGH. ['*!}

(1211 3 demas la

La ciclizacion de un tripéptido para formar DKP podria ser mucho mas rapida,
sefial de DKP para la mezcla de reaccion de GGG es relativamente fuerte con un 7% del total de los
productos, figura 4.23 b. El esquema 6 presenta algunas posibles rutas para la formacién de DKP, asi

mismo muestra la formacion de los diferentes intermediarios y producto de la reaccion de sustitucion
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nucleofilica de la GGG. De esta forma la reaccion de hidroxilamindlisis catalizada por Zn(II) no

suprime totalmente la formacion de DKP, pero compite favorablemente con la ciclizacion.

G
(%
=
(S
a c
(a) s
[&]
©
c
(]
O
[
o
o
A
i
T T T
20 25
8V
] @]
70+
= 60'_ G
€
. 50
s
S 401 (b)
% 30-
g 30-
8 4
S 20 GG
10~ GH n
O{r' T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
tiempo, h

Figura 4.24 Valores de concentracion de productos y sustratos en funcion del tiempo para la reaccion
de sustitucién nucleofilica de GNH, (a) (yx’gnm= 6.22x10™"%)y GG (b) (x’ge= 4.09x10™"), en la
presencia de 0.1M de Zn(I) y IM de NH,OH en D,O a pH 7 y T=65°C. Valores determinados por
RMN protonica.
El curso de las reacciones de las mezclas en D,0O para las amidas GNH,, GG y GGG es
seguido a través de la RMN a diferentes intervalos de tiempo. Los datos de concentracion de
productos y sustratos calculados a partir de las integrales de los espectros como funcion del tiempo

se muestran en la figura 4.24.
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La curva de la cinética para GH tiene la forma tipica de un intermediario de reaccion.
Para el dipéptido la concentracion maxima de GH es de aproximadamente 15% del total de la
concentracion de GG, indicando con ello que la constante de velocidad de descomposicion de

GH es mas grande que la constante de velocidad de su formacion.

Los perfiles en funcion del tiempo para todos los componentes de la reaccidon
pueden ser ajustados a un esquema formal de dos reacciones consecutivas, como el
mostrado en el esquema 7:

kl kII

Esquema 7

a partir del cual se obtienen las ecuaciones 4.5, 4.6 y 4.7

[S], =[], exp(—k,7) 1], = (:’[f}:)[exp(k,t) —exp(k,1)]

4.5) (4.6)

[P], =[S], {1 - (kﬂl—k]) [kn exp(—k,t) — k, exp(—k 1) ]}
4.7)

En la figura 4.24 las lineas continuas representan los perfiles teoricos calculados
usando para ello &y = 6.5x107 s'l, valor de la constante de velocidad para la hidrélisis de GH
dada mas arriba en este texto, y k& = 2.2x10” s™ para GG y 1.9x10™ s”' para GNH,, ambos

valores también calculados anteriormente por el método espectrofotométrico usando Fe(III).

Los espectros de RMN obtenidos a varios intervalos de tiempo para Ila
hidroxilamindlisis de GGG, bajo condiciones similares (1 M NH,OH, 0.1 M Zn(Il) a 65°C y
pH 7) mostraron que el GH también se comporta como un intermediario y su maxima

concentracion se alcanza después de 7 horas, siendo el 12% del total de la cantidad del péptido.

En resumen se puede decir que existe una buena concordancia entre los resultados
encontrados por las 2 diferentes técnicas y que el resultado final del tratamiento de los

péptidos con hidroxilamina y catalizado con Zn(II) es la ruptura hidrolitica.
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Hidroxilaminolisis de amidas modificadas

En el estudio de otras amidas diferentes a los derivados de la glicina, figura 21, se vio
que cuando éstas tenian un buen grupo coordinante cerca del centro de reaccidon se presentaban

las velocidades de reaccion mas altas.

Con el proposito de mejorar las capacidades coordinantes de los sustratos se realizo la
alquilacién reductiva de los grupos amino de las amidas G y GG con 2 piridil-aldehido, lo cual
se describe en la seccion de métodos. Los productos correspondientes son el 2 piridi-metil-N

glicinamida (PyGNH,)y el 2 piridi-metil-N glicilglicina (PyGG).

_H
| NN NH Vu\
N o O NHW OH
N 0
NH,
PyGNH, PyGG

Probando la reaccion de sustitucion nucleofilica en presencia de iones metalicos e
hidroxilamina, se encuentra que es posible trabajar en medios basicos aun con Cu(Il), situacion
que no era posible para los sustratos sin modificar. Las constantes de velocidad encontradas
espectrofotométricamente para algunos iones metalicos se muestran en la tabla 4.7.

Tabla 4.7 Constantes de velocidad de primer orden para la Hidroxilamindlisis de

PyGNH, 0.03M y NH,OH 1M en la presencia de varios iones metalicos, valores medidos
espectrofotométricamente.

Ion metilico T/°C pH Kobs 8™ k/ky
0.03M
0.0 50 7.0 1.4x10° -

Ni(II) - - 3.90x10” 2.7
Cd(I) - - 4.07x10° 2.9
Cu(Il) - - 2.8x10* 20
Zn(11) - - 1.7x10* 12
Cu(Il) - 8.0 2.18x10™ 16

Zn(1I) - - 2.53x10™ 18
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Al igual que con los anteriores sustratos se puede seguir aplicando el modelo de
reaccion tipo Michaelis-Menten presentado en el esquema 3 y al que corresponde la ecuacion

4.4, esto se puede apreciar en la figura 4.25 para el caso del ion Zn(II).

3.0

2.5

—~ 2.0+

1.0 1

10%k . (s”

0.5

0.0

0 20 40 60 80 | 100
[Zn(11)] mM

Figura 4.25. Constantes de velocidad de primer orden para la hidroxilaminélisis de

PyGNH, 0.03M en la presencia de cantidades variables de Zn(Il), a las condiciones de

T=50°C, pH=7.0 y IM de NH,OH. y*= 9.47x10™"2.

Los pardmetros encontrados para PyGNH, mediante la ecuacion 4.4 bajo las
condiciones de T = 50°C y pH = 7 son: constante de estabilidad K = 22 M, y constantes de
velocidad no-catalizada y catalizada de ko = 1.4x10” s y k. = 4.17x10™ s™' respectivamente,
de donde se obtiene un factor de aceleracion de aproximadamente 30. Si comparamos los
resultados para la hidroxilaminélsis de GNH, en condiciones similares, se tiene K =109 M y
ke ko = 9.5, es decir la aceleracion de las reacciones catalizadas se incrementd de 9.5 a 30

veces para el sustrato sin modificar (GNH;) y modificado (PyGNH,) respectivamente.

El ion Zn(II), al igual que con los anteriores sustratos, sustituye al cation del nucleofilo
NH;0H", por lo que la constante de primer orden presenta un aumento continuo con el

aumento del pH, véase la figura 4.26.
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Figura 4.26 Constante de primer orden para la reaccion de hidroxilaminélisis de PyGNH,
0.03M, a la temperatura de 50°C, NH,OH 1M y Zn(II) 0.03M como funcién del pH.p* = 0.995.

La constante de velocidad como funciéon del pH en las disoluciones de PyGNH, con

Cu(II), no sigue el mismo comportamiento mostrado en los sistemas que contienen Zn(Il), en

este caso el aumento de la velocidad se interrumpe a pH alrededor de 7, pues a partir de este

valor la constante disminuye.
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Figura 4.27. Constante de velocidad de primer orden para la hidroxilaminélisis de
PyGNH,; 0.03M como funcién del pH, las condiciones fueron: NH,OH 1M, Cu(IIl) 0.03
M y temperatura de 50°C.
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Debe mencionarse que en las disoluciones con Cu(lIl) y el sustrato modificado no se
logra apreciar algliin precipitado y tal vez la disminucién se deba al mismo factor presentado en

la GNH, y Cu(Il), es decir, la desprotonacién del nitrégeno de la amida y su coordinacion.

El andlisis por RMN protonica resulta sencillo en las reacciones sin ion metalico, es
posible asignar los desplazamientos de los productos formados. Sin embargo cuando se pone
en el medio Zn(Il), las bandas de los espectros se ensanchan y pierden su definicion, por lo que

es muy dificil seguir la cinética, véase la figura 4.28.

4 3

9 3

8 7 5 4
ppm
M' |
T T T T T ,M
9 8 7
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Figura 4.28. Espectros de RMN protonica de PyGNH, 0.04M y NH,OH 1M, a T = 65°C y pH = 7. a) mezcla inicial, b)
después de 7 h de reaccion y ¢) en la presencia de Zn(IT) 0.035M después de 1h de iniciada la reaccion

En la figura 4.28 ¢) la sefial del agua se ha saturado magnéticamente con el propdsito
de definir mejor las sefiales de nuestros reactivo y productos, sin embargo como se puede ver
no se logrd. La idea de contaminacion con alguna sustancia paramagnética fue desechada por

medicidn de la susceptibilidad magnética de la sal de Zn(II) con la que trabajamos.

El ensanchamiento de las sefales del espectro puede deberse a procesos de intercambio

lento en el tiempo de RMN.
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Peroxidolisis de amidas

Al igual que la hidroxilamina, el peroxido de hidrogeno es una molécula que tiene un
atomo con pares de electrones libres y que se encuentra adyacente al &tomo donador, en otras
palabras, el H>O, puede presentar efecto alfa en las reacciones de sustitucion nucleofilica de las

amidas.

@

o)
D,O
R\)J\NH + H,0, + NaOD 2 RJJ\

2 el0)

(4.8)

En la bibliografia encontramos algunos trabajos en los que se usa el anion del HO; con

126] [127]

sustratos tales como: ésteres arilicos, [125] fosfonatos, [ y fosfatos.

Tomando como punto de referencia las reacciones de oxigeno-aniones con ésteres®,

se puede suponer que el proceso sucede a través de la existencia de un intermediario

tetraédrico, ['**! como se muestra en el esquema 8.
0"
@) k, K, O
RO- + )k —=—— OR OR = o + OR
H,C OR’ k., CH, H,C OR
Esquema 8

Dependiendo de la capacidad electro-atrayente de los sustituyentes, R y R’, se

presentaran tres situaciones en la reaccion. Cuando R y R’ son idénticos el intermediario

Los ésteres al igual que las amidas (y que los acil-haluros y los anhidridos carboxilicos) son considerados derivados de los acidos
carboxilicos, con una estructura similar y el mismo centro electrofilico.
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se rompera a iguales velocidades tanto hacia materiales de partida como a productos. Si
RO tiene el sustituyente mas electro-atrayente entonces serd menos basico y por lo tanto
un buen grupo saliente; en este caso k; < k, y cada molécula de intermediario formado
ird hacia productos mejor que a materiales de partida, y el primer paso k; sera la etapa
determinante de la reaccidon. Si por el contrario RO™ es mejor grupo saliente k. >k, el
intermediario regresard hacia reactivos en lugar de ir a productos, asi el primer paso sera

un rapido preequilibrio y la segunda etapa la que determine la velocidad.

Para los ésteres arilicos arriba mencionados y HO, como nucledfilo, la reaccion va
hacia la formacion del peroxiacido, y esta favorecida puesto que el grupo saliente se encuentra

altamente activado por el grupo fenilo. Sin embargo, cuando se cambia a ésteres etilicos ya no

128] o] anién del peréxido de hidrogeno no es lo suficientemente

130]

hay reaccién con el HO,, !
basico (pKa = 11.7) "* para desplazar al grupo etéxido (pKa = 15.8) *” en el intermediario

tetraédrico.

Aparentemente para péptidos y amidas cuyo grupo saliente (NHR) es mucho mas bésico
que el etdxido, la situacion deberia ser aun peor, sin embargo en esta seccion se presentan los
resultados para amidas y péptidos no activados donde se observo efecto a teniendo HO,™ como

nucleofilo.

Los sustratos usados en esta parte del trabajo son una vez mas derivados de la

glicina, p. Ej., glicinamida, glicilglicina, N-acetilglicina y otros mas, y la acetamida.

Inicialmente las reacciones se realizaron a la temperatura de 50°C, sin embargo no es
posible conseguir resultados confiables y reproducibles, pues aparentemente tenemos una
descomposicion sustancial del peroxido de hidrogeno. A 37°C esa descomposicion se controla

suficientemente y permite obtener datos aceptables.

La figura 4.29 es un ejemplo representativo de las cinéticas seguidas por RMN

protonica para las amidas estudiadas aqui.

En los espectros de RMN de GG se han asignado las sefales que corresponden a las
especies que aparecen en la reaccion de peroxiddlisis, y corresponden al propio material de
partida y a la glicina como producto (G, & = 3.0 ppm), nuevamente la presencia de G es

comprobada por adicion de mas producto adquirido comercialmente.
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40 38 36 34 32 30 28 26
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Figura 4.29. Espectros de RMN 'H de GG 0.04M en agua deuterada, en la presencia de 0.5
M de NaOD y 0.1M de H,O, a la T = 37°C. Los intervalos de tiempo fueron 13, 26, 38, 50 y
60 minutos, y 10 horas después de iniciada la reaccion.

El resultado muestra al producto de la hidrolisis y no la formacion del peroxiacido
correspondiente, de ser asi, tendriamos la transformacion de la amida hasta la formacion del
acido carboxilico pasando por el peroxidcido como intermediario, lo que significaria que este
ultimo compuesto es inestable en nuestras condiciones de reaccion. Ambos tipos de acidos
pueden diferenciarse por RMN, por ejemplo, en protonica la sefial del metilo del acético
aparece a 2.16 ppm, en tanto que la de peracético se observa a 2.22ppm. !> En RMN de "°C la
sefial del carbono de carbonilo se encuentra a 178-180 ppm para el acético, y la sefial de
peracético se encuentra en 172-174 ppm. Ademas hay que mencionar que éste ultimo acido es
inestable ante la luz y que en nuestros ensayos no hubo control con los iones metalicos que

. . . s ey L 1
pudieran estar como impurezas los cuales catalizan la descomposicion de los peracidos. /"]

Las reacciones de ruptura fueron seguidas hasta el 10-20% de la conversion del

sustrato, y las velocidades iniciales fueron calculadas del grafico de la concentracion del



112

producto obtenida de la integracién de las sefiales contra el tiempo de reaccion, véase la

figura 4.30.

[G], mM

T I T I T I T I T I T I T I
00 05 10 15 20 25 30 35
3
10" segundos

Figura 4.30. Peroxidolisis para GG 0.04M en la presencia de 0.54M de NaOD y 0.1M de

H,0, a la temperatura de 37°C. La constante de velocidad observada de primer orden es de

4.77x10°+7x 107 s y*=1.6x10".

Para determinar cudl es la participacion de cada uno de los nucleédfilos (OH ", H,O, y/o
HO;) en las reacciones de ruptura de las amidas estudiadas aqui, se realizd un grupo de
ensayos variando la concentracion de NaOD a concentracion fija de H,O,, y otro grupo donde
[NaOD] permanece constante y [H,O,] es variable. Los resultados para acetamida (AcNH>)

como sustrato se muestran en la figura 4.31.

El mezclado de H,O, con NaOD permite la desprotonacion casi completa del H,O;
(el 85% para una relacion 1:1), de ahi que un aumento de kops con la adicion de H,O,
significa que HO, es un nucleo6filo mas fuerte que OH . La adicion de mayores
concentraciones de H>O, cuando éste ya se encuentra en exceso sobre NaOD, no produce
mas HO,, sin embargo la velocidad sigue aumentando, en consecuencia, se puede decir

que la reaccion con HO, es catalizada por H,O, neutro.
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0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
16— | L | L | L | L |
i A\
124
‘_IU) .
3 v
¢<§ °7
Yo}
O 4
=
v
4_
0 I T I T I T I T I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
[H,O,],, M

Figura 4.31. Constante observada de primer orden para la ruptura de AcNH, 0.04M en
funcién de la concentracion total de H,O, en la presencia de 0.1M de NaOD (eje inferior) y
contra la concentracion total de NaOD en la presencia de H,O, 0.2M (eje superior a la
temperatura de 37°C. Las lineas que unen los puntos son los perfiles teoricos calculados de
acuerdo con la ecuacion 4.10. x2H202 =8.60x10"", szaOH =7.8x10"

En el otro grupo de resultados donde la [NaOD] crece y llega a un exceso sobre la
concentracion fija de H,O,, también permite una aceleracion significativa indicando que la

reaccion con HO; es catalizada ademas por OH . Véase el esquema 9.

Esquema 9

Para el andlisis cuantitativo de los resultados, se determiné la constante de equilibrio de

la ecuacion 4.9 a 37°C, el método de titulacion espectrofotométrica y usado para este proposito
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es descrito en la seccion de métodos de este trabajo y corresponde al usado por Yatsimirsky y

Mejia-Radillo. 1271

H,0, + OH™ HO; + H,0

4.9)

El valor de la constante es de 276 + 2 M™' en D,0 el cual concuerda bien con aquellos

[127], [112]

reportados en la literatura para disoluciones acuosas, e indica un efecto isotdpico

positivo de aproximadamente 1.5.

El valor de la constante de equilibrio permite calcular las concentraciones de OH’, HO,

y H,O; libres a cada mezcla dada de [NaOH] y [H,O:] totales.

Conforme a lo anterior, la ecuacion de velocidad propuesta para el andlisis de los
resultados con acetamida, debe incluir por lo menos la concentracion de las especies OH', HO,
y HxO,; en la practica observamos que ademas hay que incluir otro término que describa la

influencia de la catélisis basica general, como resultado se tiene la ecuacion numero 4.10.

kobs = kon[OH'] + kuoa[HO, | + kGa[HO, T[H,0,] + kgs” ' [HO, J[OH']

(4.10)
en donde kom y kno» son las constantes de velocidad de segundo orden para la ruptura del
sustrato por OH™y HO, respectivamente, kga y kgs*' son las constantes de tercer orden para la

ruptura por HO, asistida por mecanismos acido-general y base-general, respectivamente.

La constante de velocidad para la hidrolisis alcalina, ks en la ausencia de H,O,, fue
medida para la acetamida teniendo un valor de 1.19 x10” s™', muy cercano al reportado en la

literatura. 3"

Si la kg5 s corregida para la contribucion de hidrolisis alcalina, entonces la ecuacion

4.10 una vez reacomodados los términos, queda en la forma de la ecuacion 4.11.

(kobs-kou[ OHT)/[HO, | = kaobs = knoz + kga[H20,] + kGBOH[OH-] 4.11)
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Cada uno de los parametros de la ecuaciéon 4.11 fue calculado por regresion multiple de kaops
como una funcién lineal de dos variables independientes, [OH ] y [H2O:], en la tabla 4.8 se

encuentran los valores para las constante de velocidad resultantes.

Tabla 4.8. Constantes de velocidad para las diferentes trayectorias de la ruptura de amidas por
peroxido de hidrogeno en medio alcalino.

Sustrato kou M's™ kuoa M'st  kga M kep®P" M kg M
AcNH, 1.2x10* 2.4x10* 3.4x10™ 2.1x10°
GG 3.8x10° 6.8x 10° 3.9x 10* 48x10™ 1.9x10*

La ruptura de uno de los péptidos mas simples GG fue estudiada con mas detalle, la figura
4.32 muestra los resultados obtenidos por variacion de la concentracion total de perdxido de

hidrogeno en la presencia de tres concentraciones totales y fijas de hidréxido de sodio.

A
0.5 M NaOH
‘TU)
2 0.3 M NaOH
xO
w0
o
<
|
0.1 M NaOH
0 T T T T T T

I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
[HZOZ]T’ M
Figura 4.32. Constante observada de velocidad de primer orden para la ruptura de GG

0.04M en funcién de la concentracion total de H,O,, en la presencia de 0.1, 0.3 y 0.5 M de
NaOH a la T = 37°C. Las lineas que unen los puntos son los perfiles teéricos de acuerdo con

las ecuaciones 4.12 y 4.13.

Las tendencias generales son similares a aquéllas presentadas por la acetamida, sin

embargo las cinéticas de reacciéon son mds complicadas en este caso. Bajo las condiciones
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usadas GG es un monoanion y es aproximadamente un orden de magnitud menos reactivo que

la acetamida.

La velocidad de la hidrdlisis alcalina de GG no fue funcion lineal de [OD] como puede
verse en la figura 4.33: La constante de velocidad de segundo orden se increment6é con el

incremento de [OD] en concordancia con la ecuacion empirica 4.12.
kou = kon' + ko [OD'] (4.12)

en donde koy' = 3.8x10° Mls! y kon® =5.1x107° M?s!. Esto puede ser parcialmente debido a
un efecto salino positivo producido por concentraciones crecientes de NaOD sobre la reaccion
de dos aniones, pero muy probablemente refleja la catalisis bésica-general por el segundo

anion hidroxido reportado anteriormente para la hidrélisis de anilida. !*%- ¢!

3.5

3.0

2.5

0.0 0.1 012 0!3 0.4 0.5
[NaOD], M

Figura 4.33. Constante observada de velocidad de primer orden para la hidrélisis alcalina

de GG como funcion de [NaOD], a la temperatura de 37°C. x> = 9.60x10™",

El andlisis de los resultados en términos de la ecuacion 4.11 requirid6 un término
adicional proporcional a la concentracion de HO, libre, por lo que los resultados fueron

ajustados a la ecuacion 4.13.
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Faobs= ktion + koalH20,] + kgs” ' [OH] + kg °[HO, ] (4.13)

Los valores numéricos de todas las constantes de velocidad para la ruptura de GG estan
dadas en la tabla 4.8. Al comparar los resultados con aquéllos para la ruptura de acetamida se
tienen valores mas bajos, lo cual puede ser atribuido a los efectos estéricos y a la carga
negativa del péptido. Lo ultimo explica la relativamente decrecida contribucion de la
trayectoria catalizada por base-general, que involucra una especie anionica adicional en

comparacion con la trayectoria dcido-general involucrando peréxido de hidrogeno.

Con propositos comparativos, varios derivados mas de glicina fueron estudiados
como sustratos bajo condiciones similares de reaccion. Los resultados se resumen en la

tabla 4.9.

Tabla 4.9. Constantes de velocidad de primer orden para la ruptura con
peroxido de hidrégeno en medio alcalino y 37°C de temperatura de la acetamida
y varios péptidos.

Sustrato Kobsy S [NaOD],M  [H,0,]r, M
AcNH, 3.9x107 0.1 0.6
GNH, 2.5x10™ 0.1 0.6
N-AcG 1.9x107 0.3 0.8
N-AcGNH,*  4.4x10™ 0.3 0.6
GG 8.0x107 0.3 0.8
GGGG" 6.3x107 0.3 0.7
GGAla 4.7x107 0.3 0.6

* ruptura a N-AcG y NH;, ° ruptura a glicina y GGG, © ruptura a G y
G-Ala.

Como se esperaba, la glicinamida y la N-acetilglicina son mas y menos reactivas que la
acetamida, respectivamente, debido al efecto inductivo positivo del grupo a-amino para el

primero y la carga negativa para el ultimo.
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i g
H.C N
H ZNJJ\ : \W OH
NH,
O
glicinamida, GNH; N-acetilglicina, NacG

En concordancia con esto, la hidrdlisis de N-acetilglicinamida procede con la formacion

de N-acetilglicina y NH3. La ruptura de GG es més rapida que aquélla de N-acetilglicina.

SR - !

HO, H,C NQJ\ + NH
ch(NJkNHZ — 0 or 3
3 O O

N-acetilglicinamida N-acetilglicina

Para observar la selectividad exo/endo de la ruptura de péptidos, se usaron los
sustratos tri y tetraglicina, para este ultimo durante las 2 primeras horas s6lo se observa la
formacion de glicina y triglicina con una constante de velocidad similar a la de GG, y
solo después de la aparicion del 25% de GGG fue detectable la presencia de GG, figura
4.34 y esquema 10. Estos resultados sugieren que la ruptura del tetrapéptido se efectia

por uno de los extremos y no en la parte central.

G,G,G;G, + Nu > GGG+ G,

GGG + Nu > GG + G

2 horas
GGGG +Nu —F~—= 2GG

Esquema 10
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GGG GGG GGG G

J\ 120 min

90 min

40 min

3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
ppm

b)

3.8 36 34 32 3.0
ppm

3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8
ppm

Figura 4.34. Espectros de RMN protonica para la ruptura de GGGG 0.04M y 0.3 M de H,0,
en la presencia de NaOD 0.34 M, a la T = 37°C. a) Durante las 2 primeras horas de reaccion, b) a
las 24 h y ¢) después de 3 dias.
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Probablemente, la razén por la cual el tetrapéptido s6lo permita su ruptura en los
extremos, pueda deberse simplemente a efectos estéricos. No obstante Martin R.B. ['**]
ofrece una explicacion a partir de las energias libres de hidrolisis y formacion del enlace
peptidico. La hidrolisis de los péptidos esta constituida por dos procesos, uno que es
propiamente la hidrolisis con la formacion de un acido y una amina neutros, y el otro que
es la ionizacion de esos dos productos.

AG = AG, - AG;
4.14)
en donde AG es la energia libre del proceso total, AGy, es la de hidrolisis y AG;j la que

corresponde a la ionizacion de los productos.

Para la mayoria de las amidas, la energia libre de su hidrolisis es positiva, de ahi que la
reaccion inversa, es decir su formacion, esta favorecida. La energia libre de ionizacion, puede
ser estimada a partir de los valores de las constantes de acidez conocidas de los productos de la
hidrdlisis, es decir, AG; = 2.3RT(pK, - pKp) = 1.36+(pK, - pKy) kcal/mol a T = 25°C. Para el
caso del acido carboxilico, se usa el pK, y para la amina el pKy, estas constantes tienen en
general valores de pK,<4 y pKy>8, y puesto que pK, < pKy, entonces AG; siempre serd
negativa. Al sumar ambas energias, AG,, y AG;i, se tiene como resultado un proceso total de

hidrolisis favorecido.

Para tri y péptidos mayores la diferencia de pK puede ser alterada segln la trayectoria
que tome la hidrolisis. En la tabla 4.10, se muestran los valores de AG calculados con la

ecuacion (4.14), para las 3 trayectorias de hidrélisis de la GGGG.

Tabla 4.10. Pardametros para la hidrolisis del enlace peptidico de
GGGG en sus 3 posibles trayectorias. [133]

No. Reaccion PKy-pKy -AG; AG, -AG
1 GGGG—= G+ GGG 5.6 76 53 235
2 GGGG—= GG +GG 4.9 6.7 53 1.4

3 GGGG —=GGG+G 6.4 87 63 24
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Estos resultados indican que las trayectorias de hidrdlisis mas favorecidas son la ruptura

del enlace peptidico de los extremos, con una ligera preferencia por la terminacion C, ecuacion

No. 3 de la tabla 4.10.

Para distinguir entre una ruptura de enlace N o C-terminal, en nuestros sistemas con
perdxido de hidrogeno en medio alcalino, se us6 GGAla que es un tripéptido con diferente
aminodacido terminal, solo se observo la ruptura del enlace G-G. Asi que la ruta de reaccion
preferida es la ruptura del enlace peptidico N-terminal, similar a la ecuacion No. 1 de la

tabla 4.10.
Con base en los resultados obtenidos de este estudio, podemos proponer un mecanismo
que explique la ruptura de amidas y péptidos por el nucledfilo HO, , y que involucre las rutas

adicionales de catalisis acido-general asistida por H,O, y base-general asistida por OH y

HO, , el esquema correspondiente es el numero 11.

H,0, + OH-

Esquema 11

Existe una cierta similitud en la cinética de ruptura de los péptidos realizado por HO, y

por NH,OH. En los estudios de la hidroxilaminoélisis de sustratos similares se observo la
misma trayectoria de reacciéon como la indicada en la ecuacidn 4.13, con la diferencia de que
para la hidroxilamina la trayectoria acida-general predomina sobre las otras trayectorias de

reaccion.

Esto es explicable por la mucho mayor acidez de NH;OH" (pKa = 6.0) comparada con

H,0, (pKa = 11.5), lo cual hace al primero un catalizador mas fuerte.



122

Por otro lado, la reactividad absoluta de HO, asistida por H,O, es sustancialmente

mayor que aquélla de NH,OH asistida por NH;OH; la constante de velocidad de tercer orden
de este segundo nucledfilo con el anion de GG como sustrato es de 2.9x10* M? s™ a 60°C,

mientras que para el primero kga = 3.9x10* M2 s a 37°C, tabla 4.8.

En el trabajo de Rana T.M. y Meares C.F. ['**! descrito brevemente en los antecedentes,
pag. 32, cuyo sistema es Albumina de Suero Bovino (ASB) modificada con
1-(p-bromobencil)-EDTA y Fe(Il) y H,O, como nucleofilo, no se informa la constante de
velocidad, pero puesto que la reaccion practicamente esta completa en 10 s se puede esperar

que la kqpbs sea de aproximadamente 1 gl [134]

De acuerdo con el mecanismo propuesto esta constante se refiere al ataque
intramolecular (kinwa) del péptido enlazado a un grupo M HO,, asi que se puede estimar la
molaridad efectiva (EM)!"**! para GG usando para ello su valor de koy, como la constante de

velocidad para la reaccion intermolecular (kipter):

EM = kinga/kinier=1/(6.8x107) = 1.4x10* M

Valor que caé en el intervalo de reacciones de sustitucion nucleofilica tipica.
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5 Conclusiones

m La cinética y el mecanismo de hidroxilaminolisis no catalizada de acetamida y de los
derivados de glicina (glicinamida, di- y triglicina), en términos generales, concuerdan con lo
establecido en la literatura para formamida, el cual es un sustrato mas activado. Para
derivados de glicina existen rutas de reaccion adicionales que involucran formas protonadas
de los sustratos. Ha sido establecido un mecanismo general para la hidroxilaminolisis de
amidas no activadas y han sido determinadas las constantes de velocidad de las etapas
elementales, siendo las rutas predominantes, las catalisis acido especifica, acido-general y la

basica general.

m Entre los metales de transicion divalentes la mayor actividad catalitica en procesos de
hidroxilaminolisis de amidas y péptidos lo presenta Zn(II). Se observa una cinética de
reaccion catalitica del tipo Michaelis-Menten con parametros ke, y Ky dependientes del pH
en acuerdo con un mecanismo que incluye pre-asociacion del ion metalico con el grupo amino
libre del sustrato y el ataque nucleofilico del sustrato coordinado por parte de hidroxilamina
asistido por un hidroxo anién coordinado. Como consecuencia de este mecanismo nuestro
sistema presenta las mayores constantes de velocidad en péptidos y amidas con amina

terminal que aquellos con terminacidn en acido, lo que representa un tipo de selectividad.

m El anélisis de los productos de la reaccion catalitica indica que el Zn(II) también sirve como
un catalizador de la hidrélisis del acido hidroxamico, producto primario de la reaccién de
hidroxilamina con sustratos. Asi el proceso catalitico total es la hidrélisis de amidas y

péptidos en presencia de hidroxilamina y Zn(II).
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m La modificacion de amidas y péptidos con grupos mejor coordinantes en presencia de
hidroxilamina y Zn(II) resulta en una hidrélisis mas eficiente, por el contrario cuando se usan
compuestos de coordinacion de Zn(Il) sobre nuestros sustratos, las constantes de velocidad

son menores que en ausencia de ligantes.

m El sistema desarrollado en base a Zn(Il) e hidroxilamina para la ruptura catalitica de los
péptidos permite reducir el tiempo de vida de un péptido de 350 afios a 22 horas y presenta la

mayor eficiencia entre otros sistemas cataliticas conocidos hasta la fecha.

m El peréxido de hidrogeno en medio basico es capaz de romper enlaces peptidicos mediante
la reaccion en su forma desprotonada asistida por los mecanismos de catélisis dcido general

(H,0,) y basico general (HO;)- Los productos observados en estas reacciones son los

correspondientes a la hidrolisis, lo que sugiere que los peroxi-acidos esperados inicialmente

como productos son inestables bajo las condiciones de reaccion.

m Los resultados con diferentes sustratos y peréxido de hidrogeno en medio basico muestran

que la trayectoria de reaccion preferida es para sustratos con N-terminal que con C-terminal.
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6 Apéndices

Apéndice A

Ecuacion 4.2 (pag 74) propuesta por Jenck y Guilchrist para la hidroxilamindlisis de

formamida.

La ecuacion se obtiene bajo la consideraciéon de que el intermediario I tetraédrico se

consume a la misma velocidad con la que se forma, es decir proponiendo un estado estacionario.

Bajo el siguiente esquema:

0O
rinoH P on )

Rl - | 3[ 3 ] + NH Rv
RO T NHOH === R——NHR - 2
H : ky[H] R” TNHOH

J.,[NH,0H"] \on e
S N I P

iU l[HAJSIIN] - &_ [HA][T] - k,[1] - ks [HA[T] - &, [H" ][1]

en donde [HA] = [NH;0H ]
En el estado estacionario

am_,
dt

0=k [HA][S][N] - k_,[HA][T] - &, [1] - & [HA][1] - k,[H" ][1]



0= k[HAI[SI[N] - (k_,[HA]+k, + k[HA]+ k,[H ])(1]

k[HA][S][N]

(kL [HAL+k, + k[HA]+ k,[H'])

% = & [1]+ k,[HAI] + &, [H* ][1]

d[P] .
== (kK [HAL+ K[ )]

sustituyendo [I]

d[P] _ (K, + K [HAT+ &, [H"]) K [HAIS]IN]
dt (k,[HA]+k, +k[HA]+k,[H'])

d[P] _ (k2+k3[HA]+k4[H*])kl[HA]
[SIINIdr  (k_,[HA]+k, +k[HA]+&,[H'])

Si [S] = constante.

ki, (k, +ky[HA]+k,[H' 1) K [HA]
O%QHQOH] - (

k[HAL+ k, + k;[HA]+ k,[H'])

=[I]

...ec. (4.2)

126
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Apéndice B

Ecuacion 4.3 (pag. 76) modelo propuesto en este trabajo para la hidroxilamindlisis de

derivados de la glicina.

Kan[INH;OH*]

i Kl 1 spid i
' rapida '
R SR+ NHOH - > R I NHR — s )J\ + NHR
H
N
ks[NH,OH]

la ko sera:
s = (g [H ]+ ko, [NH,OH ]+ &, [NH,OH] ) (INH,OH])  ...ec.(a)

de donde

K

a

NH,OH* =——= H* + NH,0H

[H'][NH-0H] . [HA]- [H*[NH:0H]

: [HA] K

a

ec. (b)

con NH;OH = HA
Al mismo tiempo
[NH,OH]r = [NH,OH] + [HA]; .". sustituyendo con ec. (b)

[NH,OH]; = [NH,OH] +

[H*][I;I(HZOH] e (©)

a

reordenando la ec. (¢);



[I; ])[NHon]; finalmente [NHon]zw

a (l+mj
Ka

sustituyendo la ec. (d) en la ec. (b):

[NH,OH]r = (1+ ec. (d)

[H']| [NH,OH],
= (1+[H+]J
Ka

sustituyendo las ecuaciones (d) y (e) en la (a):

[HA]= ...ec.(e)

[H'][NH,OH], _ [NH,OH], || [NH,OHJ,

T Ky + +
K, (Hm] [”[H]j (H[H]]
Ka Ka Ka

kobs = kH [H+] + kAH

factorizando:

kobs = ku[H' INHLOH]/(1+[H'V/K,) + (kan[H /K, + k) [NHOH]r?/(1+[H'V/K,)*
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Apéndice C

Para la obtencion de la ecuacion de Michaelis-Menten, ecuacion 4.4 (pag. 86) se tiene:

K k.
/nS — P+ Zn(I)

S + Zn(1I)

donde S = sustrato, K es la constante de estabilidad para el complejo metal-sustrato, &,

constante de velocidad catalizada por Zn(II), y P = producto.

[ZnS]
[Zn(I)][S] K[S][Zn(II)]=[ZnS] ecuacion (a)

ademas

[S]; =[S]+[ZnS]

[S], =[S]HZn(D][SIK .. [S]= (1+K[[SZ]rT1(II)]) ecuacion (b)

la concentracion del complejo, después de sustituir la ec. (b) en la ec. (a) sera:

_K[Zn(D][S],

[ZnS]
(1+K[Zn(1I)])

La velocidad de formacion del producto esta dado por:

daIPl_ _[NH,OH][ZnS]

En la constante de velocidad observada existe ademas contribucion de la reaccion no catalizada

por lo tanto:
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k = k,[S],[NH,OH] + k,[NH,OH][ZnS]

K[Zn(D][S],

(1+K[Zn(1D)])

P (ky+tk K[Zn(ID])[NH,OH][S],
(1+K[Zn(1D)])

k = k,[S],[NH,OH] + k [NH,OH]

(ko tk K[Zn(ID)])
obs — (1 +K[ZH(II)]) ecuacion 4.4
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Apéndice D

Ecuacion 3.4 propuesta por Yatsimirsky A.K. y Mejia-Radillo Y. para la constante

de desprotonacion basica del peroxido de hidrégeno, conforme al siguiente esquema:

K
H,0, + OH = = HO, +H,0
f, A B 0
t A-X B-X X
__[¥]
[A-X][B-X]

[A-X][B-X]= AB-AX-BX+X’

% = AB-(A+B)X+X’

Sustituyendo A y B se tiene:

K'X=X?-{[H,0,]+[NaOH]} X +[H,0, | [NaOH]

X*-{[H,0,]+[NaOH]+ K"} X +[H,0,][NaOH] = 0

que es una ecuacion de la forma: aX® +bX+c=0
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Las soluciones para una ecuacion de segundo grado con una incognita son:

_ —b+b* —4dac

2a

X

6 X=(05a)|-bx (b ~4ac)”|

para nuestro caso:
a=1;-b=[H,0,]+[NaOH]+ K ;¢ =[H,0,][NaOH] y X=| HO; |

por lo tanto:

[HOJ - (O.S){([Hzoz] + [NaOH] +K! ) —(([H202]+ [NaOH] N K‘l)z _ 4[H202][NaOH])0.5}

Siendo el método espectrofotométrico

A=A, + IAe [HO;] ; donde Ag es la diferencia en las absortividades molar de HO, y H,O,,

ademas de /=1
finalmente

A=Ao+0.5Ae(K ' +[H20,]r+[NaOH]r -{( K'+[H204]r+[NaOH]r )? - 4[H204]r[NaOH]1}*?)

....ecuacion (3.4)
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Apéndice E

Ecuacion modificada para la hidroxilamindlisis de la glicinamida en la forma acida

O
HSN\/{kNHz =SH+
s _[SIH'] .. [SI[H']
= .. (a) S =
K, [SH+] (2); [SH'] K (b)

[S]: N ; sustituyendo [S] en (b) se tiene:

[SL[H'] _ [Sl[H]

(H[H;]jl(i - (KEHHT)
Ka

[SH']=




Conforme al esquema 2 (pag. 78) y del apéndice B se tiene:

dP

dt

k,[H']

[NH,OH],

(1+[H+]j
Ka

134

= (ky [H* 1+ &, [NH,OH ]+ k,[NH,OH])(INH,OH]) ([SH"])
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Apéndice F

Ecuacion modificada para la hidroxilaminoélisis de las formas neutras y anionicas de los

sustratos glicilglicina y triglicina

7.82
+
H,N

o)
3.13 + Q
N 3 0]
H/ﬁ( = SH, HW o
ol

14.8 O

O
HZN\)J\ Of
Y s
O

SH, ——=SH*+H" K> = [HES]LS;F] (a)
SH'— S+H" Kizz[k[g%s]-] (b)
de (b) [SH+]=[HI+<% ©

yde@  [SH3]= [H+I]<[§S1Hi] (@

sustituyendo [SH™ ] en (d) [SH; ]Z% ©)

ademas [S]T = [S_] + [SHi] + [SHJZF] ®
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H+ H+ 2
sustituyendo (c) y (e) en (f) [S]T = [S_][l + [ 5 ] [ 5 ]S ] (2
KaZ KalKaZ

S)=
(1+[ SL ]Sj
KaZ KalKa2

por lo tanto

haciendo la sustitucion del equivalente de [S ] en la expresion para el zuiterion, ecuacion

(c), se tiene:

[SH*]= [H++][S]T S [H"][S], -
K52[1+[HS]+ [IS{ ]S ] (K§2+[H+]+[HS] ]
Ka2 KalKa2 al

(1)

De manera similar al apéndice anterior y haciendo uso de la expresion (i) para la especie

+ .
zuiterionica [SH ] , la ecuacion para en nuestro esquema propuesto es:

-

Sk, [H']

obs

)]
Ka

[NH,OH],

+[kAH[H—+]+kBJ

K

a

Y para la especie anionica [S_] :

-

obs

Sky[H']

[NH,OH],

&
Ka

Jr[kAHE

K

a

+kBj

[NH,OHJ; [H']
(H [2]] (K FH ]+ [ig ]
[NH,OHJ: 1

HY [H] [H'T
(H— K, ] [H_ sz Kilsz
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Kinetics of the hydroxylaminolysis of acetamide, glycinamide, glycylglycine and triglycine have been studied in the
range of temperatures 37-60 °C as a function of pH and hydroxylamine concentration. Rate constants for specific
acid, general-acid and general-base catalyzed pathways have been determined for all substrates (for glycine
derivatives rate constants for different protonation forms were obtained). Testing different metal ions as possible
reaction catalysts revealed a significant catalytic effect of Zn(i1) on the hydroxylaminolysis of glycine substrates, but
not acetamide. On the basis of the kinetic results, a mechanism of Zn(1) catalysis is proposed, which involves the
coordination of the metal ion to the a-amino group of the substrate and the base-assisted nucleophilic attack of
hydroxylamine on the bound substrate. The product analysis by proton NMR shows that the primary reaction
product in the catalytic reaction is glycine hydroxamic acid, which undergoes further Zn(i)-catalyzed hydrolysis to
glycine. Thus the final result of the Zn(i1)-catalyzed treatment of peptides by hydroxylamine is hydrolytic cleavage.

Introduction

Reagents, which can afford the cleavage of peptides and pro-
teins under mild conditions find important applications in
biochemistry.! Much attention has been paid to the catalytic
peptide hydrolysis in this connection.? The uncatalyzed peptide
hydrolysis is a very slow reaction: estimated half-lives for short
peptides range from 7 to 600 years at pH 7 and 25 °C.3 In earlier
studies cupric ions were found to catalyze the hydrolysis of
glycinamide (GNH,)t and dipeptides; lower activities were
reported also for Ni(m), Co(u) and Zn().* A much higher
reactivity was observed for the cleavage of peptides coordinated
to Co(1m) tetraamino complexes ® and this reaction was used for
the determination of N-terminal amino acids of peptides and
proteins.® Recently a macrocyclic Cu(ir) complex,® a series of
Pd(1) aquo complexes,”” and the Ce(1v) hydroxide gel,** as
well as the peptide-attached iron(i1) complexes in a combination
with H,0, and ascorbic acid ** were proposed for the efficient
peptide hydrolytic cleavage.

In spite of significant progress made in this area further
efforts are necessary to develop practically useful systems for
the peptide cleavage in aqueous neutral solutions. This paper
explores a possibility to achieve this by the metal-catalyzed
hydroxylaminolysis instead of hydrolysis. Hydroxylamine is a
strong nucleophile towards amide bonds.’®!" A detailed kinetic
study of the hydroxylaminolysis of formamide revealed that
the reaction is second-order in total hydroxylamine and the
reaction rate shows a maximum near pH 6 due to the general-
acid catalysis of the reaction by NH,OH"*."! The observed first-
order rate constant 0.04 min~' at 39 °C for the reaction of
formamide with 1 M hydroxylamine at optimum pH is only 10
times smaller than that for the alkaline hydrolysis in 1 M
NaOH." Thus, one may consider hydroxylamine as a conveni-
ent nucleophile for amide cleavage in neutral solution, which
could require only modest catalysis to achieve acceptable rates
of the peptide cleavage.

The hydroxylaminolysis of N-substituted amides including
peptides proceeds much slower than that of simple amides.'®
The only exception is the relatively fast hydroxylaminolysis at
the Asn—Gly bonds of peptides and proteins, which is employed
as a selective method of protein cleavage.!*> The reaction

T Abbreviations used in the paper are: G - glycine, GNH, - glycinamide,
GH - glycine hydroxamic acid, GG - glycylglycine, GGG - triglycine,
DKP - diketopiperazine, GGH - glycylglycine hydroxamic acid.
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mechanism involves intramolecular nucleophilic catalysis by
the asparagine amide group.'”” To our knowledge, metal ion
catalysis has not been reported for the hydroxylaminolysis of
amides or peptides. Attempts to observe metal ion catalysis
in the hydroxylaminolysis of more reactive carboxylic acid
anhydride * and ester '* bonds were unsuccessful, although the
hydrolysis of both substrates was strongly accelerated by the
same metal ions. The reason for this different behavior is that
the catalytic hydrolysis involves the nucleophilic attack of the
substrate by the metal-bound hydroxide anion and such a
mechanism is impossible for the hydroxylaminolysis because
the nitrogen of NH,OH possesses only one pair of unshared
electrons, which it may use either for coordination to the metal
or for the nucleophilic attack on the substrate. The alternative
mechanism of catalysis involves the Lewis acid activation of the
substrate by the metal cation and an attack of free nucleophile
on the activated substrate. Due to the poor donor ability of
esters and anhydrides such a mechanism would be inefficient
with these substrates, but amides are stronger donors and
they can at least weakly coordinate metal ions even in aqueous
solutions.”® Thus, we chose to study the metal ion catalysis of
hydroxylaminolysis of amides rather than reactive esters.

This paper reports a first example of the metal ion catalysis in
the hydroxylaminolysis of unactivated amides and peptides.
Preliminary testing of a series of divalent cations revealed a
significant catalytic effect of Zn(11) in the cleavage of glycine
derivatives, which was studied in detail. A tentative mechanism
of the Zn(1)-catalyzed reaction is proposed.

Results and discussion

Kinetics of the non-catalytic hydroxylaminolysis

Scheme 1la illustrates the mechanism of amide hydroxyl-
aminolysis established by Jencks and Gilchrist'! with form-
amide as a substrate.

The rate-determining step is changed from the formation to
the decomposition of the tetrahedral addition intermediate on
increase in the concentration of hydroxylammonium cations.
This is manifested in the non-linear dependence of the observed
second-order rate constant of the formamide hydroxyl-
aminolysis on the total concentration of hydroxylamine at a
fixed pH value. The rate equation, which follows from Scheme
1a has the form: !
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where kg, is the observed first-order rate constant of the
reaction and HA is NH;OH™.

Since formamide is to some extent an activated substrate we
have studied first the kinetics of the hydroxylaminolysis of
much less reactive acetamide, which is closer by its intrinsic
reactivity to peptides. Figs. 1 and 2 show the pH profiles for
the observed rate constants at two temperatures and the con-
centration profile, respectively.

Like in the case of formamide a pH-optimum is observed at
pH = pK,=6 and the reaction order in hydroxylamine is higher
than unity. The plot of &, /[NH,OH] (open squares in Fig. 2)
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Fig. 1 Observed first-order rate constants for the cleavage of
acetamide by 1 M hydroxylamine as a function of pH at 37 °C and 60
°C. Solid lines are theoretical profiles in accordance with eqn. (2) with
parameters given in Table 1; dash line is the fitting curve to eqn. (1).
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Fig. 2 Observed first-order (M) and second-order (k,,/[NH,OH])
(O) rate constants for the hydroxylaminolysis of acetamide at pH 6 and
50 °C as a function of total hydroxylamine concentration.

follows the equation (1) with k; = 6.4 x 107 M2 s™', (k, +
kJH Yk_, =0.17 M and ky/k_, = 0.16 at 50 °C and pH 6.0.
Fitting of the pH profile to the expression for k,,, which
follows from the equation (1) is shown by the dash line in Fig. 1.
It is satisfactory only around the pH-optimum, but both at
higher and lower pH values the equation requires kg, to
approach zero. Apparently, the general-acid catalyzed addition
of hydroxylamine in accordance with Scheme la is the pre-
dominant pathway only at a pH close to pK, of hydroxyl-
ammonium when the product [NH,OH*][NH,OH] reaches its
maximum value, but at more acidic and more basic solutions
the specific-acid and general-base catalysis respectively become
the predominant pathways. Fitting the results between pH 5
and 7 to equation (1)gives the following parameters: k; = 2.2 X
107* M2 s, kylk_, = 0.08 M, ky/k_, = 6.2 x 10* and ky/k_, =
0.36 at 37 °C. In comparison, formamide as a substrate has the
parameters k, =8.5 X 103 M 257! ky/k_, =0.18 M, k,/k_, =4 %
10* and ky/k_, = 0.09 at 39 °C." Thus, formamide is ca. 40 times
more reactive than acetamide due to the faster formation of the
addition intermediate, as one would expect for a substrate with
the activated acyl part.

The above results allow one to estimate the ratio of rates of
decomposition of the tetrahedral intermediate in the forward
direction to final products (r,) and in the back direction
to starting molecules (r_): r./r_ = (k, + ks[HA] + kJH'])/
(k_,[HA]). At pH 6 and 37 °C r./r_ = 0.65 (from the pH-
dependence) and at 50 °C r,/r_ = 0.44 (from the concentration
dependence). Thus at pH 6 the rates of decomposition in both
directions are similar. It is easy to see that both an increase and
decrease in pH will lead to an increase in r,/r_ due to decrease
in [HA] and increase in [H'] respectively.'® Values of r.,/r_ con-
siderably larger than unity indicate that the rate-determining
step is the formation of the addition intermediate. Therefore,
the whole pH-dependence of the rate of hydroxylaminolysis of
acetamide was analyzed in terms of a simplified scheme, which
assumes the rate-determining formation of the intermediate via
three pathways: specific-acid, general-acid and general-base
catalyzed attack by hydroxylamine, Scheme 1b. The respective
rate equation has the form:

Kops = ke[H'INH,OH] /(14 [HV/K,) +
(kau[HVK, + kg)INH,OH]*/(1+[H'VK,)*  (2)

where [NH,OH]; is the total concentration of hydroxylamine
and K, is the acid dissociation constant of NH;OH™."” Solid
lines in Fig. 1 are the fitting curves in accordance with the
equation (2) and the respective rate constants at three tem-
peratures together with the activation energies are collected in
Table 1.8

The reactivity of GNH, at the optimum pH value is close to
that of acetamide, but the optimum range of pH is wider and is
shifted to 7. In addition, in acid solutions the reaction rate goes
to zero on decrease in pH, Fig. 3.

The plot of k,,/[NH,OH] vs. total hydroxylamine concen-
tration shown in Fig. 4 (open squares) is linear up to 1.2 M
hydroxylamine. As follows from equation (1), such linearity can
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Table 1 Rate parameters for the uncatalyzed hydroxylaminolysis of acetamide and some glycine derivatives in differently protonated forms

Substrate species T/°C ky/M 257! kag/M 257! kg/M 257!
CH,;CONH, 37 29%0.5 (8.3 0.7)x1073¢ (2.9 £0.6)x10°°
45 7.1+33 (1.4 £0.2)x1074¢ (8.3+£3.0)x10°¢
60 23+4 (4.0 £0.2)x1074 (2.1 £0.3)x10°°
Ea/k] mol™' = 764+ 5.8 54.8+0.5 _ 714+ 14.1
*H,NCH,CONH, 50 0 (8.7 0.5)x10°3 0
H,NCH,CONH, 50 0 (4.6 £0.1)x10™* (1.6 £0.1)x1073
*H;NCH,CONHCH,COO~ 60 21%+04 (6.7 £ 1.6)x107°° 0
H,NCH,CONHCH,COO" 60 0 (2.9+02)x10"* (1.6 £0.1)x10°°
*H;NCH,CONHCH,CONHCH,COO~ 60 3210.2 (1.5 +£0.2)x107> 0
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COO" 60 0 (2.3 £0.3)x107* 0
“ky=23x107%3.7x 10"*and 1.05 x 107 M 25" at 37, 45 and 60 °C respectively, as estimated by using the equation (1) from the results around
pH 6 only.
o
N ky[H*
5 HZN\)J\N/R + NH,OH W'l > reaction products
H Knu[NH;OH*]
4 KeINH,OH]
‘T\U_J, _H+]l+H+
2 37
o
lnx (0]
= " Ky TH .
2] H,N N/R + NH.OH = reaction products
H 2 Kan'[NH;OH*]
kg*[NH,OH]
iy Scheme 2
0 — T T T T T T with both neutral and cationic forms of the substrate collected
4 5 6 7 8 ® 0 in Table 1. The specific acid catalysis does not operate in this
pH case apparently because of repulsion of hydroxonium cations

Fig. 3 Observed first-order rate constants for the cleavage of from the protonated substrate. For the same reason the rate

glycinamide by 1 M hydroxylamine as a function of pH at 50 °C. constant for the general acid catalysis by hydroxylammonium
The solid line is the theoretical profile in accordance with Scheme 2 cation (kay) is smaller for the protonated than for neutral
with parameters given in Table 1. substrate, although the protonated substrate should be more

reactive due to the inductive effect of the ammonium group, as
is observed in the alkaline hydrolysis of glycine ethyl ester.*

2 The specific acid catalysis should be efficient for the reaction
o o ¢ with the neutral form of GNH, also, but we were unable to
S 101 estimate the respective rate constant probably because of too
T small fraction of the neutral form in acid solutions.
% 0.8 The hydroxylaminolysis of peptides GG and GGG proceeds
% ] as expected much slower than that of GNH, and the reaction
£ 064 kinetics were studied at a higher temperature, Fig. 5.
° 04
B
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Fig. 4 Observed first-order (M) and second-order (k,,/[NH,OH])) (O) _zg
rate constants for the hydroxylaminolysis of glycinamide at pH 6 and ‘©
50 °C as a function of total hydroxylamine concentration. ~
be observed only when the k_,[HA] term in the denominator is
negligible, that is when k_,[HA] << (k,+k;[HA]+k,[H"]). This L u
inequality means that the rate of decomposition of the addition i
intermediate in the back direction is much smaller than that in 0 T T T T 1
the forward direction and the addition step is the rate-determin- 4 5 6 7 8 i
ing. Shift and widening of the pH-optimum can be explained by pH

different reactivities of neutral and protonated forms of GNH, .

K,=7.93)." Scheme 2. Fitting the results in Fig. 3 to the equa- Fig. 5 (_)bserved ﬁrst-order_ rate constants for the clea\{age of
(p N . : g . & q glycylglycine (GG) and triglycine (GGG) by 1 M hydroxylamine as a
tion (2) modified in accordance with Scheme 2 allowed us to function of pH at 60 °C. Solid lines are theoretical profile in accordance

determine the rate constants for different reaction pathways with Scheme 2 with parameters given in Table 1.
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Table 2 Representative first-order rate constants for the hydroxylaminolysis of glycinamide and glycine peptides in the presence of metal cations

(1 M hydroxylamine)

Substrate Metal ion T/°C pH kls™!
1 GNH, None 50 7.2 45x10°°
2 Ni(ir), 0.03 M —_ _ 8.6x 10~
3 Ni(m), 0.06 M — — 8.0 x 107
4 Zn(m), 0.01 M — . 1.0x 107
5 Zn(m), 0.03 M — — 21x107*
6 Cd(m), 0.025 M — — 7.3x107°
7 Asn None 65 6.3 6.6 x 1077
8 Zn(u), 0.03 M — _ 6.0 %1073
9 N-AcGly None 50 7.0 45x10°°
10 Zn(i1), 0.03 M — _ 8.5x 107
11 GG None 60 6.8 42x10°°
12 Zn(1), 0.03 M — — 1.5% 107
13 Uncatalyzed hydrolysis“ 60 7.0 3.6x107°
14 Hydrolysis by Zn,L(OH)* 70 ca. 8.5 4.6x1077
15 Hydrolysis by CuL*¢ 50 8.1 2.6x 1077
16 GGG None 60 6.8 5.2x107°
17 Zn(m), 0.03 M — _ 21%10°3

“Ref. 3a.” Ref. 23; L=OBISDIEN. ¢ Ref. 6; L=[9]aneN;, k estimated from the yield of GG hydrolysis after 7 days.

The optimum pH for GG is about 7 like in the case of
glycinamide, but for GGG it is closer to 6 like in the case of
acetamide. For the tripeptide two peptide bonds are cleaved,
one of which is more distant from the terminal amino group
and its cleavage may be insensitive to the protonation. For both
peptides the reaction order in hydroxylamine is two. The rate
constants found from the fitting of these pH-dependences are
given in Table 1. The most essential difference from glycinamide
is a considerable contribution of the specific acid catalysis for
the hydroxylaminolysis of both peptides in protonated forms.
This is explicable by the fact that the protonated peptides are
zwitterions rather than cations, as in the case of GNH,. The
general-acid catalyzed reaction is faster for deprotonated
anionic peptides than for zwitterions. This can be due to the
electrostatic attraction of the hydroxylammonium cation to
the anionic substrate.

Kinetics of the hydroxylaminolysis in the presence of metal
cations

At the first step several divalent cations were tested for possible
catalysis in the hydroxylaminolysis of more reactive GNH,.
Additions of 0.025 M Cu(1), Co(m), Fe(ir) and Pb(m) to 1 M
hydroxylamine solution at pH 6-7 and 50 °C produced precipi-
tates and Mn(11) did not affect the reaction rate. Positive results
were observed with Ni(ir), Zn(i1) and Cd(m). Representative
rate constants for these cations are given in Table 2 (lines 1-6).
The largest (ca. five-fold) acceleration is observed with Zn().
Additions of Ni(11) at higher concentrations lead to ca. two-fold
acceleration, which is independent of the metal concentration.
The “saturation” of the reaction rate is observed also with
Zn(11) (see below), but for Ni(1) it occurs at lower metal con-
centration apparently due to much higher stability of GNH,
complexes with Ni(i1) as compared with Zn(1) (logKk=4.20 and
3.28 for Ni(u1) and Zn(1) respectively).' The catalytic effect of
Cd(n) is lower than that of Ni(m1). The reaction in the presence
of Zn(11) was studied in more detail.

Catalysis by Zn(m) was not observed in the hydroxyl-
aminolysis of acetamide. It is absent also for asparagine (Table
2, lines 7 and 8). The reaction with N-acetylglycine shows a
modest catalytic effect (Table 2, lines 9 and 10). Thus the pres-
ence of the a-amino group is essential for the efficient catalysis.

Fig. 6a shows the observed first-order rate constant for the
hydroxylaminolysis of GNH, as a function of Zn(m) con-
centration at three pH values. The variation in concentration at
pH 7.5 was limited by precipitation of Zn(1) hydroxide above
0.03 M metal. The profiles at lower pH values fit to a Michae-
lis-Menten type equation (3)

4 -1
107k, S

000 0.02 004 006 008 010 012 0.14
Zn(ih), M
b
5- GGG at 60°C
4
»
g 37
& GG at 60°C
o
-
2_
4 GG at50°C
0 T T T T T T T T T T T T T T T
000 002 004 006 008 010 012 014
[Zn(iN], M

Fig. 6 a Observed first-order rate constants for the cleavage of
glycinamide by 1 M hydroxylamine at 50 °C vs. Zn(11) concentration at
pH 6.0 (W), 6.8 (OJ) and 7.5 (A); b Observed first-order rate constants
for the cleavage of glycine peptides by 1 M hydroxylamine at pH 6.8 vs.
Zn(1)concentration: GGG at 60 °C (W), GG at 60 °C (O) and GG at 50
°C (A).

kovs = (ko + kcK[Zn(mD/(1 + K[Zn(w)]) 3)
where k, and k. are the rate constants for the hydroxyl-
aminolysis of free and bound to Zn(m) GNH, and K is the
stability constant for the metal-substrate complex. The values
of parameters of equation (3) are given in Table 3.
The values of K are practically pH-independent, but the
acceleration effect of Zn(1) expressed as k/k, increases from 4
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Table 3 Rate constants of the uncatalyzed (k,) and catalytic (k¢)
hydroxylaminolysis of different substrates in the presence of Zn(ir)
and stability constants (K) of their complexes with Zn(1), Scheme 3,
equation (3)

Substrate  T/°C  pH  kys™' kols™! KM klk,
GNH, 50 6.0 40%x107° 1.6x10* 104 4.0
— 50 6.8 45%x107° 43x107* 109 9.5
— 50 7.5 47%x107°  78x107* 10.6¢ 16.6
GG 50 6.8 1.2x10°° 1.9x107° 385 15.8
— 60 6.8 42%x10°° 3.0x10° 222 7.1
GGG 60 6.8 46%x107° 1.3x107* 4.4 28.3

“ Mean value between binding constants at pH 6.0 and 6.8.

to 9 on going from pH 6.0 to pH 6.8. The results at pH 7.5 cover
only the initial linear part of the concentration dependence, but
using the K value found at lower pH one can obtain from this
results the ratio kc/ky=16. Thus the efficiency of Zn(11) catalysis
strongly increases on going to more basic solutions. A plot
of logk,, corrected for the rate of uncatalyzed reaction at
fixed Zn(11) concentration vs. pH is linear (Fig. 7) with the slope
0.86 close to unity. Measurements of k,, at different NH,OH
concentrations showed that in contrast to the uncatalyzed
reaction, the catalytic reaction is first-order in hydroxylamine.

GGG

logk,,, (s™)
\\

®

®

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

Fig.7 Logarithms of k, for Zn()-catalyzed cleavage of GNH, (at 50
°C), GG and GGG (at 60 °C) by 1 M hydroxylamine vs. pH.

The catalytic effect of Zn(m) on the hydroxylaminolysis of
peptides GG and GGG is similar to that for GNH, (Table 2,
lines 11 and 12; 16 and 17). Rate vs. Zn(11) concentration pro-
files for the cleavage of GG and GGG (Fig. 6b) also follow
equation (3) with rate parameters given in Table 3. Rates of
catalytic reactions for both peptides increase on increase in
pH, although plots of logk,,, vs. pH are flater than in the case
of GNH, (Fig. 7). Like in the case of GNH, the reaction order
in hydroxylamine is reduced to one in the presence of Zn(1) for
both peptides. Thus, the catalytic hydoxylaminolysis of GNH,
and peptides generally have similar features.

The reported stability constants for Zn(ir) complexes with
GNH, and both peptides are similar and are ca. 2 X 10° M " at
25 °C.? “Kinetic” stability constants given in Table 3 are much
smaller. This is due partly to a significant degree of protonation
of the amino group of substrates at about pH 7. The pK, values
of the protonated forms of all substrates are close to 8." There-
fore the expected stability constant at pH 7 can be estimated as
200 M~ at 25 °C, which is still one order of magnitude larger
than the “kinetic” values. A possible reason of this disagree-
ment is the enhanced temperature. Indeed, measurements with
GG at a lower temperature give a larger value of K, Table 3.

The above results allow one to propose a tentative reaction
mechanism, which should take into account the coordination
of Zn(11) to the o-amino group of the substrate, the first-order
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kinetics in NH,OH and the first-order dependence of k,, on
OH". Such a mechanism is illustrated in Scheme 3. It is pro-
posed that the Zn(11) cation serves as a Lewis acid catalyst, that
makes unnecessary the participation of NH;OH™" and the reac-
tion becomes first-order in total hydroxylamine. The role of
hydroxide ion is most probably a general-base assistance to the
nucleophile, as illustrated in structure 1, Scheme 3.

Fig. 8 shows the reaction course for the hydroxylaminolysis of
GNH, in the presence of Zn(1) followed by the proton NMR.
The signal of GNH, reduces to ca. 7% of its initial intensity
after 2.7 h and disappears after 9.5 h. Surprisingly, together
with glycine hydroxamic acid (GH), an equal amount of glycine
(G) appears after 2.7 h, and after 9.5 h ca. 95% of the starting
amount of GNH, is converted into G and only ca. 5% remains
as GH.

GNH,

Pom ' 28

Fig. 8 Proton NMR spectra of the reaction mixture containing 0.05
M GNH,, 0.1 M Zn(11) and 1.0 M hydroxylamine in D,O recorded after
0, 2.7 and 9.5 h of incubation at pH 7 and 65 °C.

These results indicate that under experimental conditions
GH is further hydrolyzed to G and hydroxylamine. The
hydrolysis of hydroxamic acids is a slow process, which requires
strongly acidic or basic conditions."*! Metal ion catalysis by
Fe(mr) and to a much lesser degree by divalent cations (Cu(),
Mn(u), Ni(1) and Cd(i1)) was reported for the hydrolysis of
desferal hydroxamic acid in 1.5 M sulfuric acid at 70 °C.*
Apparently, the hydrolysis of GH is more sensitive to the metal
ion catalysis. In a separate experiment the first-order rate con-
stant for the hydrolysis of GH was found to be 6.5 x 1075 57!
(half-life 3 h) at 65 °C, pH 7.0 in the presence of 0.1 M Zn(11)
and 1 M hydroxylamine.

Fig. 9(a,b) shows proton NMR spectra of the reaction
mixtures containing GG and GGG respectively after 24 h. In
both cases the degree of cleavage is ca. 80% and the principal
product is G. In the case of GG also small amounts (1.5%
of total cleavage products) of diketopiperazine (DKP) and
glycylglycine hydroxamic acid (GGH) are formed. The cycliza-
tion of GG may occur under conditions employed ** and the
cleavage of DKP by hydroxylamine explains the formation of
GGH. The cyclization of a tripeptide affording DKP should be
much more rapid.* Indeed, the signal of DKP is relatively
strong for the GGG reaction mixture (Fig. 9b) and accounts
for ca. 7% of the total amount of the cleavage products.
Thus the Zn(1)-catalyzed hydroxylaminolysis does not suppress
completely the DKP formation, but favorably competes with
the cyclization.

The time course of the peptide cleavage was followed also
by recording NMR spectra of the reaction mixtures in D,0O
at different time intervals. Fig. 10 shows the time course of
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Fig. 9 Proton NMR spectra of the reaction mixtures containing 0.05 M GG (a) or GGG (b), 0.1 M Zn(11) and 1.0 M hydroxylamine in D,0

recorded after 24 h of incubation at pH 7 and 65 °C.
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Fig. 10 The time course of the cleavage of glycylglycine in the
presence of 0.1 M Zn(m) and 1 M NH,OH in D,O at pH 7 determined
by proton NMR spectra of the reaction mixture recorded at various
times.

GG cleavage in the presence of 0.1 M Zn(1m1) and 1 M hydroxyl-
amine at 65 °C and pH 7 monitored by NMR. The kinetic
curve for GH has a typical form for a reaction inter-
mediate. The maximum concentration of GH is ca. 15% of the
initial GG concentration indicating that the rate constant of
GH decomposition is higher than the rate constant of its
formation.

The time profiles for all reaction components may be fitted to
a formal scheme of two consecutive reactions:

GG — GH + G (k)
GH — G (ky)

from which one obtains:
[GG] =[GG]e ™ “)
[GH] = k[GGly(e ™™ — e )/(ky — ky) ©)

[G1=[GGl(2 + (ke + (ky = 2kp)e™ Y (ky — kp)  (6)

Solid lines in Fig. 10 are the theoretical profiles calculated by
using ky = 6.5 x 107 57! as given above and the value of k; =
2.2 x 107 57! determined independently form the initial rate of
GH formation measured by the Fe(mn) procedure (see Experi-
mental). Obviously there is a good agreement between results
obtained by the two different techniques. The NMR spectra
recorded at various time intervals for the hydroxylaminolysis of
GGG under similar conditions (1 M NH,OH, 0.1 M Zn(m) at
65 °C) showed that GH also behaves as an intermediate and the
maximum concentration of GH reached after ca. 7 hours is
12% of the total amount of the peptide. Thus the final result of
the Zn(m)-catalyzed treatment of peptides by hydroxylamine is
the hydrolytic cleavage.

For the purpose of comparison of the efficiency of Zn(i)-
catalyzed hydroxylaminolysis of peptides with the metal-
catalyzed peptide hydrolysis we also included in Table 2 the
literature values of the rate constants of spontaneous hydrolysis
and Zn(11) and Cu(1) catalyzed hydrolysis of GG (Table 2, lines
13-15). One can see that in the presence of 0.03 M Zn(m) and
1 M NH,OH the cleavage of GG proceeds ca. 10* times faster
than the uncatalyzed hydrolysis and ca. 10* times faster than
the Zn(11) and Cu(m) catalyzed hydrolysis. Peptide half-lives at
pH 7 in the presence of 0.1 M Zn(1) and 1 M hydroxylamine
are about 5 h at 60 °C, similar to those reported for the most
reactive hydrolytic systems based on Pd(ir) 7 and Ce(1v).? The
rate vs. pH profiles, Fig. 7, indicate that the catalytic activity of
Zn(11) may be strongly increased on going to higher pH values,
but the precipitation of Zn(u) hydroxide limits the possible
pH interval to values below pH 7.5. To prevent the hydroxide
precipitation, polyamine ligands (ethylenediamine and di-
ethylenetriamine) or imidazole were added to Zn(11), but caused
inhibition of the catalytic activity. Search for suitable stabilizing
ligands as well as a study of the reaction selectivity in respect of
the amino acid side groups is in progress.

Experimental

Materials

The compounds studied as substrates (acetamide, glycinamide,
N-acetylglycine, glycylglycine, and triglycine), acetohydroxamic

and glycine hydroxamic acids were purchased from Sigma and
used without further purification. Glycylglycine hydroxamic
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Table 4 Proton NMR chemical shifts in D,O at pH 7 in the absence
and in the presence of 0.085 M ZnSO,

Substance Chemical shift
alone with ZnSO,

H,NCH,CONH, 3.652 3.551
H,NCH,CONHCH,COOH 3.633 3.654
H,NCH,CONHCH,COOH 3.686 3713
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COOH 3.670 3.660
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COOH 3918 3.931
H,NCH,CONHCH,CONHCH,COOH 3.644 3.639
H,NCH,COOH 3.320 3.276
H,NCH,CONHOH 3.506 3.508
H,NCH,CONHCH,CONHOH 3.906 3.906
H,NCH,CONHCH,CONHOH 3.609 3.609
H% H  Diketopiperazine 4.080 3.909
H H

H %

acid used as a standard for identification of the reaction
products by NMR was prepared by reacting glycylglycine ethyl
ester with excess hydroxylamine in D,0O. Reagent-grade
inorganic salts and hydoxylammonium hydrochloride from
Aldrich were used as supplied. All solutions were prepared
in purified (Milli-Q Reagent Water System) water or in D,O
(Aldrich) for NMR studies.

Instrumentation

Ultraviolet—Visible spectra were obtained with a Hewlett
Packard 8452A spectrophotometer. 'H NMR spectra were
recorded on 300 MHz Varian Unity INOVA spectrometer.

Methodology

Kinetics of the hydroxylaminolysis of glycinamide and pep-
tides were followed by colorimetric reaction of aliquots taken
periodically from the reaction mixture with Fe(NO;); in 0.3 M
nitric acid.’® The molar absorptivity at 540 nm produced by
glycine hydroxamic acid (650 M ~'cm™' respectively) was deter-
mined by using the standard solutions of glycine hydroxamic
acid of known concentrations. The hydroxylaminolysis of
acetamide was followed spectrophotometrically by appearance
of acetohydroxamic acid at 215 nm (molar absorptivity 744
M™" cm™'). Typically 0.02-0.05 M solutions of amides or
peptides, 0.01-0.1 M metal salt and 0.5-1.5 M hydroxylamine
were employed. The reaction mixtures were adjusted to desired
pH by adding concentrated NaOH or HCl solutions and placed
into the thermostat.

Products of the hydroxylaminolysis of glycine derivatives
were identified by proton NMR in D,0. Chemical shifts of
starting materials and reaction products in D,0O at pH 7 are
given in Table 4.
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ABSTRACT

H,0, + OH ===HQ

H
\o' R/N R H-
/n R' -— H ‘/ 7’/ or
R - 0. OOH
HOO
o
The hydroperoxide anion cleaves unactivated amides and peptides although it is completely unreactive toward ethyl esters. The cleavage by

HO,~ proceeds faster than by OH~ and involves additional routes with general acid assistance by H,0, and general base assistance by OH~
and HO, . Cleavage of polypeptides occurs at the N-terminal peptide bond.

There is much current interest in the development of new acter of HQ™, i.e., its strongly enhanced reactivity over that
reagents and/or catalysts for the hydrolytic cleavage of expected from its basicity, is manifested only in reactions
peptides and proteiris® The most active system reported with substrates possessing highly activated leaving groups,
so far is the iron chelate mediated cleavage achieved withsuch as aryl estefgphosphonatespr phosphate%Already
peptide-attached iron(ll) complexes in combination with ethyl esters do not react with HOat all® The reason for
H.O, and ascorbic acifl® The proposed reaction mechanism this lack of reactivity is that H® is not sufficiently basic
involves the nucleophilic attack of the peptide bond by the to throw out more basic ethoxide anion from the tetrahedral
metal-bound H@ anion producing the tetrahedral addition intermediate. The situation should be apparently even worse
intermediate, which undergoes further decomposition to the for amides and peptides possessing even more basic leaving
final hydrolytic products. However, a serious problem with groups. This paper demonstrates, however, thatitb&ect

this mechanism is that the HOanion is not expected to be is observed for HQ in reactions with unactivated amides
able to afford the nucleophilic substitution of unactivated and peptides and also gives preliminary results on the

amide bonds. Indeed, the well-knownnucleophilic char- selectivity of the peptide cleavage by KO
The compounds studied as substrates (acetamide, glycin-
(1) Grant, K.B.; Pattabhi, SAnal.Biochem2001, 289, 196,. amide,N-acetylglycine, glycylglycine, and other peptides)
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Kinetics of the cleavage reactions were followed'sy || NN

NMR at 37°C in D,O containing 0.3-3% of H,O introduced
with H,O, solution. Typically, 0.02-0.05 M solutions of
amides or peptides, 0-0.5 M NaOD, and 0.31.0 M H,0O,
were employed.

Figure 1 illustrates a typical kinetic experiment with
GlyGly as a substrate. The signal at 3.0 ppm belongs to the

GlyGly Gly

|

34 32
ppm

N

40 38 36 30 28 26

Figure 1. 1H NMR spectra of 0.04 M GlyGly in BO in the
presence of 0.5 M NaOD and 0.1 My®&; recorded after 13, 26,
38, 50, and 60 min and ca. 10 h at 32.

glycinate anion, and its intensity grows with increase in the
incubation time. In this and other experiments, only signals
of the substrate and of the hydrolysis product(s) were

[NaOH],, M

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
1

—

5 -1
107k, s

0.0 0.2 0.4

[H,0

0.6 0.8

o M

Figure 2. Observed first-order rate constants for the cleavage of
0.04 M AcNH; vs total HO, concentration in the presence of 0.1
M NaOD (lower axis) and vs total NaOD concentration in the
presence of 0.2 M pD, (upper axis) at 37C. Solid lines are
theoretical profiles calculated in accordance with eq 2 and rate
constants given in Table 1.

spectrophotometric titration of 4, with NaOD in D,O as
described in ref 8. The value ¢f = 2764+ 2 M~ in D,O
agrees well with those reported in the literature for aqueous
solution§1° and indicates a small positive solvent isotope
effect of ca. 1.5.

H,0, + OH™ = HO,~ 1)

observed. Apparently, the peroxy acids expected as primary

reaction products are either too unstable under the reaction With this equilibrium constant, concentrations of free QH
conditions or give the NMR signals indistinguishable with HO,~, and HO; at each given mixture of known total NaOH
those of respective acids. The cleavage reactions wereand HO, concentrations were calculated, and the results in
followed up to ca. 1620% substrate conversion, and the Figure 2 were analyzed in terms of the following kinetic
initial rates were calculated from the plots of the product equation

concentration obtained by the integration of signals vs the
incubation time. The observed first-order rate constdagg (
were then calculated by dividing the initial rates by the initial
substrate concentration.

Figure 2 shows the effect of added®4 on the rate of
acetamide cleavage in the presence of 0.1 M NaOD (solid
triangles) and the effect of added NaOD at a constant 0.2 M
H,0O, (open triangles). Mixing of KD, with NaOH leads to
a nearly quantitative deprotonation ot®p. Therefore, an
increase ink,ps on addition of HO, means that HQ is a
stronger nucleophile than OH Additions of higher con-
centrations of HO, when it already is in excess over NaOH
does not produce more HOanions, but the reaction rate is
obviously going higher, thus indicating that the reaction with
HO,™ is catalyzed by neutral #,. On the other hand,
additions of increasing amounts of NaOD in the presence
of a fixed concentration of D, in excess of the latter also
lead to a significant acceleration, indicating that the reaction
with HO,™ is catalyzed also by OH

To analyze the results quantitatively we determined the
equilibrium constantk for the reaction 1 at 37C by

4832

Kobs = KorlOH T + KyoHO, T + kga[HO, 1[H,0,] +
keg_[HO, JIOH] (2)

wherekon andkyo, are the second-order rate constants for
the cleavage of the substrate by O&hd HQ ™ respectively,

kea and kgg®" are the third-order rate constants for the
cleavage by H@ assisted by general-acid and general-base
mechanisms, respectively. They was measured in the
absence of KD, and appeared to be very close to the value
reported in the literature in 3.** Then the values okops
were corrected for the contribution of the alkaline hydrolysis
and the eq 2 was rearranged as follows:

(KobsKor[OH 1/[HO, 1 = Kogps= Kyop 1 KgalH20,] +
ke "OH] (3)

Parameters of the eq 3 were then calculated by multiple
regression okzqps as a linear function of two independent
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Table 1. Rate Constants for Different Paths of the Amide and Peptide Cleavage by Alkaline Hydrogen Peroxid€at 37

substrate kon, M~1s71 Ko, M™ts™t kea, M™2s71 keg®H,cM 2571 kegH0,, M2s71
AcNH; 1.2 x 104 2.4 x 1074 3.4 x 10 2.1 x 1078
GlyGly 3.8 x 10°° 6.8 x 107° 3.9 x 107 4.8 x 107 1.9 x 104

a2 Relative error+10%.

variables [HO,] and [OH"]. The resulting rate constants are between two anions, but most probably reflects the general-

given in Table 1. base catalysis by the second hydroxide anion reported
The cleavage of a simplest peptide substrate GlyGly was previously for the hydrolysis of anilidéd.!2 The analysis

studied in more details. Figure 3 shows the results obtainedof the results in terms of the eq 3 required also an additional
term proportional to the concentration of free FHOso the

I esu's vere fited to the eq 5

18 Koobs=Knoz 1 KgalH20,] + kGBOH[OHi] + kGBHOZ[Hozi]

A
0.5 M NaOH (5)

The numerical values of all rate constants for the cleavage
of GlyGly are given in Table 1. Lower values of these

"qm 0.5 M NaGH constants, as compared to those for the cleavage of aceta-
& mide, can be attributed to steric effects and the negative
= charge of the peptide. The latter explains the decreased
. relative contribution of the general-base-catalyzed path,

which involves an additional anionic species in comparison

0.1'M NaOH with the general-acid path involving neutral hydrogen

peroxide.
— Several other glycine derivatives were studied as substrates
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

under similar conditions for comparative purposes. The
results are collected in Table 2. As expected, glycinamide
Figure 3. Observed first-order rate constants for the cleavage of

0.04 M GlyGly vs total HO, concentration in the presence of 0.1, ||| N QNENENINEEEE

0.3, and 0.5 M NaOD at 37C. Solid lines are theoretical profiles . .
calculated in accordance with eqs 4 and 5 and rate constants given' 2P 2. Selected First-Order Rate Constants for the Amide

[H,0,],, M

in Table 1. and Peptide Cleavage by Alkaline Hydrogen Peroxide atG7
substrate Kobs, 71 [NaOD]t, M [H202]1, M

- . . . AcNH; 3.9 x 1075 0.1 0.6

by variations in total hydrogen_peromde conc.entranon |n.the GlyNH, 25 x 10-4 01 06

presence of three different fixed total sodium hydroxide n_accly 1.9 x 10-5 0.3 0.8

concentrations. General tendencies are similar to those for N-AcGlyNH2 4.4 x 107 0.3 0.6

acetamide, but the reaction kinetics is more complicated in GlyGly 8.0 x 1075 0.3 0.8

this case. Under conditions employed, GlyGly is a mono- GlyGlyGlyGly* 6.3 x 107° 03 0.7

anion and is ca. 1 order of magnitude less reactive than GIYGIyAla® 4.7 x 107 0.3 0.6

acetamide. aCleavage toN-AcGly and NHs. ? Ceavage to Gly and GlyGlyGly.

The rate of the alkaline hydrolysis of GlyGly was not a °©Cleavage to Gly and GlyAla.
linear function of [OD]: the second-order rate constést;
increased on increase in [ODin accordance with the
empirical eq 4

and N-acetylglycine are more and less reactive than aceta-
mide, respectively, due to a positive inductive effect of the
o-amino group for the former and the negative charge for
Kor = Ko+ Ko TOD] (4) the latter. In agreement with this, the hydrolysis N
acetylglycinamide proceeds with formation facetylgly-
wherekot = 3.8 x 105 M~1s1 and ko2 =5.1 x 1075 cine and NH'. The cleavage of GlyGly is fa;ter than that of
M~2s"L. This may be partially due to a positive salt effect N-acetylglycine due to the presencecwfmino group.

produced by increased concentration of NaOD on the reaction 10 S€e€ the exo/endo selectivity of the peptide cleavage a
tetra- and a tripeptide substrates were employed. In the case

(10) Mclsaac, J. E., Jr.; Subbaraman, L. R.; Subbaraman, J.; Mulhausen;
H. A.; Behrman, E. JJ. Org. Chem1972 37, 1037. (12) Beichler, S. S.; Taft, R. W0. Am. Chem. Sod 957, 79, 4927.
(11) Packer, J.; Thomson, A. L.; VaughanJJChem. Sacl955 2601. (13) Bender, M. L.; Thomas, R. J. Am. Chem. Sod 961, 83, 4183.
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of tetraglycine during firs2 h only formation of Gly and of the system by using theo, value for GlyGly as the rate
GlyGlyGly was observed with the rate constant similar to constant for the intermolecular reactidg.g;) and to obtain
that for the GlyGly cleavage (Table 2). Only after accumula- EM = Kiyo/Kine=1/(6.8 x 107% = 1.4 x 10* M, a value
tion of ca. 25% of GlyGlyGly did the appearance of GlyGly which is within the range typical for nucleophilic substitution
became detectable. These results clearly indicate the cleavageeactions?® Thus, the results presented here indirectly confirm
of one of the terminal peptide bonds. To distinguish between the validity of the hydrolytic mechanism proposed for the
N- and C-terminal bonds, a tripeptide with different terminal iron chelate mediated protein cleavage.
amino acids GlyGlyAla was used. Only the cleavage of Gly-  The HGQ~ anion shows a modeet-effect in the cleavage
Gly bond was observed with the rate constant again similar of amide and peptide substartes: the ratig./kon equals
to that for GlyGly (Table 2). Thus, the preferable reaction ca. 2 for AcNH and GlyGly (Table 1). Since the rate-
path is the cleavage of N-terminal peptide bond. determining step in the amide hydrolysis is the decomposition
There is a certain similarity in the kinetics of peptide of the tetrahedral addition intermediate to final products, this
cleavage by H@ and by NHOH. Studies of the hydroxy-  ratio should be closer to the “equilibriuna-effect observed
laminolysis of similar substrates showed the same reactionfor nucleophile addition to carbonyl compourifisather than
paths as indicated in the eq 5, the only difference being thatto the “kinetic” a-effect observed for the cleavage of
for NH,OH the general-acid path was always strongly substrates with good leaving groups. In the case of hydrogen
predominant over other reaction pathghis is explicable  peroxide both types of effects are similar and are of the order
by much the higher acidity of N¥DH* (pKa = 6.0) as of 10°—10°.6 However, for substrates with poor highly basic
compared to KO, (pKa = 11.5), which makes the former a leaving groups, e.g., with ethyl acetate, the low basicity of
more powerful catalyst. On the other hand, the absolute HO,~ makes it unreactive because the tetrahedral intermedi-
reactivity of HQ,~ assisted by kD, is substantially higher  ate decomposes principally to the starting materials. Appar-
than that of NHOH assisted by NEOH™: the third-order  ently the protonation of the leaving RNHanion, postulated
rate constant for the latter with GlyGly anion equals 29  as a necessary step in the amide hydrol{&sigreduces its
10 M~2st at 60°C ** while for the formerksa = 3.9 x basicity sufficiently and makes possible the partition of the
10 % at 37°C (Table 1). tetrahedral intermediate toward the reaction products rather
No rate constants were reported for the iron chelate than to starting materials.
mediated protein cleavage, but since the reaction is typically
complete in 10 $one may expect thie,,s value to be about Acknowledgment. We authors are grateful to the DGAPA-
1 s1. In accordance with the proposed mechanism (see UNAM (Project IN 208901) for financial support.
Introduction) this rate constant refers to the intramolecular
attack kinwa) Of the peptide bond by metal-bound KO
Therefore, one may estimate the “effective molarity” (EM)
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(15) Kirby, A. J.Adv. Phys. Org. Chem198Q 17, 183.

(16) Sander, E. G.; Jencks, W. .Am. Chem. S0d 968 90, 6154.
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