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RESUMEN

La catélisis por iones metalicos en la hidrolisis de ésteres de fosfato ha sido ampliamente
estudiada como una forma de desarrollar nucleasas artificiales para aplicaciones biomeédicas y
medicinales. Los sistemas cataliticos méas activos, con perspectivas practicas, estan basados en
complejos de lantanidos(Ill) ™. Su éxito depende del uso apropiado de ligantes
estabilizadores, que puedan prevenir la precipitacion del hidroxido metalico en soluciones
neutras y poco basicas, y que mantengan las sobresalientes propiedades cataliticas de estos
iones metalicos. El presente trabajo esta basado en las observaciones previas con respecto al
efecto de estabilizacion posible de ligantes como derivados del acido picolinico &, y
polihidroxilos tales como TRIS B!y ciclodextrinas [ explorando asf la actividad catalitica de
sus complejos con lantanidos para el desarrollo de fosfodiesterasas artificiales.

Se realizaron estudios cinéticos de la hidrolisis de 2-hidroxipropil 4-nitrofenil fosfato
(HPNPP) vy bis(4-nitrofenil) fosfato (BNPP) como sustratos modelos de ARN y ADN,
respectivamente, en la presencia de percloratos de La(lll), Pr(lI1), Nd(l11), Eu(Ill), Gd(II) y
Dy(111) en medio acuoso, en el rango de pH de 7.0 a 9.5 y 25°C. El curso de la hidrolisis de
HPNPP y BNPP se monitore6 por la aparicion del anion 4-nitrofenolato por espectroscopia de
UV-vis a 400 nm. Por otro lado, para asignar las especies cinéticamente activas, es decir,
aquellas que estan involucradas en la hidrélisis de HPNPP y BNPP se realizaron estudios
potenciométricos y por RMN *H.

Uno de los ligantes mas estudiados en el presente trabajo fue el derivado de Tris, Bis-
Tris (BT: 2,2-bis(hidroximetil)-2,2”,2”-nitrilotrietanol). Las titulaciones potenciométricas con
este ligante mostraron la formacién de complejos mononucleares de lantanidos(I1)
notablemente estables de composicion ML(OH), con n=0-3. Las constantes de velocidad
observadas (kons) en la ruptura catalitica de ambos sustratos mostraron un incremento al
aumentar el pH. Se construyeron diagramas de distribucién de especies para cada i6n metalico
estudiado y se obtuvieron las especies cinéticamente activas; para la hidrdlisis de HPNPP las
especies activas fueron con n=1, 2 6 3 mientras que con BNPP fueron las especies con n=2 6
3. De correlaciones de kqps con las especies calculadas en los diagramas de distribucion se
obtuvieron las constantes de segundo orden (k). Generalmente k, fue 10 veces mayor con
HPNPP que con BNPP para las mismas especies; sus valores aumentaron con
hidroxocomplejos con n més alta y decrecieron para lantanidos con mayor nimero atémico. El
efecto catalitico con 1 mM del complejo lantanido-BT fue por arriba de 10° para HPNPP y de
10° para BNPP a pH 9; en otras palabras, la eficiencia catalitica comparada con la velocidad
de hidrdlisis espontanea fue 1000 veces mayor para BNPP que para HPNP a este pH.

Por otro lado, menos estables, pero mas reactivos con los sustratos bajo estudio, fueron
los complejos formados con ciclodextrinas (CDs) como ligantes. Se probaron varias CDs
nativas y modificadas y la que mejores resultados dio fue B-CD. El efecto catalitico con 2 mM
del complejo lantanido-B-CD fue por arriba de 10° para HPNPP y de 10° para BNPP a pH 8.
Analisis de las dependencias de la concentracion y de pH de kqps para los diferentes lantanidos
mostraron que las posibles especies activas son polihidroxicomplejos binucleares del tipo
M,CD(OH),. El tipo de interaccién metal-CD fue estudiado por *H RMN.
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1. INTRODUCCION

1.1 Esteres de fosfato y su importancia bioldgica

Los ésteres de fosfato (también llamados fosfoésteres) forman parte vital en el &mbito
biolégico ya que cumplen una serie de funciones clave en los organismos vivos. Los podemos
encontrar en el esqueleto del acido ribonucleico (ARN) y el acido desoxirribonucleico (ADN),
en donde los ésteres de fosfato son las estructuras que enlazan las unidades de nucleosidos dentro
de estos polimeros. También los podemos encontrar en el grupo hidrofilico de los fosfolipidos
(como componente principal de las membranas celulares) y en muchas moléculas pequefias que
juegan un papel clave en el metabolismo, incluyendo varios cofactores organicos (ATP,
coenzima A, FAD, NAD *) y segundos mensajeros (AMPc, GMPc, IP3). Por otro lado, la
fosforilacion de proteinas, que implica la transformacion reversible de los grupos OH en los
residuos de Serina, Treonina o Tirosina en monoésteres de fosfato, es extremadamente
importante en los mecanismos regulatorios de las células ™'; el proceso induce cambios
conformacionales en las enzimas y en los receptores, que causan que estén activadas o
desactivadas (actuando como switches moleculares) para asi controlar funciones de la proteina,

como localizacion subcelular, formacion de complejos y la degradacion de proteinas .
1.1.1 Generalidades del ARN y ADN

Una de las caracteristicas fundamentales de los seres vivos es su capacidad de reproducirse,
siendo entonces de vital importancia que la informacion que confiere cada forma de vida
individual sea protegida y transmitida a la descendencia. Las biomoléculas utilizadas para el
almacenamiento de la informacién genética son el &cido ribonucleico (ARN) y el &cido
desoxirribonucleico (ADN) (Figura 1). Estas moléculas fueron elegidas por la naturaleza debido
a su alta estabilidad quimica ya que son resistentes a la hidr6lisis de sus enlaces fosfodiéster en

medio fisioldgico y pH=7 !"].
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Figura 1. Estructura del A) ARN y B) ADN.

Por otro lado, la ruptura del ARN y ADN es necesaria para mantener procesos celulares,
ésta puede ocurrir por dos rutas: ruptura oxidativa y ruptura nucleofilica. La ruptura oxidativa
generalmente procede a través de la abstraccion de un a&tomo de hidrogeno del azucar, lo que
conduce a una ruptura en cadena para la formacién final de un grupo cetona en el azucar y la
liberacién de PO4R® (Figura 2-A). Por otro lado, en la ruptura nucleofilica, el reactivo nucleéfilo
entrante ataca al tomo de fosforo y se forma un estado de transicion pentacoordinado (Figura
2-B). Esta especie tiene una geometria bipiramidal trigonal centrada sobre el atomo de fésforo,
con el nucleodfilo entrante en un vértice de las dos piramides y el grupo que es desplazado (grupo
saliente, R"), subsecuentemente esta la expulsion del grupo saliente que es un grupo alcohol o
alcoxido. Dependiendo de la estructura del sustrato, el paso determinante de la reaccion es el

ataque nucleofilico o la ruptura del intermediario .
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Figura 2. Descripcion del mecanismo de la ruptura A) oxidativa y B) nucleofilica del enlace
fosfodiéster.



Cuando el nucledfilo es un alcohol o alcoxido, el proceso es conocido como
transesterificacion, mientras que si es atacado por agua o por un nucleodfilo hidroxido, es
[lamado hidrolisis. Tanto el ARN y el ADN pueden ser hidrolizados, sin embargo, el tiempo de
vida media estimado para el ARN y ADN es de 100 y 30,000,000 afios, respectivamente a pH 7
y 25°C 1], Esta diferencia ha hecho que mientras que el ARN se hidroliza més facilmente, el
ADN sea adecuado para el almacenamiento a largo plazo de la informacion genética. La
diferencia de ello es la presencia del grupo 2°-OH en al azucar que funciona como nucleéfilo
intramolecular y promueve su hidrélisis mediante una transesterificacion intramolecular (Figura
3) [,
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Figura 3. Ruptura de ARN por medio de una transesterificacion catalizada por un par acido-base
(A). El fosfodiéster 2°,3"-ciclico resultante puede reaccionar a continuacion con agua o hidroxido
para formar una mezcla de monoésteres 2"y 3"-fosfato (B).

1.2 Enzimas que catalizan la ruptura del enlace fosfodiéster

La cadena del ADN es relativamente estable frente a la hidrolisis, pero la ruptura del enlace
P-O es un requisito para la reparacion de ADN, la degradacion del ADN extrafio y el ADN de la
célula anfitrion después de la infeccion, la maduracion del ARN, asi como el almacenamiento y

produccién de la energia %

En la naturaleza numerosas enzimas catalizan la ruptura del enlace fosfodiéster acelerando la
reaccion de hidrolisis; son capaces de acelerar las velocidades de las reacciones de hidrélisis
especificas a P-O por factores de > 10*° en comparacién con la reaccién no catalizada. Estas
enzimas, se clasifican segun el polinucledtido que hidrolizan y los enlaces que se rompen. Las
fosfodiesterasas promueven la hidrdlisis de enlaces fosfodiésteres, las fosfotriesterasas se
encargan de la ruptura de enlaces fosfotriéster, las fosfatasas de la desfosforilacion de los

monoésteres fosfatos para producir fosfato inorganico y alcoholes. Asi mismo, existen enzimas

3



del acido ribonucleico, conocidas como ribozimas, éstas catalizan la hidrdlisis de sus propios
enlaces fosfodiéster o enlaces de otros ARNSs, asi mismo llevan a cabo reacciones de
transferencia de grupos fosforilo [ 1.

Dentro de la familia de las fosfodiesterasas, estdn las nucleasas, que se encargan de
promover la ruptura de los enlaces fosfodiéster en el ARN y ADN. Las fosfodiesterasas se
dividen en ribonucleasas (RNAsas) y deoxyribonucleasas (DNAsas); la actividad de las
primeras es crucial en la degradacion de ARN en componentes méas pequefios ya que los niveles
de ARN estan relacionados con la produccion de proteinas, mientras que las segundas juegan un
papel importante en la reparacion del ADN para mantener una actividad correcta en la célula 'y la

transmision del genoma a la progenie.

Los sitios activos de la mayoria de las nucleasas contienen cationes divalentes como Mg?*,
Ca®*, Mn** 0 Zn?*, los cuales son esenciales en la actividad catalitica. Sin embargo, el tipo de
centro metalico y el nimero de iones metalicos varia considerablemente de una nucleasa a otra
(21 Las nucleasas se subdividen en exonucleasas y endonucleasas ™.

Un ejemplo de una endonucleasa es la enzima EcoRl, extraida de Escherichia coli, emplea
un solo centro metélico (Mg®") para asistir la hidrélisis de ADN M. Otro ejemplo es la RNAsa
H, se encarga de la ruptura del enlace 3"-O-P del ARN en el complejo ADN/ARN por medio de
un mecanismo &cido-base asistido por el centro metalico Mg** para producir 3 hidroxilo y
5 fosfato (Figura 4) (.

Las RNAsas pueden ser encontradas en casi todos los organismos, y son ampliamente usadas
en laboratorios de biologia molecular para destruir el molde de ARN después de la sintesis de la

primera cadena complementaria del ADN (ADNCc) producida en la transcripcion inversa.
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Figura 4. Representacion esquematica del sitio activo de la RNAsa H-HIV, esquematiza la
ruptura del enlace fosfodiéster mediante un mecanismo é4cido base ™°!.



Algunas nucleasas y fosfatasas son capaces de acelerar la velocidad de hidrolisis en un factor
por arriba de 10™ y 10%, respectivamente ®. Los sustratos de las fosfatasas pueden ser
oligonucleotidos, proteinas o moléculas pequefias. Dentro de las fosfatasas encontramos dos
clases, las fosfatasas acidas y alcalinas, como su nombre lo indica son mas activas a pH acidos y
béasicos, respectivamente. Las fosfatasas acidas se dividen en no-metaloenzimas y metaloenzimas
[16] " Las mejores metaloenzimas estudiadas son las fosfatasas acidas plrpuras (PAPS),
recientemente se descubrié que hidrolizan ciertos ésteres fosfato 7, contienen un complejo

binuclear Fe**-M?" (donde M puede ser Fe o Zn) en su sitio activo (Figura 5) .
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Figura 5. Representacion esquematica del sitio activo de PAP 181,

1.2.1 Mecanismos enzimaticos de la ruptura del enlace fosfodiéster

Los mecanismos de ruptura hidrolitica de ésteres de fosfato en las nucleasas, fosfatasas y
ribozimas han sido de interés de muchas investigaciones ya que reducen la energia de activacion
asociada a la ruptura hidrolitica. Utilizando el ejemplo de las enzimas PAP, el ciclo catalitico de
la enzima lleva a cabo tres pasos (Figura 6): 1) el sustrato es enlazado y activado al coordinarse
con el ion metalico (&cido de Lewis) y por interacciones tipo enlace de hidrogeno con los
protones de residuos de aminoacido cercanos al sitio activo; 2) los iones metalicos y los protones
de los aminodcidos cercanos al sitio activo proveen un ambiente con carga positiva que
promueven la formacion del fosforo pentavalente (estado de transicion) como resultado del
ataque nucleofilico; y 3) la salida del grupo saliente alcoxido es asistido a traves de interacciones

con los iones metélicos y/o con los residuos de aminoacidos del sitio activo.
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Figura 6. Ciclo catalitico propuesto para PAP de la alubia roja ™.

Es importante destacar que las altas actividades cataliticas de las fosfatasas y nucleasas son
debidas en parte al ambiente hidrofébico del sitio activo ™ y a que facilitan la ruptura del
sustrato al hacer que éste adopte una posicion en la que se promueve la formacion del estado de
transicién (un prerrequisito para que se rompa la cadena) . Las altas eficiencias de las rupturas
por nucleasas/fosfatasas son la consecuencia no sélo de la activacion por parte de grupos del sitio
activo, sino también de la alta afinidad que tienen por los sustratos. Esta eficiencia puede ser
expresada como K/ Ky, donde kot €5 €l nimero de moléculas de sustrato que son rotas por una
molécula de catalizador por segundo, y Ky es la constante de Michaelis-Menten que corresponde
a la concentracion de sustrato con la cual la velocidad de reaccion enzimética alcanza un valor
igual a la mitad de la velocidad maxima. La relacion k.,/Ky tiene sentido de una constante de
velocidad de segundo orden entre sustrato y el centro activo de la enzima y puede ser comparada
con la constante de velocidad de hidrolisis acuosa no-catalitica.

Las nucleasas naturales se usan ampliamente para el manejo de &cidos nucleicos, sin
embargo, hay restricciones importantes en el uso de enzimas naturales. Las nucleasas reconocen

secuencias de 2-3 nucledtidos y por esto rompen el ADN en fragmentos demasiado cortos. El uso
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de nucleasas artificiales en combinacion con polinucleotidos sintéticos complementarios a
secuencias largas de 10-15 nucleobases podria permitir su ruptura en fragmentos mas largos, lo
cual es importante para descodificar la informacién genética. Un ejemplo del uso de nucleasas
naturales esta en la técnica de “foot-printing”, la cual se utiliza para la determinacion de sitios de
interaccion de ADN con proteinas, ésta requiere una ruptura de ADN no especifica pero completa
que es mas facil de realizar utilizando nucleasas artificiales. Se espera que los agentes quimicos
capaces de fraccionar ADN en condiciones fisioldgicas puedan tener aplicaciones en medicina

como farmacos contra el cancer 9.



2. ANTECEDENTES
2.1 Nucleasas artificiales

En las ultimas décadas, los quimicos han buscado desarrollar imitaciones sintéticas de bajo
peso molecular de las enzimas, no s6lo para ayudar a mejorar la comprension fundamental de los
aspectos mecanisticos de la accion enzimatica, sino también con el fin de desarrollar nuevas
herramientas biotecnoldgicas, como enzimas de restriccion artificial y agentes de “foot-printing”
(usadas para mapear la estructura de &cidos nucleicos y sus aductos con ligantes, proteinas o
4cidos nucleicos en disolucién) y terapias focalizadas a acidos nucleicos Y. Es por ello que se
han disefiado nucleasas artificiales enfocadas en imitar los centros activos de las enzimas
naturales por estructuras simples que posean el minimo de componentes de las caracteristicas
esenciales para la catélisis. Estas enzimas artificiales, disefiadas para romper ARN y ADN son
poco eficientes y menos especificas comparandolas con las enzimas naturales, sin embargo, el
disefio primitivo es méas pequefio y puede funcionar en una amplia gama de condiciones.
Principalmente los estudios se enfocan en desarrollar moléculas organicas y/o complejos
metélicos capaces de romper el ARN bajo condiciones fisioldgicas y en compuestos que generan
radicales de oxigeno que pueden causar la degradacion oxidativa del ADN 2%,

Las nucleasas artificiales estan basadas en el uso de complejos metélicos que activen el
enlace P-O e hidrolicen ésteres de fosfato. El estado actual del area esta reflejado en numerosos
revisiones [ 1% 2% 221 'para que un i6n metalico funcione como catalizador debe de ser un &cido
duro, llevar a cabo procesos de sustitucion de ligantes rapidamente, tener preferentemente
nameros de coordinacion altos y sitios de coordinacion vacantes en posicién cis para poder
enlazar al sustrato y al nucleéfilo garantizando su proximidad. Los metales méas utilizados en la

construccién de complejos son Zn?*, Cu*" y lantanidos®* [,

Debido a que los metales
alcalinotérreos son acidos de Lewis débiles, su baja actividad catalitica no es sorprendente, la
explicacion de porqué son eficientes en sistemas bioldgicos tiene que ver con la formacion de
hidroxocomplejos activos cataliticamente en sistemas neutros, una vez formadas estos

complejos, pueden ser muy reactivos.



Entre las nucleasas quimicas mas activas se encuentran iones y complejos de lantanidos que
logran la aceleracién de la hidrélisis de fosfodiésteres por un factor de hasta 10°. Sin embargo,
para usos précticos es indispensable alcanzar un mayor factor de eficiencia y lograr factores de

aceleracion de 10*2-10%°,
2.1.1 Esteres fosfatos empleados para mimetizar estudios de ruptura

En los Gltimos afios, los investigadores han propuesto sustratos no naturales que han servido
para mimetizar el enlace éster fosfato en el ARN y ADN, para asi poder estudiar la actividad de
la ruptura de dichos enlaces. Los tres mas usados como modelos de ADN son bis(4-nitrofenil)
fosfato (BNPP), bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) vy etil-4-nitrofenilfosfato (ENPP) (Figura
7). La ruptura de estas moléculas da como producto el ion 4-nitrofenolato (NP°), el cual tiene un
méaximo de absorcién a 400 nm (el coeficiente de extincidbn molar para el nitrofenolato es de
18,700 Mt cm™) y puede ser monitoreado convenientemente por espectroscopia UV-visible 4.
Para mimetizar el ambiente del enlace fosfodiéster en el ARN un grupo hidroxilo tiene que ser
incluido en la molécula para que juegue el rol del grupo 2 -hidroxilo. La molécula modelo de
ARN maés empleada es 2-hidroxipropil 4-nitrofenil fosfato (HPNPP), asi mismo se han ocupado
los nucledsidos 3" nitrofenilfosfato, tal como la uridina 3 nitrofenilfosfato (UpNP) (Figura 7).

El producto de la ruptura de BNPP, 4-nitrofenil fosfato (NPP), es cominmente usado como
modelo de monoésteres fosfato naturales. Sin embargo, es importante destacar que estos
sustratos son “activados” a través de la ruptura porque el anion NP™ se estabiliza por sus
estructuras de resonancia. Asi mismo, las tendencias de reactividad no necesariamente se
mantienen al pasar del modelo activo del éster fosfato tal como BNPP a un &cido nucleico tal

como el ADN de un plasmido !,
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Figura 7. Sustratos no naturales comdnmente usados para evaluar la capacidad de los complejos
metalicos para la ruptura de ésteres de fosfato [,

2.1.2 Complejos mononucleares

Los primeros complejos mononucleares estudiados se coordinaron con Zn®* y Cu?*; debido a
que gran parte de las metaloenzimas hidroliticas incorporan iones de Zn** en sus centros activos.
Ademas, ambos iones metélicos son 4cidos de Lewis relativamente fuertes, lo que permite la
polarizacién del enlace P-O en sustratos y activa el centro de fosforo para un ataque nucleofilico.
Otra caracteristica es que valores de pKa de las moléculas de agua ligadas a Cu** 0 Zn®* caen en
un rango de pH entre 7 y 9, propiciando que los complejos promuevan la reaccién hidrolitica a

un pH cercano a las condiciones fisioldgicas ).

Alrededor de los afios 90s, Burstyn y Deal. estudiaron a detalle la cinética y mecanismo de la
ruptura de BNPP y ENPP por el complejo Cu®* en coordinacién con el ligante macrociclico
tridentado [9] aneNs (1,4,7, triazaciclonona) ®®. La especie cataliticamente activa es el
monohidroxo [Cu([9]aneNs)(OH)OH,)]* (Figura 8), la ruptura ocurre después de la formacion
del complejo intermediario catalizador-sustrato, seguido de un ataque intramolecular de un
nucleofilo hidréxido coordinado para eliminar el ion p-nitrofenol, finalmente se libera el
fosfomonoester NPP para regenerar la catalisis. La aceleracion de la hidrélisis de BNPP ocurrid
en un factor de 10° comparada con la velocidad de hidrélisis del metal sin el ligante 7. Mas
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alla, la funcionalizacion de los nitrégenos secundarios de [9]aneN3 con tres grupos isopropilos
produce una mejora de 70 veces de la velocidad de hidrélisis de BNPP por el complejo con Cu?*
(Kobs=4.3x107s (a pH 9.2 y 50°C, 200 M del complejo)) 2.

2+ +

2 r\NH r\NH
HA —| e | | il
i N/CU\OHZ H* N/Cu'\OHZ
H H H

Inactivo ﬁ 0
P [l
o~
} 0" | “or .O/',D\
2 H,0 OH OR OR
NH
(F/[ 0, 2  +ROH ‘ \\OH .
.. oy ":.P —_—
N/CU\O/ \OR -ROH Cu OR
H OR

Figura 8. Ciclo catalitico propuesto para la hidrélisis de BNPP por Cu**-[aneNs]. Esquema
adaptado por ! de [#7).

2.1.3 Complejos multinucleares

Hay enzimas hidroliticas que contienen dos o tres iones metalicos en su centro activo y éstos
operan en forma cooperativa y sinérgica para la ruptura de sustratos. Por lo tanto, no es de
sorprenderse el interés en el desarrollo de complejos metalicos bi y trinucleares para obtener
catalizadores mas activos para la ruptura de fosfodiésteres. Los ligantes sintetizados se disefian
para que sean capaces de acomplejar simultdneamente dos 0 mas centros metalicos dentro de un
sistema macrociclico o uniendo dos o mas motivos de enlaces metalicos por unidades

espaciadoras (estrategia espaciadora) *!.

Chapman y Breslow ¥ realizaron la sintesis de ligantes binucleantes con dos macrociclos
1,4,7-triazaciclododecanos unidos por varias unidades espaciadoras y utilizando Zn** como
centro metalico en el complejo y asi estudiar la velocidad de hidrélisis de los ésteres de fosfato.
El complejo con el espaciador 1,4-fenil (Estructura A, Figura 9) hidroliza el fosfomonoéster NPP
6 veces mas rapido comparada con la velocidad de su analogo monomeérico o con el dimero con
un espaciador mas largo 4,4 -bifenil (Estructura B, Figura 9). Esto sugiere que en este complejo,

los dos centros metélicos de Zn?* unen el sustrato y lo activan recordandonos el ejemplo de la
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fosfatasa alcalina. Aun asi, el complejo B, es mas activo en la hidrolisis de fosfodiésteres (BNPP
y HPNPP); la hidrolisis de BNPP es 5 veces mas rapida comparada con su andlogo mononuclear
(Kobs=6.4%10s™ (a pH 8.4 y 55°C, 227 mM del complejo)) y 2000 veces mejor comparado con
la velocidad del metal sin la presencia del ligante. En este caso, el mecanismo propuesto lleva a
cabo la activacion del 4cido de Lewis del sustrato por un centro metalico de Zn®* con el otro
centro metalico llevando el ataque nucleofilico (el grupo hidroxido y el alcoxido en el caso de
BNPP y HPNPP, respectivamente). Afios mas tarde, se sugirio que el incremento en la
reactividad en el complejo B era atribuido a interacciones tipo © entre el espaciador bifenilo y

los grupos arométicos del sustrato B°.

P
4+ SN
H H O H)O
(\N/w (\N’> H 0
. NH
HN,Zn

PNz (\ Nz% H\;\:;:S

Figura 9. Estructuras de complejos binucleares propuestos por Chapman y Breslow y las
propuestas de los mecanismos de ruptura de sustratos con enlace fosfodiéster.

Por otro lado, en el 2002 Iranzo et al. sintetizaron el complejo binuclear Zn,(LO) (Figura
10) y estudiaron la ruptura catalitica de HPNPP a diferentes valores de pH. De los perfiles de pH
se obtuvieron constantes de velocidad de segundo orden. Con este trabajo, reportaron la
actividad catalitica mas alta encontrada hasta el momento con una k.= 0.71 M™*s™® a pH 10.05 y
25°C. Los autores explican que esta alta actividad catalitica del complejo Zn,(LO) se debe a la
funcion cooperativa de los dos iones metalicos al proveer una estabilizacion adicional al estado

de transicion para la ruptura del enlace fosfodiéster 1%,

12



In*—~ — .- =-~1Zn
N— N
H H

Zn,(LO)

Figura 10. Complejo binuclear propuesto por Iranzo et al. Y.

Entre la literatura de sistemas cataliticos reportados para la hidrélisis de fosfodiésteres, los
mas activos son complejos con metales con altas cargas: lantanidos(l11) B2 Ce(1v) B3 Th(1v)
B4y Zr(1v) P, Dentro de este grupo de catalizadores, los lantanidos(l11) tienen la ventaja de
ser menos sensibles a la hidrdlisis del metal en soluciones neutras, lo que conduce finalmente a
la precipitacion del hidroxido metélico y en la perdida de la actividad *¥. Por estas razones
hablaremos entonces de las propiedades de los iones lantanidos como centros metalicos en la

formacion de complejos.

2.1.4 Propiedades de los iones lantdnidos como centros metalicos en la formacion de
complejos

Las propiedades de coordinacion de los cationes lantanidos han sido discutidas en varias
resefias 1*°!. Los cationes de lantanidos trivalentes se comportan como acidos de Lewis “duros”
con union de ligante predominantemente electrostatico no-direccional. Consecuentemente, estos
iones tienen afinidad alta a ligantes “duros” con donadores de atomos de oxigeno y a grupos
cargados negativamente. Presentan altos nimeros de coordinacion; nimeros por arriba de 12 son
tipicos para los complejos de lantanidos. En la serie de los lantanidos, el radio i6nico decrece
cuando aumentamos el nimero atomico (Tabla 1). No obstante, debe ser notado que hay una
dependencia significativa entre el radio i6nico y el nimero de coordinacién; a menudo éste
ultimo es desconocido o puede ser variable, lo que hace que las correlaciones con los radios

ionicos de los lantanidos sea incierta 1,

Los cationes lantanidos en agua no tienen afinidades detectables a amoniaco y a ligantes de
poliaminas aciclicas. Se unen fuertemente a aniones duros como el F~ (log K=3), pero el enlace

con otros monoaniones inorganicos simples como el CI" es débil (log K~0). Los carboxilatos
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forman complejos mas estables 2%, A pesar de una disminucién monoténica en el tamafio de
cationes en la serie de los lantanidos, las tendencias de las constantes de estabilidad no son a
menudo monétonas **4. Este es un fendmeno general en el que no existe una explicacion clara,
aunque se ha propuesto que tal vez se esté relacionado con un patrén complejo de la
deshidratacion de cationes con diferentes tamafios ante su complejacion 2%,

La acidez de los acuo- lantanidos incrementa al ir hacia cationes méas pesados. De los valores
de pK, dados en la tabla 1, se puede ver que la formacion significativa de un hidroxocomplejo
metalico ocurre a un pH por arriba de 7. Los hidroxocomplejos tienden a agregarse formando
especies di- y polinucleares, como Mx(OH),** y Ms(OH)s®* B La formacién del complejo
binuclear La,(OH)s" fue reportado de una solucién diluida (2 mM) de LaCls, a pH basico B3l E
cation Ce**, el cual es muy 4cido (pKa=0.7 B#), es fuertemente hidrolizado en soluciones acidas,
pero proporciona especies poliméricas e hidroxo geles en soluciones neutras, haciendo que sea

dificil obtener resultados reproducibles.

Tabla 1. Datos del radio i6nico, pK, y parametros cinéticos de la hidrélisis de BNPP en la
saturacion cinética de los diferentes iones lantanidos 2% 3%,

Lantanido (111) | Radio I6nico (pm) | pKa® | *pKa | keat (s7)x10*P
N.C.=9

Y 1215 8.11 7.8

La 135.6 9.12 881 [0.13

Ce 133.6 8.65 8.34

Pr 131.9 8.62 832 [0.63

Nd 130.3 8.49 8.18

Eu 126 8.06 776 |25

Gd 1247 8.14 783 |54

Tb 1235 7.95 7.64

Dy 122.3 7.89 759 |55

Er 120.2 7.82 752 |86

m 119.2 7.7 739 |-

Yb 118.2 7.55 724 |78

Lu 117.2 7.57 727 |5

? Proviene de experimentos realizados a 25°C y |1 0.7 M. *Valores calculados para 1=0 a 25°C con la
ecuacion reportada en B%!, ®) Constantes medidas a 50°C en 0.01 M de buffer EPPS, pH 7.0.
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2.1.5 Formacién de Complejos con lantanidos(l11) en agua y su uso en catalisis

Los iones de lantanidos libres de ligantes son altamente reactivos para la hidrolisis de ésteres
de fosfato, incluyendo al ARN y ADN. Sin embargo, ha surgido el interés en desarrollar ligantes
organicos que se unan fuertemente a los iones de lantanidos para incrementar la solubilidad de
estos iones metélicos en medios basicos (debido a que a pHs altos precipitan) y para desarrollar
enzimas artificiales de restriccion que por medio del metal se unan covalentemente a moléculas

que unen secuencias de acidos nucleicos especificamente.

En los ultimos afios se han desarrollado varios ligantes que coordinan iones de lantanidos para
el proposito de hidrolizar fosfatos (Figura 11). Los ligantes cargados negativamente tienden a
ligarse fuertemente a metales lantanidos pero la reactividad hidrolitica de los iones metalicos
unidos a estos ligantes disminuye considerablemente en comparacion con su reactividad sin
ligante. Por otro lado, los ligantes neutros tienden a liberar los iones de lantanidos por

descomplejacién (moléculas A 'y B de la figura 11) B,

NI OR’ OQLO- —Ojéo
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N OMe |
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NF\O O/_SN L / \ /—X
\_/ N/ [ j
NH 0 0 HN x—/\_/ﬁ
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E F x=cH,0m, conm,

Figura 11. Diferentes ligantes utilizados para acomplejar centros metalicos de lantanidos.
A: [0 gl c:l4 8] g 14 R 199 G0
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En investigaciones previas se ha observado la complejacion y en algunos casos la presencia
de hidroxocomplejos en ligantes carboxilatos (monocarboxilatos de piridina), ligantes derivados
de Tris (Tris, Bis-Tris y Bis-Tris Propano) y en ciclodextrinas con metales lantanidos. Dichos
complejos han sido caracterizados por rayos X, potenciometria, RMN, entre otros. A

continuacion se describen dichos sistemas.
2.1.5.1 Disefo de nucleasas con ligantes aminocarboxilato

El disefio de nucleasas artificiales con ligantes carboxilato en su estructura ha sido empleado
para mimetizar los grupos anélogos a los aminoacidos en las enzimas. Existe una gran variedad
de trabajos con aminoacidos como ligantes. Las constantes de velocidad reportadas en agua para
estos sistemas con lantanidos pueden ser altas "1, sin embargo, debido a altos valores de pK, de
aminoéacidos naturales, la formacion de complejos requiere altos valores de pH; por arriba de 9,
donde el sistema pierde estabilidad por precipitacién de hidréxidos de lantanidos. En el 2006,
Aguilar-Pérez et al. estudiaron el ligante 4-imidazolcarboxilato (Figura 12) por su semejanza a
los aminoacidos; dicho ligante es menos bésico, lo que permite la formacion de complejos a pH
mas bajos y la caracterizacion de los hidréxocomplejos activos de forma mas segura ). Los

centros metalicos empleados fueron iones lantanidos(l11).

H o
HN \ OH
>:N

Figura 12. Estructura del ligante &cido 4- imidazolcarboxilico (4-ICA).

Por titulaciones potenciométricas, se encontr6 que el ligante 4-ICA (L) estabiliza
hidroxocomplejos de los lantanidos trivalentes formando especies del tipo ML(OH)" cuando
M=La, Pr, o del tipo M,L,(OH)s., cuando M=La, n=2; M=Pr, n=2,3; M=Nd, Eu, Dy, n=1-3. Se
realizaron estudios cinéticos de la hidrdlisis de BNPP, HPNPP y NPDPP como funcion del pH y
de la concentracion del ligante y del metal. De datos cinéticos en conjunto con datos
potenciométricos, los autores proponen que la formacion de especies binucleares del tipo

M,L,(OH), (Figura 13-A) cuando el metal es La** y Pr** y del tipo M,L(OH)s (Figura 13-B) con
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M= Nd*, Eu*" y Dy** son aquellas con mayor actividad catalitica. La mayor reactividad se
encontré con el catién La** para ambos sustratos diéster; se reportaron constantes de segundo
orden de k=4M™s™ y k=41 M*s™ para los sustratos BNPP y HPNPP, respectivamente, a 25°C, en
medio acuoso y con [M]=[L]=2 mM. También se observd que para estos sustratos la actividad

catalitica decrece en el orden La>Pr> Nd>Eu>Dy.

i
N o o
HO—,-
-
( y °
HN
B)

Figura 13. Estructura de los complejos activos de 4-ICA. A) M,L,(OH)4y B) MaL(OH)s.

En otra parte de este estudio, se analizé el efecto salino en los sistemas; se encontro que la
velocidad de hidrolisis disminuye en presencia de aniones (CI', NOs', (EtO),PO,,CH3;COO),
indicando una afinidad alta de los hidroxocomplejos neutros hacia especies anionicas. Con el
anion CH3COO™ se encontr6 la mayor constante de afinidad K=230M™ hacia el ion Nd**, esto se
atribuye a que el i6n acetato (anion plano) puede encajar mejor en el sitio del enlace catalitico,
enlazandose de manera bidentada por los dos centros metalicos a manera de puente y asi impide
la coordinacion del sustrato. Con estos estudios, los autores proponen un mecanismo de
hidrolisis para BNPP y HPNPP: ambos involucran la complejacion reversible de la especie
binuclear activa M,L,(OH),4 con el diéster de fosfato en forma de puente (activacién por doble
acido de Lewis). Para BNPP el proceso es seguido por el ataque de un hidréxido puente unido al
metal hacia el &tomo de fosforo (Ruta 1) o seguido por el ataque de una molécula oxo, creada a
partir de la desprotonacion del hidréxido puente por un ién hidréxido adicional en el complejo
(Ruta 2) (Figura 14-A). Mientras que para HPNPP, después de la complejacion de la especie
binuclear se requiere la desprotonacion del grupo 2 hidroxilo, el cual posteriormente sustituye
uno de los hidroxidos puentes, para ser este grupo alcoxido el nucleodfilo en la hidrolisis del
enlace fosfodiéster (Figura 14-B).
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Figura 14. Mecanismo propuesto para la hidrélisis de BNPP (A) y HPNPP (B) por el complejo
M;L,(OH)4 Donde L= 4-ICA.

En estos sistemas, el ligante carboxilato con los iones metalicos provee una eficiencia
catalitica para el sustrato BNPP y HPNPP del orden de 10° y 10% en agua, respectivamente, que
se expresa en términos de la relacién de las constantes de segundo orden de la reaccion
catalizada por el hidroxocomplejo entre la constante de segundo orden de la reaccién catalizada
por el i6n hidréxido. Este es uno de los sistemas més rapidos reportados hasta el momento .

2.1.5.2 . Complejos coordinados a lantanidos(l11) con ligantes monocarboxilatos de

piridina

Los monocarboxilatos de piridina, como picolinato han sido usados ampliamente para la
construccion de complejos de lantanidos y redes de coordinacion ! debido a que estas
moléculas con atomos de nitrégeno y oxigeno pueden transferir energia de irradiacion UV
eficientemente al ion lantanido. Ademas, los complejos de lantanidos con ligantes polidentados
que contienen fragmentos de acido picolinico coordinados son de interés en las aplicaciones en

"time-resolved luminescence imaging" .

La coordinacion del ligante picolinato se estudidé por potenciometria con diferentes iones
lantanidos(l11). Las constantes de formacion fueron determinados para complejos del tipo ML,
con n=1-4 (Figura 15) . Para poder comprobar que el ligante es bidentado coordinado a través
del &tomo de nitrégeno del anillo piridina y el grupo carboxilico se estudio bajo la misma técnica
la complejacion de Eu®* con 4cido picolinico (acido 2-piridin carboxilico), 4cido nicotinico y

4cido isonicotinico (acido 4-piridin carboxilico). Los resultados demuestran que Eu®** con
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picolinato forma cuatro complejos ML, con n=1-4 mas estables en comparacion con los
formados con nicotinato e isonicotinato donde se forma so6lo el complejo ML; el complejo con
n=1 es mas estable por aproximadamente dos 6rdenes de magnitud. Esta estabilidad mayor en
picolinato es atribuida a la formacion de un anillo estable de cinco miembros por la quelacién del

atomo de nitrégeno del piridino, observandose asf la naturaleza bidentada del ligante .

Z OH

La Ce Pr Nd Sm Eu Gd Th Dy Er Tm Y
354 374 385 388 406 407 406 415 422 428 436 4.03

Figura 15. Estructura del acido picolinico (A) y el complejo MLn (B) con los logaritmos de las
constantes de formacion de los complejos 1:1 formados con iones lantanidos(111) y picolinato @
HM=0.1 M (KNO3) T= 25 °C.

2.1.5.3 Complejos coordinados a lantanidos(l11) con ligantes derivados de Tris

Se ha reportado la formacion de complejos con buffers bioldgicos derivados de Tris : Tris,
Bis-Tris (BT) y Bis-Tris Propano (BTP) en presencia de metales lantanidos, en la figura 16 se
muestran sus estructuras y las constantes de estabilidad con algunos de los metales
lantanidos(l11). A continuacion se hablara de lo que se conoce acerca de la complejaciéon de BT y

BTP coordinados a iones lantanidos.

OH HO

HO OH
HO, OH N H HN
Ho on HO N\/\/ OH
oH HO
OH
OH
Tris Bis- Tris Bis- Tris Propano
2.44 Ey 152 4.70 La B 355y B8
223y B 2.30 La B

Figura 16. Buffers bioldgicos usados como ligantes. Se muestran los logaritmos de las
constantes de estabilidad de los complejos con los ligantes coordinados a los iones

lantanidos(111) 24,
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2.1.5.3.1 Complejos coordinados a lantanidos(l11) con ligante Bis-Tris

En 1998 Jin Oh et al. observaron que el buffer bioldgico 2,2-bis(hidroximetil)-2,2°,2’-
nitrilotrietanol (Bis-Tris) se coordina fuertemente a La®>" en agua formando un dimero altamente
activo para la hidrolisis de fosfodiésteres 4. Pudieron obtener cristales a partir de una mezcla
equimolar de LaCl; con Bis-Tris. La estructura de [La(BT),]Cl; (Figura 17) muestra que el ion
metalico tiene diez sitios de coordinacion ocupados por dos moléculas de Bis-Tris, cada
molécula de Bis-Tris actia como un ligante pentacoordinado con cuatro atomos de oxigeno y un
atomo de nitrégeno, el atomo de oxigeno remanente de Bis-Tris no puede coordinarse debido a
su posicion estructural. Asi mismo, hacen notar que la estructura cristalina es un complejo con
una relacién 1:2, metal: ligante (M/L), pero que en solucién acuosa la especie predominante es el

complejo 1:1 (relacion M/L).

Figura 17. Diagrama ORTEP del complejo de lantano (I11) coordinado a dos moléculas de Bis-
Tris. Las distancias entre los atomos de oxigenos coordinados al centro metalico estan entre
2.515y 2.622 A. Las distancias entre los &tomos de nitrégeno coordinados al centro metalico son
entre 2.863 y 2.948 A. Los a4tomos de hidrégeno y el ion cloro no coordinado no se muestran
para una mayor claridad.

Asi mismo, reportan el estudio mediante una titulacion potenciométrica de una mezcla
equimolar de LaCl; y Bis-Tris en agua, la cual muestra que no hay metal ni ligante libre. El pK,
de Bis-Tris cambia de 6.5 a 4 en la presencia de un equivalente de LaCls, indicando que la
formacion del complejo es favorable en solucién acuosa (Ki= 5x10* M™). Otros buffers con

estructura similar a Bis-Tris, como Tris, Bis-Tris propano, Taps, Tapso 0 Tes no se unen a iones
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lantano tan bien como Bis-Tris. En particular, la constante de enlazamiento de Tris con La** es
de 2.75x10° M B2 por otro lado, la titulacién potenciométrica de Bis-Tris con La** consume 2
equivalentes de NaOH a pH 9.8 observandose una pendiente baja, por lo que Jin Oh et al.
proponen la formacién del hidroxocomplejo binuclear A de la figura 18; dicho complejo o su

equivalente cinético es la especie activa en la hidrélisis de BNPP.

NaOH
BisTris-La®*(OH)(OH,),.1 + etc.
NaOH
H
o) (OH2)m

BisTris-La*"<_ O —— [ 4¥BisTris
| \OOH /
(OHg)m O
a)

Figura 18. Hidroxocomplejo binuclear formado a partir de una mezcla equimolar de La*" y Bis-
Tris.

Los iones lantano tienden a formar geles bajo condiciones alcalinas (pH> 9) aln en
concentraciones bajas (0.5 mM); es interesante destacar que aun a concentraciones de 40 mM de
La*y a pH de 11.5, la mezcla equimolar con Bis-Tris es soluble y no reduce la reactividad del
centro metélico para la hidrdlisis de BNPP. Se realizaron estudios comparativos de la actividad
hidrolitica de la solucion 1:1 LaCl; y Bis-Tris (0.5 mM) con dos equivalentes de NaOH con y sin
ligante, dando constantes de k=7.3x10" s y k=8.2x10"s™, respectivamente. Se ha propuesto
que el mecanismo hidrolitico es por el ataque nucleofilico del grupo hidroxilo (del
hidroxocomplejo) al grupo fosfato, que se encuentra unido por los dos centros metélicos del

mismo complejo (Figura 19) P+,
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Figura 19. Mecanismo de la hidrolisis de fosfodiésteres por el hidroxocomplejo binuclear de
Bis-Tris y La*".

2.1.5.3.2 Complejos coordinados a lantanidos(l11) con ligante Bis-Tris

Propano

En el 1998, Gémez-Tagle y Yatsimirsky estudiaron el ligante BTP por la alta actividad
hidrolitica de sus complejos con lantano(111) en soluciones poco basicas . Por tanto, realizaron
estudios cinéticos de la hidrolisis de BNPP, NPP y NPA con sistemas de lantanidos(I11)-BTP a
25°C y en un rango de pH entre 7 a 9 2. Este sistema se diferencia de otros sistemas basados en
lantanidos en varios aspectos.

Primero, encontraron que las reacciones son de primer orden cinético sin ninguna
"saturacion" observada con otros sistemas basados en lantanidos 2> °7.

Segundo, los perfiles de la velocidad de reaccién vs pH tienen pendientes m>>0, lo que indica
la desprotonacién de al menos dos moléculas de agua coordinadas (o ligantes -grupos OH) en los
complejos activos cataliticamente. Titulaciones potenciométricas con mezclas de percloratos de
lantanidos(I11) y BTP revelaron la formacién de hidroxocomplejos binucleares M,(BTP),(OH),

" donde M= La*, Pr**, Nd**, Eu*, Ga*" y Dy** y n=2,4,5 6 6 (Figura 20). La presencia de
especies binucleares fue confirmada por datos ESI-MS (espectrometria de masas de lonizacion
por electrospray); técnica usada para la caracterizacion de complejos metalicos % Los
resultados muestran que para un metal dado, las constantes de velocidad incrementan cuando

aumenta el niimero de iones hidroxido coordinados al metal.
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Tercero, en la serie de los complejos, con una n dada, la actividad mas alta fue observada con
La**; la constante de velocidad de segundo orden disminuye en el orden La>Pr>Nd>Eu>Gd>Dy.
Esta tendencia es opuesta a la observada para los lantanidos acuo catiénicos B2 ™! donde
actividades altas para cationes pequefios son atribuidos por tener alta densidad de carga y como
consecuencia, mayor activacion electrofilica al sustrato. En esta investigacion, Gémez-Tagle y
Yatsimirsky muestran que la basicidad del hidroxido coordinado al metal es igualmente
importante cuando la reactividad de un hidroxocomplejo con diferentes lantanidos es comparada,
especialmente cuando se trata de complejos binucleares la basicidad del OH" coordinado es mas
importante que la electrofilicidad del cation lantanido; es decir, hidroxocomplejos con cationes
mas electrofilicos pero con menos iones OH" tienen menos reactividad.

Es importante destacar que la constante de primer orden a una concentracion dada de metal y
a pH 9 siguio el orden: La>Pr>Nd>Eu<Gd<Dy, esto es debido a que a este pH, los lantanidos
mas pesados generan mayores fracciones de hidroxocomplejos mas reactivos, mientras que los
cationes metalicos mas electrofilicos desactivan el nucledfilo OH™ reduciendo su alta basicidad,
pero este efecto desactivador es compensado por la habilidad de los cationes a formar mayores
hidroxocomplejos en donde el anién OH"es relativamente mas bésico 2.

SSTOH
HO o
HO%' H /w/\-'o"'

HO .
N\/\t‘N"- e +
HO /Lai\HzO),ﬁ
"HO OH~
N s OH
3+
. _' H
HO. OH
HO\__%\’ OH

Figura 20. Hidroxocomplejo propuesto como M(BTP),(OH), ** . La complejacién con BTP
estabiliza algunas especies previniendo la formacion de complejos con nuclearidad mayor y
eventualmente la precipitacion del hidroxido metélico. La desprotonacion de las moléculas agua
coordinadas al metal permite la formacion de M,(BTP),(OH), con n>2 B2,

Adicionalmente, se encontr6 que la hidrolisis de NPP sigue un mecanismo tipo Michaelis-
Menten con una "saturacion cinetica”. La diferencia cinética puede ser atribuida a una mayor
fuerza de enlace del dianion NPP que al monoanion BNPP a las especies de lantanidos(I11). Las
actividades de los complejos de lantanidos en la hidrélisis de NPA, que fueron 10° veces més

reactivas que con el sustrato BNPP en la hidrolisis alcalina o acuosa, son similares a las
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obtenidas en la hidrolisis con BNPP indicando la capacidad de los lantanidos(l11) para estabilizar
el estado de transicion del fosfodiéster en la hidrolisis.

Asi mismo, en el 2001 Gomez-Tagle y Yatsimirsky estudiaron la hidrolisis de BNPP vy
NPDPP catalizado por el Y**, en presencia del ligante BTP v el ligante Tris, observando una
cinética de segundo orden. Por titulaciones potenciométricas y de ‘H-NMR de BTP en la
presencia de Y**, propusieron la formacién de un complejo mononuclear Y(BTP)** y un
hidroxocomplejo binuclear Y5(BTP)(OH), °" donde n=2,4,5 o 6. La titulacién de Tris en la
presencia de Y** estuvo limitado por la baja estabilidad del sistema y se ajusté a un sistema
cuyas especies fueron Y (Tris)** y el complejo binuclear Y(Tris),(OH)s" . Los estudios cinéticos
de perfiles de dependencia de pH y concentracion comparados con los diagramas de distribucion
de especies (Figura 21), mostraron que la hidrdlisis catalitica de BNPP involucra una interaccion
simultanea del sustrato con la especie Yo(BTP)(OH),*"y Y2(BTP)(OH)s" en el sistema Y**/BTP
y una interaccion de dos especies Y,(Tris).(OH)s" en el sistema Y**/Tris (Figura 22). Con esto se

propusieron 2 ecuaciones, una para cada sistema para poder obtener una kgps tedrica 3.

Kobs = Ka[ Y2(BTP)(OH)s**][ Y2(BTP)(OH)s] 1)
Kobs=Ka [Y2(Tris)2(OH)s 1)+ ks [ Y2(Tris)2(OH)s T 2)

A) 901 Y2(BTP)(OH)4*" B)

- 0.0008 807

- 0.0006

60
-1 0.0004

% Y(1)
% Y(IIl)
8159

407

7 0.0002 -1 0.0002

207

0.0000 04— 1 7 . T r 7 T ™ 0.0000
6.5 7.0 75 8.0 8.5
pH

Figura 21. Diagramas de distribucion de especies para los hidroxocomplejos formados por (A)
1.8 mM de Y**y 20 mM de BTP en funcién del pH y (B) 2 mM de Y** y 20 mM de Tris. Se
observan constantes de primer orden para la hidrolisis de BNPP A 25°C (cuadros sélidos) y NPP
(cuadros vacios). Las lineas punteadas son las kops tedricas vs el perfil de pH calculadas con la
ecuacion 1y 2, respectivamente %,
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Figura 22. Estructuras propuestas para los hidroxocomplejos formados con el metalY** y con los
ligantes BTP A) y TRIS B), basadas en la estructura reportada para el complejo de La** con el
ligante Bis-Tris °¥. La estructura de los complejos Y(BTP)(OH), ®" se ejemplifica con la
estructura de Y2(BTP)(OH),** (A), con dos aniones OH, y la estructura con Tris con el complejo
Y o(Tris)o(OH)s* (B) B2,

Las comparaciones en términos de la kqns, mostraron que la actividad fosfodiesterolitica de
Y3*en la presencia de BTP es mucho mayor que la reportada para la mayoria de los sistemas
basados en lantanidos(I11) a una concentracion de [Y*]= 4.5 mM, la kqs para la hidrélisis de
BNPP alcanzo el valor de 0.0025 s™ a 25°C y pH 8.5, que corresponde a una vida media de sélo
4.6 min. Las actividades de los sistemas BTP-lantanidos(lll) reportadas, son un orden de
magnitud menor incluso a pH mayores. De forma comparativa, el acuo-ion més activo Er** tiene
una Keps=0.00053 s en su saturacién y a 50°C °\. Constantes reportadas para la ruptura de
BNPP por complejos macrociclicos de lantanidos(111) %" alcanzan una keps = 0.001 s sélo a
temperaturas elevadas. Es importante destacar que la constante de velocidad para la hidrolisis de
BNPP no catalizada a 25°C es de 1.1x10™* s ¢4,

Para explicar esta alta actividad, Gomez-Tagle y Yatsimirsky, propusieron que el complejo
Y,(BTP)(OH).** provee s6lo una asistencia electrofilica al sustrato, mientras que el complejo
Y,(BTP)(OH)s * con més hidroxo aniones, acttia como nucledfilo hacia el fosforo(V).

La constante ks de tercer orden para BNPP con complejos de Tris son 10 veces menores a la
ks reportadas con complejos de BTP, dando constantes de 110 y 830 M's™ respectivamente, ya

que en el sistema con Tris s6lo se tiene el complejo Y(Tris)(OH)s* en la solucion®.
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2.1.5.4 Complejos de iones metalicos con ciclodextrinas

En la busqueda de encontrar sistemas en que los complejos mono o dinucleares puedan
imitar los sitios activos de las fosfodiesterasas, asi como tener sensores eficientes en
luminiscencia y ser switches para el analisis de biomateriales ¥, los quimicos inorganicos han
propuesto complejos de iones lantanidos(111) con ciclodextrinas (CDs) (Figura 23); los primeros
tienen propiedades de luminiscencia que son sensibles al ambiente ¥ y las segundas proveen
microambientes especificos y protectores para moléculas pequefas, que se alojan en la cavidad
de la CD %, Las CDs pueden hospedar complejos de coordinacion 4 con constantes de enlace
tan grandes como 2000 M™* ! y se ha esperado que reduzcan la desactivacion en la
luminiscencia de los estados excitados de los iones de Ln** e incrementen la intensidad de
luminiscencia en los croméforos ).

OH OH HO OH
9 OH >
o) o)
: & OHYy ?///20: HO
o HO o OoHO OH
H o”JoH o)
o HO OH
o
0 HO
0-CD B-CD o OH
o] -CD
oH Y OH
OH o
o)
o OH OH M o o P
= & Q/g\
o oH7. 0
OH \%\?/ 0 OH > OH OH 0
74
o

HO

OH

OH

Figura 23. Estructura de a, B y y ciclodextrinas, contienen 6, 7 y 8 unidades de a-D-
glucopiranosa, respectivamente, conectadas a través de las uniones a-(1->4) 7.

Los investigadores Fatin-Rouge y Bilnzli han realizado estudios termodinamicos y
estructurales de la inclusion de complejos entre iones lantanidos(l11) y ciclodextrinas nativas. Se
observo que a bajos pH, las constantes de asociacion de los complejos 1:1 estan en el rango de
log K=2-4 (fuerza idnica u=0.1M, NaCl). Los analisis de RMN muestran que el i6n metalico se
coordina al &tomo anomérico del Oxigeno de a-CD en la regién del &tomo Cs Por otro lado, se
estudié la complejacion de Tb*" en medio basico pH=12.33, las moléculas de o-CD se
encuentran parcialmente desprotonadas; mediciones por RMN de **C mostraron que la

complejacién ocurre en el OH-3 del segundo grupo hidroxilo. Por titulaciones en UV-Vis se
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determiné una constante de logk=4.2 8 y por analogia con la estructura determinada por
difraccion de rayos X para el complejo de Cu®* con ciclodextrina se propuso la estructura del
complejo de Y** con a-CD (Figura 24) 9.

e "‘[!b"

Figura 24. Complejo de a-CD con Th** [*®]. El estudio por rayos X del complejo metalico con
Cu® confirma dicha estructura ©°.

A pesar de que ya hay estudios que nos demuestren la complejacion de metales lantanidos a
ciclodextrinas, solo hay algunos articulos que hablan de la actividad catalitica de éstos
complejos. Yashiro et al. reportaron el estudio cinético del complejo de y-ciclodextrina-Ce®* en
la hidrolisis de 2°- deoxiadenosin-5"-monofosfato a 2"-deoxiadenosina. De acuerdo a estudios
preliminares mencionan que los iones lantanidos(l1l) en la forma de complejos CD mantienen
actividades destacables en la hidrdlisis de fodfodiésteres; el 14% de sustrato (5 mM) fue
hidrolizado con Ce**- y-CD (10 mM 1:5) a pH 7.2, 50°C y 80 min, lo que es comparable con el
valor (23% conversion) obtenido en la ausencia de y-CD .. Por otro lado, se han reportado

estudios cinéticos con sistemas derivados de -CD formando complejos binucleares con Zn®* o
cy2+ 7]

2.1.5.5 Resumen de ligantes con diferentes centros metalicos empleados como
catalizadores y constantes de velocidad observadas en la hidrdlisis de HPNPP y BNPP

En la tabla 2 se muestran algunos de los mejores complejos que han catalizado la hidrolisis de
fosfodiésteres hasta la fecha, con la finalidad de comparar los complejos de iones lantanidos con

otros iones metalicos en presencia de diferentes ligantes con los sustratos HPNPP y BNPP.
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Tabla 2. Pardmetros cinéticos de la ruptura de HPNPP* y BNPP por iones lantanidos y otros
complejos metalicos.

Comlpejo Tipo de ligante/ complejo Sustrato | Condiciones Keat™ O Ref.
metalico Kops, S
(Cu™),.L Trinucleante con puente bpy HPNPP | 25°C, pH 7 1.43x107% |1
) Pseudo®
\N
N N=
N/ \@
/=
7N
N‘\
>
(Zn"H,-L Binucleante con dos puentes HPNPP | 65% EtOH/H,0 1.52x10° | "
2-propanol 25°C,
pH 7.98
j\f/\ /\(( Tre’
S H/\/\H A\
\=N OH N=/
(Zn"Hs-L Trinucleante con puente calixareno | HPNPP | 35%  EtOH/H,O | 24x10™ 17l
e S 25°C, pH 7
_ - 1 ~N True
N S =
N\ Ny
N N
~ N
|
| i
OR OR QR RO
R = CH,CH,OEt
(Zn*H),-L Binuclear con puente fenol HPNPP | H,0/DMSO 6.4x10* |
- (70:30) 25°C, pH
no ajustado
True
7 N N x
! H |
i .0 :
| /N"“(Zn::' ‘::Zr.lI)-‘N =
CN R N
ce™ acuo-ion BNPP | 0.5 eq. de acido 2.6x10° | [P

Palmitico,

2 mM Brij-35,
37°C

[M]=2 mM
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Co™-trpn Mononuclear BNPP [ 50°C, pH 7.0 25x102 | PO
[M]=10 mM
La* acuo-ion BNPP | 50°C, pH 7.0 E6x10° | B9
[M]=2 mM
La®- L Mononucleante BNPP | 25°C, pH 9.3 45x10% | B
pH "a [M]=2 mM
20 mM BTP
HO n\/\/HN OH
HO
OH
(La™)r Lo o BNPP |10 mM Tris-HCI, | 00015 | ™
25°C, pH 9.2
[M]=2 mM
Eu® acuo-ion BNPP 50°C, pH 7.0, | 1.0x10™ 1591
[M]=2 mM
Eu**-L Mononucleante BNPP | 37°C, pH > |1.9x10° | P
or pK.=7.4,
" /r/ [M]=1 mM
AR
N N
[N Nj
=
OH
HO
Er¥ acuo-ion BNPP | 50°C,pH 70, | 32x10° | ™I
[M]=2 mM
cu* acuo-ion BNPP | 75°C,pH 6.5 57x107 |19
[M]=0.1 mM
(Cu2+)2-L Binuclear i BNPP 25 °C, pH 8.6, 9,5)(]_0'4 771
. [M]=1 mM
. e
no\CUT ./i ~-OH
/ """ og NR2
Ni** acuo-ion BNPP [ 75°C, pH 6.6, | 1.3x107 [
[M]=1 mM
Mg®* acuo-ion BNPP [ 75°C, pH 8.2, |18x107 [!™

[M]=1 mM
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(Zn2+)2'|_ Binucleante BNPP 35°C, 2 3%x10" 78]
/ N/ N/ \ pH>pKa=9.1,
(‘ wee ”"‘> [M]=2 mM
NH HN
NH 0 0 HN)
NIV ANV
(Zn*)L Binucleante BNPP | 75% EtOH, 35°C, | 1.12x10° | ™
- pH 8.2, [M]=2
NH/__\N HN mM
ANEVANI/
(Zn*),-L Binuclear BNPP 55°C, pH 8.4, 6.4x10" 1307
H H 4+ 227 _mM del
4 NZ;?JH HN(;:I/> complejo
Hw NH
SO
Y¥L Mononucleante BNPP 20 mM Tris, 25°C, | 7x10™ 53]
iH pH 82, [M]=2
HO, OH mM
OH

“True" significa que las cinéticas tipo Michaelis-Menten fueron estudiadas usando un exceso de sustrato
con relacidn al complejo mientras que "Pseudo” significa que se usé un exceso de complejo en relacion con
el sustrato.

Hasta ahora los iones lantanidos(lll) han sido estudiados con diferentes ligantes en la
hidrolisis de fosfodiésteres, sin embargo, se siguen buscando ligantes que prevengan la
formacion de geles hidroxo y que mantengan las propiedades cataliticas de estos iones metéalicos.
De los antecedentes revisados surge el interés de proponer estructuras de derivados de &cido
picolinico como ligantes analogos del &cido 4- imidazolcarboxilico; de estudiar ligantes
derivados de Tris, especificamente Bis-Tris que ha sido el menos estudiado en la hidrolisis de
fosfodiésteres, teniendo sélo un dato de la hidrélisis de BNPP con el ion La**; y con
ciclodextrinas, ya que con iones lantanidos solo se ha reportado la hidrdlisis de 2'-deoxiadenosin-

5'-monofosfato en presencia de Ce®*.
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3. OBJETIVOS

Estudiar la hidrdlisis catalitica de ésteres de fosfato, como modelos de ARN y ADN,
empleando complejos de lantanidos con ligantes derivados de &cido picolinico, tris y
ciclodextrinas. Con el fin de encontrar un ligante capaz de estabilizar el sistema y que conserve
las propiedades reactivas del centro metalico en medio acuoso, a pH cercanos a la neutralidad y a

temperatura ambiente.

Este trabajo pretende contribuir en la construccion de nuevos catalizadores como “nucleasas

artificiales” para futuras investigaciones bioquimicas y medicinales.

3.1. Objetivos particulares
1.-Realizar estudios cinéticos de hidrdlisis utilizando HPNPP y BNPP como sustratos analogos
de ARN y ADN, respectivamente. Analizar ambos sustratos en presencia de diferentes centros
metalicos de lantanidos trivalentes coordinados a ligantes derivados de acido picolinico, tris y
ciclodextrinas en medio acuoso.
2.- Mediante estudios potenciométricos, analizar la distribucién de especies presentes a las
condiciones de reaccién y asignar especies cinéticamente activas involucradas en la hidrélisis de

HPNPP y BNPP.

3.- Utilizando RMN *H comprobar la complejacion del ligante con el metal.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos
Los reactivos y disolventes utilizados en los estudios cinéticos y potenciométricos no tienen

alguna purificacion ni tratamiento previo.

DISOLVENTES

Agua desionizada con resistividad de 18 0.1 MCcm obtenida con el equipo Nanopure
Barnstead

D,0, Aldrich 99.996%

Metanol, J.T. Baker, 99%

Acetonitrilo , Reproquifin, 99.5%

REACTIVOS

La(ClOy)s ,Aldrich, solucion en agua 99.9%, 40% en peso, densidad a 25°C 1.479 g/mL
Pr(ClOg4)3 Aldrich, solucién en agua 99.9%, 40% en peso, densidad a 25°C 1.563 g/mL

Nd(ClO,)s Aldrich, solucién en agua 99.9%, 40% en peso, densidad a 25°C 1.436 g/mL
Eu(ClOg)s Aldrich, solucion en agua 99.9%, 50% en peso, densidad a 25°C 1.487 g/mL
Gd(ClOy)3 ,Aldrich, solucion en agua 99.9%, 40% en peso, densidad a 25°C 1.445 g/mL
Dy(ClO,)3 Aldrich, solucién en agua 99.9%, 40% en peso, densidad a 25°C 1.476 g/mL

SUSTRATOS
Bis(4-nitrofenilfosfato) (BNPP)
2-hidroxipropil 4-nitrofenil fosfato (HPNPP) (&%

LIGANTES

Acido 6-aminopiridina 2-carboxilico (APCA), Aldrich
Acido chelidonico, Aldrich, 98%

Acido chelidamico, Aldrich, 95%

Acido benzohidroxamico, Aldrich, 99%

Acido picolinico, Aldrich, 99%

Acido dipicolinico, Aldrich, 99%
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Acido 2-pirinhidroxamico, Aldrich, 99%

Acido 3-hidroxipiridina 2-carboxilico, Aldrich 98%
Acido 6-acetilamino 2-piridincarboxilico, Aldrich, 99%
Bis-Tris, Aldrich, 98%

2-hidroxipropil-p ciclodextrina, Aldrich
a-ciclodextrina, Sigma

B-ciclodextrina

y-ciclodextrina

AMORTIGUADORES

MOPS, Aldrich
Tris[hidroximetil]amino-metano, Aldrich, 99%
Bis-Tris, Aldrich, 98%

OTROS

4-Nitrofenol, Aldrich, 99%

NaCl, Aldrich, 99%

HCI, J.T.Baker, 36.5-38% densidad 1.18 g/mL a 25°C

Acido acético glacial, Mallinckrodt, densidad 1.059 g/Ml a 25°C
Acetato de sodio anhidro, Aldrich, 99%

Naranja de Xilenol, Aldrich, 99%

EDTA, Aldrich,99%

Biftalato &cido de potasio, Aldrich, estandar analitico, 99.95-100%
NaOH, Meyer, >97%



4.2 Metodos
4.2.1 Determinacion de la concentracion de lantanidos(l11)

La concentracion de las soluciones stock de las sales de lantanidos (-50mM) se determinaron
por titulaciones utilizando EDTA como titulante y naranja de xilenol como indicador 81 En un
matraz se colocan 20 mL de Buffer Acido acético/Acetato de sodio a pH=5, 100 pL de
Ln(ClO4)3 - 50mM y 400 uL de naranja de xilenol. Se titula con una solucion de EDTA 0.1M

hasta observar el punto de equivalencia, observandose un cambio de color de rojo a amarillo.
4.2.2 Estudios cinéticos

Los estudios cinéticos se llevaron a cabo a través de mediciones espectrofotométricas en UV-
vis. Se utilizaron dos equipos, Hewlett Packard 8453 y Scientific Evolution, ambos de doble haz
con arreglo de diodos (con una ventana espectral de 190-1100 nm, una resolucién de 1 nm y una
precision de longitud de onda < + 0.5). Para mantener el control de la temperatura a 25°C, el
equipo consta de compartimentos termostatados, los cuales utilizan un bafio de recirculacién de

agua marca Fisher Scientifics Isotemp y Thermo Scientific (+ 0.1 °C), respectivamente.

Las celdas empleadas fueron de plastico y con 1 cm de longitud de paso éptico. En ellas se
colocaban concentraciones determinadas de metal, ligante, electrolito y de sustrato en medio

acuoso para obtener un volumen final de 2 mL.

El curso de la hidrolisis de BNPP y HPNPP se monitored por la aparicion del anién
4-nitrofenolato por espectroscopia de UV-vis a 400 nm (Figura 25-A). Se realizaron cinéticas
con relacién fija M:L (mM) variando el pH en el rango de 6.5 a 9, a temperatura constante de
25°C y cinéticas a pH fijo, manteniendo la concentracion del metal igual a la del ligante
(IM]=[L]) pero variando dicha relacion. Las ko, fueron obtenidas a partir de las curvas cinéticas
mediante ajustes no lineales a la ecuacion de primer orden o a partir de velocidades iniciales,

para sistemas rapidos o lentos, respectivamente.
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De reacciones rapidas, se puede obtener el perfil completo de la apariciéon de 4-nitrofenolato,
es decir, hasta alcanzar la hidrélisis completa del sustrato, obteniéndose asi una curva de
absorbancia contra tiempo (Figura 25-B); dicha curva se ajusta a la ecuacion integral de primer
orden (Ecuacién 3), donde A*® es la absorbancia a 400 nm; A, .es la diferencia entre

absorbancia inicial y la infinita; Ao, es la absorbancia al inicio; kqps €s la constante de velocidad

observada y t es el tiempo.

A400:AO+AAOO4OO (1_e(-k0bst)) (3)

A)

0.8

0.6

Absorbancia
"~ .,
.‘“.u‘l‘ ‘.“.‘

0.4
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Figura 25. (A) Monitoreo de la absorbancia de nitrofenolato a 400 nm a través del tiempo. (B)
Ejemplo del ajuste integral para la curva cinética. La linea s6lida muestra el ajuste a la ecuacion
3.

Por otro lado, cuando las cinéticas eran lentas se utilizé el método de las velocidades iniciales
para obtener kqps. L0S datos experimentales de las curvas cinéticas (graficas de absorbancia de 4-
nitrofenolato contra tiempo), con un maximo de 10% de conversién del sustrato, se ajustaron

mediante regresiones lineales en donde la pendiente es la velocidad inicial, vo. De la ecuacion 4

podemos ver que al dividir v, entre la A, obtenemos Kops.

d4
Uy = [ d:F] ; = KopeEnp[S]o = kobsﬂﬂcHi A[:-cH = [Solleye]
T

knbs =

Cabe entonces resaltar que A, se obtiene de multiplicar enr por la concentracion de sustrato

afiadido en la celda, donde enr es el coeficiente de absortividad molar de 4-nitrofenolato a un pH
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definido. Para tener una grafica de eyr contra pH (Figura 26), se realizd una titulacion de
nitrofenol 0.049 mM, en presencia de 50 mM de MOPS (MOPS para mantener la fuerza ionica)
en agua con NaOH -5M. La razon de variacion de la absortividad molar del nitrofenol con el

cambio de pH es su disociacion acida en el intervalo de pH 6-8.

20000 -
5 15000 o
g

10000 ~

Abs/[nitrofenol]

5000 - v

Figura 26. Grafica de eng contra pH.

4.2.3 Estudios potenciométricos

Para este estudio se utiliz6 un potenciémetro de la marca Thermo Orion Modelo 710A, con
una precision de + 0.01 en unidad de pH, empleando un electrodo de vidrio Orion 8102BNUWP.
Para calibrar el potenciometro se usaron amortiguadores estandar de referencia a 25°C, pH 4.00,
7.00 y 10.00, marca Aldrich, con precision de £ 0.01.

Se realizaron titulaciones potenciométricas de los metales, ligantes y de la mezcla de ambos.
Las concentraciones fueron de 1-5 mM, con fuerza i6nica de 50 mM, empleando como
electrolito NaCl. Las titulaciones se llevaron a cabo con NaOH ~0.5 M (el cual se valoraba por la
titulacion de biftalato de sodio, obteniéndose su concentracion real), adicionando volumenes
pequefios a una celda con 25 mL de la mezcla a titular, a 25°C y con flujo de nitrégeno.
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4.2.4. Estudios por RMN *H

Los espectros de RMN 'H presentes en este trabajo se realizaron en un espectrémetro de
RMN Varian Gemini de 300 MHz. Las muestras fueron disueltas en D,O en concentraciones de
2-10 mM.

Para los ligantes Bis-Tris y B-CD se realizaron titulaciones en presencia de Nd(ClO.)3 y se
midieron los desplazamientos quimicos (Sops) En el caso de B-CD, se realizé la titulacién con
BNPP y HPNPP, en concentraciones de 0-5 mM. En algunos casos, los datos se ajustaron con la
ecuacion 5 que corresponde a una asociacion del tipo 1:1, y que toma en cuenta las condiciones

de intercambio rapido de ligantes.
Bobs=Diibre*0.5(A8/[B-CD])([B-CDI+[LI+L/K~(([B-CDJ+{LI+1/K) - 4[p-CD][L])*) (5)
donde A8 = (Sentazado-Slibre)
4.2.5. Programas de Computo

Los ajustes por regresion lineal y no lineal para la obtencién de constantes de velocidades por
el método de velocidades iniciales o por el ajuste de constantes de velocidad al método integral,
respectivamente, se obtuvo con el programa Origin version 6, 7 y 8.5. Las constantes de
formacion se obtuvieron a partir del estudio de las titulaciones potenciométricas, calculadas con
ayuda del programa HYPERQUAD 2003 version 3.0.51. Los diagramas de distribucion de
especies se modelaron en el programa HYSS 2003 y los espectros de resonancia fueron
procesados con el programa MestReNova.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Hidrodlisis de HPNPP por hidroxocomplejos de lantanidos(l11) con ligantes derivados de

&cido picolinico

Se estudiaron varios ligantes derivados del &cido picolinico, entre ellos, el acido picolinico
(AP), el acido 3-hidroxipiridina 2- carboxilico (AHC), el &cido 6-aminopiridina 2-carboxilico
(APCA), el &cido 6-acetilamino 2-piridincarboxilico (AcCAPCA), el acido 2-piridinhidroxamico
(APH), el acido benzohidroxamico (ABH), el acido dipicolinico (ADP), el acido chelidamico
(ACM) y el &cido chelidonico (ACN) (Figura 27).

Se realizaron diferentes pruebas cinéticas con el ligante AHC en presencia de Eu®*, en
relacion 1:1 M:L, en un intervalo de pH de 6.4 a 8.14 (utilizando MOPS 50 mM para ajustar el
valor de pH<8 6 CHES para pH>8). Sin embargo, antes de comenzar la hidrdlisis del sustrato se
observo la presencia de precipitado. Antes de descartar el estudio de este ligante se hicieron
pruebas a pH=8 variando la relacion M:L (1:2,2:1 y 1:0.5) sin obtener una estabilidad en el
sistema. Asi mismo, el ligante ABH present6 precipitado (en relacion 1:1 (apH 8y 7) y 1:1.5

(pH=8), por lo que se descontinud su estudio.

7 AN 7 |
\N | 0 \N | OH HN \N o]
OH 0 OH
AP C

AHC APCA
— =
™ | OH x> 0 o
HN N N
o NH NH
o)\ Ho”~ Ho”
AcAPCA APH ABH
o] o]
~ |
0, \ o o | | 0 o) 0
N N (o]
H
OH OH OH OH OH OH
ADP ACM ACN

Figura 27. Ligantes derivados de acido picolinico que se estudiaron en el presente trabajo.
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Asi mismo, se realizd el estudio cinético de APCA, AP, APH en presencia de Eu** a
diferentes pH, cubriendo el intervalo de 6.5 a 8.7 unidades de pH (empleando MOPS o CHES
como amortiguadores), con una relacion M:L 1:1.5 (mM) e hidrolizando el sustrato HPNPP.
Como resultado se obtuvieron perfiles cinéticos diferentes para cada ligante empleado, esto
sugiere que, en disolucién existen diferentes especies de hidroxocomplejos en los diferentes
sistemas (Figura 28); para APCA, a medida que se aumenta el pH hay un aumento de la Kops
hasta llegar a un primer méximo a pH alrededor de 7.8 (koxs=5.2x10™ s™), donde empieza a
disminuir 1a keps hasta llegar a pH 8.2 (kobs=2.68x10™ s), posteriormente se observa una mayor
dependencia de la kqps con respecto al pH hasta alcanzar el segundo maximo a 8.5 unidades de
PH (kobs=0.00112 s™). EI perfil cinético del ligante APH muestra un aumento de kops conforme
aumenta el pH, hasta alcanzar un maximo a pH 7.49 (kos=2.9 x10™s™), posteriormente
disminuye a pH 7.97 (Kops=2.9 x10™*s™) y a pH 8.49 vuelve a aumentar ligeramente (Kops=1.2
x10™s™). Con el ligante AP se observa que la kqps aumenta a mayor pH (de kops=7.3 x10°s* a
pH= 6.37 a kons=1.8 x10™s? a pH= 8.48) de manera lineal. A modo comparativo se tiene la
hidrolisis del ion Eu® sin ligante en medio acuoso, el perfil cinético muestra un crecimiento
exponencial a medida que se aumenta el pH (de 1.8 x10°s a pH= 6 a kops=1.4 x10™* s a pH=7),

(82]

sin embargo, sabemos que el acuo ion Eu** no es estable a pH basicos y precipita 2, por lo que

los ligantes APCA, APH y AP le confieren al metal estabilidad al coordinarse y permiten medir
constantes de velocidad a pH mayores. La mayor reactividad de APCA comparada con AP y

APH probablemente se deba a la presencia de hidroxocomplejos binucleares.

-3
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—o— AP
1.0x10° { —®—APH
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Figura 28. Constantes de velocidad observadas kqps, para la hidrolisis de HPNPP vs pH, en
presencia de Eu®* (1mM) para diferentes ligantes derivados de cido picolinico en
concentraciones de 1.5 mM y Buffer MOPS/CHES (50 mM).
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En la figura 29 se presentan los resultados cinéticos de ACN, APH, ADP y ACM (1mM) con
el metal Eu** (1 mM) en presencia del sustrato HPNPP. Los perfiles cinéticos estan en el
intervalo de 6.4 a 8.4 unidades de pH vy los ligantes APH, ACN, y ACM muestran que a medida
que se aumenta el pH, incrementa el valor de la kqps hasta llegar un maximo en cada caso para
luego disminuir; la kops maxima para estos ligantes es de 4.3x10™, 1.56x10™ y 3.69x10°s™ a
pH 8.09, 7.54 y 6.84, respectivamente. El estudio del ligante ADP se limita por la estabilidad del
sistema, observandose precipitado a pH por arriba de 6.93 (ko»s=6.83x10” s a pH 6.93), para los
ligantes ACN y ACM hay presencia de precipitado a pH por arriba de 7.97 y 7.68 (Kops=8.1x10"
y Kons=1.04x107° s%), respectivamente. Comparando las reactividades de los ligantes con el acuo
ion Eu®*, la reactividad de ACM es menor que el acuo ion, indicando que el sistema no es activo
cataliticamente y que hay inhibicion de la reactividad del metal por la coordinacién de éste al
centro metélico. En el caso ADP los dos primeros puntos reportados pueden ser de una Keps
donde el ligante no se ha coordinado al Eu®* y por lo tanto la actividad catalitica esta dado por el
acuo ion, pero con el tercer punto podemos ver una disminucion en de la kqps €n comparacion con
el acuo ion por la coordinacién de este ligante al centro metalico. Para el ACN a pH de 6.43
(kobs=4.7%10° s') vemos reactividad parecida al acuo ion, pero posteriormente vemos una
disminucion de la reactividad en comparacion a éste; aunque este ligante nos permitio medir
cinéticas hasta pH de 8, su baja actividad no amerité mayor estudio.

Una posible explicacion de que la kqps para estos ligantes sea menor a la del acuo ion es
debido a su estructura quimica; poseen dos grupos carboxilico que al desprotonarse pueden
coordinarse al ion metalico en forma bidentada por estos grupos, al coordinarse de esta forma
habra un menor nimero de sitios vacantes para coordinar hidroxilos, que son aquellos que hacen
el ataque nucleofilico hacia el d&tomo de fosforo; entonces mientras menor es el nimero de
hidroxilos, menor actividad catalitica. Esto también explica porque el ACN tiene mayor
actividad que el ACM, debido a que éste ultimo ocupara un sitio mas (con el nitrégeno
piridinico) en la esfera de coordinacién del metal, limitando el nimero de grupos hidroxilo en la

misma y disminuyendo la reactividad del hidroxocomplejo en el sistema.
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Figura 29. Constantes de velocidad observadas kqys para la hidrolisis de HPNPP vs pH, en
presencia de Eu®* (1mM) para diferentes ligantes derivados de acido picolinico en
concentraciones de 1 mM y Buffer MOPS/CHES (50 mM).

De los ligantes derivados de acido picolinico estudiados en la hidrolisis de HPNPP en la
presencia del ion metalico Eu®*, el que fue mas activo cataliticamente y con el que se pudo llegar
al valor de pH més alto fue con el ligante APCA. Por ello se realiz6 el estudio cinético a
diferentes valores de pH con el sustrato BNPP. En la figura 30 podemos comparar datos
cinéticos de la constante de velocidad observada para la hidrdlisis de HPNPP y BNPP para
APCA 1.5 mM y Eu** (1 mM) con amortiguador MOPS/CHES 50 mM. Tomando en cuenta que
los valores de kops para hidrélisis espontanea de HPNPP y BNPP a pH 8 son 1x107 y 1.1x10™ s
! respectivamente el efecto catalitico para el sistema con HPNPP y BNPP fue de 4x10°%y
1x10" a este pH; esto nos dice que la eficiencia catalitica comparada con la velocidad de
hidrélisis espontanea es mas que 1000 veces mayor para BNPP que para HPNP con este cation y
ligante. Como veremos a continuacion la mayor eficiencia de catalisis en la ruptura del analogo
de ADN comparando con el andlogo de ARN es un fendmeno general para lantanidos en

contraste con cationes alcalinotérreos y con Zn(l1).
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Figura 30. Log de las constantes de velocidad observadas kops, para la hidrolisis de BNPP y
HPNPP vs pH, en presencia del ligante APCA (1.5 mM) y Eu** (ImM) en medio acuoso a 25°C.
El pH se mantuvo con amortiguador MOPS y CHES 50 mM.

Debido a que se encontrd mayor eficiencia catalitica en el sistema con el sustrato BNPP, se
realizé el estudio de la dependencia de kops VS la variacién en la concentracion de APCA con el
ion metalico Eu** (1 mM) en medio acuoso, pH=8, 50 mM MOPS, y 25°C con éste sustrato
(Figura 31). Observamos que Kops pasa por un méximo cuando [APCA] es 1 mM (kops= 1.37x10™
s1) y posteriormente disminuye al aumentar la concentracién de ligante; esto se debe a que
aumentando la concentracién de ligante, la concentracion de la especie activa va disminuyendo;
un mayor numero de ligantes coordinados al centro metalico inhibe asi la formacién del

hidroxocomplejo.
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Figura 31. Constantes de velocidad observadas Ko para la hidrolisis de BNPP vs concentracion
de APCA, en presencia de Eu** (ImM) en medio acuoso, pH=8 (50 mM MOPS) y 25°C.
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5.1.1 Analisis del efecto de amortiguador

Para saber si el amortiguador que usamos estaba interfiriendo en la reactividad del sistema,
realizamos pruebas cinéticas con y sin amortiguador; para los sistemas sin amortiguador se
utiliz6 NaCl 50 mM para mantener la misma fuerza ionica. Los sistemas que se estudiaron sin
amortiguador fueron los ligantes APCA, AP y AcCAPCA (2.5mM) en la presencia de Eu** (ImM)
hidrolizando HPNPP (Figura 32). Conforme aumenta el pH se observa un incremento en la Kops
para los tres sistemas de ligantes, teniendo asi un mismo perfil cinético. APCA presenta mayor
reactividad pasando de una keps =2.52x10™ s a pH 7.41 a una keps =6.86x10™ s a pH 8.8. El
segundo ligante més activo en la serie es AP, donde a pH 7.22 da una keps de 5.2x10° s?,
incrementando dicho valor hasta ks de 3.7x10* s* a pH 9.32. Por (Gltimo, con el ligante
ACAPCA se obtuvieron valores de kgps =5.3%10° s a pH 7.78 hasta llegar a el valor de Kops
=3.37x10* s a pH 9.01. En la grafica A de la figura 32 podemos ver también la comparacion de
estos sistemas con la hidrélisis del acuo ion Eu**, observando que estos ligantes al coordinarse al
centro metélico estabilizan el ion formando hidroxocomplejos reactivos.

Comparando los dos sistemas més activos sin amortiguador estudiados (APCA y AP), en
presencia de amortiguador MOPS/CHES 50 mM, se obtiene la gréafica B de la figura 32. El
ligante APCA muestra dos perfiles cinéticos distintos con y sin presencia de amortiguador, lo
que refleja que el amortiguador esta interfiriendo en el sistema. Esto puede explicarse por la
estructura de MOPS o CHES y a que se ocup0 en alta concentracion; el nitrogeno del grupo
morfolino (MOPS) o el nitrogeno del grupo amino (en CHES) y el oxigeno del grupo sulfonato
(de MOPS /CHES) pueden coordinarse al centro metalico e interferir con la coordinacion del
ligante que estamos estudiando, existiendo una competencia del ligante y el amortiguador por
anion Eu®* y asi distorsionando la distribucion de especies del sistema. Analizando el mismo
efecto del amortiguador con el AP, vemos también la interferencia del amortiguador; sin la
presencia de éste se pudo medir la reactividad del sistema hasta pH 9.32 lo cual no habia sido
posible en la presencia de MOPS/CHES, llegando so6lo hasta mediciones de kqps @ pH 8.48 por la
presencia de precipitado. Esto nos dice que los complejos formados con el amortiguador y el
ligante en medio acuoso en presencia de Eu®* son sistemas menos solubles que aquellos

formados sdlo por el ligante.
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Figura 32. (A) Constantes de velocidad observadas ko para la hidrdlisis de HPNPP vs pH, en
presencia de Eu®" (ImM) y diferentes ligantes derivados de acido picolinico en concentraciones
de 2.5 mM sin presencia de Buffer (NaCl 50 mM). (B) Comparacion de las kqps para la hidrolisis
de HPNPP vs pH para sistemas con y sin amortiguador MOPS/CHES, con ligante 1.5 mM y 2.5
mM, respectivamente, y 1 mM Eu®*. *La comparacién se hizo tomando en cuenta los calculos de
las especies al ver que no varian en gran medida al emplear 1.5 62.5 mM de ligante.

5.1.2 Caracterizacion de las especies presentes en la disolucion

Con base en los resultados anteriores, se prosiguié a caracterizar las especies presentes en la
disolucién en los sistemas con el ligante APCA, AP y AcCAPCA 2.5 mM en presencia del ion
metalico Eu** 1 mM y en ausencia de amortiguador, asi como a obtener las constantes de
segundo orden para cada especie, calculadas a partir de regresiones multiples en la dependencia

de Kops €n funcion del pH.

Para caracterizar las especies presentes en disolucion, se realizaron titulaciones
potenciométricas de estos ligantes en presencia de Eu®",(el ejemplo se presenta en las figuras Al
y A2 en anexos) las cuales permitieron determinar las constantes de estabilidad resumidas en la
tabla 3 y calcular los diagramas de distribucion de especies para cada sistema a estudiar. El
analisis de los datos potenciométricos se realiza con el programa Hyperquad proponiendo
especies en equilibrio y ajustando a un modelo en el que se simula la curva de titulacion del
ligante con el metal (Figura Al en anexos); de ahi se obtienen las especies en el equilibrio con

sus respectivas constantes de estabilidad logBpy (PM + gL + rH = MpLoH, (donde L es el ligante
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desprotonado)) y pK, (Tabla 3). Una vez obtenidas las constantes de estabilidad, se simula la
distribucion de especies en equilibrio empleando el programa Hyss tomando en cuenta las
condiciones cinéticas que incluyen concentracion total del metal y ligante, y un intervalo de pH.

Tabla 3. Constantes de estabilidad de complejos con Eu®* logBpgr Y PKa (donde L es el ligante
desprotonado) para derivados del acido picolinico y amortiguadores.(pM + gL + rH = MyLgH,).

PKa~ | logBuo | 100B1z0 | 10gBiz | 10gB11y | 109B1ss | 10gB2s | 100Bi11a
APCA 711|300 |5.84 511 | -12.26 |-29.73 | -21.10
ACAPCA | 420 |569 |97l 298 | -11.98 -22.03
AP 528 | 425 |7.75 |1073 | -354 |-11.82 |-30.06
AP? 575 | 438 |823 |11.13
MOPS 721 | 2.05
TRIS 834 | 255

% Datos obtenidos de P a 25°C en 1.0 M de NaClO,.

De los datos de la Tabla 3 se observa que comparando con el &cido picolinico no sustituido,
APCA es un acido mas débil y AcCAPCA un &cido més fuerte. Esto estd en acuerdo con los
efectos de sustituyentes esperados: efecto donador del grupo amino y aceptor del acetamida. Sin
embargo, la estabilidad de los complejos metalicos, que normalmente es mayor con un ligante
mas béasico (en su forma desprotonada), no sigue a la tendencia esperada ACAPCA < AP <
APCA. Al contrario, los complejos més estables se forman con el ligante menos basico ACAPCA
y los mas débiles con el ligante mas basico APCA. La explicacién posible es que el grupo NH,
en posicion orto no puede coordinarse con el ion metalico ya que esto implicaria la formacion de
un ciclo de 4 miembros poco favorable; y sélo se impide la coordinacién por el efecto estérico
(Figura 33) que resulta ser mayor que el efecto favorable del aumento del pK, (fenémeno
reportado para ligantes piridinicos [84]). Por otro lado, el oxigeno del grupo acetil de ACAPCA
puede formar un enlace de coordinacién con el metal y esto explica mayor estabilidad de
complejos con este ligante. Entonces el efecto estabilizador méas grande lo debe tener ACAPCA,;
pero al mismo tiempo como se observa en la figura 32-A, sus complejos tienen una actividad mas

baja probablemente por una saturacién coordinativa del centro metalico.
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Figura 33. Tipo de coordinacion esperado para A) APCA, B) AP y C) AcAPCA.

Para asignar las especies activas se compara la distribucion de la concentracion de las especies
y las constantes de velocidad observadas k.ps en funcion del pH (Figura 34). Claramente el
crecimiento de kops @ mayor pH puede atribuirse a la formacion de hidroxocomplejos, sin
embargo, los perfiles de pH para kops no correlacionan con el perfil correspondiente de
concentracion de s6lo una especie; esto significa que a la reactividad observada contribuyen mas
de una especie y que la expresion para ko,s como funcion de las concentraciones de varias

especies debe tener la forma de la ecuacién (6).
Keat Henpp = ka[EU(OH)?* ]+ ko[EUL(OH)]+ ks [EUL(OH),]+ ks [EusL2(OH)s] (6)

Para conocer cuales de estas especies y en qué grado contribuyen en la ruptura, se
realizaron regresiones mdaltiples para simular la kops a partir de las concentraciones de los
hidroxocomplejos a los pH en los que se realizaron los estudios cinéticos, asi se obtuvo que las
especies activas del sistema con APCA son M(OH), ML(OH) y M,L,(OH)s  con constantes de
segundo orden presentes en la tabla 4, donde ML(OH), no contribuye. Para el ligante AP se
encontré que las especies activas son ML(OH), ML(OH), y M;,L,(OH)s, mientras que con
ACAPCA son s6lo dos especies las activas, EuL(OH)?* y EuL(OH)," con constantes de segundo
orden resumidas en la tabla 4. Con APCA, se tienen constantes con mayor reactividad que con
AP y AcAPCA, lo cual no es sorpresa ya que teniamos valores mayores de Kqps para este sistema.
Hay mejor reactividad cuando se tiene el complejo M;L,(OH)s lo que concuerda con resultados
ya reportados utilizando BTP B ya que se tiene un hidroxocomplejo con un mayor niimero de
grupo hidroxos nucleofilicos; los resultados por potenciometria corroboran la existencia de este

complejo en APCA y AP con constantes de estabilidad alta (Tabla 3 ). La constante de segundo
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Figura 34. Diagrama de distribucion de especies traslapada con los valores de Kops Y Kea de A)
APCA, B) AP, C) ACAPCA 2.5 mM , Eu** 1 mM, NaCl 50 mM y HPNPP 2.5x10° M. Las lineas
continuas representan la distribucion de especies en las condiciones en que la cinética se realizo.
Los puntos corresponden a los valores de kqps Y 1a linea punteada a los valores de kg, calculada
por la ecuacion (6) con constantes de velocidad de la tabla 4 para cada sistema, respectivamente.
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orden estimada para especies Eu(OH)?* sin ligante es igual a 1.4 Ms*

, mientras que para
EuL(OH) es 2.9, 0.6 y 1.15 M™s™ con el ligante APCA, AP y AcAPCA, respectivamente. Esto
nos dice que el complejo con APCA es méas reactivo, mientras que los complejos con AP y

ACAPCA son menos reactivos que el acuo ion; esto puede corroborarse en la figura 32-A.

Tabla 4. Constantes de segundo orden (M™s™) para la hidrélisis de HPNPP por complejos de
Eu** con diferentes ligantes derivados de 4cido picolinico a 25°C y medio acuoso.

Eu(OH)”* [ APCA [ AP | AcAPCA
ke | 1.4
ko 29 |06 | 115
ks 0.2 | 1.04
K 3 1.1

La razon de tener una actividad mayor de los complejos de APCA no es claro. Sin embargo,
por la baja estabilidad de los complejos de este ligante se descontinud su estudio ya que no tiene

mucha perspectiva para aplicaciones.

5.2 Hidrolisis de HPNPP y BNPP por hidroxocomplejos de lantanidos(l11) con ligantes

derivados de Tris

El estudio se continué comparando la actividad de Eu** 1mM en presencia de TRIS 50 mM
con el sustrato HPNPP y BNPP. En la figura 35 podemos observar que estos dos sistemas tienen
el mismo perfil cinético; para el sistema con HPNPP se obtuvieron valores de Kops=1.37x10" sa
pH 7, al aumentar el pH se aumentd kqps hasta llegar a un intervalo de pH en el que no era mucho
el cambio (kops=4.24x10™ s pH 7.5 a keps 4.6x10* s* pH 8.3) dando incremento ligero
nuevamente a pH 8.6 (kops=5.7x10™* ). El efecto catalitico para el sistema con HPNPP y BNPP
fue de 4.4x10% y 1.9x10° a pH 8, respectivamente; esto nos dice que la eficiencia catalitica,
comparada con la velocidad de hidrélisis espontanea, es 1000 veces mayor para BNPP que para
HPNPP con este cation y ligante. Este nivel de actividad catalitica es cercano al observado con
APCA, pero el ligante no tiene un efecto estabilizador significativo. Por otro lado, pruebas con

Bis-Tris como ligante mostraron un efecto estabilizador sobresaliente: no hay precipitacion del
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metal hasta pH alto como 9-10. Por esta razén realizamos un estudio del sistema Bis-Tris — ion

lantanido(111) con mas detalles.

30- B TRIS+Eu (I)+ HPNPP

O  TRIS+Eu(ll)+BNPP
[ ]
[ ] [ ] [ ] u
-3.5
[ ]
[ |
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2 45
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Figura 35. Log de las constantes de velocidad observadas kqps, para la hidrélisis de HPNPP y
BNPP vs pH, en presencia de TRIS (50 mM) y Eu** (ImM) en medio acuoso a 25°C.

Con el objetivo de estudiar sistemas con Bis-Tris como ligante, se propuso analizar si las
pruebas cinéticas podrian hacerse en presencia del amortiguador Tris, ya que tal como se habia
analizado, sugiere ser el mejor buffer para mantener el pH en el sistema sin que interfiera. En la
figura 36 se observa el perfil cinético con Bis-Tris 2.5 mM sin amortiguador comparado con el de
Tris 50 mM, ambos en presencia de Eu** y HPNPP como sustrato. Se muestra que el buffer Tris
no puede ser usado en el estudio cinético con Bis-Tris ya que la alta concentracion del mismo
interfiere en las koqps del sistema. Afortunadamente el sistema Bis-Tris - ion lantanido(ll1) tiene
suficiente capacidad amortiguadora para mantener constante el pH en el proceso de hidrolisis de
sustratos empleados en concentraciones al menos 10 veces por debajo de la concentracion del

ligante.
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Figura 36. Log de las constantes de velocidad observadas kqps, para la hidrélisis de HPNPP vs pH
de Bis-Tris (2.5 mM) (cuadros) y TRIS (50 mM) (bolitas), en presencia de Eu** (ImM).

5.3 Formacién y estabilidad de hidroxocomplejos de iones lantanidos(l11) y Bis-Tris

Se realizaron titulaciones potenciométricas de los diferentes metales lantanidos(l11) 1mM con
Bis-Tris 2.5 mM manteniendo la fuerza ionica con NaCl 50 mM y asegurando que Bis-Tris
estuviera protonado afiadiendo 1 equivalente de HCI. Estos estudios mostraron la formacion de
complejos mononucleares estables de composiciéon M(BT)(OH), con n=0-3 (Tabla 5). Los

valores de [} representan la constante de formacion global de los siguientes equilibrios:

BT<=BT+H" Bors=[BT] [H'T[BT]= K, ™

M3 +BT<= M(BT)* Buo=[ M(BT)*)/[M*'][BT]

M +2BT<= M(BT),* Bizo=[ M(BT)*"V[M*][BTJ?
M>+3BT<= M(BT);* Biao=[ M(BT)s*"1/[M*][ BT]®

M3 +BT<=M(BT)(OH)? +H* Bui1= [ M(BT)(OH)*'I[ H')/[M*][BT]
M>*+BT<=M(BT)(OH),"+2H" Bu2=[ M(BT)(OH),"1[H'T/[M*][ BT]
M3 +BT<=M(BT)(OH)s+3H" B113=[M(BT)(OH)s] [H'T/[M*][ BT]

2M** +2BT<=M,(BT),(OH)s"+5H" B22-5=[M4(BT),(OH)s] [HT/[M* [ BT]
2M** +2BT<=M,(BT),(OH); +7H" B2o-7=[M4(BT),(OH)-] [H']/[M* [ BT]?

Otros resultados que se obtuvieron a partir de las titulaciones potenciométricas fueron los
valores del primer y segundo pK, para complejos con cada metal lantanido estudiado (pKa“'" y
pKM-OH)Y v éstos fueron comparados con los valores de pKa" (Tabla 5) B%). Los equilibrios son

los siguientes:
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M3+;‘ M(OH)2++H+ l310—1: [M(OH)2+] [H+]/[ M3+]= K, M
M(BT)3+‘—: M(BT)(OH)2++H+ [311-1/[3110 — [M(BT)(OH)2+] [H+]/[M(BT)3+]: KaML
M(BT)(OH)ZJ"_: M(BT)(OH)2++H+ Bll-Z/BIl-l — [M(BT)(OH)2+] [H+]/[M(BT)(OH)2+]= KaML(OH)

Tabla 5. Constantes de estabilidad logBpg Y pKa (donde L es el ligante desprotonado) para
Bis-Tris. (pM + gL + rH = MyLgH,).

pKa'™ ‘ logBi10 ‘ logB120 ‘ logB130 ‘ logB11-1 ‘ logB1-2 ‘ logB1-3 ‘ logBss-7 ‘ pKaM ? ‘ pKaM" ‘ pKaML(OH)
La(Ill)
6.625 | 3.61 7.59 1049 | -3.74 [-1358 [-2450 |-54.02 [8.81 7.35 .84
6.487 | 3.76” | 8.207
Pr(i1l)
3.85 8.50 1028 [-332 [-1297 [-2171 8.32 7.17 9.65
Nd(I11)
4.18 8.28 365 |[-13.25 [ -21.75 8.18 7825 196
454" | 8.40"
Eu(l11)
4915 |8.40 10.76 | -2.64 [-10.81 [ -20.05 7.76 7555 | 8.17
5139 | 8.75?
Gd(1) ©
4.64 8.28 -10.75 [-19.71 | -45.66 | 7.83
6.23Y [ 10.93"
Dy(111)
4.35 6.49 -2.82 [-10.80 | -20.16 7.59 7.17 7.98
548" | 8.76"

9 Valores calculados usando 1=0 a 25°C y la ecuacion en %! ® Datos obtenidos por Nicholson 'y
Wood . © para Gd(111) existe un complejo adicional con logpy.., = -29.61

Las constantes de estabilidad obtenidos en este estudio son razonablemente cercanos a los
reportados por Nicholson y Wood a 30°C y fuerza iénica 0.1 M. Podemos observar de la tabla
5 que la estabilidad en la formacion de complejos metal-ligante de composicion 1:1 sigue la
siguiente tendencia La<Pr<Nd<Eu>Gd>Dy. Esto tiene congruencia debido a que mientras mas
acido es el centro metalico, mas factible va a hacer la aceptacion de un nucledfilo (ligante) para
asi completar la deficiencia de electrones. La importancia particular la tiene el comportamiento
de hidroxocomplejos ya que son las especies potencialmente activas. En la tabla 5 se incluyen los
valores de pK, de los acuo-iones de lantanidos y se observa que en general la tendencia del pK,
del metal es disminuir al ir a metales mas pesados, una posible explicacion es que a pesar de que
aumenta su numero atémico, disminuye su radio iénico (por la contraccién lantanida) y por lo

tanto aumenta la acidez (mas oxofilico) por lo que puede llegar al equilibrio de desprotonacion
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del acuo-ion a pH menores. Los resultados obtenidos permiten calcular los valores de pK,
también para complejos metal ligante como pKa(ML) = logPi10 - logB11-1. EStos valores estan
incluidos en la penultima columna de la tabla 5 y se observa que el pK; del ML para cada metal
disminuye en comparacion con el pK, del acuo-catién, esto quiere decir que las especies ML®*
son acidos mas fuertes que las especies M3+aq. Este efecto, que es particularmente grande para
lantanidos mas ligeros, es decir con el radio i6nico mas grande, no es trivial ya que la
coordinacion del ligante en principio debe bajar la acidez del cation por donacion de pares
electrénicos del ligante. EI fenémeno es conocido también para complejos de Zn®* empleados
como modelos de enzimas Zn*" y se atribuye al cambio del nimero de coordinacién y otros
efectos del ligante coordinado . Vale la pena mencionar que el fenémeno nunca fue reportado
para lantanidos. Asi mismo, es posible calcular el segundo valor de pK, del complejo como
pKa(MLOH) = logBi1-1 - logPii-2, los valores correspondientes estan en la dltima columna de la
tabla 5. Como se espera, estos valores son més altos. Las tendencias de los valores del primer y
segundo pK, son diferentes: mientras que el primer pK, depende poco del tipo del cation, el
segundo disminuye al aumentar el nimero atémico del catién de la misma manera pero mas

fuertemente, que para el caso del pK, de los acuo-cationes.
5.3.1 Resonancia Magnética Nuclear de H en sistemas con Bis-Tris

Para obtener mayor informacion sobre el sistema de Bis-Tris con lantanidos(I11) se propuso
su estudio por RMN de *H. Para ello, primero se obtuvo el espectro de Bis-Tris a diferentes pH
para luego ser comparados con los espectros de Bis-Tris y metal a pH constante. En la figura 37
se presenta el espectro de RMN de 'H a pH 1.7, 5.6, 7.1 y 8.7 de BT. Se puede observar que a pH
1.7 solo se tienen dos sefiales con un desplazamiento (5) de 3.81 y 3.3 ppm, que a medida en que
se aumenta el pH van desplazandose a campos mas altos (pH= 5.6 6=3.79 y 3.29; pH=7.1
6=3.61y 2.98 ppm), hasta que se observan tres sefiales a pH 8.72 a 6= 3.53, 3.46 y 2.82 ppm con
multiplicidad de singulete para la primera nombrada y triplete para la segunda y tercera,
respectivamente; estas sefiales fueron asignadas a la molécula de Bis-Tris en la figura 37 espectro
4. Las sefiales del espectro de Bis-Tris a pH 7.1 son muy anchas, esto es debido a que este pH es
muy cercano al pK, y existe el intercambio de proton y deuterio. La explicacion de porque las

sefiales van desplazandose a campos mas altos es debido a que a pH mayores tenemos el
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nitrégeno de Bis-Tris desprotonado, esto hace que los pares de electrones libres hagan un efecto
de proteccion a los protones necesitando asi mayor energia para excitar a los espines nucleares.
Adicionalmente, con los valores de los desplazamientos de los espectros de Bis-Tris a
diferentes pH se pudo realizar una grafica de desplazamiento (de la sefial mas desplazada) vs pH
(Figura 38) y se obtuvo el valor de pK, de BT de 6.69, la cual es comparable con el pK; obtenido

por potenciometria= 6.63 o el reportado por K. N Nicholson de 6.48 ],

OH
2 1 5
3 HO N OH
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1
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Figura 37. Espectro de RMN *H de Bis-Trisa 1) 1.7, 2) 5.6, 3)7.07 y 4) 8.78 unidades de pH, en
D,0.

Los espectros de RMN *H de Bis-Tris con lantanidos se realizaron con Eu®* y Nd** debido a
que estos metales son los que ensanchan menos las sefiales del espectro. Dichas sefiales no se
alcanzaban a ver porque la sefial del agua era muy intensa, por lo que se optd por realizar
experimentos PRESAT (supresion del agua por presaturacion), que permite obtener espectros

donde la sefial del agua es casi removida y mejora la relacion sefial-ruido.
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Figura 38. Célculo de pK, de Bis-Tris por RMN.

En la figura 39-A se encuentran el espectro de RMN *H de Bis-Tris a pH 7 (espectro 1)
comparado con espectros PRESAT al mismo pH para diferentes relaciones metal: ligante (M=
Nd); 8:4, 20: 2.8 y 4:2 mM (espectros 2-4). Se realizaron simulaciones de distribucion de
especies en el programa HySS para poder conocer las especies presentes en equilibrio a ese pH
manteniendo las concentraciones que se ocuparon en el estudio de RMN, para asi poder asignar
sefiales. Los resultados mostraron que para el sistema donde Nd** es el doble de Bis-Tris 8:4
(espectro 2), las especies en equilibrio son Nd(BT), Nd(BT), y Nd(BT)(OH); estan presentes con
relaciéon al metal en 50, 40 y 10% aproximadamente, mientras que el sistema con 7 veces mas
metal que ligante (20:2.8 mM- espectro 3) tiene las mismas especies pero estan presentes en un
75% para Nd(BT) y en un 10% para Nd(BT), y Nd(BT)(OH) aproximadamente. El espectro 4
con relacion 2:4; el doble de ligante que de metal presenta Nd(BT), Nd(BT),y BT con-10, 80,10
en % con relacién al metal (columna derecha de los espectros). EI Nd** afecta desplazamientos
por su campo magnético de manera dependiente tanto de la distancia entre protén y cation como
del angulo entre momento magnético del cation y proton. El espectro 3 contiene la fraccion mas
alta del complejo 1:1 y en este caso se observan solo desplazamientos a campo alto. El espectro 2
tiene una mayor fraccion del complejo ML, y en el espectro 4 este complejo es predominante.
Como podemos ver en estos casos aparece y crece la intensidad de sefiales desplazados al campo
alto los cuales loégicamente podemos atribuir al segundo ligante coordinado. Esta observacion
indica que en contraste con la estructura simétrica cristalina (Figura 17), en disolucion los

ligantes no son equivalentes.
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Figura 39. Espectro de RMN *H y PRESAT de Bis-Tris en presencia de Nd** a diferentes
concentraciones y pH de A) 7y B) 8, en D,O. La columna de la izquierda y derecha se muestran
las concentraciones de Nd: BT (mM) ocupados y las especies que estan en el equilibrio, asi como
el porcentaje en la disolucion calculadas en Hyss (con respecto al ligante), respectivamente. *En
B) la zona del agua fue recortada para fines practicos.
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Teniendo ya los espectros a pH 7 de diferentes relaciones M:L se prosiguio a verificar su
existencia cualitativa a pH 8, en la figura 39-B se muestran tres espectros, el primero de Bis-Tris
a pH 8.56, el segundo con relacion equimolar de M:L 3.8 mM a pH 8 y el tercero con el doble de
exceso de Bis-Tris; la especie predominante en el sistema equimolar calculada en Hyss es
Nd(BT)(OH) presente en un 40%, mientras que para el sistema con el doble de ligante fue la
especie Nd(BT), con un 75%, presentando también 18% del hidroxocomplejo M(BT)(OH) (véase
todas las especies en la columna derecha de la figura 39-B). Sin embargo, debido al uso de
concentraciones mas altas que en experimentos cinéticos, el sistema presenta poca estabilidad y

no permite aun un analisis cualitativo.

5.4 Hidrodlisis de HPNPP y BNPP por hidroxocomplejos de iones lantanidos(l11) y Bis-Tris

Debido a los resultados anteriores se prosiguié a analizar a fondo el sistema de Bis-Tris con
diferentes iones lantanidos(111) en el intervalo de pH de 7.5 a10 con HPNPP y BNPP (Figura 40-
Ay 40-B, respectivamente), con relacion M:L igual a 1:1; esta relacion se determind por una
previa simulacién de especies, donde se mostrdé que se puede emplear sin tener problemas de
precipitacion. Los perfiles cinéticos muestran la misma tendencia para todos los metales y con
ambos sustratos; al aumentar el pH incrementa el valor de ko,s. ESto puede ser debido a que a
mayor pH mayor desprotonacion de ligantes acuo del centro metélico, para asi formar
hidroxocomplejos con mayor nidmero de grupos hidroxilo los cuales funcionan como nucleéfilos

en la ruptura del enlace fosfodiéster.

Para corroborar que efectivamente las reacciones con los complejos eran de primer orden se
realizaron pruebas cinéticas a pH fijo, manteniendo la concentracion del metal igual a la del
ligante ([M]=[L]) pero variando la concentracion total en dicha relacion (ejemplo: M:L 0.5:0.5,
1:1, 2:2, 3:3, 4:4) para cada uno de los metales lantanidos con el sustrato HPNPP y BNPP
(Figura A3 y A4 en anexos, respectivamente). Un ejemplo de este estudio se muestra en la figura
41, en la hidrélisis de HPNPP en presencia de Bis-Tris y La®", donde se grafico el log de ks Vs
log [M], de la pendiente se obtuvo el valor de 1.08+0.14, la cual nos dice que la constante es de

primer orden con respecto al metal.
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Figura 40. Constantes de velocidad observada vs pH de A) HPNPP y B) BNPP para diferentes
iones lantanidos(l11) en presencia de Bis-Tris como ligante con relacion M:L igual a 1:1 (datos
cinéticos de la tabla Al en anexos).

Con el sustrato HPNPP, se encontro que el orden cinético con respecto al metal fue de 1.08
+0.14, 1.12+0.054, 0.90+0.04, 1.02+0.1, 1.04+0.04 y 1.4 +0.1 para La, Pr, Nd, Eu, Gd y Dy,
respectivamente, mientras que con el sustrato BNPP el orden cinético con respecto al metal fue
de 0.66+0.04, 1.04+0.13, 0.71+0.1, 0.822+0.224, 0.75+0.08 y 0.936 +0.07 para La, Pr, Nd, Eu,
Gd y Dy, respectivamente.

57



Este resultado con ambos sustratos (HPNPP y BNPP) concuerda con la observacion de que
las especies de Bis-Tris con los diferentes iones lantanidos(l1l) son mononucleares; como se

deduce a partir de los datos obtenidos por potenciometria.
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log k.
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-3.2 4

34 T T T
-3.4 -3.2 -3.0 -2.8 -2.6 -2.4

log [La*]

Figura 41. Log de las constantes de velocidad observadas kqps para la hidrélisis de HPNPP vs el
logaritmo de la concentracion de La(ClO4)z en relacion 1:1 con Bis-Tris en agua y a 25°C.

5.4.1 Analisis de la hidrolisis de HPNPP por hidroxocomplejos de iones lantanidos(l11) y
Bis-Tris

En la hidrélisis de HPNPP a pH arriba de 9, se observa que para la serie de lantanidos la
reactividad disminuye conforme aumenta el nimero atomico, es decir, la constante de velocidad
observada sigue el siguiente orden: La> Pr>Nd>Eu>Gd>Dy (ver Figura 40-A). Se observa que la
constante de velocidad observada para el sistema con La®*" es 3.8 veces mayor que la de Dy*y
2.5 mayor que la de Eu**. Los perfiles de velocidad vs pH son complicados y el orden de
reactividad a otros pH es diferente. Esto refleja las diferencias en la distribucion de especies

activas para cada cation de lantanido.

Haciendo el analisis de las especies activas en la hidrdlisis de HPNPP, se graficaron las
constantes observadas vs el diagrama de distribucion de especies para cada metal estudiado
(Figura 42). La figura 42 también muestra las ecuaciones de ajustes obtenidos por aplicacion de
correlacion multiparamétrica en terminos de la ecuacion (6) a los datos experimentales. Las

constantes de velocidad para especies individuales ademas estan resumidas en la tabla 6.

58



3.0x10° - ~ 8x10* 1.5x10° 4 q 1x10°

2:5x10° 1 1.2x10° 8x10™
{ 6x10”
=
) 2.0x10 B . 9oxi0 \ 4 6x10" E
‘n © ‘» N QD
x'% 1.5x10° 4x10* 5 _\(% E
] 6.0x10 4x10™ -%
1.0x10° A § u%
— 2x10* . ,4
) La,(BT),(OH) ) 3.0x10 2x10
5.0x10™ o
; La(BT)(OH),
00 o ;ﬁ’_’;-‘/ — 1 0.0 - ; ; ; 0
7.0 75 80 85 9.0 05 100 75 8.0 85 90 95
pH pH
Krpnp=0.15*[La(BT)(OH)>]+6*[La(BT)(OH),"] (7) Knpnp=0.42*[Pr(BT)(OH)*]+9.1*[Pr(BT)(OH),"] (8)
1.2x107 1.2x10° - - 1x10°
1x10°
1.0x10° 1.0x10° .
s 8x10°
8.0x10™ e '; 8.0x10™ E
- ] 6x10* 2
‘0 6x10°* i d
 6.0x10° 2 "o 60x10" 8
4.0x10™ 10" n 4.0x10" e u%
2.0x10* | 2x10* 2.0x10" 2x10*
0.0 0 00 0
10.0
Kupnp=0.8*[Nd(BT)(OH)?"]+2.5* ipnp=0.25*[EU(BT)(OH)*"]+0.5%
[Nd(BT)(OH),"1+1.05*[Nd(BT)(OH)3] (9) [Eu(BT)(OH),"]+1.2*[Eu(BT)(OH);] (10)
7.5x10™ L4 . 2040 /] 7.5x10"
Lom e ] Ea0 Dy(BT)(OH)," !
- - [ ] 7.5x10"
6.0x10" L 6.0x10"
’ 4 6x10" = 6.0x10" s
GA(BT)(OH),’ e = -
4.5x10" o ® o Yy 45x10* @
» 3 % 45x10" A &
3 ax10t @ X 3
* 3.0x10° - Gd(BT)(OH), B . 3.0x10" @
=3 3.0x10" Dy(BT)(OH), §
L a
1.5x10" a0 15x10° 4 . . -@--""~ - 25x20°
0.0 —_— 0 00 T T T 00
7.0 75 80 85 90 95 10.0 75 8.0 85 0.0 o5
pH pH
kupnp=1.9*[Gd(OH)?*]+0.38*[Gd(BT)(OH),1+0.65* kaNp=O.23’:[Dy(BT)(OH)Z*]+0.12*
[Gd(BT)(OH)s]+2.1*[Gd,(BT)(OH), 1 (11) [Dy(BT)(OH), ]+1.5*[Dy(BT)(OH)s] (12)

Figura 42. Diagrama de distribucion de especies traslapada con los valores de Kops Y Keal de
Bis-Tris 1 mM , en presencia de diferentes iones lantanidos(l11) 1 mM, NaCl 47.5 mM y HPNPP
2.5x10 M. Las lineas continuas representan la distribucién de especies en las condiciones en
que la cinética se realizd. Los puntos corresponden a los valores de ko Y 12 linea punteada a los
valores de kg, calculadas a partir de ecuaciones particulares para cada metal (Ecuaciones7-12).
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Las especies varian dependiendo el centro metélico; para La** y Pr*® las especies activas son
M(BT)(OH)** y M(BT)(OH)," con constantes de segundo orden de 0.15y 6 M™s™ para La*" y
de 0.42 y 9.1 M's™ para Pr**, respectivamente (Ecuacién 7 y 8). Para Nd** y Eu®" las especies
activas son M(BT)(OH)**, M(BT)(OH)," y M(BT)(OH); con constantes de segundo orden de
08,25y 1.05 M?s? para Nd y 0.25,0.5 y 1.2 M*s™ para Eu**, respectivamente(Ecuacién 9 y
10). El perfil ondulatorio de las kess en Gd** (Figura 42-Gd) se debe a que son varias especies las
que contribuyen en la hidrdlisis, incluyendo al acuo- ion, dos hidroxocomplejos mononucleares y
una binuclear ; Gd(OH)?*, Gd(BT)(OH),", Gd(BT)(OH)s y Gd,(BT)»(OH);, con constantes de
segundo orden calculadas de 1.9, 0.38, 0.65 y 2.1 M™s™, respectivamente (Ecuacién 11).
Finalmente, el analisis de distribucion de especies y kops para Dy** mostré que los
hidroxocomplejos activos eran tres, que al igual que para Nd* y Eu®*" son M(BT)(OH)*,
M(BT)(OH)," y M(BT)(OH); con constantes de segundo orden de 0.23, 0.12 y 1.5 M™s? |

respectivamente (Ecuacion 12).

Tabla 6. Constantes de segundo orden para especies individuales.

HPNPP BNPP
MH.; | MLH, | MLH, | MLH. | MoL,H, | MLH, | MLH,, | MLH

La 015 |[6.0 025 |25
Pr 042 |91 022 [0.20
Nd 080 |25 |1.05 0.45 |0.05
Eu 025 |050 |12 0.048 | 0.067
Gd | 1.9 038 |065 |21 0.015 |0.22
Dy 023 |012 |15 0.032 |0.14

Tomando como comparacion la especie activa que es comun para la serie de lantanidos(lll),
M(BT)(OH),", observamos que la constante de segundo orden para La®*" es 50 veces mayor que
para Dy** y 12 veces mayor que para Eu®*.

Con la ayuda de la tabla 2 en los antecedentes podemos comparar la reactividad de La®*
kobs=2%1073 5%, nuestro sistema mas reactivo, con otros modelos de complejos, podemos ver que
s Un poco menos reactivo que (Zn**)s-L; ligante trinucleante con puente calixareno a 25°C, pH 7

y en medio 35% EtOH/H,0 con kex= 2.4x10° [l un poco més reactivo que el complejo de
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(Zn*"),-L, con ligante binucleante con dos puentes 2-propanol a 25°C y pH 7.98 en medio 65%
EtOH/H,0 con ke= 1.52x10° "y 3 veces mejor que el complejo binuclear con puente fenol
(Zn*),-L a 25°C, pH no ajustado en medio H,O/DMSO (70:30) con Ke,=6.4x107 4],

5.4.2. Analisis de la hidrdlisis de BNPP por hidroxocomplejos de iones lantanidos(l11) y
Bis-Tris

En la hidrdlisis de BNPP a pH alrededor de 9 se observa que para la serie de lantanidos la
reactividad es distinta que con HPNPP; para BNPP la constante de velocidad observada sigue la
siguiente tendencia La> Pr>Nd>Eu<Gd>Dy. La constante de velocidad observada para el
sistema con La*" es 2.8, 2.5 y 1.9 veces mayor que la de Eu**, Dy*" y Gd**, respectivamente.

En el andlisis de las especies activas en la hidrélisis de BNPP para cada metal estudiado
(Figura 43) a diferencia de obtener diferentes especies segun el lantanido como se vio para
HPNPP, se observd que sélo dos especies son activas en la hidrélisis de BNPP para toda la serie
de iones metalicos: M(BT)(OH)," y M(BT)(OH)3, con constantes de segundo orden de 0.25 y
2.5 para La®>"; de 0.22 y 0.20 para Pr**; 0.40 y 0.50 para Nd**; de 0.47 y 0.068 para el ion Eu**;
0.013 y 0.23 para Gd**; y 0.32 y 0.14 para el ion Dy*", respectivamente. De esta informacion se
obtiene que la especie mas activa es M(BT)(OH)s en la hidrdlisis del fosfodiéster andlogos al
ADN; la constante de segundo orden calculada para el complejo con La** como centro metélico
es 37, 18 y 11 veces mayor que el complejo con Eu®* Dy**y Gd**. El complejo con Gd** es 3.4
y alrededor de 2 veces mayor que el complejo de Eu** y Dy**, respectivamente.

Para comparar la reactividad de este complejo frente a otros ya reportados, tenemos el sistema
con BTP 20 mM y La** 2 mM, a 25°C y pH 9.3 con kops=4.5x10-4 s B33 el cual es 2.6 veces
mejor que el sistema con Bis-Tris 1 mM y La** ImM a 25°C y pH 9.78 con kops= 1.74x10™ s,
Asi mismo podemos recalcar que la constante de velocidad observada en el sistema del acuo-ion
de La* 2mM a pH 7 y 50 °C es de 5.6x10° s ™! esto nos dice que el complejo con Bis-Tris y
La® es 31 veces mejor que el complejo sin ligante. Adicionalmente, el sistema (Zn?*),-L con
ligante binucleante a 35°C y pH 9 con 2 mM de Metal tiene una keps=2.3x10"" s* " |0 que nos
dice que nuevamente nuestro sistema con La** es mejor; con una Kops= 1.74x10* s™les 757 veces

mayor que la del complejo con el centro metalico del bloque d.
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Figura 43. Diagrama de distribucion de especies traslapada con los valores de Keps Y Keal de
Bis-Tris 1 mM , en presencia de diferentes iones lantanidos(l11) 1 mM, NaCl 47.5 mM y BNPP
5x107 M. Las lineas continuas representan la distribucién de especies en las condiciones en que

la cinética se realizd. Los puntos corresponden a los valores de kqys Y la linea punteada a los
valores de k., calculadas a partir de ecuaciones particulares para cada metal (Ecuaciones13-18).
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5.4.3 Comparacion entre los sustrato HPNPP y BNNP en el sistema Bis-Tris en

presencia de metales lantanidos(l11)

La hidrolisis de HPNPP y BNPP con diferentes centros metalicos mostrd las siguientes
tendencias La>Pr>Nd>Eu> Gd> Dy y La>Pr>Nd>Eu<Gd>Dy, respectivamente. Esta tendencia
se observa en las constantes de velocidad observadas a pH 9 y en las constantes de segundo orden
(que no dependen de pH) para especies ML(OH),. Para dar una explicacion a la tendencia de
hidrolisis de HPNPP y BNPP, la acidez de los centros metalicos juega un papel importante, al ser
mas acido el metal, éste atrae la densidad electronica del oxigeno del grupo hidroxilo dejando a
este menos nucleofilico para el posterior ataque al enlace fosfodiéster % esto explica la
tendencia de BNPP la cual coincide con el pK, del metal el cual es La>Pr>Nd>Eu<Gd>Dy. En
la hidrélisis de HPNPP el Gd** tiene menor reactividad que el Eu**, siendo Gd*® el menos &cido
de los dos; se esperaria que quitara menos densidad electrénica al oxigeno y que fuera mas
reactivo, sin embargo, analizando la contribucion de la especie mas activa (no se toma en cuenta
la especie binuclear de Gd*" debido a que se confirmé que a pH 9 la especie activa era
mononuclear (Figura A3 en anexos)) M(BT)(OH)s;, la cual tiene méas grupos nucleotfilos,

podemos observar que es menor para Gd*>* que para Eu®* lo que explica dicha tendencia.

Para poder seguir analizando los dos sustratos, HPNPP y BNPP se construyd la tabla 7,
donde se calcul6 el efecto catalitico para cada metal y ambos sustratos a pH 9, se analiza que el
efecto catalitico con 1mM del complejo lantanido-BT fue por arriba de 10° para HPNPP y de 10°
para BNPP a pH 9, es decir, para todos los metales lantanidos la eficiencia catalitica comparada

con la velocidad de hidrolisis espontanea es 1000 veces mayor para BNPP que para HPNPP.

Se mostrd que para ambos sustratos las especies cinéticamente activas son hidroxocomplejos
metalicos del tipo ML(OH),, con n=1, 2 y/o 3 y n=1y 2 para HPNPP y BNPP, respectivamente.
Por lo general, las constantes de velocidad para especies trihidroxo se comportan de manera poco
regular, lo que puede atribuirse a una estabilidad menor de los complejos a altos valores de pH.
La misma existencia de estos complejos que corresponden a un hidroxido metalico neutro es
sorprendente, y en realidad estos complejos pueden tener un ligante desprotonado en lugar de un
tercer anion hidroxo. Por esta razén a continuacion se consideran solamente resultados para

mono- y dihidroxocomplejos.
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Tabla 7. Efecto catalitico de los complejos de Bis-Tris y diferentes iones lantanidos para HPNPP
y BNPP.

Efecto catalitico

pH=9 | HPNPP BNPP

La 815 3.33x10°
Pr 1370 7.87x10°
Nd 948 5.99x10°
Eu 715 4.98x10°
Gd 618 9.57x10°
Dy 337 6.18x10°

Las tendencias en reactividad catalitica de complejos de lantanidos con Bis-Tris pueden
resumirse de la siguiente manera.

1. Las especies monohidroxo ML(OH) son reactivas solo con HPNPP vy la reactividad varia
poco con constantes de velocidad para los extremos de la serie La** y Dy** muy cercanas.

2. Las especies dihidroxo ML(OH), son reactivas tanto con HPNPP como con BNPP con
tendencia de reactividad mayor para metales con nimeros atbmicos méas bajos.

3. Las constantes cataliticas para especies ML(OH), con HPNPP son en promedio solo un
orden de magnitud mayores que con BNPP a pesar de que la velocidad de hidrdlisis alcalina de
HPNPP es 10* veces mayor que la de BNPP.

La interpretacion de estas observaciones es importante porque esta relacionada con detalles de
mecanismos de catalisis, la comprension de los cuales es indispensable para el desarrollo de
nucleasas quimicas. En primer lugar, observamos importantes diferencias entre el
comportamiento de HPNPP y BNPP (modelos de ARN y ADN, respectivamente). EI mecanismo
intrinseco de la ruptura de estos sustratos es diferente: en el caso de HPNPP, la etapa limitante es
la transesterificacion que ocurre después de la desprotonacion réapida y reversible del grupo OH
del sustrato, generando un alcoxo anién como un nucleofilo interno (Figura 44-A), pero en el
caso de BNPP el hidroxo anién es el nucletfilo que directamente ataca el grupo fosforil del

sustrato (Figura 44-B).
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Figura 44. Esquema del mecanismo de ruptura de A) HPNPP y B) BNPP.

En acuerdo con esto, el papel del cation metalico es diferente. Usualmente consideran que en
el caso de HPNPP el cation estabiliza el estado de transicion que tiene estructura de un fosforano
dianiénico, mediante la coordinacién con 4tomos de oxigeno del grupo fosforil B! (Figura 45-A).
En el caso de BNPP el mecanismo usual es el ataque nucleofilico del fosfato por parte de
hidroxido coordinado (Figura 45-B).

RO
\P/OR
2@
O\':jP-’.'.uno o//\(:\ OH ~
RHO’ c‘>—r\|/1"+ g
A) B)

Figura 45. Papel del cation metalico en A) HPNPP y B) BNPP.

La diferencia importante es que en el caso A el nucleéfilo no esta coordinado al metal, pero en
el caso B si. Esta coordinacion puede bajar notablemente la reactividad nucleofilica del hidroxido
y entonces solo el segundo anién hidroxo con mayor basicidad puede ser suficientemente
reactivo. En acuerdo con este punto de vista, la reactividad disminuye para lantanidos mas
pesados con mayor densidad de la carga positiva.

Otro aspecto importante es que a pesar de que en el mecanismo A participa el ion metalico sin
OH" coordinado, mientras que en B participa un hidroxocomplejo, cinéticamente ambos casos
corresponden a la misma “especie activa” que es el complejo ML(OH). El esquema cinético
formal para la ruptura catalitica de HPNPP a través del mecanismo A tiene la siguiente forma

(donde SH es HPNPP neutro y S™ su forma desprotonada, ver figura 44-A):
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SH+OH == S (K"

S+ ML — productos (Km)

En acuerdo con este esquema la ley de velocidad es

v = ki [ML][ST = kmi [MLIK,°[SH][OH]

pero ML y OH" estan en equilibrio de formacion del hidroxocomplejo:

ML+ OH == ML(OH) (K,"9

y por esto el producto de concentraciones de ML y OH" es indistinguible con una especie

ML(OH), es decir

V = k(KoK ") [ML(OH)][SH] = kmiory[ML(OH)][SH]

y entonces

kncory = kmL (K /Ky (19)

De esta manera vemos que la contribucion de la ruta catalitica con participacion de ML(OH)
en la ruptura de HPNPP estd en acuerdo con un mecanismo generalmente aceptado para este
sustrato. La dependencia debil de kmiowny del tipo de cation probablemente es el resultado de la
compensacion entre los cambios en kw. y Ko“- , cada una de las cuales debe crecer para
lantdnidos més pesados. Por otro lado, la ruta catalitica con participacion de ML(OH), en la
ruptura de HPNPP no tiene una interpretacion clara. Esta ruta no se observa para complejos de
lantanidos con ligantes macrociclicos como catalizadores & y el segundo anién OH™ no puede
participar como un nucle6filo en el mecanismo A. Probablemente el efecto de coordinacion del
segundo OH" propicia una distorsion de la esfera de coordinacion del lantanido que optimiza su
interaccion con el grupo fosforilo en el estado de transicion de la reaccion.

La mayor eficiencia de catalisis en la ruptura de BNPP comparando con HPNPP es un
fenémeno caracteristico para lantanidos reportado también en trabajos anteriores [“81. Hay pocos
datos que permiten comparar la actividad de complejos de otros metales respecto de estos dos
sustratos, pero al menos para una serie de complejos de Zn?* fue observado casi el mismo efecto
de aceleracion en la hidrélisis de HPNPP y BNPP ¥ También se observé la misma eficiencia de
catalisis con cationes de metales alcalinoterreos . Con los resultados de esta tesis podemos
concluir que la preferencia de lantanidos a un anadlogo de ADN es un fendmeno general que
aparentemente esta relacionado con peculiaridades de quimica de coordinacion, y se necesitan

estudios adicionales para una mayor comprension.
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5.5 Hidrdlisis de HPNPP y BNPP por hidroxocomplejos de lantanidos(l11) derivados de
Ciclodextrinas

Se realizaron pruebas cinéticas para probar la reactividad del centro metalico Eu®* en
presencia de las ciclodextrinas en la hidrélisis de HPNPP. Las ciclodextrinas (CD) estudiadas
fueron o, B, v y 2hidroxipropil-p ciclodextrina (hpCD). El estudio se realizo en presencia del
amortiguador TRIS 50 mM al ver que éste interfiere en menor medida en la reactividad (estudios
previos reportados). La concentracién de las CDs y Eu** fue de 1mM, ajustandose todas las
celdas a pH 8. En la figura 46 se tiene la grafica de la absorbancia vs el tiempo de las diferentes
ciclodextrinas con Eu®" y las constantes de velocidad observadas en la hidrélisis de HPNPP; se
puede observar que el sistema mas reactivo se obtiene utilizando p-CD como ligante, seguido por
hpCD, o y y CD con keps de 2.14x10°, 1.7 x107%, 1.08x10° y 9.3x10* s ™, respectivamente.
Debido a estos resultados se prosiguid a realizar pruebas cinéticas utilizando B-CD vy diferentes
metales lantanidos(I11) estudiando HPNPP y BNPP como sustratos modelos de ARN y ADN,

respectivamente.
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Figura 46. Gréfica de absorbancia a 400 nm vs tiempo de la hidrolisis de HPNPP utilizando
diferentes ciclodextrinas 1 mM y Eu** 1 mM como centro metélico en amortuguador TRIS 50
mM a pH 8 y sus constantes de velocidad observadas.
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Para poder escoger la relacion M:L a estudiar con relacién 1:1 se prosiguié a realizar una
prueba a pH fijo de 8, manteniendo la concentracion del metal igual a la del ligante ([M]=[L])
pero variando la concentracion total, utilizando Eu®** como centro metélico. La figura 47-A y B
muestra las gréaficas de kops vs log [Eu®*] con los sustratos analogos de ARN y ADN,
respectivamente; ambas muestran dos pendientes, para HPNPP se tienen pendientes de 1.95+0.05
y 0.88+0.07, las concentraciones utilizadas correspondientes a la primera pendiente son valores
de 0.5 a 1.25 mM, mientras que la pendiente de 0.88 se obtuvo con concentraciones de 1.5 a 2.5
mM; para BNPP se observa una pendiente de 2.18+0.17 con concentracion de metal de 0.5 a 1
mM y una pendiente de 1.17+0.05 utilizando concentraciones de 1.25 a 2.5 mM de metal y
ligante. Esto quiere decir que dependiendo de la concentracion total de metal y ligante se
favorece la formacion de complejos binucleares 0 mononucleares; de tal manera que los Gltimos
son predominantes a bajas concentraciones y no tienen actividad catalitica. Para hacer el estudio
de la kops cON respecto a la variacion de pH se propuso trabajar con concentracion total de 2 mM
de ligante y de metal ya que para ambos sustratos se observd que a esta concentracion se tenia

orden uno con respecto al metal y ligante.

A B)
) 20 3.2 4
224 m=0.88+0.07 347
oa ] 361 m= 1.17 + 0.05
2 2 -3.8 1
x~° 2.6 _:n
8 L2 40+
28
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304 m=218+0.17
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-3.2 T T T T T T T T T T T T T T T ! -4.6 T T T T T T T T 1
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Figura 47. Log de las constantes de velocidad observadas kqps para la hidrolisis de A) HPNPP y
B) BNPP vs el logaritmo de la concentracion de Eu(ClOy); en relacion 1:1 con B-CD en agua, a
pH 8.0 y 25°C.
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5.5.1 Hidrodlisis de HPNPP y BNPP por hidroxocomplejos de lantanidos(l11) y
p-Ciclodextrina

En la figura 48-A y B se graficaron los perfiles de pH de las constantes observadas para los
diferentes metales lantanidos en la presencia de B-CD 2:2 (mM) con HPNPP y BNPP. Para
ambos sustratos y para los diferentes lantanidos los perfiles muestran que a medida en que
aumenta el pH incrementa la kops. Con HPNPP y BNPP a pH 8, se observa que la reactividad
aumenta conforme incrementa el nimero atomico del metal estudiado; es decir, la constante de
velocidad observada sigue el siguiente orden: La< Pr<Nd<Eu<Gd>Dy. Para HPNPP se observa
que la constante de velocidad observada para el sistema con Dy** es 1.94 veces mayor que la de
Eu®* y 27 veces mayor que la de La**, mientras que en la hidrélisis de BNPP la constante de
velocidad observada para el sistema con Gd** es 1.43, 1.77 y 74.6 veces mayor que la de Dy**,
Eu**y La*, respectivamente.

Una posible explicacion de esta tendencia es que a medida en la que aumenta el nimero
atémico, el centro metélico se vuelve mas &cido, mas pequefio y mas oxofilico; por lo que més
grupos OH estarian coordinados al centro metélico y estos podrian generar el ataque nucleofilico
y asi romper el enlace fosfodiéster (recordemos la tendencia del pK, del metal el cual es
La>Pr>Nd>Eu<Gd>Dy).

También podemos observar que los perfiles cinéticos con los diferentes iones lantanidos
siguen la misma tendencia (perfiles paralelos), esto sugiere que los hidroxocomplejos presentes

en disolucién en esta serie de iones metalicos son los mismos.

Con el fin de poder conocer cuéles eran las especies en los sistemas M**- B-CD, se prosigui6 a
caracterizar el sistema Eu®*-B-CD. Se realizaron titulaciones potenciométricas a partir de las
cuales se establecio el diagrama de distribucion de especies correspondiente en el intervalo de pH
de 7 a 9 y los resultados se traslaparon con las constantes de velocidad observadas con el sustrato
HPNPP y BNPP. En la figura 49 podemos observar que kq,s con HPNPP sélo depende de una
especie; la especie activa es el polihidroxocomplejo binuclear Eu,CD,(OH)g; por medio del
método de regresiones multiples pudimos obtener la constante de segundo orden k, = 50.83 Ms™*

(Ecuacidn 20).
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Figura 48. Constantes de velocidad observada vs pH de A) HPNPP y B) BNPP para diferentes

iones lantanidos(III) en presencia de B-CD como ligante con relacion M:L igual a 2:2, Tris 50
mM en agua y a 25°C (datos cinéticos de la tabla A2 en anexos).

Por otro lado, con BNPP podemos observar que las especies activas son los siguientes

polihidroxocomplejos: EUCD(OH) y Eu,CD2(OH)g con constantes de segundo orden de 0.64 y

1.57 M*s™ | respectivamente (Ecuacion 21).

Krpnpp= 50.83[Eu2CD2(OH)g]

Kenpp= O64[EUCD(OH)]+157[EU2CD2(OH)6]

(20)

(21)
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Figura 49. Diagrama de distribucion de especies traslapada con los valores de Kops Y Kea de B-CD
2mM , Eu®* 2 mM, TRIS 50 mM, en presencia de A) HPNPP y B) BNPP 5x10° M. Las lineas
continuas representan la distribucion de especies en las condiciones en que la cinética se realizo.
Los puntos corresponden a los valores de ks Y la linea punteada a los valores de k¢ calculada
con las ecuaciones 21y 22.

Estos resultados estan en acuerdo con los perfiles de concentracion (figura 46),
comprobando una mayor actividad catalitica de complejos binucleares. La formacion de
polihidroxocomplejos binucleares del tipo M,CD,(OH), puede ser una posible explicacion de
porque la actividad catalitica para CDs fue mejor que para los complejos con Bis-Tris 0 para
aquellos con ligantes derivados del &cido picolinico; porque como vimos en los antecedentes, los
complejos binucleares de lantanidos por lo general son mas activos que los mononucleares ya que
aumentan la estabilidad del intermediario y los grupos salientes.
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Para poder seguir analizando los dos sustratos, HPNPP y BNPP se construy¢ la tabla 8, donde
se calculo el efecto catalitico para cada metal y ambos sustratos a pH 8. Se analiza que para todos
los metales lantanidos el efecto catalitico con 2 mM del complejo lantanido-f-CD fue por arriba
de 10° para HPNPP y de 10° para BNPP; es decir, la eficiencia catalitica comparada con la
velocidad de hidrolisis espontanea es nuevamente 1000 veces mayor para BNPP que para
HPNPP.

Tabla 8. Efecto catalitico de los complejos M**-B-CD con diferentes iones lantanidos con BNPP
y HPNPP a pH 8.

Efecto catalitico
pH =8 HPNPP BNPP
La 6.67x10° 1.25x10°
Pr 8.57x10° 6x10°
Nd 2.3x10* 1.88x10’
Eu 9.33x10* 5.26x10’
Gd 2.61x10° 9.32x10’
Dy 1.81x10° 6.48x10’

Para poder saber que tan reactivo es el sistema con Pr**-p-CD (con el cual se obtuvieron los
mejores valores de kops, Ver tabla A2 en anexos) en presencia de HPNPP, lo comparamos con
otros sistemas ya reportados con el mismo sustrato. El complejo binuclear Zny(L20) B! de
Iranzo et al. ha presentado la mejor actividad catalitica hasta el momento, con una k= 0.71 M™ s
! a pH 10.05 y 25°C; resulté ser menos activa que el sistema Pri*-p-CD 2: 2 (MM) con Kops=
0.0539 st a 25°C y pH 8.9 ya que a esta misma concentracién del catalizador tiene ks de solo
0.00142 s™. Por otro lado, la ke con el sistema (Cu®)s-L, con ligante trinucleante bpy, fue de
0.0143 s™ en medio acuoso, 25°C y pH 7 ", esto nos dice que el complejo Pr3+-B-CD es 3.8 veces
mejor que este sistema. Comparandolo con el sistema con (Zn**),-L con kex= 1.52x107 s,
ligante binucleante con dos puentes 2 propanol ['?, a 25°C, pH 7.98 y en 65%EtOH/H-0, nuestro
sistema Pr¥*-B-CD es 35.5 veces mejor que el reportado con Zn*.

Asi mismo, utilizando BNPP como sustrato, tenemos que el mejor sistema catalitico fue con

Pr¥*-B-CD, con una ks de 0.005 s™ a pH 8.97, medio acuoso y 25°C. El sistema con el acuo-ion

72



Ce™ " resulta ser sélo 5.2 veces mejor que nuestro sistema. El complejo La**- L con L=BTP
B2l " ligante mononucleante a pH 9.3 y 25 °C tiene una Keps de 4.5x10™* s esto quiere decir que
nuestro sistema es 11 veces mejor que este sistema. Para finalizar compararemos el
complejo(La®"),- L, 8 con una keys de 0.0015 s utilizando 10 mM Buffer Tris-HCI a 25°C, pH

9.2 y 2 mM:; el sistema Pr¥*-p-CD es alrededor de tres veces mejor que este complejo.

5.5.2 Espectros de RMN *H de B-Ciclodextrina con metales lantanidos(111)

Para comprobar que hay interaccion entre 3-CD y el metal, se obtuvieron los espectros de RMN
'H de B-CD con v sin la presencia de Eu** y Nd*"; en la figura 50-A tenemos el espectro de
B-CD 5 mM (espectro rojo) traslapado con el de Eu**-B-CD (4:5 mM) en presencia de buffer
TRIS 10 mM para mantener el pH fijo de 8.4 (espectro azul). Podemos ver que dos sefiales
correspondientes a los protones 3,4 y 5 de la estructura de glucopiranosa (estructuta) se
desplazan a frecuencias mas altas, esto es debido a que el metal atrae densidad electronica de
B-CD lo cual hace un efecto de desproteccion haciendo que se requiera de menor energia para
excitar los spines magnéticos.

Por otro lado, en la figura 50-B tenemos el espectro de B-CD (espectro rojo) traslapado con
Nd**-p-CD (6.8:5 mM) a pH de 8 ajustado con amortiguador TRIS 10 mM (espectro azul).
Podemos observar que las sefiales 3,4, 5 de la estructura de glucopiranosa se desplazaron a
frecuencias mas altas y que la sefial 2 se desplaz6 a frecuencias mas bajas; este desplazamiento a
frecuencias bajas se debe a que la excitacidn de spin requiere mayor energia porque el atomo se

encuentra protegido (hay mayor densidad electronica).
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Figura 50. Espectro de RMN *H de A) B-CD (5 mM) (espectro rojo) traslapado con B-CD (5
mM),TRIS (10mM) y Eu®" (4mM) (espectro azul) B) B-CD (5 mM) (espectro rojo) traslapado
con B-CD (4.3 mM), TRIS(10mM) y Nd** (6.8 mM) (espectro azul).*La estructura de la
glucopiranosa se encuentra en A) y B) y los protones se enumeran de acuerdo a las sefiales en el
espectro de B-CD (espectro rojo).
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5.5.3 Titulacién de B-Ciclodextrina por HPNPP y BNPP por ‘*H RMN

Para poder saber si el sustrato tenia asociacion con B-CD se tituld la ciclodextrina con HPNPP
y con BNPP por *H RMN. De las titulaciones se analizaron los espectros y se escogieron las
sefiales en las cuales se observaba mayor cambio en el desplazamiento (Tabla 9-A y 9-B para
HPNPP y BNPP, respectivamente). Se construyeron graficas del desplazamiento de la sefial vs la
concentracion de HPNPP 6 BNPP (Figura 51-A y 51-B). Con HPNPP no se pudo calcular una
constante de asociacion debido a que las graficas mostraron un perfil casi lineal, por lo que se
sugiere la asociacion muy débil de p-CD con HPNPP. Por otro lado, con el sustrato BNPP de
cada sefial de la tabla 9-B se pudo obtener valores de constantes de asociacion; se realizo el
promedio de éstas y se obtuvo una K de 382 M™. Con este dato podemos obtener la
concentracion de [B-CD-S] en las condiciones cinéticas en las que se trabajaron; utilizando
5x10° M de sustrato y 2 mM de B-CD, se tiene que [B-CD-S]= 2x10™ M; esto nos dice que el

40% del sustrato se encuentra de la forma B-CD-S y por lo tanto 60% esta libre.

Tabla 9. Desplazamientos de las sefiales de B-CD (2mM) al titular la muestra con HPNPP y
BNPP.

A) [HPNPP]  [6(1) 8(2) 5(3)
0 3.956 3.987 3.924
0.00102 3.945 3.976 3.913
0.00197 3.934 3.965 3.902
0.00284 3.924 3.955 3.892
0.00366 3.909 3.942 3.879
0.0044 3.902 3.932 3.868
B) [BNPP] 8(1) 8(2) 8(3)
0 3.987 3.956 3.924
0.00102 3.976 3.945 3.913
0.00197 3.965 3.934 3.902
0.00284 3.955 3.924 3.892
0.00366 3.942 3.909 3.879
0.0044 3.932 3.902 3.868
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Figura 51. Graficas de la titulacion de B-CD (2mM) con sustrato. Se grafico el desplazamiento
de las sefales vs la concentracion (M) afiadida de A) HPNPP y B) BNPP.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se estudiaron diferentes ligantes como derivados de &cido picolinico,
TRIS y ciclodextrinas para explorar su actividad catalitica en presencia de metales lantanidos(l11)
para el desarrollo de fosfodiesterasas artificiales. Se estudiaron sistemas metal-ligante con los
sustratos HPNPP y BNPP, modelos de ARN y ADN, respectivamente.

Entre los ligantes derivados de &cido picolinico que se estudiaron, el ligante APCA presento
una mejor actividad catalitica en presencia de Eu** y HPNPP como sustrato. Las especies activas
del sistema fueron ML(OH) y M,L,(OH)s con constantes de segundo orden (k) de 2.9y 3 M™s™,
respectivamente.

De los ligantes derivados de TRIS, Bis-Tris fue estudiado a detalle (en presencia de La**, Pr¥*,
Nd**, Eu**, Gd*" y Dy**) debido a que los resultados obtenidos por titulaciones potenciométricas
mostraron la formacién de complejos mononucleares de lantanidos(111) notablemente estables de
composicion ML(OH), con n=0-3. Los resultados cinéticos y potenciométricos mostraron que las
especies cinéticamente activas en la hidrolisis de HPNPP fueron hidroxocomplejos del tipo
ML(OH)n con n=1, 2 6 3 mientras que utilizando BNPP fueron las especies con n=2 0 3; se
observa una k, 10 veces mayor con HPNPP que con BNPP para las mismas especies. Sin
embargo, el efecto catalitico con 1mM del complejo lantanido-BT fue por arriba de 10° para
HPNPP y de 10° para BNPP a pH 9; en otras palabras, la eficiencia catalitica comparada con la
velocidad de hidrolisis espontanea fue 1000 veces mayor para BNPP que para HPNPP a este pH.

Menos estables, pero mas reactivos fueron los complejos formados con ciclodextrinas (CDs)
como ligantes. De las CDs nativas y modificadas la que mejores resultados dio fue B-CD. De
diagramas de distribucion de especies y datos cinéticos con B-CD y Eu** se observé que solo hay
una especie activa con el sustrato HPNPP; dicha especie es polinuclear Eu,CD,(OH)g con una ks
de 50.83 M's™. Por otro lado, con BNPP se observaron dos especies activas; EUCD(OH) y
Eu,CD,(OH)g con k, de 0.64 y 1.57 M™s™ , respectivamente. El efecto catalitico con 2 mM del
complejo lantanido-B-CD fue por arriba de 10° para HPNPP y de 108 para BNPP a pH 8; por lo
que la eficiencia catalitica comparada con la velocidad de hidrolisis espontanea fue 1000 veces
mayor para BNPP que para HPNPP a este pH.

Una posible razén de porque la actividad catalitica para CDs fue mejor que la obtenida con los
complejos con Bis-Tris es la naturaleza binuclear del polihidroxocomplejo formado, ya que se
tiene mayor reactividad cuando existen complejos binucleares del tipo M,L,(OH),, debido a que
tienen un mayor numero de grupo hidroxilos nucleofilicos y dos metales que cooperan en la

estabilizacion del estado de transicion del enlace fosfodiéster para su posterior ruptura.
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Figura A2. Curvas de titulacion potenciométrica de APCA 2.5 mM (cuadros blancos) y de
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adicion de NaCl, “a” es el nimero de equivalentes de NaOH.
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Tabla Al. Constantes de velocidad observadas de Bis-Tris 1 mM con diferentes centros
metalicos de iones de lantanidos(111) 1 mM en presencia de HPNPP y BNPP.

HPNPP
La Pr Nd Eu Gd Dy
pH kobs pH kobs pH kobs pH kobs pH kobs pH kobs
7.38 3.09E-04|7.68 1.43E-04| 7.4 6.80E-05|7.88 2.50E-04|7.07 6.80E-05|7.73 1.60E-04
7.81 5.09E-04|7.93 1.90E-04|7.87 2.00E-04|8.03 3.00E-04|7.25 9.60E-05|8.05 1.80E-04
8.26 6.90E-04|8.22 4.75E-04|8.23 4.20E-04|8.38 4.30E-04| 7.4 1.20E-04|8.26 2.00E-04
8.84 6.62E-04|8.45 6.90E-04|8.71 7.70E-04|8.44 4.60E-04|7.59 1.60E-04|8.55 2.45E-04
8.71 6.19E-04|8.62 9.70E-04|9.07 0.00104|8.77 5.50E-04|7.72 2.90E-04|8.75 3.60E-04
9.28 0.00113|8.91 0.00127|9.22 0.00102|9.15 7.90E-04|7.74 2.90E-04|8.94 5.10E-04
9.5 0.002569.22 0.0013(9.49 0.00104 |9.43 8.80E-04|7.81 3.10E-04|9.19 6.90E-04
9.47 0.00124|9.61 0.00106|9.65 0.00104|7.92 3.50E-04|9.26 6.50E-04

8.17 4.30E-04

8.31 4.70E-04

8.52 4.80E-04

8.74 5.10E-04

8.84 6.10E-04

9.47 7.60E-04

9.54 6.60E-04

BNPP
La Pr Nd Eu Gd Dy
pH kobs pH kobs pH kobs pH kobs pH kobs pH Kobs
8.08 2.31E-06|7.74 4.60E-07|7.93 1.70E-06|7.67 3.00E-06|7.22 9.98E-07|7.54 7.90E-06
8.54 6.80E-06|8.09 3.60E-06|8.45 1.40E-05|8.08 1.60E-05|7.55 2.45E-06|7.87 1.40E-05
8.71 1.30E-05|8.28 6.80E-06|8.78 3.90E-05|8.42 3.40E-05| 7.8 1.21E-05|8.14 1.70E-05
9.02 3.47E-05|8.47 1.70E-05|9.16 7.90E-05|8.69 4.00E-05|8.19 4.38E-05|8.29 2.10E-05
9.41 1.54E-04| 8.6 2.60E-05|9.36 6.90E-05|9.02 5.10E-05|8.43 8.39E-05|8.56 3.70E-05
9.78 1.74E-04| 8.8 5.10E-05|9.55 6.00E-05|9.11 4.90E-05|8.53 5.94E-05|8.81 5.90E-05
10.38 1.47E-04|8.99 7.30E-05|9.63 5.60E-05|9.26 6.00E-05| 8.7 7.61E-05|9.03 6.60E-05
9.26 8.00E-05 9.35 5.20E-05|8.92 9.30E-05|9.29 7.00E-05
9.23 8.70E-05
9.67 6.20E-05
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Figura A3. Log de las constantes de velocidad observadas kops para la hidrélisis de HPNPP vs el
logaritmo de la concentracion de La(ClOy); en relacion 1:1 con Bis-Tris en agua y a 25°C.
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Tabla A2. Constantes de velocidad observadas de B-CD 2 mM con diferentes centros metalicos

lantanidos(I11) 2 mM en presencia de HPNPP y BNPP.

HPNPP

La

Pr

Nd

Eu

Gd

Dy

pH

8.16
8.27
8.39

8.5
8.61
8.71
8.83
8.95

kobs

6.67E-04
1.10E-03
1.59E-03
2.87E-03
2.64E-03
4.21E-03
6.77E-03

0.01567

0.02709

pH
7.7
7.8
7.91
8.02
8.13
8.22
8.31
8.5
8.66
8.75
8.9

kobs
3.92E-04
5.72E-04
6.32E-04
8.57E-04
1.10E-03
2.16E-03
3.28E-03
1.04E-02
0.02187
0.02525
0.05389

pH
7.52
7.67

7.8
7.92
8.02
8.16
8.31
8.47

kobs

2.86E-04
3.98E-04
5.48E-04
1.12E-03
2.30E-03
5.65E-03
1.09E-02
0.03901

pH
7.54
7.73
7.83
7.95
8.08
8.19
8.27
8.37

kobs
1.02E-03
2.90E-03
5.19E-03
9.33E-03
1.96E-02
3.05E-02
3.81E-02
3.59E-02

pH
7.38
7.56
7.67
7.78
7.86
7.94
7.99
7.83

kobs
1.13E-03
3.28E-03
6.45E-03
1.32E-02
1.96E-02
2.62E-02
2.61E-02
1.85E-02

pH
7.08

7.2
7.33
7.44
7.56
7.68
7.84
7.97

kobs
6.25E-04
1.15E-03
2.50E-03
4.30E-03
7.81E-03
1.20E-02
1.99E-02
1.81E-02

BNPP

La

Pr

Nd

Eu

Gd

Dy

pH
8.03
8.16
8.24
8.36
8.55
8.64
8.76
8.84
9.02

kobs

1.25E-05
2.13E-05
4.47E-05
5.82E-05
1.49E-04
3.00E-04
4.57E-04
8.41E-04

0.00172

pH

7.5
7.67
7.87
8.04
8.15
8.28
8.48
8.62
8.73
8.77
8.87
8.97

kobs
9.83E-06
1.50E-05
3.29E-05
6.00E-05
1.55E-04
3.12E-04
8.71E-04
1.79E-03
0.00221
0.00325
0.00476
0.00515

pH

7.5
7.65
7.75
7.89
8.04
8.16
8.29
8.47

kobs

1.56E-05
2.18E-05
3.19E-05
6.86E-05
1.88E-04
3.88E-04
8.79E-04

0.00205

pH
7.61
7.73

7.8
7.94
8.14
8.26
8.37

kobs
1.14E-04
2.24E-04
3.20E-04
5.26E-04
8.06E-04
1.11E-03
5.42E-04

pH
7.28
7.39
7.66
7.76
7.86
7.56
7.94

kobs
2.81E-05
5.91E-05
1.56E-04
2.42E-04
3.04E-04
1.38E-04
9.32E-04

pH
7.69
7.84
7.94
8.07
8.21
8.35
8.14
7.12

7.3

7.5
7.64
7.71

Kobs
2.86E-04
4.85E-04
6.48E-04
4.65E-04
4.82E-04
2.71E-04
3.74E-04
4.52E-06
1.20E-05
4.67E-05
1.31E-04
1.99E-04
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