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Introducción

Los organismos biológicos, en su contacto constante con el medio ambiente, junto con las

especies esenciales, en los últimos tiempos han asimilado iones no esenciales que han

quedado disponibles debido a su emisión como contaminantes a la biosfera. Estos iones

han íesultado nocivos al entrar en competencia con los iones esenciales poi su inteíacción

con las biomolécuías, obstaculizando sus actividades regúlales en los organismos tanto a

nivel estructural como funcional,

Un catión que piesenta especial competencia por los sitios de enlace de metales

•y j _

esenciales es el Pb . Este elemento se ha redistribuido en la superficie terrestre y ha

pasado de ser1 un elemento ajeno a los sistemas biológicos, a uno comúnmente piesente

en los tejidos de plantas y animales., incluyendo al ser humano Desde hace algún tiempo

se conoce la relación que existe entre el calcio y el plomo en mamíferos.. Se sabe que los

organismos que llevan una dieta deficitaria en calcio incorporan más plomo que los que

llevan una dieta con niveles satisfactorios de calcio.1

Dentro de las muchas metaloproteínas en las cuales el ion metálico se encuentra unido

directamente a la cadena polipeptídica, ha\ una familia., denominada EF, que es la

encargada de la regulación, transporte, almacenamiento y utilización del ion Ca~+

Continuamente se descubren proteínas a las que se asocia el ron calcio, así como procesos

bioquímicos en donde el calcio juega un papel fundamental
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Los estudios realizados hasta la fecha dan evidencia de que el ion Pb~ procedente de la

contaminación, al ingresar1 por vía oí al, se une en el duodeno a una proteína, la ICaBP

(Intestinal Calcium Binding Protein), que en los mamíferos es específicamente la

Calbindina D9K > que se encarga principalmente del transporte del calcio del intestino al

torrente sanguíneo. Estos estudios indican que el plomo compite con el calcio poi el sitio

de unión en la Calbindina D9K" e interfiere con su función, pues desplaza al calcio, pero

aun no se sabe cuál es el mecanismo de esta competencia.

Por otio lado, desde el punto de vista de la química de coordinación, a partir1 de la

postulación del concepto de dureza y blanduia en los ácidos y bases por1 Pearson en

1963/ la clasificación de cationes como el plomo y el cadmio ha vanado. En un

principio, el Cd2+ fue consideíado como blando y el Pb2+ como intermedio junto con el

Zn" , Veinte años después, en pos de una sistematización teórica de la dureza y blandura,

Pearson y Pan4 generan parámetros de dureza absoluta según el cual se ubica al Pb2T

como más blando que el Cd", y éste a su vez, con una duieza muy similar al Zn '. En

todos los casos el Ca2+" se considera duro, Actualmente, la clasificación de los cationes

•y . -\ .

Pb"^ y Cd""r en los libios de texto sigue difiriendo.

Esta perspectiva cobra importancia en el ámbito biológico, pues la toxicidad del plomo ha

sido en general asociada a su gran afinidad por los grupos sulfhidrilos presentes en las

proteínas, en concordancia con su clasificación como ácido blando Sin embargo, su

capacidad para competir con un metal típicamente duro como el calcio en las proteínas de

la familia EF, en cuyo sitio de coordinación abundan los iones carboxilato.

definitivamente duios., pone en entredicho su clasificación dentro de este esquema.

Todo esto hace patente la necesidad de conocei más acerca de la químicade coordinación

del plomo, en particular en disolución acuosa y con moléculas de interés biológico, de
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modo que al profundizar en ei conocimiento de la interacción puramente química, pueda

contribuirse a la comprensión de su toxicidad.

Un pai de cationes que junto con el plomo, interfieren en la asimilación de calcio a nivel

intestinal son Zn2+ y Cd2+ Dada la ambigüedad en la clasificación de dureza, ambos

cationes pueden compartir1 categoría con el plomo

Objetivo General

Modelar las interacciones que iones metálicos divalentes pueden presentar con la proteína

ICaBP a través de un estudio sistemático de compuestos de coordinación formados por

los cationes Ca2", Pb2", Zn2+ y Cd2+ con aminoácidos caiboxílicos y secuencias peptídicas

(bi, tri y dodecapéptido) pertenecientes a un sitio de unión a calcio,

Hipótesis

a Conforme aumente el tamaño del ligante, el comportamiento estructural y la afinidad

en los compuestos de coordinación será más similar a los del sitio metálico en la

pioteína

a Aquellos cationes que cuenten con una mayor afinidad por nitrógeno que por

oxígeno, es decir, que presenten una menor dureza, generarán complejos más estables

con los ligantes que aporten un mayor numero de grupos donadores por nitrógeno.

Objetivos Particulares y Metodología

Se presentan a continuación los objetivos (•) y los pasos de la metodología (o)

relacionados con estos
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Evaluai1 la modelación de la Calbindina mediante péptidos constituyentes de su

sitio II. Los ligantes utilizados en este estudio son:

Aspáitico (D), Glutámico (E), Glicilglutámico (GE), Asp-Gly-Glu (DGE),

DGE-Amida (DGEa), Dodeca (W-^cjAsp-Lys-Asn-Giy-Asp-Gly-Glu-Val-Ser-

Phe-Glu-Glu-Amida (DKNGDGEVSFEE)

o Se comienza con los ligantes más sencillos para ir creciendo en la cadena

y en la semejanza con el sitio II de la Calbindina D9K.

Comparar la estabilidad de los complejos fbimados por los ligantes estudiados

con los diversos cationes y obtener infoímación respecto a la fuerza de la

inteíacción, así como respecto a los átomos donadores involucrados en la

coordinación a los cationes

o Determinación potenciométrica de los pKa's de los ligantes

o Determinación potenciométrica de las constantes de estabilidad de los

complejos de M~+ con los ligantes.

Estudiar la interacción de Pb T, Zn2+ y Cá2+ en relación con la que presenta el

Ca2+ con aminoácidos y péptidos constituyentes del sitio de enlace a calcio de la

Calbindina

o Síntesis de los complejos de M~T con los ligantes mencionados y su

caracterización mediante IR., RMN y rayos X, para conocer el entorno de

cooídinación en estado sólido

o Determinación de la naturaleza de dichos complejos en disolución a

distintos valoies de pH, mediante RMN de una y dos dimensiones, paia

conocer el entorno de coordinación en disolución
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Antecedentes
En un principio se presentarán las caiacteiísticas generales de las proteínas involucradas

en el metabolismo del calcio, para posteiiormente comentai las específicas de la

Calbindina También, a maneía de justificación para la selección de los cationes

utilizados en este trabajo, se expondrá la relación de Pb"+, Zn + y Cd + con el

metabolismo del Ca +, así como la clasificación de estos cationes íespecto a su tendencia

en la interacción con los átomos donadores, Se explica la aplicación de las técnicas que se

emplean a lo largo del trabajo, tanto para establecer1 la tendencia en afinidades entre

ligantes y cationes, para elucidar las conformaciones que adquieren los complejos en

disolución, como para la caiacterización de los compuestos que se logran aislar en estado

sólido

1.1. El Ca2+ en el organismo

El calcio es el quinto elemento más abundante en eí oiganismo constituyendo un 1.5 a

2% en peso ' El 99% constituye al tejido rígido (huesos y dientes) además de ser una

reserva para mantener los niveles requeridos de Ca2+ Esto deja un 1% al Ca2+ ubicado en

fluidos intia y extracelulares, que se encuentra involucrado en los siguientes procesos:2

a trasmisión de señales a procesos metabólicos

• control de división celular y ciecimiento • actividad enzimática

u contracción muscular a metabolismo de los nucleótidos

• procesos de transporte de carga a coagulación de la sangie
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1,11 Proteínas de enlace a calcio

Para la regulación de funciones existen proteínas denominadas "sensoras", mientras que

las proteínas encargadas del transporte de este ion y de mantener constante la

concentración son denominadas "amortiguadoras'",

Las proteínas sensoras presentan cambios estructurales sustantivos al cambiar del estado

libre al enlazado con calcio, en tanto que las amortiguadoras mantienen una

conformación prácticamente constante independientemente de la interacción con Ca T,

como se muestra en la Figura 1.1 " En ambos casos se sobreponen la estructura de la

proteína cargada con calcio a la correspondiente a la apopioteína, es decir1, la

metaloproteína en ausencia del metal. Mientras que el ángulo entre las hélices a que

enmarcan a cada sitio de enlace a calcio -de acuerdo como se describe a continuación-

sufre una variación de alrededor de 37° en la calmodulina, la Calbindina presenta un

cambio de 12° en el sitio I y de tan sólo Io en el sitio II.

apo-Calbindina

Figura 11, Cambio estructural en la Calbindina (amortiguadora) y en la
calmodulina (sensora) al enlazarse el calcio
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Como se mencionaba, ambos tipos de pioteínas presenta un aneglo particular que

constituye al sitio de enlace a calcio Éste es denominado "mano EF" (Figura 1.2) y

consta de una cadena de 12 aminoácidos que se encuentra entre dos hélices, Habiéndose

caracterizado por piimeía vez en la Troponina C, se observó que retenía al calcio entre

las hélices E y F, de ahí que se le denominara de esta manera:3

Figura 1.2. "Mano EF": Sitio de enlace a Ca~+ en proteínas EF

En el sitio de enlace al metal, es decñ, la secuencia de 12 aminoácidos:

• Los átomos donadores son siempre O, tanto de carbonilos del esqueleto de enlaces

peptídicos (C=O), como de carboxilos (COO") de la cadena lateral,

a Generalmente los átomos donadores se encuentran dispuestos en ios vértices de un

octaedro conforme se muestra en la Tabla 1 í..

Tabla 1.1 Aminoácido de origen y disposición geométrica de los átomos donadores
en el sitio de enlace a Ca"+ de proteínas ^

Coordenada en el octaedro

Posición en el dodecapéptido

Aminoácido

X

1
D

2
V

D,N
4

z
5

D,N,S
6
G

-y
7 8

I,L,V

-X

9
S,T,G,D,N,E

10 11
- 2

12
E(2)

D: Aspártico (Asp) E: Glutámico (Glu) G: Glicina (GI>). !: Isoleucina (lie), L: Leucina (Leu), N:
Asparagina (Asn). S: Serina(Ser), T: Tieonina (Thi). V: Vaiina (Val)
s Aminoácidos que se encuentran con mucha frecuencia en la posición indicada Los más variables son 2 7
y 10
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• Ocasionalmente uno de esos véitices es ocupado por una molécula de agua,

a Se trata de un octaedro distorsionado debido a que en el véitice -z se enlazan dos

átomos donadores provenientes del carboxilo de la cadena lateral de glutámico.. Así,

el número de coordinación resulta ser 7

Además de este tipo de proteínas, en las que el enlace a calcio se logra a través de grupos

carboxííicos de aminoácidos cercanos entre sí en la secuencia -y que son la inspiración

del presente trabajo-, existen proteínas en las cuales los residuos que aportan los átomos

donadores corresponden a posiciones muy distantes en la secuencia, pero que en la

estructura terciaria de la proteína quedan orientados formando una cavidad apropiada

para alojar al calcio, También existen proteínas que forman canales de grupos amónicos

como fosfato o carboxilato (comúnmente con una elevada cantidad de residuos

carboxiglutamato, un glutamato con un segundo carboxilo en su posición y)

1,1 2., Asimilación de calcio

La absorción intestinal del calcio involucta dos procesos, uno transcelular activo, dirigido

por1 el metabolismo, y otro transepitelial pasivo, dirigido por1 difusión 6 El paso limitante

lo constituye la difusión a través del citoplasma, pero esto se contrarresta con la presencia

de una proteína amortiguadora como es la Calbindina D9K (Figura 1,3)

Pero así como las células de absorción intestinal son responsables del transporte completo

del calcio fisiológicamente necesario proveniente de los alimentos, también se ven

involucradas en la asimilación de iones que suelen competir con el calcio por la

Calbindina, como son Ba+ , Sr2+, Mn"+, íantánidos y Pb2+( \ Representan poi tanto,

además del principal paso para mantener1 la homeostasis de calcio, el punto en el que el

cuerpo puede ser1 defendido del envenenamiento por plomo 7
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iMCaí

A Pasa
jlCaATPasaJ

Caa"

Na

compartimiento ritosóüco
membranas
basolsle rales

Figura 1,3, Esquema del transporte de calcio a través de las células intestinales

1.1 3 Calbindina D9K (ICaBP)

Es el momento entonces de describir a esta "proteína intestinal enlazadoia de calcio" o

ICaBP*, que controla el transporte del calcio El tamaño de las ICaBP varia con la

especie animal, y en esencia son proteínas amortiguadoras que poseen manos EF como

sitio de unión a calcio

La Calbindina D9K es una ICaBP con dos sitios de enlace a calcio

• Su síntesis depende de la presencia de la vitamina D -de ahí su nombre D-

• Se compone de 75 aminoácidos (Mr=8 7kDa) lo que le da el nombre 9k

Es la especie de Caíbindina que se presenta ma\ormente en los mamíferos (existe una

Calbindina D2SK que se encuentra en las aves)

* Intestinal Calcium Bindine Protein
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Su función amortiguadora queda de manifiesto, ya que la concenti ación intracelular de

[Ca2Calbindina] puede superar poi 3 órdenes de magnitud a la de Ca2+ libre (10"7M),84

Hélice H!

Hélice IV

Hélice í

Figura 1,4, Estructura molecular y esquemática de la ICaBP Calbindina

Sus sitios de unión a calcio son3:

Lazo I. ala-ala-lys-glu-gly-asp-pro-asn-gln-leu-ser-lys-glu-glu (denominada pseudo-

mano EF poí estat formada de 14 aminoácidos en lugar de 12, que a su vez se denomina

canónico por ser el tamaño de la mayoría de las manos EF)

Lazo II,, asp-lys-asn-gly-asp-gly-glu-val-ser-phe-glu-glu (Figura 1 5)

en ambos sitios, la posición -x del octaedro está ocupada por una molécula de H2O..

'•ES
GLY57

ASP58
GLV59

io9Figura 1.5, Sitio II de la Calbindina D9K en su interacción con calcio

Linse y colaboradores determinaron que la constante global de asociación a calcio tiene

un valot de log (3=16 9 (i0), en condiciones de pH= 7 5 sin imponer fuerza iónica. Por

otro lado, en 1980 Fullmer y Wasseiman determinaron la constante intrínseca aparente

10
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de asociación (constante promedio poi sitio) en un medio de fuerza iónica 0,15 apH=ó 5,

con un valor log p—6.57. Dado que la afinidad del calcio por ambos sitios de enlace es

muy similar, para analizar el comportamiento del catión respecto a uno de los sitios ha

sido necesario trabajar1 con una mutación de la proteína disminuyendo la afinidad del otro

sitio.12 La constante de asociación (logp) del calcio con el sitio II resulta así ser de 8,4 en

pH-7 5 y fuerza iónica no impuesta1 Se debe recordar la baja respuesta estructural ante

la unión a calcio que presenta una proteína de tipo amortiguador como la Calbindina, en

comparación con la de una proteína sensora como se mostró ya en la Figura 1.1.

1.2. Relación de plomo, cadmio y zinc con calcio en los sistemas biológicos

En numerosos estudios desde 1940, J se ha observado tanto el efecto de la ingesta de

calcio en la asimilación y almacenamiento de plomo en el organismo, como su influencia

en la concentración de otros cationes divalentes como zinc. 3 ' También se ha

relacionado al transporte de calcio con la incorporación de cadmio n n i9

1 2.1. Plomo

Este metal se conoce desde hace más de 5000 años y sus efectos tóxicos fueron

señalados por los griegos, los árabes y los romanos. Se sospecha que en el Imperio

Romano se sufrían intoxicaciones por1 el uso de vasijas y otros implementos de plomo,

además del acetato de plomo como edulcorante Posteriormente, a lo largo de la historia.

muchos pintores, entre ellos Goya, se intoxicaban por el continuo contacto con pinturas a

base de plomo Ya en la época actual, simplemente una década atrás, el aire de las

grandes ciudades se encontraba contaminado por la combustión de gasolinas conteniendo

tetraetilplomo como antidetonante La reducción gradual en el uso de este aditivo en

muchos países ha demostrado efectos positivos a este respecto (Figura 1.6)

11
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Introducción de gasolina sin
plomo (septiembre 1990)
Introducción de convertidores
catalíticos en autos nuevos

E5TAN0AR (1 Sug.'mJ)
PROMEDIO
MÁXIMO MAJÍTMORIÍM

Reducción del contenido de Pb
de 0.5-1mlTEP/gaI a 0.3-O.5mI TEP/gal

Salida definitiva del
mercado de la gasolina

con plomo

Reducción de contenido de
Pb a 0 2-0.3 mi TEP/gal

Reducción del
contenido de Pb a
0.1-0.2 mi TEP/gal

Trimestcp

Figura 1.6, Niveles de plomo en el aire del Valle de México (1988-1998).
Fuente: Red automática de Mon¡toreo Atmosférico de la Ciudad de México

21

Aparte de este plomo ambiental, la mayor fuente de incorporación sigue siendo la dieta

que, afortunadamente, al depender de la asimilación a nivel digestivo, constituye una

fuente de absoición muy poco intensa debido a la fácil formación de compuestos

insolubles de Pb" con aniones muy abundantes en el organismo, tales como el fosfato,

Pb3(PO|)2, o el carbonato básico,. Pb3(CO3)2(OH)2- La parte del plomo que se logia

absorber puede acumularse en el sistema óseo, que de esta manera actúa como agente

desintoxicante, ya que lo inmoviliza

Con el paso del tiempo, los límites máximos permisibles establecidos para la

concentración de plomo en sangre han variado, debido al mayor conocimiento de los

efectos tóxicos del metal, En los últimos años los centros para el control de enfermedades

de los Estados Unidos.(U.S. Ceníers fbi Disease Control. CDC) han modificado las cifras

de plomo en sangre en que sobre\iene la intoxicación como sigue: en los años sesenta:

600t.ig/L,: a partir de 1975: SOOug'L.. y desde 1985: 25ug/L.22 quedando finalmente un

esquema como el que se muestra en la Tabla 1.2

12
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Tabla 1.2. Niveles para intoxicación por plomo según la CDC.23

Clase
Nivel de Pb en sangre Descripción

HA

IIB

III

IV

V

inferior a 10

1 0 - 14

15-19

20-44

4 5 - 6 9

superior a 69

Dentro del promedio, no
envenenamiento,

se considera

Cerca del limite, pero aun no se requiere
intervención médica

Los efectos del envenenamiento, aunque sutiles, se
pueden identificar cuando hay exposición
prolongada, es decir envenenamiento crónico En
niños podria haber trastornos del desarrollo y el
comportamiento e incluso un descenso en el
Cociente Intelectual (IQ),

Es el intervalo entre envenenamiento ligero y
agudo En niños se debe evaluar si existe algún
trastorno auditivo o del aprendizaje Se requiere
intervención médica..

Es posible que haya síntomas físicos evidentes En
niños se debe evaluar la histoiia de su desarrollo. La
toxicidad aguda produce vómitos y falta de apetito,
disfúnción renal y desórdenes nerviosos Estos
efectos se ven potenciados en los casos de pacientes
que presentan deficiencias de calcio o hierro

Se considera como una emergencia médica. Puede
existir ya daño cerebral

25
En la actualidad, las fuentes principales de exposición al plomo son:¿

• Respirar o ingerir "suelos'"., polvo, agua o aire contaminados Algunas fuentes

son: tiraderos de basura que con frecuencia contienen plomo, uso de combustibles

fósiles con compuestos de plomo,, fundición para extraer el metal de sus

minerales, e industrias relacionadas

• Ingerir pinturas con plomo Estas pinturas., que fueron usadas con frecuencia en el

pasado, cuando se hacen \iejas y se degradan tanto en interiores como en
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exteriores, pueden ocasionar altos niveles de plomo en la sangre, La ingestión de

pequeñas hojuelas de esta pintura es un peligio frecuente paia los niños,

• Beber1 agua que haya pasado por1 tubería de plomo o que contengan uniones

soldadas con plomo

• Exposición laboral. Este caso es muy común en la producción y reciclaje de

baterías y acumuladores; construcción de barcos y procesamiento de hieno;

pintura, recubrimiento y demolición de estructuras de acero; reparación y

pioducción de radiadores; desecho de metales y pioducción de lastre para pesca;

producción de vidrio emplomado; producción y fundido de minerales de plomo

así como operaciones de reciclaje de materiales que contienen plomo.

• Consumir alimentos cultivados en suelos contaminados con plomo o que se han

almacenado en latas con soldadura de plomo En México la fuente principal,

descartando la atmosférica ya comentada, la han constituido los alimentos

preparados en cazuelas de barro vidriado.

La toxicidad de plomo se relaciona principalmente con su capacidad de obstruir los

procesos en los que se encuentra involucrado el calcio, al sustituirlo en sus sitios de

• ' 27

unión, así como también sucede con algunos sitios correspondientes a hierro El hecho

de que el tipo de intoxicación con plomo que puede ser mayormente revertida por la

ingestión de una dieta rica en calcio, es ia proveniente del uso de loza de barro vidriado

para la elaboración,, almacenamiento y consumo de los alimentos, indica que la

competencia con calcio se desarrolla a nivel digestivo"

Se ha observado una alta correlación en la absorción de plomo con los niveles de

Caíbindina2S De esta manera., la absorción tanto de calcio como de plomo a nivel

14
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intestinal resulta fuertemente influida por la presencia de la vitamina D, dado que como

se comentó, la síntesis de la proteína es dependiente de esta vitamina, Su presencia puede

aumentar la incorporación de Pb"T y Ca~+, 4 y 8 veces respectivamente, comparando con

organismos deficientes en la vitamina. En estudios del grupo de Fullmer en 1985,30 se

determinó una mayor afinidad de las Calbindinas hacia el plomo que hacia calcio La

evidencia señala que el plomo se une a los sitios afínes a calcio, con una constante de

asociación aparente (promedio por sitio) log p — 7 03, en un medio con fuerza iónica

0.15, y pH~6,5, comparado con log [3=6.57 para el Ca, como se mencionó en la sección

1,1.3

La inteirelación de las concentiaciones de plomo y de calcio en la ingesta y la

asimilación de ambos cationes muestra un patrón muy complicado, por lo que FullmerjI

enfátiza la importancia de hacer una caracterización minuciosa modelando el sistema

animal, De cualquier1 manera es notable que a mayor consumo de calcio es menoi la

incorporación de plomo en varios órganos (cerebro, fémur1, corazón, riñon, hígado, y

testículos) l6

1,2 2, Cadmio

Como catión divalente, este elemento presenta fuertes analogías químicas con dos

elementos esenciales, el Zn2" -con configuración electrónica d1 . lo cual da lugar a

enlaces de coordinación de naturaleza similar- y el Ca +-rca^l 2Á, icd—1 17Á, dando

lugar a interacciones de tipo electrostático similares-. Estas analogías dan cuenta de. sus

principales efectos tóxicos"

El cadmio, por un lado., puede desplazar al Zn en algunos de sus sitios activos y por el

otro, compite con el calcio en ciertos sistemas biológicos y también puede ser

15
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incorporado al hueso, ocupando los sitios de calcio en las apatitas biológicas, lo que

causa debilitamiento y defoimación de los huesos

El acceso del cadmio a los organismos puede ser por vía respiratoria o bien a través de

los alimentos, Las fiieníes principales de contaminación de este metal son las pilas

alcalinas, pigmentos y chapados"1.. No es capaz de atravesar1 las membranas celulares tan

fácilmente como el mercurio, seguramente debido a la escasa tendencia a formar

derivados organometálicos. Sus efectos bioquímicos generales son muy variados,

actuando como inhibidor de numerosos procesos celulares al afectar notablemente el

metabolismo de algunos otros elementos esenciales aparte del zinc y el calcio (Cu, Fe,

Se) Cuando estos elementos están en defecto., la toxicidad del cadmio resulta potenciada,

así como disminuida cuando el organismo cuenta con un exceso de ellos,

Respecto a la interrelación del cadmio con el calcio, se ha reconocido una cierta

competencia en la asimilación de estos cationes análoga a la comentada paia el Pb2+,

demostrándose que bajos niveles de calcio favorecen la absorción de cadmio. Esto

probablemente se deba al incremento de la actividad de las proteínas enlazadoras de

calcio CaBP, ~ y que por otro lado, la presencia de cadmio en la dieta afecta el

metabolismo del calcio, pues disminuye la asimilación del calcio mediante la

disminución de los niveles de ICaBP 17 Sin embargo., a diferencia del plomo, el cadmio

cuenta con mecanismos alternos de asimilación en regiones previas al duodeno -etapa en

la que la ICaBP juega un papel muy importante-, en los cuales no hay competencia

inhibitoria por parte del calcio"

Los síntomas de intoxicación aguda inclinen fuertes dolores de cabeza, vómitos y

calambres abdominales, acompañados de cuadros de hipertensión En el caso de la

16
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intoxicación crónica, se observa disfüción renal por una creciente eliminación urinaria de

glucosa, aminoácidos y proteínas de bajo peso molecular1, aumento en la relación Ca/P.

anemia, rinitis, así como el efecto debilitador del sistema óseo por reemplazo del calcio

como se comentó, Se ha determinado al cadmio como causante de tumores malignos y de

alteraciones cromosomales

1.2.3 Zinc

A diferencia de los cationes que se acaban de presentar, el zinc es un elemento esencial,

casi tan abundante como el hierro. Su asimilación en el sistema digestivo se da a nivel del

íleo en un transporte activo muy bien regulado que asegura su homeostasis.34 Por esto la

toxicidad de este catión es principalmente asociada a su deficiencia, aunque existen

síntomas asociados a su exceso La concentración de Zn2+ libre a nivel celular1 es

comparable a la de Ca2+ pues va de 10"9M en el citoplasma, a 10~JM en algunas vesículas

Los resultados de un estudio realizado por1 Koo y colaboradores 3 sugieren que la

homeostasis de zinc no involucra mecanismos de transporte dependientes de vitamina D

como la CaBP

Los síntomas asociados a la deficiencia son atrasos en la maduración sexual, en el

crecimiento, prolongación del proceso de cicatrización, susceptibilidad a las infecciones.

Por otio lado la intoxicación aguda se caracteriza por enféimedades gástricas, mareo,

mauseas; mientras que la de tipo crónica incluye problemas gástricos,, disminución de la

actividad ceiuloplasmina y concentración de cobre así como desbalance de tipo de

colesteiol presente en la sangre.

Mientras que los niveles de Ca~' de la ingesta no parecen afectar la asimilación de Zn~+.,

sí influyen ligeramente en la distribución del Zn~T en los tejidos, ya que se observa que

17
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hay una mayor incorporación ósea de zinc en condiciones de una dieta abundante en

calcio, mientras que la presencia de este catión en tejido renal es máxima en una dieta

deficiente en calcio16, En el sentido inverso, el efecto de la presencia de zinc en el

metabolismo del calcio es similar al que presenta el cadmio, inhibiendo la síntesis de la

pioteína ICaBP17, originando así una menor asimilación de calcio.

Aunque los átomos donadores más usuales dei zinc en el ámbito bioquímico son S y N,

existen también casos como la caiboxipeptidasa B en la que se encuentra ligado a O y N

En ambos tipos de proteínas, tanto plomo como cadmio suelen reemplazar al zinc en sus

sitios de coordinación

1.3. Química de Coordinación de los cationes Ca2+, Pb2+, Zn2+ y Cd2+

Como se mencionó en la introducción, el comportamiento a nivel biológico de estos

cationes guardará una estrecha ielación con sus propiedades químicas y estructurales, por

lo que se enumerarán algunas a continuación

1.3 1 Principio de los Ácidos y Bases Duros y Blandos

En 1963 Pearson 3 trató de sistematizar la reactividad de los ácidos y las bases de Lewis y

creó un sistema donde clasifica., estudiando el comportamiento de los compuestos

conocidos, a las bases y a los ácidos como duros o blandos. Los criterios para la

clasificación se enumeran a continuación:

• Los ácidos duros tienen átomos aceptores pequeños (r < 0 9Á), con poca

electronegatividad (de 0 7 a 1 6 en la escala de Pauling), frecuentemente con

caiga positiva alta (>+3). No tienen pares de electrones no compartidos en sus

capas de valencia, es decir, no son polarizables
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• Los ácidos de Lewis blandos se caracterizan por sei muy electronegativos (de 1 9

a 2.54). Son átomos aceptóles de gian tamaño, carga positiva pequeña y alta

polarizabilidad, y suelen contener pares de electrones no compartidos (p o d) en

su capa de valencia,

• Las bases duras son, por1 lo general moléculas cuyos átomos donadores son

oxígeno y flúor, es decir muy electronegativos (3,44 y 3,98) y pequeños,

• Las bases blandas tienen átomos donadores cuya electronegatividad es moderada (

entre 2 y 3) y son aniones o moléculas de gran tamaño. Entre los átomos

donadores característicos se encuentran: C, P, As, S, Se, Te, Br y I

Mediante la observación de la Naturaleza y de los sistemas de reacción, Peaison concluye

que los ácidos duros prefieren unirse a bases duras y los ácidos blandos prefieren unirse a

las bases blandas Las bases o ácidos que se consideran intermedios pueden leaccionar

con ácidos o bases tanto duros como blandos Para evaluar1 la tendencia de la interacción

en un sistema desde esta perspectiva se deben considerar tanto las interacciones iniciales,

incluyendo al disolvente, como las que serían las interacciones en los productos

Es importante hacer notar que los cationes de interés para este trabajo de investigación

poseen una configuración electrónica ya sea d o d , por lo que no habrán geometrías

preferidas provocadas por efectos de energía de estabilización de campo cristalino

En la clasificación inicial de los ácidos., Pearson coloca al Cd2T entre los cationes blandos

y al Pb"+ entre los intermedios junto al Zn~+. Esta clasificación permanece así hasta 1983.,

en que Pearson publica con Pan'6 el resultado de cálculos que generan un parámetro

denominado dureza absoluta, que al igual que la electronegatividad absoluta depende de
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la energía de ionización (Is) y la afinidad electrónica de la especie (As) y que se definen

asi:

Xs= ^ (Is+As) =electronegatividad absoluta r\s~ Vi (Is-As)=dureza absoluta

Como la energía de ionización es siempie mayor que ia afinidad electrónica, el valor

mínimo de la dureza es ceio, lo cual corresponde a su vez a la mayor blandura. Con estos

cálculos, se pretende ordenar a las especies, pues anteriormente se colocaban únicamente

en unas cuantas categorías. A continuación (Tabla 1 3) se presentan los parámetros

relacionados con el caiáctei de dureza de los cationes de nuestro interés

Tabla 1 3 , Parámetros relacionados con la dureza de Ca"T, Zn"+, Cd"+ y Pb"+.

Catión

Ca

Zn2 +

cd2-

Pb 2 +

X P 3 9

10

1 65

1 7

1.87

Electronegatividad
absoluta (eV)36

31 6

288

27 2

23.5

Dureza absoluta
(eV)36

19.7

10.8

10.3

85

Radio iónico
N C 7 (Á)39

1 20

096

1,17

1.37

Z*j/K

44

5.97

8.19

12 39

Z*

i

3 66

6.21

691

9.04

"carga nuclear efectiva de los cationes de acuerdo a Clementi y Raimondi

En la tabla anterior se puede observar que el Pb"+ debiera considerarse como más blando

que el Cd"+, y éste a su vez, con dureza muy similar al Zn"+.

Actualmente los libros de texto, como se comentaba en la introducción, presentan ambas

posibilidades de clasificación paia Cd"+ y Pb ',. es decir, como intermedios o como

blandos, mientras que CaiT" siempre es considerado duro } Zn~+ inteimedio. \VuIfsbergJ

en 1991, al clasificar, los elementos en la tabia periódica-de acuerdo a su dureza, coloca a

zinc y cadmio como intermedios \ al plomo como blando. Huheey en 1993' sigue

utilizando la clasificación de Pearson de 1963 Shriver y colaboradores en 199840

plantean el concepto de dureza y blanduia directamente mediante la ecuación de la
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dureza absoluta, En textos de química bioinorgánica se encuentra a LipparcT catalogando

a Pb"+ y Cd"+ como blandos mientras que Fraústo da Silva y Williams siguen la

clasificación original de 1963

Ya que este carácter1 de los iones puede intei venir de maneía determinante en los átomos

donadores que participen en la formación del compuesto de coordinación, además de

influir en la intensidad de la interacción con dichos átomos donadores, resulta importante

enfatizar el tipo de interacción que se establece con cada tipo de ion, Las especies duras

favorecen interacciones principalmente electrostáticas y las especies blandas

interacciones de tipo orbital, es decir, covalentes

Las cargas altas y positivas de iones pequeños favorecerán el enlace iónico con aniones

que, teniendo carga negativa grande y pequeño tamaño, serán fijados por la interacción

electrostática

Por el otro lado, cuando los ácidos tienen electionegatividades similares a las bases con

las que interactúen, es decir, cationes de alta afinidad electrónica y bases de bajo

potencial de ionización, presentarán una tendencia mucho menos acentuada de

incremento en la energía debido a la repulsión ínter electrónica en la curva de energía

potencial., lo cual permite una aproximación más cercana entre las especies, y por lo tanto

una mejor superposición orbital,, para la formación de un enlace covalente.

Las bases blandas no tendrán posibilidad de una buena superposición con los ácidos

duros para generar una interacción covalente. y la interacción iónica será débil debido a

la baja carga y gran tamaño de la base,
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1 3.2. Calcio

En 1996 J.P Glusker y colaboradores41 realizaron un estudio exhaustivo de las

estructuras cristalinas disponibles de calcio, resultando en observaciones muy

interesantes, como por ejemplo que de 309 estructuras, ninguna presenta enlaces Ca-S,

consistentemente con su clasificación como ácido duro.. Se presenta en la Tabla 1.4 la

contabilización de los enlaces a los diferentes átomos donadores en los compuestos

almacenados en la base de datos hasta entonces, clasificados por el numero de

coordinación en cada complejo Se resalta la columna de enlaces a oxígeno por

representar la gran mayoría de las interacciones observadas, un 91% del total de enlaces..

También los número de coordinación 6, 7 y 8 por ser los que el calcio presenta con más

frecuencia

Tabla 1.4. Cantidad de enlaces Ca-X encontrados en estructuras cristalinas
almacenadas en CSD de acuerdo al número de coordinación del complejo

N . C

3
4
5
6
7
8
9
10

Ca¿+-X

Ca^-O

0
6
5

347
466
819

88
50

1781

% •

0
75

100
80 3
93,8
93 9
978
100
91

#

2
0

69
25
51
2
0

152

f-N
%

100
25

0
16
5

5.8
2 2

0
7.8

Ca¿

#
0
0
0
0
0
0
0
0
0

"-S
%

0
0
0
0
0
0
0
0
0

Ca"
#
0
0
0

14
4
2
0
0

20

+-CI
%

0
0
0

3.,2
08
0.2

0
0
1

Ca
#
0
0
0
2
2
0
0
0
4

2+ T>

-Br%
0
0
0

0.5
04

0
0
0

0.2

# total de enlaces
# %

3
8
5

432
497
872

90
50

1957

del total
0.2
0.4
0 3

22.. 1
25,4
44.6

46
2.6
100

Número de enlaces encontrados en ios 309 complejos encontrados en la base de datos con ese átomo y
ese número de coordinación (N C )
* Porcentaje en referencia al total de enlaces presentes en ios complejos con ei númeio de coordinación
(N C ) del renglón

De los compuestos que contienen grupos catboxilato enlazados, se observa que conforme

aumenta el número de coordinación en el centro metálico, es más frecuente encontrar al

carboxilato inteiactuando de foima bidentada42 Es decir., en los complejos
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hexaco oí dinados todos los caiboxilos actúan como ligantes monodentados, en los

heptacoordinados, el 16% actúa como bidentado y en los octacooidinados el 25%, a

diferencia del magnesio, por ejemplo, que únicamente enlaza a los grupos carboxilo de

fbima monodentada..

Sobie su inteíacción con pioteínas, el hecho de que la carga local del Ca T tenga que ser

neutralizada mediante su interacción con los átomos donadores, siempre oxigenos, y dado

que e! numero de coordinación puede ser hasta 8: permite -o induce- a que además de

enlazarse a grupos caí box i lato., utilice como ligantes a grupos con oxígenos con baja

carga, como glutamina y asparagina (amida), treonina y serina (hidioxilo), grupos

caibonilo de la cadena peptídica y moléculas de agua,

Se ha calculado la aportación de caiga negativa en los grupos donadores para la

inteíacción electrostática con los siguientes resultados: -1.0 para el carboxilato, -0 38 para

un oxígeno de carbonilo, -0.14 para un grupo hidroxilo mientias que 0,0 para una

molécula de agua 3

1.3.3. Plomo

Además de la falta de información respecto a la interacción a nivel molecular1 del plomo

con los sitios biológicos, existe escasa información estructural respecto al plomo en un

contexto más inorgánico, si comparamos con otros cationes como Zn En una búsqueda

reciente en el CCDC (Cambtidge Crystallographic Data Centre).4' por ejemplo, en tanto

que para zinc hay 2979 estructuras tridimensionales determinadas que contienen en sus

esferas de cooidinación O y/o N, para plomo sólo se encuentran 514. E.n la Figura 1.7 se

encuentran desglosados los compuestos de acueido con el tipo de átomo que se encuentra

en su esfera de coordinación De ías 889 estructuras tridimensionales determinadas de



Capítulo 1 Antecedentes

compuestos con plomo, tan sólo 9 se puede consideiar que corresponden a derivados de

biomoléculas siendo estas acetato, oxalato, glicolato, benzoilglicina, ácido glucónico, y-

ciclodextrina, propionato, citiato y al aspaitato que se obtuvo en este trabajo

Total =889

Figura 1.7. Estructuras cristalinas de compuestos de Pb publicadas hasta marzo de
2002

En 1998; el grupo de J. P. Glusker43 se dio a la taiea de clasifica! y sistematizar las

tendencias en la geometría alrededor del átomo central en complejos de plomo, Para

realizar esta clasificación se basaron en 329 estructuras cristalinas seleccionadas de la

CCDC;44 255 con Pb(II) y el resto con Pb(ÍV) Su trabajo arrojó varias conclusiones

sobie los factores que determinan la distribución de ios ligantes alrededor del plomo.

En los compuestos de plomo la distribución de los ligantes alrededor del átomo central se

puede clasificar en dos grupos: holodirigida y hemidiiigida:

• Holodirigida: Si al dibujar una esfera imaginaria alrededor del metal, los ligantes

se distribuyen homogéneamente en todo el espacio
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Hemidirigida: Si al dibujar1 la esfera imaginaria alrededor del metal, los ligantes

se encuentran distribuidos únicamente en una sección de ese espacio y se puede

apreciar un hueco

E Holodi rígidos

D Hemi dirigí dos

6 7 10

Número de coordinación

Figura 1.8. Porcentajes de compuestos de Pb(II) con diferentes números de
coordinación (Tamaño de muestra: 255 estructuras cristalinas),

Todos los compuestos de Pb(IV) tienen una geometría de coordinación holodirigida, ya

que en este caso el metal no cuenta con un par1 de electrones ubre Por otro lado, los

compuestos con Pb(II) pueden presentar ambas opciones de geometría de coordinación

(Figura 1,8) Para números de coordinación de 2 a 5 todos los compuestos de Pb(ll)

piesentan geometría hemidirigida En los casos con números de coordinación 9 y 10,

aunque son escasos, todos los compuestos de Pb(II) tienen geometría holodirigida Para

números de coordinación 6, 7 y 8 se encuentran reportadas ambas geometrías

Los factores que favorecen cada tipo de conformación en la esfera de coordinación

corresponden a los que se enumeran a continuación:

Para una distribución holodirimda:

• Número de coordinación alto Interacciones repulsivas entre los

ligantes
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• Ligantes de tipo blando

• Mayor transfei encía de densidad

electrónica (de los ligantes al Pb(II))

Enlaces de tipo más covalente,

Mientras que para la conformación hemidirigida:

El numeio de coordinación es bajo

• Existen interacciones de atiacción

Los ligantes son duros

entre los ligantes

El par libre tiene carácter p

• Poca transferencia de densidad

electrónica de los ligantes al Pb(II)

Los enlaces son de tipo más iónico

1.3.4.. Zinc

Fue en 1995 que el grupo de Glusker47 analizó a los compuestos de coordinación de Zn2+,

Energéticamente no pareciera tener1 una preferencia poi un número de coordinación tetra,

penta o hexacoordinado, sin embargo entre las estructuras cristalinas recopiladas de la

liteíatura, sí se encuentra una cantidad mayor de complejos tetra y hexacoordinados. En

la Tabia 1.5 se puede observar la contabilización de los enlaces a los diferentes átomos

donadores en los compuestos almacenados en la base de datos hasta entonces,

clasificados por el numero de cooidinación en cada compiejo, y comparados con lo

determinado para magnesio, catión que teniendo la misma carga posee también radios

iónicos :muy similares al: Zn" .̂̂  En el último lenglón se presenta el porcentaje que

representan del total las interacciones del Zn"~ con cada átomo donador
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Tabla 1.5. Cantidad de enlaces Zn-X en estructuras cristalinas almacenadas en CSD
de acuerdo al número de coordinación del complejo, en comparación con Mg +

NC

4
5
6
7

Zn...X

#
0

246
229
259
20

754

M2+-N
%Zn

0
30
60
37
29
38

%Ms
0

38
56

9
18

#
0

149
98

424
45

716

M"+-O
%Zn

0
17
26
60
64
36

%Me
100

3
43
82
75

3
141
30
17
4

195

M-+-S
%Zn

100
17
8
2
6

10

¿Ma

0
3
0
0
0

I
T
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La preponderancia de la geometría tetraédrica es causada principalmente por el ion

ZnCU2" piesente en varias estructuras como contraión, representando el 58% de los

enlaces Zn-Cl en estructuras que presentan geometría tetraédrica. Los otros átomos

donadores que participan ampliamente en los complejos tetracoordinados de Zn + son

nitrógeno, y en casi la misma medida, azufre y oxígeno.

Para el número de coordinación 5 el nitrógeno es el átomo donador preferido, el 20% de

ellos en ciclos porfirínicos

De la gian cantidad de compuestos que presentan número de coordinación 6, únicamente

un 4% incluye al hexaacuozinc,, mientras que en el caso de magnesio representan un 25%

El volumen de los átomos de azufre y cloro no los hace muy propicios para arreglarse en

una esfera de coordinación con otros 5 átomos donadores, por lo que su participación en

este tipo de esfera es mínima, La coordinación de ios átomos de nitrógeno es más

acentuada en los complejos pentacoordinados. mientras que para los átomos de oxígeno

se da en la esfera hexacoordinada

Las geometrías que presentan los complejos de zinc son muy aproximadas a tetraedros en

los tetracoordinados y a octaedros en las esferas hexacoordinadas
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1.4. Constantes de equilibrio

141 Método Potenciométrico

Para la determinación de constantes de equilibrio entre un catión metálico Mm+ y un

anión de un ácido débil l/~, como es el caso más ñecuente, y de hecho el que nos ocupa

en este trabajo, frecuentemente se aplica el método potenciométrico, en particular

pHmétrico, El problema consiste en la determinación de la naturaleza y concentración de

todas las especies presentes en las soluciones de los valores medidos de pH (-log[H+J) a

lo largo de una titulación Debe tenerse en cuenta que si dos o más especies en disolución

tienen cargas idénticas y el mismo número de iones metálicos y moléculas de ligante,

potenciométricamente se podrá determinar únicamente el total de las concentraciones de

estas especie. Por ejemplo, especies complejas como [FeEDTA]"1 y [Fe(OH)EDTA¿f]"!,

sus isómeros configuracionales y confbrmacionales seián indistinguibles.

A lo largo de este estudio se ha trabajado con complejos que contienen únicamente un

tipo de catión metálico y de ligante, pero con la posibilidad de varios protones ionizables

en el ligante o iones hidroxilo en la esfera de coordinación del catión

Las constantes de estabilidad globales paia un complejo dado se definen respecto a las

actividades de las especies iónicas constituyentes no complejadas:

La primera ecuación está definida a partii.de las actividades, y la segunda en términos de

la concentiación., para lo cual se consideran los coeficientes de actividad (>)
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correspondientes la carga de cada ion Las cargas se expresan como: m para el catión y /

para el anión, por supuesto, la carga del protón es 1,

Las especies que contienen hidróxido se pueden iepresentar formalmente en términos de

la actividad del ion hidrógeno usando la constante de disociación iónica del agua:

Por lo tanto, para la formación del complejo de plomo [Pb(OH)4
2~], por ejemplo, la

constante de formación se expresa:

f ; } {pb(OH)¡

Para evitar el cálculo de los coeficientes de actividad, se trabaja a una fuerza iónica

constante -debida a la presencia de electrolitos inertes que no formen complejos con los

reactivos en concentraciones mayores por 2 órdenes de magnitud respecto a los analitos-,.

lo cual provoca que los coeficientes de actividad permanezcan piácticamente constantes y

puedan incorporarse al valor de la constante de estabilidad en términos de la

concentración:

Como se notará, por simplicidad ya no se expresan las cargas de los componentes,. Estas

constantes sólo serán válidas en condiciones cercanas a aquellas en las que fueron

determinadas, lo cual no les quita validez como constantes de equilibrio, en que como

estado estándar1 se indica la fuerza iónica impuesta. Las constantes de formación se

expresarán denotando con los subíndices los coeficientes estequiométricos de catión,

protón y ligante requeridos para describir al complejo,
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Para calcular las constantes de estabilidad a partir de los datos de una titulación

potenciométrica en que se agrega una base 5OH, se recurre al balanceo de masa y caiga

La concentración total, por un lado del catión agregado como MXm -donde X es un anión

monovalente-, y del ligante por el otro, se pueden escribir como:

TM=[M]+Zi[MiHjLk] -sobre todas las especies que contienen M-;

lL=[L]+Zk[MiHjLk] -sobre todas las especies que contienen L-

Donde TM es la concentración total de metal y T¡_ la correspondiente al ligante

La condición de electroneutralidad o balance de carga expresa el hecho de que la

disolución que contiene a los iones deberá ser eléctricamente neutra, como se muestra a

continuación:

[H] + [B] +m[M] - [X] - [OH] - /[L] + ZSobre todas las especies complejas (Ím+j-k/)[MiHjLk]=O

Sustituyendo la concentración de la especie compleja por la expresión de su constante de

fóimación, la ecuación anterior se puede escribir así:

T M - [ M ] + E ¿/?,y¿[iW]'[//]/[z] -sobre todas las especies que contienen M-

TL,-[L]+Z kp k[M][H]1 [l] -sobre todas las especies que contienen L-

[H] + [B] + m[M] - [X] - [OH] - /[L] + I (im+j-k/) P,t [M][H] [L¡ =0

Durante toda la titulación, para cada punto, TM, TL, [B] y [X] son valores conocidos, y se

tienen 3 desconocidos: [M], [L], y la constante de formación [3, que pueden ser

calculados al medirse la actividad de protón. P=i/([M],[L],10~p ) Ya que siempre se

determinan más puntos en la titulación que él número de constantes desconocidas, se

puede calcular a través de un procedimiento de mínimos cuadrados un conjunto de

Constantes de estabilidad promedio que describan mejor los datos . . . <:
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Se define a s -suma cuadrática de los residuos- como Z[valor de la titulación-valor

calculado de la titulación]2, El problema matemático que se enfrenta es encontrar los

valores numéiicos de las constantes que den un valor mínimo de s en cada punto de la

titulación, sujetos a las restricciones del sistema dadas por las concentraciones totales y el

balanceo de caiga

1.4.2 Operaciones con constantes de equilibrio

Debido a que las constantes de equilibrio son la medida de una función de estado,

entonces su valor es independiente de la trayectoria que se siga entre eí estado inicial

(reactivos) y el ñnal (productos),"

AG° = -RT ln K

su logaritmo puede calcularse como la suma o la diferencia apropiada de las constantes

de equilibrio de las reacciones intermedias,

Durante este trabajo, por ejemplo, a partir de las constantes de formación globales, se

obtendrán valores de constantes parciales, como por ejemplo el pKa del grupo amino en

el complejo que puede expresarse como el log K^H
H :

log Á ^ = -log

Que se puede calcular como la resta: log pioi- log f3m

log

'101

Para obtener el valor1 de la constante de estabilidad relacionada con la interacción de los

grupos oxigenados con el catión,, se recurre al estado del ligante en el que el grupo amino
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se encuentra piotoñado, y por lo tanto no disponible para la coordinación, La constante

log K¡f"H (calculada como log P i ¡ ¡ -(log Poi i ó pKa<amjno del lígame)))

-logpoiió-pKa{ligante)

ir»íT r í V / 7 W

Finalmente, la contribución a la estabilidad debida a la interacción con nitrógeno (log

K(N)) se puede calcular por medio de la diferencia entre la constante de fbimación del

complejo ML y la constante de formación de ML//donde el ligante tiene al grupo amino

protonado (log p ! 0¡- logK^"H)

[M(LH)]{"n)+3 o M2+ , T rrfl-n) i jy-MLH
"iO& A,v/ z/í

Uí (i"n) log K(N)

En cada capítulo se esquematizará la reacción correspondiente dependiendo del ligante

estudiado,

1.4 3. Factores que influyen en la estabilidad

El valor numérico de las constantes de equilibrio de una reacción no proporciona ninguna

información sobre el tiempo" necesario para que se alcance el equilibrio, sólo indica la

extensión en que dicha reacción tiene lugar cuando se alcanza el estado de equilibrio,

incluso en sistemas en los. que el estado inicial no corresponda a la proporción

estéQuiométrica. Segunde!- principio.de-Le Ghatelier, si se hace aumentar1 la concentración-;
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de A, el sistema reacciona consumiendo A, es decir, por medio de la reacción de A y B

para formar C y D, Se alcanza así una nueva situación de equilibrio, más desplazado

hacia la formación de C y D, de forma que las nuevas concentraciones de todos los

componentes sigan dando el mismo valor de Keq
 Dó

Los factores que pueden favorecer la obtención de productos (compuestos de

coordinación) a partir de reactivos, son, entre otros:

• fuerza de los enlaces de coordinación, • formación de anillos quelaío

• fuerza de los enlaces covalentes, o • afinidad de los cationes por1 los

arreglo de iones en una red cristalina átomos donadores,,

Para los iones de la primera sene de transición en su estado de oxidación 2+, Irving y

Williams en 1948,57 determinaron una secuencia de estabilidad para la formación de los

complejos con un mismo ligante, la cual resulta prácticamente independiente del ligante

con el que se trabaje, mientras que está relacionada con el cociente ?_._ y la energía de
rmn

estabilización de campo cristalino (EECC) (Figura 1,10),

Sin embargo, para los cationes de este trabajo, que no poseen energía de estabilización de

campo cristalino, el orden de estabilidad en los complejos dependerá del ligante,

específicamente de los átomos donadores participantes en la coordinación.58f39 La

ubicación de los cationes Pb"+, Zn^+ y Cd"T en la Tabla í 6 corresponde a sus constantes

de estabilidad en comparación con los cationes de la regla de estabilidad de Irving-

Williams Se presenta la amplitud en unidades logarítmicas que despliega cada ligante

desde la formación del complejo con Mg2+ a la del complejo con Cu2+



Capítulo I
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cationes

Figura 1.10. Variación en las constantes de formación para los cationes M" de la
serie de Irving Williams

Tabla 1.6. Ubicación de los cationes Pb2+, Zn2+ y Cd2+ de acuerdo al tipo de ligante
en la "regla de estabilidad"*

Ligante

Oxalato
Glicina
Histidina
NH2(CH2)2NH2
NH2(CH2)2S-
Imidazol
Amoniaco
Hidróxido

Donadores

0 ,0
N,0

N,=N
N,N
N,S
=N

NH3

OH-

Amplitud
escala

2.1
6.1
8.2
10.1
11
4
4

3.7

Mg < Mn

Cd

Pb

< Fe

Cd
Cd

<

Pb
Pb

Pb
Cd

Co

Zn
Zn
Cd

Zn
Zn

<

Zn
Pb

Zn

Cd
Cd

Ni <

Pb

Zn Cd

Zn

Cu

Pb

Pb
*Cotejado y conegido con las constantes críticas de Maitell y SmiuV

A partir de los valoies de las constantes de acidez y de formación de los compuestos de

coordinación.í podremos inferir en caso de,formar compuestos análogos, la fuerza

relativa de los enlaces de coordinación que se formen entre los cationes y los ligantes, es

dech, su afinidad.
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7.5. RMN: ]H, NOE; 2D: NOESY;pH variable

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es probablemente la técnica

analítica más ampliamente usada e importante paia el químico experimental moderno

Esto es debido a su amplia aplicabilidad, su relativa sencillez en el uso y la gran cantidad

de información química y estructural que se puede obtener mediante ella..60 Los núcleos

que se estudian con más frecuencia son H y | j C , aunque existe la posibilidad de observar1

ot Ios( 1V 1P, 2 0 7Pb," 1Cd, 1 5N,etc)

En este tiabajo se obtendrá información de espectros en disolución de una y dos

dimensiones

Por una parte se utilízala la diferencia en desplazamiento químico que íesulte de un

cambio en el pH para la asignación de los pKas a los centros íonizables correspondientes

El desplazamiento químico es sensible a la variación en el entorno electrónico, que

origina campos magnéticos locales que alteran ligeramente la ñecuencia de resonancia

del núcleo observado, Al incrementarse la piotección electrónica o apantallamiento, la

frecuencia de resonancia disminuye, es decii que la señal se observa a un menor

desplazamiento químico

Lamentablemente no es posible observar el efecto piovocado por1 la coordinación del

ligante a los cationes en el desplazamiento químico de H a lo largo de un intervalo

suficientemente amplio de pH, debido a la precipitación de los hidróxidos de Pb2+, Zn2+ y

Cd~" Por1 otra parte, desde el punto de vista de la cinética, el intercambio de estos

cationes y de Ca2+ entre los complejos formados y su estado libre es muy rápido, son muy

lábiles Tomando como base al intercambio de moléculas de agua se encuentra que estos

cationes presentan intercambios en su esfera de coordinación con una velocidad de

alredédoi de 108STJ^Í"- mientras que la escala de tiempo en que la RMN logra detectar1 el
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intercambio llega a 10" s, Por este motivo tampoco se logia obtener información valiosa

de los espectros de los núcleos 207Pb o m Cd en disolución Y es que debido a un

intercambio químico tan rápido, se presenta únicamente una señal en la posición

promedio de acuerdo con la proporción de cada una de las especies involucradas, Cuando

las constantes de formación no provocan que exista una considerable mayoría del ligante

y del catión formando parte del complejo no es notable el efecto de la coordinación

Un efecto de la formación de los complejos, especialmente de la formación de anillos

quelato, es el provocar la diferenciación de núcleos !H, de tal forma que la multiplicidad

de protones aledaños a éstos cambiarán su patrón de acoplamiento, 2 Poi ejemplo un

protón a verá de forma similar a los dos lHs p generando un patrón de triplete y, al

diferenciarse estos protones, se tornará en un doble de dobles,,

En general, cada núcleo se acoplará con cada uno de los otros núcleos magnéticamente

activos cercanos y que no sean magnéticamente equivalentes a él, originando un patrón

de (2nl+l) líneas, en que n es el numero de núcleos con número cuántico magnético I con

el que se acopla, como se muestra en la Figura 1.11.

Figura.1.11. Multiplicidad por acoplamiento entre núcleos con I - V_; n=l,2,3,4.

15,1, Mecanismos y tiempos de relajación

En todas las espectroscopias existe algún proceso por el cual los estados perturbados en

energía logran volver a su estado de equilibrio, Si esto no sucediera, los dos diferentes

estados energéticos acabarían estando igualmente poblados, lo cual resultaría en la.

:pérdida de la.señal En la RMN¿existen dos mecanismos principales por los que se-logra
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letener el estado basa!, denominados relajación de espín-red y de espín-espín Los

tiempos de relajación relacionados con estos procesos en los estudios en fase líquida

suelen sei cortos,

Los procesos de relajación espín-red, caracterizados por un tiempo Ti, son aquellos en

los que la energía que causó que se modificara el estado de espín se dispersa a los

alrededores, por ejemplo por la colisión con otras moléculas en disolución Si la

disolución es muy viscosa, entonces el movimiento Browníano natural se reduce y así

también la rapidez en la que ocurre el proceso de relajación espín-red.

Paia una colección de núcleos de espín lA -como lo son todos los detectados en este

trabajo-, asumiendo que el proceso de relajación sigue un comportamiento exponencial63

(lo cual es comúnmente el caso), la diferencia entre el númeio de espines con m=+Y2 y

m- -Vi (directamente relacionada con la intensidad de la señal) ciece de acuerdo con:

An(t)=Arieq[l-exp(-t/Ti)]

donde Arieq es la diferencia de poblaciones al equilibrio y t es el tiempo de espeía entre

pulsos, siendo T¡ el tiempo que tarda en darse la disipación de la energía de la excitación

de los núcleos hacia su entorno, por lo tanto, un mayor tiempo de relajación implica una

menor libertad de movimiento en las moléculas.

El segundo proceso de relajación es el espín-espín, que se lleva a cabo en un tiempo T2,

y en el que la energía es transferida a otros sistemas de espín en la molécula,

principalmente a través de enlaces Algunos núcleos se relajan más lentamente que otros

Por ejemplo en el caso de núcleos de ¡)C sin núcleos activos unidos, la relajación es más

lenta que en un C terciario que a su vez es más lenta que en un secundario y la de éste,

más lenta que en un primario Por esta razón las integrales de las señales de l jC no son

necesariamente proporcionales a la cantidad de núcleos con ese desplazamiento químico
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También se puede originar la relajación por la presencia de especies paiamagnéticas o

núcleos cuadmpolares Cuanto mayor es la cantidad de espines con las cuales el núcleo

puede interactuar y es mayor el tiempo en el que se preserva la interacción, menor es el

tiempo de relajación T2.

La amplitud de las señales aumenta considerablemente como efecto de la disminución el

T2, lo cual se denomina ensanchamiento poi inceitidumbre, es decir, cuanto menoi es el

tiempo de vida media de un estado, la precisión en su energía es baja, y asi las

transiciones entre estos estados dispersos de energía (Figura 1 12b) se dan en un intervalo

más amplio.

(a) (b)

v —
Figura 1,12, Efecto de la relajación espín-espín (T2) en ia amplitud de las señales

Ambos mecanismos de relajación están influidos por la movilidad del núcleo a nivel local

como grupo tanto como por el movimiento de toda la molécula Esta movilidad se

encuentra cuantificada en un término denominado tiempo de correlación rotacional, xc
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Figura 1,13. Dependencia de los tiempos de relajación respecto al tiempo de
correlación molecular,

En circunstancias de gran movilidad (baja viscosidad, alta temperatura y pequeño tamaño

de las moléculas), con cortos xc., las interacciones responsables de ambos piocesos de

relajación se dan en intervalos de tiempo muy similares, por lo que los valores de Ti y T2

son iguales (Figura 1.13) Al incrementarse el tiempo de correlación, es decir, que la

molécula se encuentra más fija, el tiempo T2 sigue decreciendo monotónicamente, pues la

interacción entre espines se mantiene por más tiempo haciendo más eficiente el

mecanismo de relajación En el caso de Tj.. como se comentaba., llega el momento en que

mientras más fija se encuentra la molécula le es más difícil disipar la magnetización hacia

el entorno, con lo que T¡ se incrementa proporcionalmente con TC El mínimo en J\

corresponde al val01 de tiempo de correlación coincidente con el inverso de la frecuencia

de resonancia
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1.5 2. Efecto Nuclear Overhanser

Experimentos que resultan muy útiles pata encontrar1 información relacionada con la

conformación de los compuestos en disolución utilizan como herramienta al efecto

nuclear Overhauser (NOE). La observación del NOE, puede lograrse mediante la

saturación de una señal del espectro mientras éste es adquirido (es decir que se igualan

sus poblaciones m= +lÁ y m= -Vi), aplicando un campo de radiofrecuencia con la misma

frecuencia de resonancia de esa señal Esto trae por consecuencia la destrucción de la

señal, pero puede también afectar la intensidad de otras señales del espectro si los espines

tienen un fuerte acoplamiento dipolar, en cuyo caso, la señal del otro núcleo puede

tornarse más intensa, más débil o incluso invertirse

A continuación se muestran todas las transiciones posibles y permitidas por la teoría con

sus probabilidades de transición (W).

Figura 1.14. Transiciones posibles y permitidas. Probabilidades de transición (W)

Las cuatro probabilidades W¡ (Figura 1 14) corresponden a las transiciones cuánticas

sencillas que constituyen los procesos de relajación espín-ied. Las transiciones entre 4 y 1

y entre 3 y 2 no se observan en los experimentos de observación directa, pues no pueden

ser excitadas por1 radiación electromagnética, por1 ser espectroscópicamente prohibidas,

W2 y Wo denotan las probabilidades para ía relajación del sistema de espín vía
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transiciones doble cuántica y cero cuántica respectivamente, es decir1 Am es 2 ó 0, Sin

embargo, ambas son permitidas en un sistema exilado y representan un mecanismo para

la relajación del sistema Debe recordarse que para cualquier tipo de perturbación el

sistema tratará de restaurar1 su equilibrio a través de relajación espín-red, vía un

mecanismo de acoplamiento dipolar -a través del espacio, no de enlaces-

En la Figura 1,15 se considera un sistema de 2 espines sin acoplamiento escalar. El

grosor de las barras denota la población relativa que ocupa cada nivel de energía

® (§)

11 \

J* \

Figura 1.15,. Electo Nuclear Overhauser

El diagrama (A) de la Figura 1 15 muestra la condición inicial en que las poblaciones Ni

a N4 corresponden al equilibrio Si se saturan las transiciones permitidas mediante las

irradiaciones que se muestran como líneas onduladas, cuyas frecuencias son iguales, la

población de los niveles í y 3 se tornan iguales como también sucede entre los niveles 2

y 4, poi lo que N¡ =N3 > N2 =N4 En el diagrama (B) se indica de color negro las

contribuciones que fueron transferidas de N¡ > N2 a N3 y N|, Los cambios en las

poblaciones no tienen efecto en la intensidad total de la señal X,, pues ésta depende

solamente de la magnetización total Mx la cual no es afectada por1 la saturación de las

transiciones A Entonces se establece un nuevo equilibrio con una nueva distribución de

poblaciones a través de los procesos de relajación permitidos con las probabilidades W2 \

Wo. Ni <NJ y Ni >N.t, por1 lo que Ni /N* es menor que la relación al equilibrio N1/N4 La
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relajación W2 se encarga de incrementar la población de Ni • a paitii de N4 lo que

provoca un incremento en la diferencia de poblaciones entre los estados Nr y N? y entre

N3 yNir que ahora sí alteran la intensidad de las transiciones X,

El proceso de relajación Wo, por1 su parte, se encaiga de incrementar N2 a expensas de

N3 . Esto reduce la diferencia entre las poblaciones involucradas en las transiciones X, y

por lo tanto, reduce también la intensidad de la señal.

La combinación de estos dos mecanismos de relajación determina la amplificación que se

observe debido al efecto nuclear Overhauser. En moléculas pequeñas predomina W2,

mientras que en macromoléculas se observa que Wo tiene el efecto mayoritario

También se puede observar NOE, negativo cuando el núcleo cuya señal resulta

amplificada se encuentra acoplado escalaimente —a través de enlaces- con un tercero.. La

señal del tercero disminuye64,

Los experimentos que hacen uso de! NOE se pueden utilizar para estimar la distancia

internuclear debido a la relación con el inverso de la sexta potencia de la distancia (y

corresponde a las constantes giiomagnéticas y xc al tiempo de correlación que es función

de la reorientación molecular):

En una dimensión se puede desarrollar el experimento denominado NOE diferencial en el

que al sustraer el espectro oiiginal del especüo con las señales irradiadas, éstas quedan

con signo negativo, las señales de núcleos que no presentan interacción se anulan y las

que corresponden a núcleos que presentan electo NOE con el núcleo irradiado exhiben

por lo general una intensidad positK a
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En dos dimensiones se puede desarrollar el experimento denominado NOESY (Nuclear

Oveihauser Effect SpectroscopY) Para comprender este experimento se puede considerar

a un par de piotones, I y S, suficientemente cercanos como para presentar1 una interacción

dipolar apreciable, pero sin acoplamiento escalar. Las dos frecuencias de precesión

(respecto al sistema rotatorio de coordenadas) son Q\ y Qs Se ilustran los pasos mediante

los incisos en la Figura 1 16.

(c) 2

(h)

M¡(5)

Figura 1,16. Esquema de pulsos y efectos del experimento NOESY

El vector de magnetización en estado de equilibrio correspondiente al espín I (a),

originalmente en z, se rota para quedar sobre el eje y mediante el pulso de 90° (b), y

precesa a su frecuencia natural Q¡ por un tiempo ti (c). Un segundo pulso de 90° rota a la

componente en y de esta magnetización para quedar sobre el eje z (d, e).. Durante el

tiempo de espera Tm (denominado tiempo de mezclado), los espines I y S sufren una

relajación cruzada, es decir, algo de la magnetización en z del espín I se transfiere a S vía

el efecto NOE (f). Finalmente la magnetización en z del espín S se rota hacia el eje y por

un tercer pulso de 90° (g) desde donde precesa a la frecuencia O.$ (h) durante un tiempo

h,, en que la inducción del núcieo S decae libremente (FID de S), pero su amplitud, es

modulada por la frecuencia Q\
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La doble tiansfbimada de Fouiier produce, entonces, un espectro bidimensional con un

pico fuera de la diagonal, en las coordenadas (Q[, Qs), cuya intensidad depende de la

eficiencia con la que la relajación cruzada transfiere magnetización en z entre los dos

espines durante xm, Dado que el espín I siempre mantiene algo de su magnetización en z

tras pasar el tiempo Tm, y ésta se convierte en magnetización en y por1 el último pulso

precesando a la frecuencia Qi durante el tiempo t?, también se encuentra un pico en la

diagonal del espectro con coordenadas (Qu Q\).. Por simetria, la excitación de S origina

un pico en el cruce (Qs, Qi), y un pico en la diagonal correspondiente a (íis A )

Se han desarrollado programas que permiten optimizar una estructura molecular1 que

puede generar las interacciones observadas en el espectro mediante la conjunción de un

simulador de espectros NOESY y datos generados por cálculos de dinámica molecular.6:

Mediante la dinámica molecular se pueden encontrar1 diversas estructuras o

conformaciones de mínima energía en la superficie de potencial a ti aves de las

"trayectorias" que presentarían los átomos en sus vibraciones y rotaciones de acuerdo a

un campo de fuerzas, ya sea de mecánica molecular o de métodos semiempíricos, con el

paso del tiempo, en unidades de femptosegundos De estas estructuras, se seleccionan las

de menoi energía

Los programas de dinámica molecular basados en espectros de RMN pueden iefinar una

estructura capaz de generar las interacciones observadas en el espectro experimental

comparando una simulación .del espectro NOESY con los datos experimentales y

minimizando las estructuras en base a ángulos de torsión (Dyana ).

Mientias la estructura que se estudia conste de pocos átomos >/o de pocos grados de

libertad debido a la formación de anillos, enlaces dobles o triples, la asignación directa de

la estructura no presenta demasiadas dificultades., peto conforme aumenta el tamaño de la
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molécula, las señales de los diversos núcleos se encuentran muy cercanas entre sí, la

asignación resulta más complicada.. En estos casos el uso de estos programas se hace muy

importante para la elucidación de las conformaciones presentes en disolución Poi ello,

esta estrategia de elucidación de estructuras se aplica principalmente en proteínas y

ácidos nucleicos de tamaño considerable. Se ha probado su eficacia en la generación de

distancias en estructuras de proteínas previamente conocidas por cristalografía

Paia las moléculas más grandes, la asignación de las señales observadas al núcleo

correspondiente representa en si una complicación, pues varios poseerán desplazamientos

químicos similares y el espectro de una dimensión, a pesar de desarrollarse en equipos de

alta potencia (600MHz) no resultan de mucha resolución. En este trabajo recurrimos a

experimentos denominados TOCSY (TOtal Conelation SpectroscopY), en el cual se

observa la correlación de !H pertenecientes a un sistema de espines aislado de otro

mediante carbonos cuaternarios, Así los aminoácidos de un péptido muestran

correlaciones intraresiduo (Figura 1 17).

Figura 1,17. Ejemplo de espectro TOCSY.. Se enmarcan los grupos de señales
correspondientes a Valina, Usina y Gíutámico

47



í apiUiio \ XviiCLtúLwit^

Se revisan, entonces, de maneía iterativa las asignaciones y valores de integrales en los

espectros para obtenei una confoimación coherente con los experimentos (ver anexo 3).

Estudios en estado sólido

1.6. Difracción de Rayos Xde monocristal

Mucho del conocimiento detallado que poseemos actualmente del arreglo de los átomos

en las sustancias químicas ha sido obtenida de estudiar cristales con rayos X. Los

primeros estudios de rayos X re\elaron estructuras de muchos elementos y compuestos

simples, y establecieron principios básicos importantes como la distinción entre cristales

moleculares y no moleculares Fueron mostrando que había grandes diferencias en las

fuerzas de enlace químico que mantienen juntos a los átomos en diferentes tipos de

sustancias, Con el progreso en el desarrollo de técnicas de análisis estructural a partir de

rayos X se ha hecho posible determinar1 estructuras de sustancias más y más complejas,

culminando con la determinación de estructura de proteínas, constituidas por1 miles de

átomos, Junto con este avance, se tiene también el aumento en la precisión para

determinar las distancias exactas y también las relaciones angulares entre los átomos en

las moléculas.

Los valoies que pueden resultar de utilidad para este trabajo., son los radios iónicos,

covalentes y de Van der Waaís, relacionados con el tipo de interacción que resulta haber

en los compuestos que se presentarán,, que se muestran en la Tabla 1.7.

Conviene mencionar los ciitetios para identificar a los puentes de hidrógeno

Denominando al átomo donador de hidrógeno como D y al aceptor como A, se

considerará que existe un puente de hidrógeno si la distancia H. A es menor a la

coi respondiente a la suma de radios covalentes más 2 Á, lo cual resulta más o menos
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equivalente a la suma de radios de Van der Waals En cuanto al ángulo D-H...A, el

intervalo que lo hace más efectivo va de 175° a 120°, aunque se considera que existe a

partii de ángulos mayores de 110° Si el ángulo es de 90°, la interacción es cero..

Tabla 17. Valores de radios en Á j9

Elemento
0
N

Pb (II)
Ca
Zn J
Cá
H

Radio iónico (N.C.)
(en OH')a 1.18(2); 1.2(3)

(en NJ")b 1.32 (4); (en N3+)c 0.044(3)
1.33(6); 1.37(7); 1.43(8)
1.14 (6); 1.20 (7); 1.26(8)

Radio Covalente
0.73
0.75

0.88(6); 1.04(8) | 1.20
1.09(6); 1.17(7); 1.24(8)

0.37

Radio de VdW
1.50
1.55
2.00

1.40
1.60
1.45

aConsiderando oxígeno monoaniónico que puede coordinarse a un centro metálico (N C =2) o a 2 (N C =3);
bpara el grupo amino; Lpara el nitrato

Resulta de suma utilidad reunir información de otros métodos de análisis acerca de

compuestos caracterizados por1 rayos X, comprendiendo así fenómenos observables con

las espectroscopias y viceversa, de tal manera que es posible caracterizar con mayor

precisión compuestos de los cuales no se cuenta con estiuctuia cristalina

1.7. IR mediano y lejano

La espectroscopia vibracional60 se basa en el efecto de la radiación -principalmente en el

inteivalo de la luz infrarroja-,, en la vibración de enlaces y ángulos presentes en las

moléculas. Poi su parte, las vibraciones dependen de la fuerza del enlace y de la masa de

los elementos involucrados, al igual que dos cuerpos unidos por un resorte, como un

oscilador armónico

En la mayoría de los casos, un mismo ligante o los mismos grupos funcionales

presentarán frecuencias de vibración muy similares en una amplia gama de complejos y
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moléculas diferentes Estas frecuencias características proveen una forma directa de

obtener1 información estructural a través de estudios vibracionales

Así, la caracterización primaria de los compuestos sintetizados se puede desarrollar1

recurriendo a la espectroscopia infrarroja en el intervalo del mediano (4000-400 cm"1),

comparando el espectro del producto con el de los reactivos o posibles subproductos En

la región del mediano se pueden observar las bandas características de los contraiones

utilizados, además de las bandas correspondientes a aminoácidos y péptidos, es decir, a

carbonilos y carboxilos y las correspondientes a las aminas y amidas Las más intensas se

presentan en la Tabla 1.8..

Cuando la coordinación del metal al aminoácido se hace a través del grupo amino

desprotonado, las bandas del NH3"1" desaparecen dando lugar a tres o cuatro bandas

características de una amina primaria NH2 (3400-3100 cm" )

Tabla 1.8. Señales características en el espectro de IR mediano de los grupos
presentes en este trabajo

Grupo Bandas
COCT Banda intensa en 1600-1580 cm~'
CO(;1mida) Entre 1695 y 1615 cm" se considera una de las bandas más anchas entre las

correspondientes a grupo carbonilo
" Ñ V Banda muy ancha entre 3400-2400 cm"'

A ambos lados de la banda intensa del COO~, el NH3" tiene dos bandas. La
izquierda (1640-1600 cm"" ) aparece como un hombro sobre la banda de!
caiboxilato mientras que la ubicada a la derecha (1550-1510 cm"1) es delgada
V bien definida. Ambas son de intensidad media a fuerte.

-NH2

N H (amida)

NO3"
CIO4"

cor"

Tres
Dos
Muy
Muy
Muy

0 cuatro bandas intensas en
bandas en el intervalo 3500'
intensa
intensa
intensa

1380-1320 cm"1

1100-1025 cm'1

1450- 1410 cm"1

el intervalo 3400- 3100 cm"1

-3100cm"'

Cuando el metal está coordinado a través de uno o ambos oxígenos del carboxilato su

banda sufre desplazamientos \ variaciones en su intensidad., que difieren en cada caso,

Para todos los experimentos se asume que el carboxilo está desprotonado y que al menos
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un oxígeno participa en la coordinación, pero no se puede predecir si es monodentado,

bidentado o incluso si está puenteando dos metales o si su interacción es eminentemente

iónica

Por otra parte, dada la dependencia de la frecuencia de vibración con las masas de los

elementos enlazados, se puede aprovechar el efecto del cambio isotópico para la

asignación de señales observando cuáles se desplazan y en qué magnitud. Esto será

observable tanto en el enlace que directamente esté formando este isótopo

intercambiable, como por ejemplo -NH2 que pasa a ser -ND2, como cuando el átomo al

que está enlazado se encuentra involucrado en otro enlace, como por ejemplo -NH2—M

que cambia a -ND2-M Este último efecto es observable en el espectro IR lejano, y se

utilizarán las siguientes ecuaciones para el estudio de dicho intercambio

1

1,8. RMNCP/MAS de nC, T} de 1Hi
 1!3Cd

181. !3C

Aunque los estudios de resonancia más comúnmente realizados son en estado líquido o

disolución, los sólidos pueden ser estudiados también haciendo una variación a la técnica

Ya que en los sólidos los átomos y moléculas están bloqueados en una cierta

configuración., el tiempo de relajación espín-red (T|) es muy largo,, y esto, combinado con

el gran número de posibles acoplamientos a sistemas anisotrópicos resulta en picos mu\

anchos. Sin embargo,, el término que origina este ensanchamiento tiene una dependencia
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angular, y haciendo girar la muestra muy rápidamente a un ángulo de 54,7° respecto al

campo magnético -y eje del portamuestras- (el denominado ángulo mágico), esta

contribución se elimina, resultando en un espectro con líneas estrechas

Se estudiará el desplazamiento químico de las señales de IjC en los espectros de estado

sólido, que responde al mismo comportamiento que el desplazamiento químico en

disolución, como fue explicado con anterioridad

Además, ya que el espectro de CP/MAS se adquiere aprovechando la transferencia de

polarización de los núcleos de 'H (Figura 1,18), se podrá desarrollar un experimento para

medir el Tj promedio de los 'H en la molécula del ligante con espectros de 13C, y que,

como se vio en la sección 1.5 1, en circunstancias de extremadamente baja movilidad

como es el estado sólido, tiene un comportamiento proporcional al tiempo de correlación.

Así, Ti dependerá de la movilidad de la molécula, y podemos relacionar los valores

obtenidos para las diferentes moléculas con su rigidez, a su vez afectada por la

quelatación en los ligantes al coordinarse al catión, y con la cristalinidad de la muestra

d1
- , • : « . •

p%0= pulse width 90°
(tiempo del pulso para rotar 90° la componente de
la magnetización)
DC= Decoupling during Acquisition
(desacoplamiento durante la adquisición del FID)

DC

dl= delay time
(tiempo de espera)
CP^ Cross polar ization
(transferencia de la polarización de los protones ai
carbono
FID= F'ree Induction Decay
(Decaimiento Libre de ia Inducción)

Figura 1,18, Esquema de pulsos y adquisición de espectros CP-MAS (estado sólido)
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1,8,2 !I1Cd

Para los espectros que se han de realizar con uCá seiá útil tenei en cuenta que su

desplazamiento químico teniendo como referencia al perclorato de cadmio puede dar1 un

indicio sobre el entorno de coordinación:7 7I

• existe una contribución positiva, es decir disminuye el apantallamiento, al haber

coordinación poi nitrógeno

• existe una contribución negativa, es decir se incrementa el apantallamiento,

cuando está unido a oxígeno,

• de haber formación de anillos quelato, el núcleo se desprotege, es decir, presenta

una contribución positiva al desplazamiento químico..

También el patrón de acoplamiento resulta elocuente pues el nitrógeno N presenta un

acoplamiento cuadrupolar, desdoblando de manera asimétrica la señal72

Habiendo introducido las características de los cationes en su química y bioquímica., y las

técnicas a emplearse en este trabajo, pasamos a la sección experimental para

posteriormente discutir los resultados para cada tipo de ligantes



-2-

Sección Experimental

2.1. Estudio en disolución

2,1.1, Determinaciones Potenciométricas

Todas las calibraciones del pH se realizaron con disoluciones acuosas de HC1 estandarizado

para medir directamente concentraciones de ion hidrógeno (pH = -log [H ]).. Se impuso

fuerza iónica a 0 1M con KNO3 Las titulaciones del ligante ya sea en ausencia o presencia

de iones metálicos en disolución acuosa fueron llevadas a cabo de acuerdo a lo descrito en

el anexo 1, Para las constantes de formación de complejos, se trabajó en condiciones 1:1

M:L, para investigar1 la formación de complejos mononucleares El intervalo de pH

considerado para obtener medidas precisas es de 2-11 en los casos de las disoluciones de

ligante libre y de ligante con calcio; para los otros cationes, el limite superior de pH se

estableció según la observación de precipitación de los hidróxidos El valor de pKu para el

sistema acuoso, definido como -log([H+][OH"]) se considera 13.78 dadas la fuerza iónica y

la temperatura de trabajo, como indican lameson y Wilson l

Se utiliza un equipo Metrohm 702 Titrino que incluye pHmetro digital acoplado a una PC,

con un electrodo combinado Metrohm de Ag/AgCÍ, Cada disolución problema se analizó

en una celda de vidrio de 75 mL termostatada a 25.00 (±0.05) °C por la circulación de agua

proveniente de un baño de temperatura constante
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A partir1 de los datos obtenidos se calcularon las constantes de protonación de acuerdo con

el procedimiento descrito en el anexo 2 a través del programa Hypeiquad 2000NT®.,

El error en las constantes que se geneían en el presente trabajo se estima como ± 0 04

unidades logarítmicas con base en el valor de am que mide la desviación entre la curva

experimental y la curva calculada a paitir de las constantes de equilibrio, Esta desviación es

menor de 0,01 unidad del pH en todas las determinaciones potenciométricas.

La precisión de las mediciones es como sigue: El electrodo posee una presición de 0,003

unidades de pH; el dosificadoi, de 0..0005ml; el volumen inicial, de 0 0.3mí.

La concentración de los analitos para las titulaciones debe ser conocida con exactitud y

mayor que lmM. Se trabajó en concentración 5mM para los aminoácidos y el dipéptido

Para los tripéptidos y el dodecapéptido se usaron concentraciones 2mM.

Para la determinación de constantes de formación se agrega el volumen necesario para

tener condiciones equimolares con el ligante de la disolución de un estándar equivalente a

Ig del metal en lOOml (preparado a partir de una ampolleta de Titiisol®-Meick- para

absorción atómica)

La concentración de las disoluciones patrón de los cationes en uso paia este trabajo quedan

como sisue:

Ca¿+ 0.2495M (+HC1 1M)A Pb¿+ 0.0483M Zn2'" 0.1529M 0.0890M

Las disoluciones para la determinación de constantes de equilibrio deben tener un valor de

pH extremo, 2 ó 12, lo que se logra mediante la adición de. un volumen conocido de HCÍ.,

HNO3 o NaOH normalizados respectivamente Se llevan a aforo con disolución de KNO3

0 1M,

A La ampolleta contiene HC1 para imponer un pH ácido y asi evitar la formación de carbonato de calcio
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Los valoies de ajuste estadístico obtenidos en la determinación de las constantes a paitii de

los datos de valoiación potenciométrica se presentan a continuación en la Tabla 2.1,

Tabla 2,1. Valores estadísticos del ajuste de las constantes acumulativas de formación
determinadas

Ligante
Catión
H+ (pKa)
Ca2+

Pb2+

Zn2+

Cd2+

Asp

x2

6 84
11 71

6.81

2 02
0,13

1.22

Glu

X2

14 22
15.34

a

1.00
2.73

Gl>Glu

x2

37.45
10,64
12 56
36 91
12.61

a
0.88
0 89
0 23
1,16
0.24

DGE
?

X~
10 33
2 81
14 49
13 56
19.57

a
0 62
1.89
0.18
0 65
1.07

DGEa
~>

X "
9 78
3 80
4.83
3 36
13.88

0.73
1 46
0,56
0.73
1.33

Dodeca

x2

43 62
105,1
938
10.44
13.20

0 62
1.72
0 16
031
0.40

Probablemente el elevado valor1 de y~ pata el ligante Dodeca libre y con calcio se deba a la

movilidad del ligante que hace que la cinética de los equilibrios ácido base se haga más

lenta, de cualquier manera se consiguen valoies de constantes que permiten que la curva de

titulación se adecué como se muestra a continuación en la Figura 2 1, donde los rombos

azules representan a los valores experimentales y la línea roja a la curva calculada con las

constantes dadas Las curvas negras representan a las especies que contienen calcio,

Figura 2,1, Puntos experimentales (O), curva teórica de valoración (-) y especies (-)
de Ca+Dodeca
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Se generaron diagramas de distribución de especies a partir1 de las constantes de equilibrio

medidas y se trazaron a través del programa MEDUSA -Make Equilibrium Diagrams

Using Sophisticated Aígorithms-

2..1.2 RMN ¡H, NOE, 2D NOESY, pH variable

La resonancia magnética nuclear en disolución fue realizada principalmente en equipos

Varían UNITY-plus a 299 950 MHz con un probé VT-Switchable de banda ancha Se

utilizaron pulsos de 45° (7 5(is) con un tiempo de adquisición de adquisición de 2 50.3 Se

procesaron los espectros usando apodización por ensanchamiento de banda de IHz. Los

experimentos típicos fueron hechos con la colección de 32 transientes. Como disolvente se

utilizó D2O y se fijó el pD con DC1 o NaOD Se midió el pH en el tubo con un electrodo

RMN Orion.

Para analizar al dodecapéptido, fue necesario elaborar1 los espectros en un espectrómetro

con mayor campo magnético Se utilizó entonces un equipo Varían de óOOMHz, cortesía

del grupo de trabajo del Profesor Thomas James en UCSF,

Se preparan las disoluciones de acuerdo a la solubilidad de los analitos y el análisis de

predominio de especies se hace considerando fuerza iónica -> 0

Las sales de los cationes que se utilizaron tanto para los estudios en disolución como para la

síntesis son comerciales, marca ALDRICH. Todos los ligantes son, también, de origen

comercial Los aminoácidos y el dipéptido Glyglu comprados a SÍGMA. Los oligopéptidos

fueron sintetizados por compañías especializadas en síntesis de péptidos: Todos se entregan

en estado catiónico teniendo como contraión al trifluoroacetato El tripéptido DGETFA y

el Dodecapéptido TFA se compraron a Commonwealth Biotechnologies, Inc El tripéptido

DGEa TFA a American Peptide Co Se utilizaron sin someteilos a purificación posterior
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2.2. Síntesis

2 2,1 De? ivados de aminoácidos

2.2 1 1 Síntesis de Ca(aspH)2

Se sintetizó de acuerdo con la técnica mencionada por Schmidtbaur. A 5mmol de ácido

aspáitico en 25 mi de agua se le añadieron 10 mi de agua mientras se agregaba CaCO? que

pasó de ser un sistema heterogéneo a ser una mezcla homogénea con un pH-7 Se extrajo

lentamente el disolvente poí vacío, quedando un polvo blanco Análisis calculado para

Ca(C4 H6O|N)2: C, 31 58; H. 3.98; N, 9 21. Experimental: C, 32.18, H, 4.2 N, 8 81%

2.2 1.2 Síntesis dePb(aspH)(NO¿)

3.31 g (10 mmol) de nitrato de plomo se disolvieron en 50 mi agua y se combinaron con

1,55 g (10 mmol) de aspartato monosódico hidratado también en 50 mi de agua.. Se ajustó

el pH a 4 0 con una disolución de NaOH 0.1 M y la solución se dejó cristalizar.

Se lecolectaron agujas incoloras al día siguiente Análisis calculado para Pb(C|

H6O+N)(NO3): C, 11.97; H, 1 49: N. 6 98. Experimental: C, 12 11,H, 1,55, N, 6..84%,

2.2 1.3 Síntesis dePb(asp)

1,33 g (10 mmol) de ácido aspártico se disolvió en 300 mi agua A esta solución se

agregaron 2.23 g de polvo de PbO (litaigirio) El vaso de la reacción se puso en un baño de

ultrasonido por 15 min. durante ios cuales el polvo amarillo se disolvió, dando lugar a un

precipitado blanco Análisis calculado para Pb(C4H5O4N): C, 14 20,, H, 147, N, 4.1(-

Experimental: C, 14.10: H. 1 42., N. 3 98%
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2 2.1 A.. Síntesis de Cd(aspH)(NO3)

A 5 mmol de Cd(NO3)2.4H2O disueltos en 25 mi de agua, se le agregan 5 mmol de

NaAspH previamente disueltos en 25 mi de agua Se ajusta el pH a un valor de 4.3 con

NaOH ÍM, La disolución se deja cristalizar obteniéndose después de algunas semanas unos

cristales prismáticos incoloros Análisis calculado para Cd(C4H6N?O7): C, 15.68, H, 1.96,

N, 9.15. Experimental: C, 15 63; H. 2.08; N. 8 89%.

2,2 1,5 Síntesis de Cd(asp)

Se disolvieron 5 mmol de AspH2 en 150 mi de agua tibia se le agregaron poco a poco 2 5

mmol de CAO finamente molido., permitiendo que el óxido sólido se disolviera después de

cada adición. La disolución se evaporó al vacío dando por resultado un material vidrioso

que resultó según el análisis elemental ser Cd(Asp).l 5H2O Análisis calculado para

CdC4H6O5 5N: C, 17,76, H, 2 96, N, 5 18 Experimental: C, 17.32; H, 2.81; N, 5 02%

2.2.1,6, Síntesis de Zn(aspH)(NO3)

A 5 mmol de Zn(NC>3)2 6H2O disueltos en 25 mi de agua, se le agregan 5 mmol de NaAsp//

previamente disueltos en 25 mi de agua Se ajusta el pH a un valor de 6.4 con NaOH 1M.

Con el tiempo precipita un polvo blanco, se filtra y lava con metanol filo Análisis

calculado para Zn(C4H6N2O7) H2O MeOH: C, 19 40., H. 3 91, N, 9 05 Experimental: C

19 60; H, 3.20; N. 8 42%. Esta composición refleja la adsorción del metano! de lavado.

2.2.1,7 Síntesis de Ca(gluH)j

Medíante una síntesis análoga a la correspondiente al derivado de aspáríico, a lOmmol de

ácido glutámico en íOOml de agua se le agrega lentamente 5mmol de CaCO} en polvo

dando lugar a una mezcla homogénea de pH=7. Se extrae el disolvente con vacío y se acaba
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por obtener un polvo blanco Análisis calculado para CaCCsHsO-jN): C, 36,14; H, 4.85; N,

8,43 Experimental: C, 35 96, H, 5 49, N, 8 32%

2.2.1 8 Síntesis de Pb(glu)

10 mmol de ácido glutámico se disolvieron en 300 mi agua. A esta disolución se agregaron

2 23 g de polvo de PbO (litargirio) La reacción se puso en un baño de ultrasonido por 15

min durante los cuales el polvo amarillo se disolvió, dando lugar a un precipitado blanco

Análisis calculado para [Pb(C5H¡AN)] V5Pb0: C, 15.09, H, 2.03, N, 3 52. Experimental:

C. 15 17; H, 1.67, N, 3.44%

2.2 1 9 Síntesis de Cd(glu)

A 5 mmol de CáCOj, disueítos en 25 mi de agua por efecto de ácido perclóiico, se le

agregan 5 mmol de NaGlu//previamente disueltos en 25 mi de agua. Se ajusta el pH a un

valoi de 6 con NaOH 1M. Precipita un polvo blanco. Análisis calculado para

Cd(C5H8NOi)'2H2O: C, 20,39, H. 4.11, N.. 4.76. Experimental: C, 22.45; H, 4.00; N.,

4 46% Aparentemente prevalece una cantidad de carbonato.

2 2.1 10 Síntesis de Zn(ght) 2H?O

A 5 mmol de Zn(CIC>4)2.6H2O disueltos en 25 mi de agua, se le agregan 5 mmol de

NaGlu// previamente disueítos en 25 mi de agua. Se ajusta eí pH a un \aloi de 4.6 con

NaOH 1M Con el tiempo cristaliza a manera de agujas hiperfinas no apropiadas para

difracción Análisis calculado para Zn(C5H8NO4) 2H2O: C, 24 26.. H, 4 89. N: 5.66

Experimental: C, 24 58: H, 4 67; N.. 5 69%.
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2 2.2. Derivados de Glyghi

2 2.2,1.. Síntesis de Ca(GEU)Ci2H2O

Se disolvieron 5mmol de cloiuro del calcio en lOml de agua y se agregaron 5mmoi de

ácido glicilglutámico El pH se ajustó a 5 con NaOH 1M El metanol se agiegó en una

proporción 5:1 para fbizar la precipitación del producto Se filtra un polvo higroscópico

blanco Anal Experimental: C, 2748, H, 4.76. N, 8,62% Cale para Ca(C7Hn05N2)Cl

2H2O:C,26 71,H,4.8,N, 8 9%

2.2 2 2 Síntesis de Pb(GER)(ClO4)

Se disolvieron 5 mmol de perclorato de plomo en 50 mi agua > también se combinó con 5

mmol de ácido glicilglutámico en 50 mi de agua.. El pH se ajustó a 4,3 con NaOH 0.1 M y

la disolución se dejó cristalizar Las agujas incoloras fueron recolectadas después de una

semana Anal Experimental: C, 16 04. H, 2,3, N. 5,33% Cale para

Pb(C7HiiO5N2)CIO4 !/2H2O: C, 16 21, H, 2 3.3, N, 5 4%

2,2 2,3.. Síntesis de Pb(GE)

Se disolvieron 5 mmol de ácido glicilglutámico en 300 mi agua. A esta disolución se le

agregó gradualmente 1 115 g de PbO (litargirio). El vaso de la reacción se puso en un baño

de ultrasonido por 15 min durante los cuales el polvo amarillo se disolvió dando lugar a una

precipitado blanco Anal Experimental: C. 17.99, H, 2 10. N, 5 79 Cale paia

[PbtC7Hi0N2O5)] i/iPbO: C. 18 01. H. 2 17.. N. 6 02%

2.2 2 4 Síntesis de Cd(GE)

Se disolvieron 5 mmol de nitrato del cadmio en 50 mi de agua combinándose con 5 mmol

de ácido glicilglutámico también disueltos en 50 mi de agua Se ajusta el pH a un \alor de 7

con NaOH 0 1 M con lo que se forma un precipitado. El filtrado se somete a 100°C.poi una
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noche, ^wcr/ Experimental: C, 26,61, H, 3.33, N, 8 68% Cale, para Cd(C7Hi0O5N2): C,

2673, H, 3 2, N, 8 91%.

2.2.2 5. Síntesis de Cd(GEñ)2 3H2O

Se disuelven 5 mmol de ácido glcilglutámico en 300 agua del mi A esta disolución, se le

agregan gradualmente 1 665 mmol de CdO puherizado, que se disuelve al someter1

periódicamente el sistema de leacción en un baño de ultrasonido por 15 minutos hasta que

resulte imposible disolver el óxido color cafe en la disolución, sino que solamente se torna

blanco. El sólido se filtra y la disolución se deja cristalizar durante dos días bajo vacío, tras

los cuales se obtienen cristales incoloros irregulares Anal Experimental: C, 28 7, H, 5.04,

N, 9.71%. Cale, para Cd(C7H]i05N2)2 3H2O: C 29.35, H 4 9.3, N 9.78%

2 2 2 6 Síntesis de Zn(GE)

Se disuelven 5 mmol de nitrato de zinc en 50 mi de agua y se combinan con 5 mmol de

ácido gilcilglutámico también en 50 mi de agua. Se ajusta el pH a un valor de 7 con NaOH

0 1 M, formándose un precipitado Anal. Experimental: C, 29.56, H, 4 1, N, 9.88%, Cale,

pata Zn(C7Hio05N2): C 29,44, R 4 24, N, 9 81%

2,3. Estudio en estado sólido

2 3 1 Análisis Elemental

Los análisis elementales fueron llevados a cabo por Desert Analytics, Tucson, AZ y en la

US AI, Facultad de Química

2.3 2 IR mediano y lejano

Se hicieron espectros de IR en la región de 4000-400 cm"1 usando pastillas de KBr en.un • ¡-

espectro fot ó metí o Nicolet 540; Los espectros de IR lejanos se registraron en un Nicolet 740
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FTIR en la región de 700-70 cm'1 usando pastillas de polietileno Los protones del guipo

amino se intercambiaron por deuterio aislando los compuestos de disoluciones en D2O,

2,3,3 RMNnC, T¡ de !Ht
 ¡!lCd

Los espectios de Resonancia Magnética Nuclear poi polarización cruzada en ángulo

mágico (CP/MAS) se desarrollaron en un espectrómetro Varían Unity-plus 300 MHz que

opera a 75 429 MHz para I3C y 6.3,óO2MHz para mCd, y se usaron pulsos de 30° Se

utilizó un iotor de 7 mm diámetro de nitmro de silicio con tapa kel-F Para los espectros de

l jC, la velocidad de giio del rotor se mantuvo entre 3 5 y 4 5 kHz para todos los

experimentos, con un tiempo de espera de 7 s. y se acumularon entie 128 y 516 transientes

Se utilizó Adamantano como referencia externa, Para los espectros de mCd, la velocidad

de giro de rotor se mantuvo entre 3 5 y 5 kHz en todos los experimentos, con un tiempo de

espera entre 5-1 Os y se acumularon entre 500 y 10000 transientes. Se utilizó í-2..5ms como

tiempo de contacto para la polarización cruzada, con 0 05s de tiempo de adquisición Se

usó CdCO.3 como referencia externa y los valores transformados a la referencia de

CdfCJOO? Se registraron los espectros usando supresión total de banda lateral cuando las

bandas laterales no pudieron ser removidas por el giro. Se procesaron los espectros con una

apodización (Une broadening) de 20 a 40 Hz

2,3 4. Difracción de Rayos Xde monocnstal

Los datos de difracción de ra>os X en monocristal fueron obtenidos a 298 K, en un

difractómetio Bruker P4 usando procedimientos comunes Las estructuras se resolvieron \

retinaron usando los procedimientos estándar.5 sin restricciones.

Los átomos de H se ubicaron en mapas diferenciales y fueron refinados usando el modelo

de montaje con parámetros térmicos isotiópicos fijos
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Tabla 2.2: Datos cristalográficos para los derivados de aspártico

Fórmula Empírica
Peso molecular
Sistema cristalino
Color, hábito
Tamaño del cristal (mm)
Grupo Espacial
Dimensiones de la celda
unitaria
a(A°)
b ( A ° )
c ( A ° )
Z
Coeficiente de absorción
Radiación
Intervalo de 29 (°)
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes'
Factores de Transmisión
(min, max)
índices finales de R (/> 2

índices finales de R [todos
los datos] (%)a

Certeza del ajuste, 5a

Relación datos/parámetros

C4 Hó N2 O7 Pb
401 30
Oitonómbico
Incoloro, agujas regulares
0,74 x 0,16 x 0.06 mm3

P 7 T 2, ?.

4.5894(5)
11.6164(9)
15 476(2)
4
20.467 mm"1

Mo-Á«(A = 0.71073 Á)
3 - 55 °
1472

0,0113. 0.0373

R] = 3 83 %, w/?2 = 9 77 %

1.175
1335/128

306,51
Ortorrómbico
Incoloro, prismas regulares
0,28x0.22x0 14 mm3

/ ) 2 , 2 1 2 ,

7,1577(3)
7.2892(5)
14.9510(10)
4
2,819 mm"1

Mo-Ka(A = 0,71073 Á)
5 44 - 59 98 °
2675
2276 (R-mt = 215%)
0,257,0.281

1042
2276/128

í y 5" se definen como sigue:

R,.. = . i?, =ZK Mi?, -
m - n

Tabla 2,3. Datos Cristalográficos de los derivados de GhGlu
Fórmula Empírica
Peso molecular
Sistema cristalino
Color, hábito
Tamaño del cristal (mm)
Grupo Espacial
Dimensiones de la celda unitaria
a (A°)
b (A°)
c (A°)

fin
z

518.83
Monoclínico
Agujas incoloras
0.42x0 06x0.04
C2

18 865(2)
4,9210(10)
14 197(2)
103 720(10)
4

572.80
Trigonal
Bloques incoloros
0,70x0 70x0 52
P3221

13.1931(7)

11 3498(8)
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Coeficiente de absorción (mm"1)
Radiación

Intervalo de 20 (°)
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes3

Factores de Transmisión (min, max)
índices finales de R (/> 2 a(I)) (%)a

índices finales de R [todos los datos]

Certeza del ajuste, 5a

Relación datos/parámetros

13 438
Mo-Ka W = 0.71073
Á)
4.44-60,00
2660
2460 (R-mt = 3 46%)
0.100,0.153
R, = 3 65, H ^ . 7 - 8 , 0 6

R] =4.86S >i/?2 = 8 59

1.030
2460/187

1 027
Mo-Ka(Á = 0
Á)
3 56-60.00
4957
3261(tfint = 2.
0 5O9? 0.608
R¡ = 2 70, wR.
R\~ 2,78, wR:

1.042
3261/161

.71073

.74%)

? = 7.43
Í = 7 49

(a) R,m! Ri wR2 y 51 se definen como sigue:

R..., —
F. m — n

2.3..5., Difracción de Rayos X de polvos

La difiacción de rayos X de polvos se realizó en un SIEMENS D5000 que utiliza iadiación

de Cu de A,=l 5406nm y detector de centelleo
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Interacción con Aminoácidos

-Aspártico y Glutámico-

Ciertamente es muy remota la relación que pueda encontrarse entie el tipo de

coordinación que presenten los aminoácidos con los cationes metáíicos, y el tipo de

coordinación en oligo y />o/¿péptidos Sin embargo resultan ser ligantes ilustrativos para

evaluar la preferencia de un catión por los átomos donadores a su disposición, ya que los

aminoácidos cuentan con la versatilidad de ser donadores por oxígeno de carboxilo y por

nitrógeno de amina

El pH de reacción es un factor muy importante, debido a que marca la disponibilidad de

los átomos donadores y del catión en disolución, de ahí que se realicen estudios de

equilibrios en disolución.

El efecto quelato parece no ser un fáctoi de estabilización muy relevante en todos los

casos, especialmente en los valores de pH en los que el grupo amino se encuentra aún

protonado y los sitios de coordinación disponibles son únicamente los carboxilos. En el

caso de aspártico y glutámico, además de los carboxilos a están los pertenecientes a la

cadena lateral, con los que se daría lugar a anillos de 7 y 8 miembros respectivamente En

estado sólido, los cationes en estudio muestran una marcada tendencia a formar

polímeros bi y tridimensionales,, donde se llegan a observar grupos carboxilato con

interacciones de tipo bidentado, que dan lugar a anillos de 4 miembros
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A continuación se presentan tanto información antecedente como estudios propios de

complejos de aminoácidos con los cationes Ca2+, Pb2", Cd2+" y Zn2+, relevantes para este

trabajo..

3.1. Estudios potenciométricos.

En principio se trabajó con los aminoácidos determinando las constantes de acidez y

formación de complejos para estandaiizar el método por comparación con la información

disponible en la literatura. Sin embargo, un gran número de los valores de constantes de

formación de íos complejos de la literatuia fueron obtenidos a partir de métodos

poíarográficos a un valoi de pH impuesto, en condiciones de trabajo diseñadas para la

formación de complejos con diferente proporción metai:ligante, pero en los modelos no

se incluyó la posibilidad de diferentes grados de protonación en los ligantes y los

complejos, Así mismo, algunos valores se obtuvieron en condiciones de fuerza iónica y

/ / "i n

temperatura diferentes a las empleadas en el trabajo presente Dadas estas

circunstancias se presentan valores de formación de compuestos de coordinación

obtenidas en este trabajo que serán utilizadas con fines de comparación, tanto por1 haberse

obtenido valores que difieren, como para complementar la información, > se toman los

valores de la literatura para zinc con aspártico,

Los valores de primero segundo y tercer pKa de los ligantes según lo que se encuentra en

la literatura en las condiciones en que se trabaja son, para aspártico: 1 95(5), 3,71(6),

9 66(6)] y para glutámico: 2 16(4)., 4 15(8)., 9.58(9) Los equilibrios correspondientes se

esquematizan a continuación:
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H
Ka,
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coo-

Para la determinación de constantes de formación de los complejos metálicos, se hicieion

estudios en condiciones estequiométiicas prácticamente 1:1, En la fase de cálculo de las

constantes, aún incluyendo en los modelos la posibilidad de formación de complejos 1:2,

se consiguió un ajuste satisfactorio de los datos de la titulación (con valores de %~

menores a 12,6, es decir con un vaior de confianza de 95%, y que se presentan en la

sección experimental) con aquellos modelos que únicamente incluían los complejos 1:1,

es decir, [MHXL]X (x=0-l). El programa eliminó las constantes correspondientes a

estequiomettía 1:2

La presencia del ligante no afecta apreciablemente al valor del pH de precipitación del

hidróxido del metal (vei Figura 3 2 y Figura 3.3) Sólo se analizaron datos

potenciométricos hasta una unidad de pH anterior a ia aparición evidente de turbidez en

el sistema
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Tabla 3.1. Constantes de equilibrio calculadas de datos experimentales,,

L

A
sp

ár
tic

o
G

lu
tá

m
ic

o

Catión

Ca2+

Pb 2 +

Zn2H9)

Cd2+

Ca2+

Pb 2 +

Zn2^

Cd2+

Iogpioi

2 67(2)

6,395(3)

5,82

5.07(2)

1.93(1)

5,27(3)

6.33(4)

5 14(3)

logpm

11 73(3)

12.029(5)

11.25

11,99(2)

1115(7)

11.96(6)

11..65(5)

11 95(4)

Como se planteó en los antecedentes (1,4.2), de los valores de constantes de acidez y

complejación es posible obtenei algunos valores para constantes de equilibrios diversos,

como por ejemplo , calculada como logpm-pKa(iigante) y que para aspártico -

(CH2)i- y glutámico -(CH2)2- representa el equilibrio:

C
H K.

.MLH

LH

coo-
O

Poi lo tanto, puede relacionarse con la afinidad de estos cationes hacia los donadores de

oxígeno aislada de la interacción con el grupo amino.

También es posibie estimar el valor del pKa del grupo amino en el ligante al coordinarse

a cada uno de los cationes Este valor proporciona información de la afinidad de los

cationes por1 el guipo amino, ya que al aumentar1 ésta, implica aumento en la acidez del

giupo amonio. Este pKa (equivalente a \ogK'l¡¡H
H ), como se explicó en la sección 1 4 2,
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se obtiene mediante la diferencia log pm-log pioi y corresponde a la reacción que se

esquematiza a continuación en la que se sugiere una interacción giupo amino-catión

metálico

O

•o

K
.MLH

MLH (ChL)

H

La constante que se ha definido en los antecedentes como log K(N) resulta útil para

discriminar la afinidad de los cationes por el nitrógeno, al estar dada por la diferencia

En la Tabla 3 2 se muestran estos valores para ambos aminoácidos con cada uno de los

cationes de estudio.. Puede verse entonces que Ca +
7 Pb T y Cd + exhiben una afinidad

muy similar hacia O mientras que Zn~+ presenta valores menores.

Tabla 3.2. Constantes calculadas: pKa del grupo amino en el complejo, constante de
formación con el grupo amino protonado y contribución de la interacción con N a la
estabilidad de los complejos.

L

o

A
sp

ár
ti

c

o

G
lu

tá
m

ic

Catión

Ca2^

Pb2+

-r 2+

Zn
Cd2+

Ca2+

Pb 2 +

Zn2+

Cd2+

P"-«(amino complejo)

9.06(5)

5 63(8)

5.43

6.92(4)

9 22(8)

6 69(9)

5.32(9)

6 81(7)

logA;;-

2 03

2 32

1 55

2,29

1 35

2-16

1.85

2 15

logK(N)

07

4 1

4,27

2 81

0.61

3 14

4 48

2.99
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En el caso del derivado de glutámico con calcio, la contribución debida a la interacción

de los oxígenos de carboxilato es menor que para los demás cationes lo cual puede

deberse a que la interacción sea con un solo giupo caiboxilo para la formación de un

quelato, y dos en el caso del derivado de aspártico, como reflejan las estructuras

cristalinas presentes en la literatura (Figura 3.5 y Figura 3.6), probablemente relacionado

a la separación entre átomos donadores en cada ligante..

Por otro lado se observa que, para Cd2r y Zn2+ las especies con mayor abundancia son

aquellos derivados de la forma totalmente desprotonada del ligante, lo cual se refleja en

los diagramas de distribución de especies (Figura 3.2 y Figura 3 3) Incluso, la acidez del

grupo amonio terminal aumenta apieciablemente con la formación de los complejos de

Zn + y Cd2+, es decir, la presencia de especies en que el ligante se encuentra desprotonado

se da a valores de pH menores en presencia del catión al fórmase el complejo de

coordinación (ver Tabla 3 2 y diagramas de distribución de especies, Figura 3.2 y Figura

3.3) Esto está de acuerdo con el hecho de que en condiciones de síntesis similares se

aislan los derivados del ligante totalmente desprotonado con estos dos cationes mientras

que para el Pb2+ el producto aislable e incluso cristalizable, es el derivado

monopr otoñado.

En la Figura 3 1 se encuentran graneados los valores que caracterizan

independientemente las afinidades de los cationes por los donadores de oxígeno

(log KlffH denominada log K(O)) y de nitrógeno (log K(N)) Aquí puede verse una

afinidad del Pb2+ por el N de aspártico que resulta sorprendentemente alta.

Lamentablemente en disolución acuosa no es posible obtener al complejo desprotonado a

partíi de cualquier sal subiendo el pH, sino que se debe recurrir a una reacción
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heterogénea con óxido de plomo, como se describe en la sección expetimental (2.2.1 3),

paia evitar la precipitación del hidióxido

5

45

4 -

35

3

25 í

2

1 5 '

1 -

05

0

; log K(O)-asp-
MogJ<(O)-glu-
Ijog K(N)-asp-
I loa K(N)-glu-

Ca

2
1 32
07

0 61

Figura 3.1. Contribución de la interacción con el átomo donador involucrado con los
átomos donadores a la estabilidad de los compuestos de coordinación

La contribución más alta a la estabilidad de los complejos debida a la interacción con N

(log K(N)) la presenta el Zn2+ (Figura 3 1) Esto se relaciona dilectamente a la afinidad

que el Zn2+ muestra hacia N Pb2^ y Cd2+ muestran una contribución del mismo orden de

magnitud en el caso del glutámico, que a su vez corresponde a la del cadmio con

aspártico Por su parte la afinidad del calcio por el nitrógeno es muy escasa, y menoi que

la que presenta por oxígeno.

s
p

e
c
ie

s

T3

:¡ó
n

u
(0

: 0

os-

09

07-

o a -

05-

Q ¡ .

0 3 -

í i -

0 1 -

0 C -

•0!-

Caz

\ AspH.

I V
A A/\ A/VAÍC

2 i

CaAspH

-«.

V ¿

s i

PH

ASB

\ /

yA CaAsp

p • ;
13 -.2

ÚJ
U
ID
Q .

0)
0)

X!
c
o

a
c
c
i

—

! • -

08 -

D6-

0 4 -

- 0 -

s- - - - Py
\

y vA A/\ A

— i — t ' "i' •

0 2 "

-Phli

6

DH

\

\

y
!
5

y
A\'\V

•¡D 1 2

72



(.. anííüiü 3 ieuicuon con \minoauaos

<u
0
IB
Q .
ID
V
0)
• o

•O
y

fr
ac

i • -

0 8 -

• 8-i

D J .

0 2 -

0 0 -

vspwV A
\ /1/\/V
A
A/ \/ \

2

\ I AspfA
\ / \\ / \\ /\/
1A ZnfAsn

/ \ /
/ \ /

! ¡
* a

PH

ZnfOHJj

í-\ /ASC!

/ AsVí-/
/ \ /
/' \ // \\ ¡ \

\J I
!\ Aí\ / \
¡ \ / \

i\y \

a io 12

tn
a j

01
a.(A
ai
03

• a

c
• o

ira
cc

1 D -

0 3 -

0 6 -

0 4 -

0 2 -

oa-

a

Cd : '

\ A
\ / ^\ /\ /\vA
A/ \/ \

2

f ASPHA

\ /\ /\ /\Y
A/ \' \\cd(ftspH)/

i e

pH

CdtOH),

; i\ Cd[Aa^i} I Asp
\ A - /
\ /\ V\ /\ / \ / \ /V V V
A I I/ v\ /\

/ \! \ VspH-

a u 12
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Figura 3,3, Diagramas de distribución de especies entre los cationes y Glutámico

La observación del compoitamienío de estos compuestos de coordinación lleva a plantear

una hipótesis respecto al tipo dé coordinación que será posible encontrar con los ligantes

más grandes qué también contarán con O y N como átomos donadores: Será más sencillo

7.3
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aislar compuestos con giupo amino desprotonado denvados de Cfr y de Zn" que de

Pb-+ y Ca + . La contribución de la interacción con los caiboxilos a la estabilidad de los

complejos seiá más evidente con estos dos últimos cationes

3.2. Resonancia Magnética Nuclear. Espectros de H apH variable

Por la observación de espectros de resonancia de protón en disolución, RMN 'H de los

aminoácidos con los cationes en estudio, y según los ejemplos encontrados en la

literatura10 parece ser posible detectar la forma de coordinación en la formación del

compuesto a partii de la multiplicidad de la señal del H enlazado al Ca. Como se muestra

en la Figura 3.4, dicho Ha presenta un triplete -sistema de espín AB2-!1 cuando el Cp

tiene mayor libertad de rotación., pues a pH bajo, sólo un carboxiio se encuentra

desprotonado y la coordinación monodentada permite la rotación del ligante. Con el

incremento del pH, se presenta un patrón doble de dobles al ser posible una quelatación

por ambos caiboxilos, volviendo a la molécula más rígida diferenciándose los Hs del Cp,

al presentarse un sistema de espin ABC. Posteriormente, conforme sigue aumentando el

pH, al hacerse posible la coordinación del grupo amino, se prefiere la formación de un

anillo de 5 miembros respecto a uno de 7, por lo que se libera el carboxiio y y se hace

posible la rotación nuevamente de la cadena lateral del aminoácido \ los protones p se

vuelven indistintos -AB?-
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a)

a a 3 a

b)

3 Q "3

1

1

i'

J
3.a

J

/

1

L

c)

Cd + Asp, pH=3 1
sistema de espín AB2

Cd + Asp, pH=4 2
sistema de espín ABC

Asp,pH-6.6
sistema de espín AB2i , .. , .

Figura 3.4. Efecto del pH en la formación de los complejos observado vía RMN H,
Se muestra: el espectro del Ha en el sistema con cadmio, el correspondiente al ligante libre en un valor de
pH similar -enmarcado- y una propuesta de coordinación con el catión cadmio, responsable del patrón de
acoplamiento

Como se verá más adelante, en la sección 3,3,2, el compuesto que se aisla alrededor de

pH~4, no presenta ningún anillo quelaío de 7 miembros como el sugerido por la

resonancia, formado por. 2 carboxilatos, sino que tiende a la formación de un polímero

tridimensional,

3.3. Cristalografía

Se pueden encontrar en la literatura las estructuras cristalinas de varios de los derivados

de interés para este trabajo*. Se incluyen complejos de iones que no son el objeto

principal del trabajo pero ilustran la versatilidad de modos de coordinación de los ligantes

en estudio.. Podemos además relacionar el tamaño de los iones complejados con la

* Las estructuras que no se presentan como elipsoides térmicos, fueron tomadas del Cambridge
Crystallographic Data Centre, dado que el artículo no incluía imágenes ciaras o útiles
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facilidad de la formación de los anillos quelato con el grupo amino, ya que en el caso del

complejo de estroncio con glutamaío, a pesa: de obtenerse el complejo en un valor de pH

muy elevado -11.5- fde tal manera que el guipo amino se encuentra despiotonado), no se

fóima el quelato de 5 miembros., sino que únicamente se forman los quelatos de 4

miembros correspondientes a la coordinación bidentada de los carboxilos.

Ca(Asp) 2H2O

Ca-N:2,56Á
Ca-Ol(quelato-5):2.43Á
Ca-O3(quelato-6):2 396Á
Ca-O4'(puente):2 337Á
Ca-O3'(quelato-4):2 5ÓÁ
Ca-O4'(quelato-4):2.6Á
Ca-O5(agua):2.56Á
Ca-O6(agua):2 54Á

/

Ca(Asp)-4H2O
12

Ca-N: 2 53Á
Ca-Ol(quelato-5):2
Ca-O4"(monodentado): 2 314Á
Ca-O5(agua): 2 393Á
Ca-O6(agua): 2 435A
Ca-O7(agua):2.398Á
Ca-O8(agua):2 461Á

Zn(Asp)3H2O
13

Zn-N: 2 08Á
Zn-Ol(quelato-5):2 2Á
Zn-O3(quelato-6):2.18Á
Zn-O4(monodentado): 2 06Á
Zn-O5(agua): 2 106Á
Zn-OÓ(agua): 2 173Á
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Zn-O2(monodentado): 1 96Á
Zn-O3*(monodentado): 2..013Á
Zn-O4**(monodentado): 1,97Á

Zn(AspH)Ci

Mg-N: 2..2Á
Mg-02(quelatoo):2.07Á
Mg-O3(quelaío-6):2 08Á
Mg-O4*(puente): 1 99Á
Mg-O5(agua):2..074Á
Mg-O6(agua):2,090Á

Mg(Asp)2H2O
Figura 3.5. Estructuras de complejos de M + con aspáríico presentes en la literatura
Distancias del entorno de coordinación,,

En general se puede obseivar que en tanto que en los compuestos de los metales

alcalinoténeos las distancias M-N son mayores que las correspondientes M-O, en el caso

de los derivados de Zn y de Cd, ias distancias son casi equivalentes o incluso menores

para M-N que para M-O, lo cual se puede atribuir a la escasa posibilidad de los metales

alcalinoténeos para presentar una interacción de tipo orbital con un grupo no cargado

como el amino, favoreciéndose la interacción de tipo electrostático con los grupos

carboxilato, mientras que por el-otio lado los cationes Zn" y Cd~ presentan una mayo.i

posibilidad de interacción de tipo orbital con átomos donadores menos duros
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Ca-N: 2..556Á
Ca-Ol(quelato-5):2.437Á
Ca-O3(quelato-4): 2 6Á
Ca-O4(quelato-4):2.45Á
Ca-Oi'tquelato-4,puente): 2 581Á
Ca-O2'(quelato-4):2.44Á
Ca-O5(agua):2,385Á

Sr(GIu) 6H2O

Sr-Ol(quelato-4):2.72Á
Sr-O2(quelato-4):2 685Á
Si-Oi'(puente):2.642Á
Si-O2'(puente):2.651Á
Sr-O3'(quelaío-4):2 68Á
Si-04'(quelato-4): 2 66Á
Sr-05(agua): 2.66A
Si-O6(agua):2.7Á
Si-07(agua): 2.64Á

Zn(Glu)H20

Zn-N:2 10Á
2n-Ol(quelato-5):2.11Á
Zn-O3'(queIato-4):2 18Á
2n-O4'("quelato"-4): 2 58Á
Zn-O2'(puente): 2 03Á
Zn-05(agua): 2..07Á

Cd(Glu) 2H2O 18

Cd-N: 2 29Á
Cd-Ol(quelato-5):2,28Á
Cd-03'(quelato-4): 2 30Á
Cd-O4'(quelato-4):245Á
Cd-O2'(puente):2.25Á
Cd-O5(agua):2 25Á

Mg (Glu) 4H2O

Mg-N:2 211Á
Mg-Ol(quelato-5):2.09Á
Mg-O5(agua):2.13Á
Mg-OÓ(agua): 2 05Á
Mg-O7(agua):2.05Á
Mg-08(agua): 2 03Á

Figura .3.6. Estructuras de complejos de M'T con glutámico presentes en la
literatura, Distancias del entorno de coordinación.
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Los derivados de plomo y cadmio con aspártico no se habían aislado para su

caracterización por1 cristalografía, pero en este trabajo se logró obtenerlos, y se

describirán a continuación

3 3.1 Pb(AspH)NO3

La estructura cristalina de este compuesto se encuentra constituida por1 una red

tridimensional debido a la capacidad del ligante aspartato de coordinar dos átomos de

plomo a través de cada carboxilato. además de que un mismo átomo de oxígeno del

carboxilato puede fungir como puente entre dos cationes.

Los enlaces comentados resultan en la formación de anillos de 18 miembros que

contienen a 3 iones y tres moléculas deí ligante Los iones plomo quedan entonces a

distancias de 4 589 y 4 706Á (ver Figura 3 7)..

Figura 3,7, Anillos de 18 miembros que contienen 3 iones Pb

La geometría de coordinación alrededor de cada ion Pb~+ puede describirse como un

prisma triangular(Figura 3.8), donde una arista se encuentra ocupada por dos átomos de

oxígeno del grupo p-carboxilo (C 1(01)02) que, comportándose como anisobidentado, se

encuentra formando un anillo quelato de cuatro miembros, generando un ángulo Ol-Pb-

02=49.8?., y las distancias de enlace Cl-01= 1 264(19) y C 1-02=1.24(2)Á, así como Pb-
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01=2.706(12) y Pb-02-2 500(11)Á (Tabla 3,3), El hecho de que cada oxígeno se

encuentre formando un enlace distinto probablemente se debe a que uno de ellos, OÍ,

también actúa como puente (Figura 3 9).

Figura 3,8, Entorno de coordinación del ion Pb2+ en Pb(Aspi/)NO3

El átomo de plomo se ubica 0.13Á por encima de una cara del prima que se encuentra

definida por cuaüo átomos de oxigeno, todos ellos aportados por diferentes moléculas,

Dos provienen de a-caiboxilatos de dos aspartatos relacionados por simetría con

distancias Pb-O3=2.493(l2) y Pb-O4=2 53ó(12)Á, cuya diferencia es mínima. La tercera

posición de la base de la pirámide la ocupa el oxígeno 01 del carboxilo |3 de un ligante

relacionado por simetría al fbrmai el puente ya mencionado y que se muestra en la Figura
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Figura 3 9, Papel de OÍ en la formación de la red tridimensional de Pb(AspH)NC>3.

Completando la base, se enlaza de forma monodentada un oxígeno del anión nitrato con

una distancia Pb-O5~2.730(17)Á., muy similar a la que se encuentra en el nitrato de

plomo (2 81Á19). Esto concuerda con la observación en el infrarrojo mediano de un

comportamiento iónico del nitrato, También el carboxilato a es disimétrico con

distancias C4-O3=l,20(2) y C4-O4-1 257(19)Á.

Esta geometría deja un amplio espacio debajo de la base de la pirámide disponible paia

sei ocupado por el par esteieoactho. Debería decirse, en realidad, que esta geometría es

causada por la presencia del par estereoactivo del Pb(II), en un comportamiento que sería

denominado como hemidiieccionado según la clasificación de Shimoni-Livni y

Glusker ° Como se comentó en los antecedentes (1 3 3), esto es frecuente, para números

de coordinación 6, donde los átomos del entorno se encuentran inteíactuando

piincipaímente poi enlaces iónicos Las distancias de Pb-0 en este compuesto, de 2 493 a

2.743Á, concuerdan con la suma de radios iónicos presentados en la sección 1.6 de los

antecedentes (de 2 5 a 2..63Á)
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Tabla 3.3. Longitudes
Longitudes de enlace
Pb(l)-O(3)
Pb(l)-O(4)#2
Pb(l)-O(5)
C(l)-O(2)
C(l)-C(2)
C(3)-N(l)
C(4)-O(3)
O(l)-Pb(l)#4
O(2)-Pb(l)#4
N(2)-O(6)
N(2)-O(5)
Ángulos de enlace
O(3)-Pb(l)-O(2)#l
O(2)#l-Pb(l)-O(4)#2
O(2)#l-Pb(l)-O(l)#l
O(3)-Pb(l)-0(5)
O(4)#2-Pb(l)-O(5)
0(.3)-Pb(l)-O(l)#3
O(4)#2-Pb(l)-O(l)#3
O(5)-Pb(l)-O(l)#3
O(2)-C(l)-O(í)
Pb(l)#4-O(l)-Pb(l)#5
C(4)-O(3}-Pb(l)
O(ó)-N(2)-O(7)
O(7)-N(2)-O(5)
N(2)-O(5)-Pb(l)

.ion con -\na¡noaciao^

de enlace (Á) y ángulos (°) para el complejo Pb(Aspií/)NO3

2.493(12)
2.536(12)
2.7.30(17)
1.24(2)
1.53(2)
1,47(2)
1.20(2)
2 706(11)
2 500(11)
3 19(2)
1.289(19)

91 4(4)
77 8(4)
49 8(4)
7.3 5(4)

150.7(3)
155 3(4)
124 8(4)
81.8(4)

123.0(15)
119.5(4)
117.6(11)
122.0(18)
118.0(17)
127.9(12)

Pb(l)-O(2)#l
Pb(l)-O(l)#l
Pb(l)-O(l)#3
C(l)-O(l)
C(2)-C(3)
C(3)-C(4)-
C(4)-O(4)
O(l)-Pb(l)#5
O(4)-Pb(i)#6
N(2)-O(7)

O(3)-Pb(l)-O(4)#2
O(3)-Pb(l)-O(l)#l
O(4)#2-Pb(l)-O(l)#l
O(2)#l-Pb(l)-O(5)
O(l)#l-Pb(l)-O(5)
O(2)#l-Pb(l)-O(l)#3
O(l)#l-Pb(l)-O(l)#3
C(l)-O(l)-Pb(l)#4
O(3)-C(4)-O(4)
C(l)-O(l)-Pb(I)#5
C(l>-O(2)-Pb(l)#4
C(4)-O(4)-Pb(l)#ó
O(6)-N(2)-O(5)

2,500(11)
2,706(12)
2 743(10)
i 264(19)
1 52(2)
1.56(2)
1,257(19)
2 743(10)
2 5.36(12)
1 25(2)

79.2(4)
99 2(4)

127 6(4)
112 9(5)
6S 3(4)
99.0(4)
71.7(3)
88.3(10)

128.5(14)
122,9(9)
98 7(9)

122 3(9)
119 5(18)

T r a n s f o r m a c i o n e s de s ime t r í a u s a d a s p a r a g e n e r a r á tomos equ iva len te s : #1 - x - 1, y - 1/2. - z + 3 /2 ; # 2 x -
l , y , z ; # 3 - x - 1 / 2 , - y - h 2 , z + l / 2 ; # 4 - x - í , y + 1/2 - z + 3 / 2 ; # 5 - x - 1/2, - y + 2 , z - 1/2; # 6 x - l , y , z

3 32 Cd(AspH)NO3

Mientras que la unidad asimétrica contiene un ion cadmio un aspaitato y un nitrato, al

igual que la estructura de plomo, la geometna de cooidinación cambia absolutamente al

"sustituii" plomo por cadmio Y es que el cadmio no presenta el efecto de par

estereoactivo El entorno de coordinación tiene una geometría que puede ser desciita

como de octaedro distoisionado (Figura 3.10) al encontrarse el cadmio en realidad

heptacoordinado, pues uno de los vértices del octaedro lo ocupan dos átomos de oxígeno

del nitrato que en este caso se coordina de modo bidentado (Olí y 012)
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Los otros sitios de coordinación se encuentran ocupados, en principio poi un átomo de

oxígeno de un nitrato cristalográficamente equivalente al descrito primero en posición

trans. Se trata del 011, que será responsable entonces de puentear a los átomos de

cadmio en una de las dimensiones, dirigiendo a la estructura poiimérica.

04A

Figura 3.10, Entorno de coordinación del ion Cd"+ en Cd(AspH)NO3., Elipsoides al 50%
La Hnea punteada muestra el puente de hidrógeno del grupo amonio con el carboxiío p

En los cuatro sitios restantes (ecuatoriales), se ubican los 4 diferentes átomos de oxígeno

de los caiboxilos existentes, cada uno proveniente de una molécula distinta pero

relacionada por simetría con las demás Así. las distancias Cd-0 van de 2 213(3) a

2 273(2)A en el plano ecuatorial y de 2 464(3) a 2 600(3)Á en las interacciones del ion

nitrato con el cadmio (Tabla 3.4) que constituyen las posiciones apicales E.stos son

intervalos normales para los compuestos de coordinación de cadmio." La distorsión



i especio a la geometría octaédrica se hace muy evidente en los valores de los ángulos que

forman los átomos donadores con el cadmio: desde 51.02° en el anillo de cuatro

miembros, resultado del ángulo de mordida del nitrato; los que debieran ser ángulos de

90°, tienen valores que van de 72 2o a 9.3 7o, y entre los ligantes en posición trans, en

lugar de un ángulo de 180°, ángulos de 149° a 171°..

Tabla 3.4. Longitudes de enlace (Á) y ángulos (°) para el complejo Cd(Asp/7)NO3

Longitudes de enlace
Cd(l)-O(l)
Cd(l)-O(2)#2
Cd(l)-O(12)
Cd(l)-O(ll)#4
C(l)-O(2)
C(4)-O(4)
N(ll)-O(12)
Ángulos de enlace
O(l)-Cd(l)-O(4)# 1
O(4)#l-Cd(l)-O(2)#2
O(4)#l-Cd(l)-O(3)#3
O(l)-Cd(l)-O(12)
O(2)#2-Cd(l)-O(12)
O(l)-Cd(l)-O(ll)
O(2)#2-Cd(l)-O(ll)
O(12)-Cd(l)-O(ll)
O(4)#l-Cd(l)-O(ll)#4
O(3)#3-Cd(l)-O(ll)#4
O(ll)-Cd(I)-O(ll)#4
O(l)-C(l)-C(2)
O(3)-C(4)-O(4)
O(4)-C(4)-C(3)

2
2
2
2
1
1
1

87
101
149.
85.
87.
85
93
51.
72
78,

146
115
128
113.

,213(3)
.258(2)
.464(3)
600(3)
273(4)
248(4)
.258(4)

15(10)
38(10)
.38(10)
,36(10)
.19(10)
49(10)
,70(9)
02(9)
22(9)
87(10)
20(6)
8(3)
5(3)
8(3)

Cd(l)-O(4)#l
Cd(l)-O(3)#3
Cd(l)-O(ll)
C(l)-O(l)
C(4)-O(3)
N(ll)-O(13)
N(ll)-O(ll)

O(l)-Cd(l)-O(2)#2
O(l)-Cd(l)-O(3)#3
O(2)#2-Cd(l)-O(3)#3
O(4)#l-Cd(l)-O(12)
O(3)#3-Cd(l)-O(12)
O(4)#l--Cd(l)-O(ll)
O(3)#3-Cd(l)-O(ll)
O(l)-Cd(l)-O(ll)#4
O(2)#2-Cd(l)-O(ll)#4
O(12)-Cd(l)-O(ll)#4
O(l)-C(l)-O(2)
O(2)-C(l)-C(2)
O(3)-C(4)-C(3)

2
2
2
1
1
1
1

171
91
82.

127
82
76

1.33
105..
79..

158.
125,
118
117

242(2)
273(2)
.529(3)
254(4)
.250(4)
.219(4)
.272(4)

0.3(9)
27(10)
.81(10)
.67(9)
,56(10)
80(9)
58(10)
87(10)
67(9)
40(9)
5(3)
6(3)
6(3)

Transformaciones de simetría usadas
y+l/2 -z-1/2; #3 x-I. > z ; #4, -x. y

para generar átomos equivalentes: #1. -x+1, y+l/2. -z-1/2; #2, -x,
-1/2. -z+I/2

El complejo se encuentra formando una red polimérica bidimensional, por un lado, como

ya se comentó, por el puente que forma el átomo OÍ 1 perteneciente al nitrato, y por el

otro lado, debido a que cada uno de los oxígenos de los carboxilos en el aspartato enlaza

a un átomo de cadmio diferente (Figura 3.11). formándose así, además de anillos de 6



{.apíniio iiicnicuón con .Aminoácidos

miembros con dos iones cadmio, un nitrato y un aspáitico, anillos de 4 miembros con 2

cadmios y dos aspáiticos

Figura 3.11. Polímero bidimensional formado por Cd(Asp//)NO3- Se observa la
formación de anüSos de 14 miembros

Estas capas bidimensionales se mantienen unidas entre sí debido a la existencia de

interacciones de puente de hidrógeno en las que interviene el grupo amonio, al interactuar

con el nitrato de otra capa (Figura 3.12).

Figura 3.12, Interacción entre capas poliméricas a través de puentes de hidrógeno,
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Otro puente de hidiógeno digno de mencionarse es el más fuerte dentro de la estructura

(Tabla 3 5), que se forma entre el amonio y el carboxilo (3 de una misma molécula de

aspáitico (señalado en la P igui a 3 10 como una línea punteada).

Tabla 3.5. Puentes de hidrógeno en Cd(Asp//)NO3.
D H A Simetría del átomo A D-H H...A D...A D-H...A
NI H1A Oll(nitiato) x,y-l ,z 0,890 2 462 2 985 117 96
NI H1A 013(nitrato) x+1/2,-y+3/2,-z 0.890 2.561 3..139 123,24
NI H1A O12(nitrato) x+1/2,-y+3/2,-z 0..890 2,637 3,320 134,26
NI H1B O2(COOP) 0,890 2 259 2 838 122 48
NI H1B O3(COOa) -x+1, y-1/2, -z+1/2 0,890 2 559 3.401 158.19
NI H1C Ol2(nitrato) x+l ,y- l ,z 0 890 2,310 3,103 148,31
NI H1C O2(COOP) -x+1, y-1/2, -zl/2 0.890 2.568 3.193 127.95
Donde H , A<(r+2)A y D-H A>110° D, átomo donador de H; A, átomo aceptor de H.

3.4. Espectroscopia Infrarroja

3.4 1. IR mediano

Esta espectroscopia se utilizó para constatai que se dieía la síntesis diseñada, observando

la presencia del contraión en aquellos compuestos desarrollados en un pH en el que el

grupo amino se mantiene protonado y es necesario el contraión para neutralizar1 la carga..

El estado de protonación del ligante en el complejo no se puede Ilegal a observar

mediante el patrón de dos bandas anchas" que presenta el grupo amonio en la legión de

3400-2000cm"1, debido a que la presencia de aguas de hidratación las oculta. En el caso

de los complejos cuyo grupo amino se encuentra desprotonado, es más frecuente poder

distinguir el patrón de 3 bandas en el intervalo de 3400 a 3000 cm"1, Para constatar1 el

intercambio isotópico en las muestras que se sometieron a estudios de IR lejano, se

observa el desplazamiento de las bandas mencionadas en aproximadamente SOOcm"1 con

la deuteíación, coincidente con lo calculado al considerar la diferencia en masa reducida

cuando RNH2 se torna RND2.
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3 4,2 IR lejano

Se estudia además, la espectioscopia en la región del IR lejano, en que los espedios de

los productos originales se comparan con el espectro del mismo producto después de

haber1 sido deuterado La deuteración se consigue agitando en agua deuterada el

compuesto ya aislado, o sintetizándolo de agua deuterada siguiendo el procedimiento que

descrito en la sección experimental para la síntesis original, intercambiando así los

hidrógenos enlazados a heteroátomos (en este caso, únicamente a N, ya que los

carboxüos están desprotoñados en todos los casos). Como se explica en los antecedentes,

de estos espectros se puede inferii si el catión se encuentra unido al NH2, pues por

ejemplo, para el derivado de óxido de plomo con ácido aspártico la banda que se asigna a

ese enlace (co=325cm") sufre un desplazamiento a 313cm" (ver Figura 3.13). Esta

variación es proporcional al cambio en la masa reducida (u) al intercambiar1 !H por12D,

asumiendo que el átomo de plomo perciba al nitrógeno como grupo animo en conjunto, y

que la constante de fuerza del enlace (k) no se altera, de acuerdo a las ecuaciones

presentadas en los antecedentes (1.7), que adquieren entonces los siguientes valores:

(m-, xnij)
Mph-\H ~ "f ~ \ =207x16/(207+16) = 14852 (mi + m2)

(m. x m,)
7 -r =207x18/(207+18)= 16 56

1 k_

2X Mpb-ND2 Ml'b-,\H,
=(1J85/I656) / = 0 9 ; :

1 & t-h'h-ND,

¿71 Mpb-NH-,

PbNH2=f0.947(325cm-

Esta banda no se presenta en el producto con el grupo amíno protonado, que por lo

mismo se encuentra deshabilitado para la coordinación (Figura 3 13).
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Figura .3.13. Espectros de IR-lejano de los derivados de aspártico con plomo.

En todo caso la asignación de bandas requiere de un trabajo más sistemático, analizando

familias de compuestos, pues no hay infoimación relevante en la liteiatura al respecto de

la asignación de bandas en la región del IR lejano de Pb2+ en compuestos con O y N

como átomos donadoies 23(a) A lo largo de este trabajo, sin embargo parece constatarse

que la asignación es conecta

Los derivados aislados de aspártico con Zn2+ y Cd + corresponden a complejos cuyo

grupo amino se encuentra protonado, por lo que no se observa en ninguna banda eí

desplazamiento correspondiente

En el caso de los derivados de ácido glutámico, la tendencia en la posición de las señales

alrededor de los valores observados para el derivado de plomo con aspáitico, coincide

con el cambio en las masas del catión divalente de trabajo, para aquellos compuestos

cuyas condiciones de síntesis permiten que el ligante se encuentre desprotonado, como se

puede ver1 en la F igura 3,14.
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7tXI 550 ECÜ 550 500 450 400 350 200 250 200 150

Wavenumbers (cm-1)

Figura 3.14. Señales asignadas a la interacción Metal-Amino en los espectros de IR
lejano de M2+ con glutámico.

Se puede obseivar que existe correspondencia banda a banda entie los espectros, lo cual

concueida con la observación cristalográfica de que los deiivados de glutámico con zinc

y cadmio generan compuestos de estructura muy similar (Figura 3,6),

Los compuestos de calcio se enlazan mediante una interacción de tipo principalmente

iónico, lo cual se refleja en la ausencia de bandas impoitantes en el espectro de IR-lejano

de sus complejos, aun en el de aquellos sintetizados a valoies altos de pH, De cualquier

manera, de acuerdo con lo observado en las constantes de formación, la interacción con

nitrógeno prácticamente no contribuye a la formación de los complejos de Ca2+

3.5. Resonancia Magnética Nuclear en estado sólido CP/MAS

3,5,1, CP/MAS de lllCd

Además de estudiar los espectros de sólidos de 13C, se intentó hacer un estudio de RMN

de sólidos observando él núcleo 207Pb Para ello se sintetizó una seiie de compuestos de

coordinación con átomos donadores O y N que permitiera establecer una especie de curva
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patrón donde se relacionara el desplazamiento químico con el átomo donador, La ventana

espectral de dicho núcleo es de una amplitud 6 veces mayoi al ancho que logra el aparato

con el que se trabajó (Espectrómetro Varian Unity Plus con un magneto de 7,5 T), lo cual

dificulta mucho localizar la señal, además de que resulta ser un núcleo muy susceptible a

la anisotiopía, por lo que las más ligeias variaciones en una simetiía esférica alrededor

del plomo provocan la aparición de un gran número de señales que se confunden con el

mido, ni qué decir cuando se presenta el efecto de par estéieoactívo (ver 3 3.1). De

manera que se descartó el análisis de resonancia de sólidos del plomo como herramienta

para este trabajo,

Sin embargo, en los compuestos derivados de cadmio sí es factible obtener mediante esta

técnica, una señal que puede dar información del entorno de coordinación

3 5,1 1 Cd(AspH)NO3

El cadmio en el complejo Cd(AspH)NO3 (ver Figura 3..15-a) tiene un desplazamiento

químico de —78..6ppm referido a Cd(C104)2, Esto, de acuerdo a los factores que influyen

al desplazamiento químico que se presentaron en los antecedentes (18 2), denota un

ambiente oxigenado con baja quelatación, Esto se confirma con la estructura cristalina

discutida (3 3,2) en la que se observan 7 átomos de oxígeno conformando la esfera de

coordinación, dos de ellos pertenecientes a un ion nitrato, generando un anillo quelato de

4 miembros, Esto puede ser la causa del acoplamiento de segundo orden entre IHCd y i4N

mencionado en la literatura como alrededor1 de 150Hz24 El espectro tiene un

sorprendente patrón 1:2:1 con un desdoblamiento de 125Hz que resulta alto para un

acoplamiento a 2 enlaces, pero la distancia Cd-N en este anillo resulta ser1 muy corta:

2.916Á
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&• — ^ _ ^ ^ Pico isotrópico

!

M ,1 i1 ;; ¡ i

Velocidad de giro= 3600Hz !

• • - " • " • -

b Ajuste
multicomponente:

,-.//\...

// ' \ \\

c. Valores

Frecuencia(Hz)

-3210 22

-308550

-2960,02

de ajuste

S(ppm)

-46 6

-48,6

-50 5

Integral

10283

26435

10900

Figura 3.15. Espectro RMN CP/MAS de "^Cd del compuesto Cd(AspH)NO3 y su
ajuste matemático,,

3,5,1,2 Cd(Asp)

Por otro lado, desafortunadamente, el espectro del compuesto derivado del óxido de

cadmio y ácido aspártico, presenta una señal muy ancha e iiregulai Posee un

desplazamiento químico positivo, indicando coordinación de un átomo de nitrógeno, Es

imposible observar el patrón de acoplamiento Existen ejemplos en la literatura de

ambientes nitrogenados alrededor del cadmio,23 en que la amplitud de la señal dada en

Hertz supera al valor de la constante de acoplamiento En este caso es posible que la

señal que se observa sea causada por la existencia de más de una especie en el polvo,

Dados los resultados de análisis elemental (sección 2,1,1,5,), puede tratarse de residuos

de CdO hidratado,

3,5 13, Cd(Glu)

Para este compuesto se observa un espectro en el cual se confirma la presencia de un

enlace metal nitrógeno, ya que la señal se encuentra a un desplazamiento de 99 57ppm

referido a Cd(C104)2 que implica la interacción con nitrógeno, ya vislumbrada por el

Valores registrados con CdCO3 como referencia
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espectro de IR lejano,, También se confirma esta interacción poi el patrón de triplete no

simétrico, que se presenta debido al acoplamiento entre el m C d y un i4N (ver Figura

3,16). La interacción cuadrupoíai aparta al eje de cuantización del 14N de la dirección del

campo magnético aplicado y así el acoplamiento dipolar no se elimina completamente

con la aplicación del giro en el ángulo mágico 26 Los valores de J y S pueden calcularse a

partir de la separación de las señales, dando por resultado 1=99.44112 y S=12 43Hz Dado

que el análisis elemental de este compuesto coincide con el de la estructura presente en la

literatura'8, se puede ver1 que además de la interacción con nitrógeno, la presencia de un

quelato de 5 miembros y otro de 4 contribuirá al desplazamiento positivo, de acuerdo a lo

planteado en los antecedentes

Espectro sensible a la anisotropía
TTT

Pico isotrópico
Figura 3.16. Espectro RMN CP/MAS de '"Cd del compuesto Cd(Glu)

3 5.2. CP/MAS de l3C

La Tabla 3 6 muestra los desplazamientos químicos de Resonancia Magnética Nuclear de

13C en estado sólido tanto para los complejos aislados como para las formas acida y

monobásica del ligante,

El derivado de calcio presenta una marcada diferencia en el desplazamiento químico del

carboxilo a así como en el CHa comparándolos con el ligante, Se puede proponer

entonces que ese grupo carboxilo está más involucrado en la interacción con el ion calcio

92



Capítulo 3 ____ ___ __ _ __ fnteíacción con Ammoíícidos

Tabla 3.6. Desplazamientos químicos de 13C en estado sólido para aspártico y sus
derivados.

Núcleo

COOct

CH

CH2

coop

AspH2

176,32

54 11

38,29

175,25

NaAsp//

174.24

48 9

34,85

174..24

Ca(AspH)2

177,39

5304

38 26

176 51

Pb(Aspff)NO3

17651

5676

42,05

18341

Pb(Asp)

188 34

56 71

41,96

181,49

Cd(Aspfí)NO3

174,56

55,16

34,76

18275

Cd(Asp)

180,67

52 23

40 50

180 67

Zn(Asp//)NO3

179,16

52 04

37,66

178 03

Mientias los valores de desplazamiento químico de los átomos de carbono alifáticos en

los dos complejos de plomo son muy similares, aquellos conespondientes a los grupos

carboxüato de Pb(asp) se desplazan significativamente a campos bajos lo cual sugiere

una interacción cualitativamente diferente con los átomos de plomo El caiboxilo p de

Pb(Aspí/)NÜ3, al tener 3 enlaces a plomo, muestra un desplazamiento químico mucho

mayor que el carboxilo a que únicamente presenta 2,

En el caso de los derivados de cadmio, Cd(Asp) por un lado, presenta una sola señal para

los átomos de carbono de carboxilo, lo cual indica que los ambientes de ambos carboxilos

son muy similares Sin embargo, en el compuesto Cd(AspH)NO3, cuya estructura se

describió en 3.2 1,2, a pesar de que ambos grupos carboxilo se encuentren coordinados al

ion metálico, se debe recordar que el carboxilo p se encuentra involucrado en el puente

de hidrógeno más fuerte del cristal Por otro lado, el otro oxígeno del carboxilo p, OÍ,

presenta la interacción más ñierte con cadmio (la distancia de enlace más corta) Ambas

interacciones pueden ser responsables de un valor mayor en el desplazamiento de la señal

para el átomo de carbono del COOp

Para el compuesto Cd(Asp), se observa un desplazamiento a bajo campo considerable de

.los carbonos alifáticos: así como de los carboxilatos, lo cual sugiere la formación de un
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anillo quelato de 6 miembros al coordinarse el grupo amino y el carboxilo p, en

concordancia con lo observado en la resonancia de '' 'Cd,

El derivado de Zn presenta apenas diferencia en las señales de carboxilos COOa y CH

presentan desplazamientos químicos equivalentes a los del derivado desprotonado de

cadmio, mientras que CH2 y COO(3 presentan un menor desplazamiento, lo cual puede

ser resultado de una mayor tendencia de iones más pequeños como es el Zn + a formal

quelatos, respecto a todos los demás cationes divalentes, Se propone, entonces un quelato

de 7 miembros en el que participan ambos carboxilatos

En cuanto a los derivados del ácido glutámico, aparentemente el glutamato de sodio

cuenta con dos estructuras en su seno, que dan origen a la diferenciación de 3 de las

señales (Tabla 3 7).

Tabla 3,7, Desplazamientos químicos de Í3C en estado sólido para glutámico y sus
derivados.

Núcleo

COOa

CHa

CH2p

CH2Y

COOy

GIu#2

180 5

54 98

26.11

28 35

178.6

NaGlu/f

183 22

56,15

28

40 4

177

181,96

55,1

64

36 12

193

Ca(GlufJ)2

182 35

53 89

30

35,83

178,46

Pb(GIu)

182 15

51 57

23 45

30.20

175.73

Cd(GIu)

18289

51.06

28,24

3056

181 99

Zn(GIu)

182,86

50,82

28 62

28 62

181,6

El valor del desplazamiento del carboxilato a es muy similar en todos los compuestos

estudiados, mientras que el COO y presenta en los casos de los derivados de Zn y Cd

valores muy altos, similares a los del COOa, probablemente debido a una coordinación

análoga, mientras que en el compuesto de Pb2+ el COOy se encuentra mucho más

protegido, así como el CH2P, Probablemente esta diferencia sea causada por un estado de
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quelatación que hace a la estructura más compacta y rígida, como se discutirá a

continuación

3 53 Ti de }H a partir de CP/MAS de !3C

Para obtener información estructural del compuesto sintetizado a partir del óxido de

plomo y ácido aspártico, se midió el tiempo de relajación Ti de !H observando el cambio

en intensidad de los espectros de polarización cruzada de 13C en sólidos, como función

del tiempo de espera27' (ver sección 18 1) Como punto de partida se contaba con el

compuesto Pb(AspH)NO3 del cual se tiene estructura cristalina, discutida en la sección

.3,2 1,2,

Pb(AspH)NO.

120 -

no -

so-

so -

? f i -

r

i ,*

—A—_~ A

*

Seña! en: (ppm
• 5181 54
• 5177,48
* S 56 80
T 5 44.02

20 40 80 100

tiempo de espera (s)

O)
OÍ

Jü 30-

Pb(Asp)

Señal en (ppm)
• 5 188 7
• 5181.8
-t S 56,60
» 8 42.34

20 40 50 80 100

tiempo de espera (s)

Figura 3,17,, Efecto del tiempo de relajación en la intensidad de las señales de C
CP/MAS en los derivados de Aspártico con plomo.

Tabla .3,8, Valores de <Ti> para los derivados de Aspártico y Glutámico con los
cationes Pb2+, Cd2+ y Zn2+

L

Asp

Glu

Pb(U7)NO3

3 60 ±0 16

Pb(L)

12.37 ±0.68

21.99 ±0 45

Cd(L#)NOj

4,07±0,2

Cd(L)

0,58 ±0,03

3 92 ± 0 32

Zn(LH)NO3

0 59 ± 0,06 s

Zn(L)

4 38 ±0,38

95



Capítulo 3 _ _ _ _ _ „ _____ __ interneción con. Aminoácidos

También se intentó obtener el tiempo de relajación en el aspaitato de sodio, pero la

intensidad de la señal se mantuvo constante desde el tiempo mínimo de espera que

permite el aparato hasta 70s. Sólo podemos afumar que el T¡ es menor de ls,

Considerando lo observado para estos compuestos en conjunción con los estudios de IR

se puede animar que en el compuesto PbAsp hay quelatación al unirse el átomo de

nitrógeno del grupo NH2 al Pb., En el caso de los derivados de cadmio, la composición del

derivado del CdO, parece tener la intereférencia del óxido amorfo sin reaccionar, de tal

forma que se acelera la relajación En el caso del derivado de Zn, como se ha visto a

través de las constantes de estabilidad, la afinidad por los donadores de oxígeno es

mínima, por lo que se generará un "complejo" tan poco ligado como la sal sódica.

En el caso de los derivados con glutámico, los valores de los complejos de Zn2+ y Cd2+ en

que se encuentra identificada la presencia de interacción M-N por IR, los valores de

tiempo de relajación resultan bajos, justificados por la presencia de moléculas de agua de

hidiatación, de acuerdo a lo que se presenta en la sección experimental 2.2.1.9 y 10 Entre

tanto, el complejo Pb(Glu) presenta un tiempo de relajación muy alto, de ca 22s. lo cual

sugiere un empaquetamiento compacto y rígido

3.6. Interacción con aminoácidos. Observaciones relevantes.

A través del trabajo realizado con los aminoácidos se logró identificar herramientas que

podrían arrojar información estructural en los complejos con ligantes superiores: desde

los que se desarrollan en disolución, como potenciometría y RMN, como los que se

desarrollan en estado sólido: infrarrojo, RMN CP/MAS y cristalografía,

Se hizo evidente la versatilidad en modos de coordinación de los ligantes con los que se

trabajaría a partir de entonces, Hasta este punto, la precipitación de los hidróxidos de los
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metales representa un obstáculo en la capacidad de coordinación de los ligantes, pues el

gmpo amino requiere de un pH mayor que el de inicio de precipitación de los hidróxidos

para su desprotonación, y para estar disponible como gmpo donador,,

En este punto, el tamaño de los ligantes, y por lo tanto la separación que queda entre los

giupos donadores, ya repercute en la diferenciación de afinidades, en la contribución de

cada átomo donador a la estabilidad, y por supuesto a la estructura del complejo
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Interacción con Gly-Glu
La secuencia Gly-Glu (o GE) se encuentra en varios de los sitios de enlace a calcio de las

proteínas EF, De 276 "horquillas" o lazos de enlace EF canónicos examinados -es decii

secuencias con 12 aminoácidos- se han encontrado 165 variantes, en éstas, el residuo

glicina se conserva en un 89,1% de los casos como ocupante de la 6a posición de la

secuencia, Como siguiente residuo se puede encontrar al glutámico, si bien no en tantas

secuencias, sí en un gran número de proteínas tipo SI00 (como la calbindina),

calmodulinas y troponinas, que poí su paite, abarcan la gran mayoría de las proteínas de

enlace a calcio

4.1, Estudios potenciométricos.

Las especies totalmente protonadas del ligante se designan como GE//3 mientras que la

totalmente desprotonada como GE2", Los valores de pKa 1, 2 y 3 obtenidos en este

trabajo, 2 880(4), 4 450(4), y 8 3 73(2), concuerdan con los valores presentados con

anterioridad en la literatura,3 correspondiendo a los equilibrios que se presentan en el

siguiente esquema, y que posteriormente se confirmará con RMN (sección 4,2,1)
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NH; -COOH Ka,

c
H

-f

NH;

o ,(CHJ
V2

GEH.

H,

GEH,

H

H
O

3 HOOC
/

HOOC

H2N- -COO- Ka,

Ka,

H, H
C
H NH;

0 (CH )
GE2' LO-

° (CHA
GEH' I 2'

COO-

Las constantes mencionadas dan lugar diagrama de distribución de especies íespecto al

pH plasmado en la Figura 4.. 1.

0 0 -

GEH.

10 12

pH

Figura 4,1. Diagrama de distribución de especies del ligante GE

Pata la foimación de los complejos metálicos, se hicieion estudios en condiciones

estequiométiicas 1:1 (±6%) Al piocedei al cálculo de las constantes de formación,

cuando se incluyó en los modelos la posibilidad de complejos 1:2, éstos fueron
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eliminados por el programa y se consiguió un ajuste satisfáctoiio de los datos de pH con

los modelos que sólo incluían a las especies MHXLX (x=0-l), es decir, los complejos 1:1.

Como se explicó en los antecedentes y en el capítulo anterior, además de las constantes

de foimación global, se puede consideiar a constantes que dan una idea discriminada de

la interacción de los cationes metálicos con los átomos donadores, es decii: logATM „ (o

-Mf//pKa del gmpo amino en el complejo), logK'M ¡H (o constante de foimación del complejo

con el grupo amino del ligante protonado), log K(N) (contribución de la interacción con

el grupo amino a la estabilidad del complejo), Los valores de estas constantes se

presentan en la Tabla 4,1,

Tabla 4.1. Constantes de equilibrio calculadas de datos experimentales

Catión

Cai+

?b¿+

Zn2 +

Cá¿+

logpioi(a)

2.67(3)
3.89(2)
3.98(2)
3.426(7)

logPin<b>

10.57(4)
10.70(3)
9.96(6)
9.99(1)

7.90
6.81
5.98
6.564

\{M>Kmii ( d )

2.197(42)
2.327(32)
1.587(62)
1.617(12)

JogK(N)(e)

-0.08
1.84
2.36
1.78

WP,M: GE2' + M2+ o [MGE]; (b)(3 iu: GE2> H+ + M2+ o [M(GEtf)f ; {c)K^% • [M(GEH)]+ o [MGE] +

M2+ + GEfr «" [M(GEH)Y;(e) K(N): [M(GEH)f + GE2" <=> [MGE] + GEIT

En el caso de estos sistemas, la presencia del ligante tampoco afecta apreciablemente al

valor de pH de precipitación del hidróxido del metal (ver Figura 4 2).. Sólo se analizaron

los datos potenciométricos hasta una unidad de pH anterior a la aparición evidente de

tuibidez en el sistema,

Dado que K^H puede relacionarse con la afinidad de estos cationes hacia los donadores

de oxígeno, se puede observar que tanto Ca2+ como Pb + exhiben una afinidad más alta

hacia O que la que presentan Zn2+ y Cd2+, Para los últimos dos, las especies de mayor

abundancia son aquellos derivados de ia forma totalmente desprotonada del ligante La
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constante de foimación más alta la presenta el Zn,, Esto puede relacionarse dilectamente a

la afinidad que estos cationes, Zn + y Cd +, muestran hacia N, Es de esperarse que paia

que se presente una interacción con el grupo amino, el catión debe ser susceptible de

presentar traslape orbital, dado que el grupo amino no está cargado y la carga parcial

sobre el átomo de nitrógeno no es suficiente para una interacción de tipo electrostático

como la que es preferida por los cationes duros

Es así que la acidez del grupo amonio terminal aumenta con la formación de los

complejos de Zn y Cd, efecto observable en el diagrama de distribución de especies en la

Figura 4,2, en que las especies desprotonadas del ligante aparecen a un valor de pH

inferior al encontrarse coordinado al catión que en su foima libre, debido a que la

interacción que se presenta entre el átomo de nitrógeno y el centro metálico es mayor que

la que presenta el nitrógeno con el protón Nuevamente, en condiciones de síntesis

similares para este ligante, tal como sucedió con el ácido glutámico, con Zn2+ y con Cd24"

sólo se aislan los derivados del ligante totalmente desprotonado, mientras que para el Pb

el producto aislable e incluso cristalizable, es el derivado del monoprotonado

Sin embargo, es posible calcular la constante de formación de Pb(GE), aunque esta

especie está prácticamente ausente en la disolución en las concentiaciones de trabajo (ver

Figura 4,2); para aislar esta especie también ñie necesario hacer una reacción heterogénea

entre una suspensión de PbO y una disolución de GE//2 (ver 2,2 2,3), Paradójicamente,

la reacción análoga entre CdO y disolución de GE//2 dio como resultado el derivado

monoprotonado en una proporción 1:2 (ver 2 2.2.5.) Los esfuerzos por aislar MGE/f1" de

la disolución con Zn y con Cd resultaron en sólidos con cantidades no estequiométricas

de moléculas de agua,
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Figura 4.2. Diagrama de distribución de especies de los complejos

4.2. Resonancia Magnética Nuclear en disolución.

4.2.1. Espectros de RMN de !HpH variable.

Se desarrollaron titulaciones con NaOD para poder asignar los valores de pKa al grupo

involucrado, seguidas por RMN de H Se muestran las variaciones en desplazamiento

químico respecto al pH en la Figura 4.3, donde también se han resaltado los valores de

pKa Es entonces posible sugerir que el primer pKa (2,88) corresponde el grupo

carboxílico a, seguido por el carboxílico y (4,45), y finalmente el grupo amonio (8,373),

que coincide con lo que se ilustró en el esquema presentado en la sección 4,1.1.. Para

observar el efecto del pH en el desplazamiento químico del protón del grupo amida del
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Capítulo 4 Inletacción con GlvGlu

péptido, se hizo el experimento en 20% D2O/H2O, incrementando el pH por la adición de

NaOH acuoso,, Este medio de reacción se utiliza para que, por un lado se logre fijar la

señal de resonancia con el deuterio de D2O, pero, por otro lado se mantenga una alta

concentración de protones lH que en el intercambio con el protón unido al heteroátomo,

mantengan una intensidad de señal observable en el espectro,

Variación de! desplazamiento químico
respecto ai pH

«x-COOH rCOOH -NH.

40-

3.3-

30-

25-

-V—»—T T

PD

Variación en el desplazamiento químico de
la señal de protón de amida en GE

8 0-

84-

8 6

NH

4 6
PH

10

Figura 4.3. Titulaciones seguidas por RMN de lH

También se realizaron titulaciones de pH y pD en muestras 1:1 ligantexatión, esperando

observar variaciones en los patrones de acoplamiento así como en los desplazamientos

químicos, respecto a lo observado en el ligante libre, Esto no fue observado,

probablemente debido a la escasa fracción de los complejos formada en el intervalo de

pH previo a la precipitación de los hidróxidos (ver Figura 4.2), y también a la cinética

sumamente rápida asociada a estos cationes,4

Como confirmación de esta situación, se hicieron espectros en disolución de u l Cd en los

valores7 de pH en que se predice por1 los diagramas de distribución de especies (Figura

4,2) que haya una mayor concentración de los complejos Cd(GEí/)+ y Cd(GE) que de

otras especies No se observó una variación significativa en el desplazamiento químico,
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422 Estudio conformacional mediante NOE diferencial,

Se hicieron estudios de NOE diferencial del dipéptido y sus derivados al pH de

disolución del compuesto En la Figura 4,4 se presentan los espectros de H diferenciales,

y se propone una estructura de acuerdo con el efecto en las intensidades de las otras

señales en el caso de cada señal saturada, como la confoimación presente

mayoritaiiamente en la disolución

A partir de los primeros espectros presentados (ligante libre y derivado de Pb), se puede

observar que la información relevante respecto a los contactos existentes la darían las

señales de los hidrógenos a tanto de glicina (5~3,7ppm) como de glutámico (S~4 lppm),

ya que es de esperarse que los hidrógenos p tengan interacción con los Hy y viceversa

Poi esto, de los compuestos con Ca2+ y Cd2+ se presentan únicamente los espectros de

Ti

NOE diferencial al irradiar las señales de los Ha, El complejo de Zn una vez formado

resulta muy insoluole lo cual impide un espectro confiable, ya que la intensidad de las

señales es muy baja, así que la repercusión de la irradiación sobre éstas en otras señales

vecinas se torna imperceptible El ligante libre se encuentra en condiciones de formar un

anillo por efecto de puente de hidrógeno entre el grupo amonio de la glicina y el

carboxilo y del glutámico, En el complejo de plomo se observa que en disolución, al

romperse los enlaces que se observarán en la red cristalina a continuación, existe la

posibilidad de la formación de un anillo quelato no muy favorecido por contar con 8

miembros
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GEtf2enD2O,pD=3,8

Pb(GE#)C104 en D2O, pD=4..3

^?iB*gyi^jg^ite«*h%gy,iy¿á^

Ca(GE)enD2OpD=9.5

j''jfjL7
»« 13 3S 31 11 11 iJ

• I • • • • i ' • • • 1 '

Cd(GE//)2 en D2Q pD=7
Figura 4.4. Espectros NOE diferencial y estructuras propuestas acorde a las
interacciones observadas. . . , ; • :
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También es de 8 miembros el anillo que se logia formar con la presencia del ion calcio,

en este caso, tratándose de un pH más elevado, el grupo amino puede participar,

cenándose el anillo con la participación del COOce del glutámico De igual manera en el

caso del cadmio, lo cual resulta sorprendente puesto que se está estudiando en disolución

al compuesto caracterizado por cristalografía en estado sólido (se presentará a

continuación en la sección 4.3 2), En el cristal su esfera de coordinación no incluye la

formación de una anillo de 8 miembros como el que se puede deducir en este punto, sino

que se completa con la participación de carboxilos provenientes de complejos de

coordinación vecinos, Ciertamente, el proceso de disolución evita la cercanía de estos

ligantes, y probablemente provoca la participación de grupos pertenecientes a una misma

molécula de ligante, hasta el punto de provocar la desprotonación del grupo amino,

La baja intensidad en las señales relacionadas con la interacción a través del espacio se

debe también a la baja afinidad en los complejos y a la labilidad de los cationes

4.3. Cristalografía

Se presentan a continuación las estructuras de los complejos de GE/f con plomo y con

cadmio,

43A,, Pb(GEtí)ClO4-V2H2O

En el compuesto de plomo, el centro metálico se encuentra hexacoor dinado: dos grupos

carboxilo diferentes de ligantes equivalentes por simetría se enlazan al ion Pb, con el

átomo 013 coordinado también a un plomo vecino, formando una red bidimensional con

vectores de base [010] y [001], Esta sub-estructura se basa entonces en anillos de 16

miembros que contienen dos iones Pb + y dos moléculas de ligante GE//' (Figura4.5).
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OffiK

D15J

0151

0150

Plomo

o Oxígeno

0150 o Nitrógeno

Figura 4.5. Polímero tridimensional Pb(GE//)ClO4"V5¡H2O. Se ilustra la interacción de la
molécula de agua 015, como puente entre dos iones plomo, y la interacción del oxígeno 03 (COOa de
Glu) también como puente

La esfera de coordinación se completa con una molécula de agua (015, ubicada en el eje

binario del grupo espacial C2) que actúa como puente entre dos átomos de Pb

relacionados por simetría y permite la formación de una estructura polimérica

tridimensional como se muestra en la Figura 4,5, El entorno de coordinación resultante

[PbOó] puede ser descrito como un prisma cuadrado (Figura 4,6), donde una arista está

ocupada por el carboxilato (010, 011),
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010

014B

Figura 4.6: Entorno de coordinación del ion Pb2+ en Pb(GE#)CIO4-
J/£H2O.

Elipsoides térmicos a un nivel de probabilidad de 50% Los códigos de simetría usados para generar átomos

equivalentes son los siguientes: A 3/2-x, -l/2+y, 1-z; B x, y-l,z,

La distorsión de la geometría ideal se debe principalmente a los ángulos de mordida de

los grupos carboxilato, 51,3(4) y 48 2(3)°, y a la longitud del enlace Pbl-LaO13, 2,734(19)

Á (ver Tabla 4,2),

Tabla 4.2: Longitudes de enlace de coordinación (Á) y ángulos (°) para el complejo

Longitudes de enlace
Pbl-OllA
Pbl-O13B
Pbl-014
Ángulos de enlace
OllA-Pbl-OlOA
O10A-Pbl-O13B
OlOA-Pbl-015
O11A-Pbl-O14
O13B-Pbl-O14
OllA-Pbl-013
O13B-Pbl-O13
O14-Pbl-O13

2 451(6)
2 576(19)
2.657(8)

51.3(4)
118 0(3)
69,6(3)
78.8(3)
89.5(3)
81,9(6)

135.9(2)
48.2(3)

Pbl-OIOA
Pbl-O15
Pbl-013

O11A-Pbl-O13B
O11A-Pbl-O15
O13B-Pbl-O15
OlOA-Pbl-014
O15-Pbl-O14
O10A-Pbl-O13
O15-Pbl-O13

2.571(8)
2 593(7)
2.734(19)

77,2(6)
82.1(3)
71.6(3)

108.5(3)
155 7(2)
74,2(3)

142,8(3)

Transformaciones de simetría para generar átomos equivalentes: A -x+3/2, y-1/2, -z+l, B x, y-1, z
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Esta geometría de coordinación se asemeja a la mencionada en el capítulo anterior7'8* para

el polímero Pb(Asp//)NO3, es decir es hemidireccionada, Es paiticulaimente notable el

amplio espacio disponible debajo del plano de la pirámide, donde probablemente se

localiza el par libre esteroquímicamente activo del Pb +, Es decir, en este caso el átomo

de Pb está 0,42 Á debajo de la base, mientras que en el derivado de aspártico este metal

se encuentia a 0,13 Á encima de la base de la pirámide

Tabla 4.3. Puentes de hidrógeno en Pb(GE#)ClO4

D H A Simetría de A D-H H ... A D ... A D-H.. .A
N5(peptídico) H5A O18(peiclorato) x-1/2, y+1/2, z 0,834 2,395 3,139 148,81
N8(amonio) H8A O19(perclorato) -x+3/2, y+3/2,-z 0 890 2,172 2 996 153 66
N8(amonio) H8A O17(peiclorato) -x+3/2, y+1/2, -z 0,890 2,469 2,907 110,81
N8(amonio) H8B O12(peptídico) -x+3/2, y-1/2,-z 0 890 2 037 2,913 167,97
N8(amonio) H8C O12(peptídico) -x+3/2,y+1/2, -z 0,890 2 279 3,153 167,00
O15(agua) H15A OIO(COOYGLU) X+1/2, y-3/2, Z 0.624 2.188 2.710 142.51

Donde H ,A<(r+2)Áy D-H A>110° D, átomo donador de H; A, átomo aceptor de H,

Figura 4.7. Arreglo tridimensional del polímero y ubicación de los iones per clorato.
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El ion perclorato no participa en la construcción del polímero, sino que se aloja en los

canales que se forman por la formación de puentes de hidrógeno entre el giupo amonio y

el carbonilo del enlace peptídico También el ion perclorato participa en puentes de

hidrógeno con el grupo amonio (Tabla 4 3).

432, Cd(GER)23H2O

El compuesto Cd(GE#)2 presenta una estructura muy diferente debido a varias razones:

i) la relación estequioméüica catión:ligante es 1:2, dadas las condiciones de

síntesis (2 2 2,5) mientras que para el compuesto de plomo es de 1:1 (2 2,2,2),

ii) a pesai de la presencia de moléculas de agua en el cristal, éstas no se

coordinan al cadmio, como un reflejo de la diferencia en acidez de los centros

metálicos

iii) la naturaleza del catión es esencial, debido a la presencia de un par libre

estéreoactivo en el ion Pb(ÍI), ausente en el ion Cd(II).

En el compuesto de cadmio, cuatro ligantes GE//* relacionados por simetría se enlazan al

centro metálico siguiendo a los ejes en espiral 32 del grupo espacial trigonal Dos ligantes

se coordinan a través del carboxilato y del residuo glutámico (O10, 011) y los otros dos a

través del carboxilo a (013, 014), La esfeía de coordinación (ver Figura 4,8) puede

describirse como un antiprisma cuadrado severamente distorsionado
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Figura 4.8: Entorno de coordinación para los átomos de Cá en Cd(GE//)2.
Elipsoides térmicos a un nivel de probabilidad de 50% Simetría para generar átomos equivalentes: A 1-JC,

l-x+y, 5/3-z; B -y, -\+x-y, -1/3+z; C x-y, -y, 4/3-z.

Tabla 4.4: Longitudes de enlace de coordinación (Á) y ángulos (°) para el complejo
Cd(GE#)2

Longitudes de enlace
Cdl-OllA
Cdl-O14C
Cdl-O13C
Cdl-OIOB
Ángulos de enlace
OllA-Cdl-OllB
OllB-Cdl-O14C
O11B-Cdl-O14
OllA-Cdl-O13C
O14C-Cdl-O13C
O11A-Cdl-O13
O14C-Cdl-O13
O13C-Cdl-O13
OllB-Cdl-OlOB
G14-Cdl-O10B
013-Cdl-OlOB
OllB-Cdl-OlOA
O14-Cdl-O10A
O13-Cdl-O10A

2.351(2)
2 416(2)
2 449(2)
2.491(2)

120 17(12)
94.62(7)

117,59(8)
82 54(8)
53,66(6)

148.15(7)
78.83(9)
87.67(13)
53.27(7)
84 66(8)
93.97(9)
84.73(8)

147 87(6)
158.20(7)

Cdl-OllB
Cdl-014
Cdl-O13
Cdl-OIOA

OllA-Cdl-OHC
O11A-Cdl-O14
O14C-Cdl-O14
011B-Cdl-013C
O14-Cdl-O13C
O11B-Cdl-O13
O14-Cdl-O13
OllA-Cdl-OlOB
O14C-Cdl-O10B
O13C-Cdl-O10B
OllA-Cdl-OlOA
O14C-Cdl-O10A
O13C-Cdl-O10A
OIOB-Cdl-OIOA

2.351(2)
2,416(2)
2,449(2)
2.491(2)

117..59(8)
94 62(7)

113.94(11)
148 15(7)
78,83(9)
82,54(8)
5366(6)
8473(8)

147.87(6)
158,20(7)
53 27(7)
84,66(8)
93.97(9)

.: • •• 92.50(12)
Transformaciones de simetría para generar átomos equivalentes: A -x+1, -x+y+1, -z+5/3, B -y, x-y-1, z-1/3,

C x-y, -y, -z+4/3
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La distorsión se debe más a la restricción por los ángulos de mordida de los grapos

carboxilato, 53,27(7) y 53,66(6)°, que a la disparidad en las distancias de enlace, ya que

éstas abarcan un intervalo relativamente pequeño de 2,351(2) a 2.491(2) Á (Tabla 4,4).

En comparación al compuesto de plomo, para foimai al polímero tridimensional, no se

necesita que ninguno de los átomos de oxígeno de los carboxilatos o alguna molécula de

agua actúen como puente u.-O, sino que la molécula de ligante, al enlazar sus carboxilatos

a 2 diferentes iones cadmio, extiende la red polímérica en las tres dilecciones en el

espacio (Figura 4,9), Se presentan moléculas de agua desordenadas cerca del origen de la

celda que llenan los huecos del polímero inorgánico, presentando puentes de hidrógeno

con el nitrógeno peptídico el carboxilo y del residuo glutámico, y entre sí (Tabla 4.5)..

Tabla 4.5. Puentes de hidrógeno en Cd(GEH)r3B2O

P H A Simetría para A D-H H...A D...A D-H...A
N5(pePtídico) H5A O50(agua) yf l , j t - l , - rH 0 860 2,210 3,023 157.61
N8(amonio) H8A O13(COOa) -x+1, -x+y, -z+2/3 0 890 2.148 2,785 127 88
N8(amonio) H8A O14(COOa) -x+y-H, -x,z-2/3 0,890 2 608 3 254 130,15
N8(amonio) H8B OlO(COOy) -x+y+l,-x,z-2/3 0,890 2 071 2 722 129.25
N8(amonio) H8C O12(peptídico) y+l,x-l, -z+1 0 890 2,121 2,969 159.16
O50(agua) H50B OÍ2Cpeptídico) x-y, -y-1, -z+4/3 0 850 1983 2 833 179 27
O50(agua) H50A Oll(COOy) 0,851 1,996 2,847 178,83
O51(agua) H51A O50(agua) 0,850 1 744 2,594 178,61
O51(agua) H51B O51(agua) x-y, -y, -z+4/3 0,850 1,764 2 613 177 33
O52(agua) H52A O52(agua) y+l,x-l,-z+l 0 973 1216 1911 121,17
O52(agua) H52B O50(agua) 1.061 2.264 3.162 141.30

Donde H A<(r+2)A y D-H A> 110° D, átomo donador de H; A, átomo aceptor de H
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Figura 4.9: Estructura tridimensional de Cd(GEH)2 vista a lo largo del eje [001],
Se omiten átomos de H para claridad Se muestran las moléculas de agua contenidas en la red

En ambos complejos, tanto el entorno de coordinación como la construcción de los

polímeros es independiente de la intervención de la amina primaria -que se encuentra

protonada- y del átomo de nitrógeno del grupo amida de GEff,, Los arreglos

tridimensionales que se observan se deben entonces, a la habilidad de coordinación de los

dos grupos caiboxilo en el ligante GE/T que, apuntando a diferentes direcciones en el

espacio, actúan como puente, Las estructuras resultantes son excepcionalmente

compactas comparadas con otras en el campo de polímeros inorgánicos:3 Los índices

calculados de empaquetamiento son respectivamente paia el compuesto de plomo y el de

cadmio de 77,9 y 75 5%
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4.4, Espectroscopia infrarroja

4,4,1 IR mediano

Como se esperaba, los espectios de IR de aquellos complejos que se sabía estaban

formados por el péptido protonado (GE/f) muestran el patrón correspondiente a un grupo

amonio primario -en la región de 3000-25OOcm"1-, mientras que aquéllos de péptidos

desprotonados (GE ": Pb(GE), Cd(GE) y Zn(GE)) muestran un patrón de 3 bandas de

3400 a 3000 era'1 correspondientes al grupo NH2, contiguo a la asignada al grupo NH de

amida, alrededor de 3350cm" . Todas estas bandas se desplazan con la deuteración

aproximadamente SOOcm'1, coincidente con lo calculado al considerar la diferencia en

masa reducida (u) al cambiar H por D

4,4,2, IR lejano

Los espectros de IR lejano registrados para ios derivados de GE2" presentan bandas

importantes que sugieren una interacción M-NH2R (ver Tabla 4,6) ya que estaban

ausentes en los espectros de los derivados que contienen al grupo amonio según se

constata en la estructura cristalina y las evidencias en espectros de IR mediano En la

muestra deuterada estas bandas se desplazan según lo esperado por el cambio en la masa

reducida (\x) Estos valores resultan similares a nuestras observaciones anteriores 7(aí (ver

capítulo 3)

Tabla 4.6,, Señales de IR asignadas a la interacción Metal-Amino

Compuesto

Pb(GE)

Cd(GE)

Zn(GE)

Muestra M-NH2 original

338,9 cm'1

360,3 cm"1

364 5 cm"1

esperado por deuteración

320,93 cm'1

342,28 cm'1

347,83 cm"1

observado en la muestra
deuterada M-ND2

318,6 cm"1

343,1 cm"1

350,6 cm"1
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De nuevo, se hace evidente la interacción de tipo iónico en el derivado del calcio, dado

que no se presenta ninguna banda importante en el espectro de IR-lejano de este

compuesto,

4.5. Resonancia Magnética Nuclear en estado sólido CP/MAS

4,5,, 1 Espectros de RMNde luCd CP/MAS

4 5,1.1, Cd(GE)

De acuerdo a los factores que influyen en el desplazamiento químico del núcleo de mCd,

comentados en los antecedentes (1,8,2), se puede determinar el ambiente de coordinación

del núcleo de Cadmio,,

El compuesto CdGE tiene un desplazamiento químico isotrópico positivo con un valor de

92 83ppm referido a Cd(C104)2 que indica coordinación de nitrógeno,8 Presenta un patrón

de triplete no simétrico, debido al acoplamiento entre el Cá y un 4N (Figura 4,10-a).

a) Cd(GE) b) Cd(GE¿Q2 3H2O
TILFigura 4.10. Espectro RMN CP/MAS de lI1Cd de los derivados de Glyglu
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Como se comentó en el capítulo anterior, la interacción cuadrupoíar aparta al eje de

cuantización del I4N de la dirección del campo magnético aplicado y así el acoplamiento

dipolar nó se elimina completamente con la aplicación del giro en el ángulo mágico.9 Los

valores de J y S pueden calcula:se a partir de la separación de las señales, dando por

resultado J=l 10..66Hz y S=26,08Hz,

4 5 12, Cd(GEH)23H2O

Por otro lado, en el espectro CP/MAS de m C d del compuesto Cd(GE//)2 3H2O se

observa una sola señal con un desplazamiento químico de ~66,89ppm (Figura 4.10-b).

Esto es coherente con una esfera de coordinación formada únicamente por donadores de

oxígeno De la din acción de rayos X puede verse que este compuesto tiene 8 átomos de

oxígeno que forman anillos de cuatro miembros, Dado este ambiente (80), se esperaría

un mayor incremento en la protección del núcleo, pero debido a la formación de los

anillos quelatos de 4 miembros, el valor observado no es tan negativo como otros

complejos 8O, por ejemplo, Cd(NO.3)2 4H2O presenta un desplazamiento 5 = -lOOppm8.

4.5.2 Espectros de RMNde i3C CP/MAS

En la Tabla 4 7, se presentan los desplazamientos químicos de los espectros de Í3C de

GEH2 y los complejos aislados de éste con los cationes de estudio, El espectro del ligante

libre en estado sólido contiene prácticamente el doble de señales a las esperadas, es decir

13 en lugar de 7, Esto posiblemente puede atribuirse a la presencia de dos especies

tautoméricas ceto-enol, los que se esquematizan en la Figuia 4..11
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Tabla 4.

Núcleo

CH2Ga

COG

CHE a

COOaE

CH2Ep

CH2Ey

COOyE

7.13C CP/MAS NMR 6(ppm) de GIyGluff2 y sus

GE//2
Ligante libre

40,8 38,7

171,0 167,0

55.1 56 3

176,7 1802

25,1 28,0

29,2 33 1

176,7 179.3

CaGE//Cl
(I)
42..5

1689

56 4

181,9a

34,0 a

34 0 a

1819 a

Pb(GE//)ClO4

(H)

40 8

165,4

54,0

182,5

29,8

34.,9

181,4

PbGE
(III)

42.9

174.2

57 2

183,0

25.7

37.4 d

179,9 d

derivados

Cd(GE)
(IV)

41.2

175,4

57,4

183,4

30,5

32,,3

182,4

Cá(GEH)2

(V)

43,1

169.2

54 9

1841

34,0

34 0

179,8

ZnGE
(VI)

41 1

174 4

56 4

183,7

297

314

180 2

señal ancha; = señal dobleteada

OH

estado enol

OH

estado ceto

Figura 4.11. Esquema de las especies tautoméricas correspondientes al

Pueden encontrarse dos gmpos de compuestos (ver Tabla 4,7), uno en que la señal del

caibonilo del grupo amida aparece a desplazamientos químicos mayores a 170ppm que

corresponde a los compuestos en los que el ligante se encuentra totalmente desprotonado,

mientras que los derivados del ligante monoprotonado presentan esta señal en

desplazamientos con valores menores a 170ppm Todos ellos presentan una sola señal en

esta área que corresponde a la señal más pequeña en el espectro, Debido a la presencia

del metal, el ligante se fija y así presenta una única estructura tautómérica

Nuevamente, dado que la formación de los complejos de coordinación afecta el proceso

de relajación de la molécula, se llevaron a cabo experimentos para medir tiempos de

relajación de ÍH <Ti> a travésvde la observación del cambio en la intensidad de las
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Capítulo 4 • Interneción con GlvGlu

señales de los espectros de polarización cruzada de C en estado sólido, en función del

tiempo de espera antes de adquirir un siguiente espectro10'11 (Figura 4.12), y se relacionan

los tiempos de relajación de los compuestos con el grado de flexibilidad de las paites de

la molécula que contienen protones,

a)

70

60

50

40

30

Cd(GE)

I 10"
0-

Jip/ *

señal (ppm)
• 183 4
• 182.4
•* 175.4
• 57 4
• 412
* 32 3
> 30 5

I", >=15(+M 0)s

20 40 60 SO 100 120

tiempo de espera(s)

b)

130 -,
120-
110-
100-
90 :

80-
70-
60-
50-
40-
30-
20-

Cd(GEH),

señal (ppm)
• 184 1
• 179 8

I * 169.2
* T 54 9

• 43 1
<* 34 0

r, >=0.26(+/-0.01)s

10 20 30

tiempo de espera (s)

c) d)
Pb(GEH)CIO4 Pb(G£)

señal (ppm):
•

•

T

•

>•

182 46
181 34
165 35
54 05
40 82
34 94
29 79

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

tiempo de espera (s)

90-

80-

70-

60-

50-

40-

30-

20-

10-

'£-

señal (ppm):
, • 182 99
, * 179 88
í * 178 47
• v 174 15

• 57 11
-- 42.91

! • 37 42
• 36 21
* 25 71

<T >=• 12)s

0 7010 20 30 40 50 60

tiempo de espera (s)

en la intensidad de las señales de CFigura 4.12. Efecto del tiempo de relajación
CP/MAS.

Para los complejos de cadmio la diferencia entre los tiempos de relajación de :H en

ambos compuestos es muy elocuente (ver Figura 4,12a) y b)), Para el Cd(GE) que de

acuerdo con lo observado por IR lejano se supone, consta de anillos quelato incluyendo a
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la interacción metal-amino, el tiempo de relajación es de H <Ti>=15±ls, mientras el

compuesto Cd(GE/f)2 3H2O, presenta un <Fi> menor a ls (de 0.26±0.0-ls).. Para este

último compuesto el análisis por difracción de Rayos X (4,3,2) muestra que además de

que el ligante actúa como un puente, también se cuenta con moléculas de agua con alto

grado de libeitad que son capaces de ayudar el proceso de relajación,, Los valores por

debajo de un segundo están más allá del límite de nuestras determinaciones debido a los

poca cantidad de datos colectables en este intervalo

Para ambas formas del ligante, los tiempos de relajación son también menores de ls ; así

como para el complejo de calcio donde se espera una interacción principalmente iónica y

bastante débil, lo cual deja al ligante en libertad para lograr una relajación rápida,

Se encontró un resultado un tanto sorprendente en el caso de los derivados de plomo (ver

Figura 4,12c-d): para Pb(GE//)ClC>4 se obtuvo un valor de 2 66 ± 0,20s, mientras que

para el complejo Pb(GE), el valor fue 1,19 ± 0 12s La espectroscopia de IR lejano

sugiere también para este compuesto la formación de un quelato, ya que se observa la

coordinación del grupo amino (4,4,2) Por otro lado, este complejo muestra

desdoblamiento en las señales en los núcleos 13C que pertenecen a los átomos del carbono

p y 7 del residuo ácido glutámico, Para comprender la causa del bajo valor de <T'i> en

este compuesto que se suponía que mantendría al ligante en una forma más fija, se realizó

un estudio de difracción de rayos X de polvo a todos los compuestos Para todos ellos se

encontró un alto grado de ciistalinidad, mientras que en el compuesto Pb(GE) se aprecia

una notable cantidad de material amorfo Esto también es congruente con la presencia de

óxido de plomo en este producto, reflejada en el análisis elemental (sección 2 2,2 3),
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El experimento para la determinación de <Ti> también se llevó a cabo para Zn(GE) con

el objetivo de completa: los datos, pero, dado que el derivado del ligante protonado no

fue aislado, no hay ningún dato con el cual comparar.. No hemos encontrado información

respecto a la viabilidad de comparar este parámetro entre los complejos con centros

metálicos diferentes El valor obtenido es <Ti> = 4 62 ± 0,22 segundos,

4.6. Interacción de Gly-Glu con los cationes en estudio. Observaciones

relevantes.

La afinidad del dipéptido protonado hacia el calcio es notable si se compara con los otros

cationes, Esto resulta raro tanto para donadores de oxígenos mono como bidentados En

este estado de protonación, el ligante puede actuar, a lo sumo, como un donador 0 ,0

Para los otros cationes refleja la tendencia ya descrita por Martin13 (ver 1,4 3), donde un

donador de 0 ,0 presenta una mayor afinidad hacia el plomo, seguido por el zinc y

finalmente por el cadmio La afinidad de un ligante monodentado donador de oxígeno se

hace manifiesta con la coordinación de moléculas de agua en la estructura cristalina del

derivado de plomo, Esto confirma la hipótesis hecha a partir del trabajo con los

aminoácidos (3,1) de que la contribución más importante a la estabilidad de los

complejos de Pb y de Ca sería aportada por la interacción con los grupos carboxilo

Cuando el ligante pierde el protón del grupo amonio y puede comportarse como donador

0,N, la tendencia mostrada en las constantes de fbimación es la esperada paia este tipo

de ligantes logpZn>ÍogpPb>log|3cd »logpca La afinidad más alta de Cd2+ y Zn2+ hacia

nitrógeno que hacia oxígeno se refleja en los compuestos aislables y en las constantes de

formación, lo cual puede relacionarse con el concepto de Pearson14 de los ácidos y bases
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duros y blandos, y confirma otra hipótesis generada a partir del trabajo con aminoácidos

de que seiía más sencillo aislar compuestos de coordinación en los que el guipo amino se

encuentre desprotonado como derivados de Cd2+ y de Zn2+,
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Interacción con Asp~Gly-Glu

y Asp-Gly-Glu-umidu

La secuencia Asp-Gly-Glu (o DGE) se puede encontrar únicamente en 3 sitios de enlace

a calcio de las proteínas EF ocupando las posiciones 5, 6 y 7 del dodecapéptido: en el

sitio II de la Caíbindina D9K, y en otias dos proteínas de tipo SI00. Sin embargo, la

presencia del aminoácido Aspáitico como 5o íesiduo en la secuencia del sitio de enlace a

Ca , precediendo a glicina es muy constante (en 56% de las variantes), Como se

comentó en el capítulo anterior, la posición del íesiduo glicina (6o íesiduo de la

secuencia) se conserva en un 89 1% de los sitios, La ocurrencia del glutámico en la T

posición, sin embargo, no es generalizada, sólo se presenta en un 6% de los casos 2

Debido a que estos 3 aminoácidos son los que con más fiecuencia componen la secuencia

de enlace a Ca en posiciones variadas (Asp, 25%, Glyl3.3%, Glul3 3%), a que se

encuentran juntos en el sitio II de la Caíbindina, y a que son capaces de aportar oxígenos

como átomos donadores, tanto de los caibonilos provenientes de la cadena peptídica

como por parte de los caiboxilos de cadena lateral, Asp-Gly-Glu resultó ser un

olígopéptido muy interesante como siguiente paso en la modelación También se utilizó

la vanante en la que el carboxilo terminal se encuentra amidado ya que inmerso en las
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secuencias, ese caiboxilo es en realidad carbonilo de amida, con lo que se espetaba ser

más fiel a las condiciones originales del sistema a modelarse,

X O
X=O,NH2

O

Figura 5.1. Esquema de la estructura de los tripéptidos DGE y DGEa

5.1. Estudios potenciométricos»

Las especies totalmente protonadas del ligante Asp-Gly-Glu se designan como DGE//5

mientras que la totalmente desprotonada como DGE4", Los valores de pKa obtenidos en

este trabajo son 2.52(7), 3,5(7), 4.61(6), 8,24(5) y 11,82(3), Paia el péptido con el

carboxilo terminal amidado, Asp-Gly-Glu-amida, sus especies seián designadas como

DGEaH4+ la totalmente piotonada y DGEa3* la completamente despiotoñada,, Los valores

de pKa obtenidos paia este ligante son de 2,98(4), 4,4(3), 8 11(1), 12,21(1).

Es notable que se lograra determinar un val01 de pKa tan alto como el último que se

presenta para ambos ligantes, Este valor se atribuye a la acidez del grupo amido de la

glicina (enlace peptídico con el aspártico), por ser el grupo amido que presenta un valor

menor de pKa calculado para la formación del anión según el software de ACDlabs (ver

anexo 2) y como posteriormente se analizará, porque la señal de ese protón desaparece a

un pH no muy elevado (>8) en la titulación seguida por RMN, Así, la asignación

completa se discute en la sección 5 2,1
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Figura 5.2. Diagrama de distribución de especies de los tripéptidos

Paia la foimación de los complejos metálicosf se hicieron estudios en condiciones de

estequiomeíiía 1:1 El ajuste satisfactorio de los datos de pH se consiguió con los

modelos que sólo incluían a las especies MHXDGEX"2 y MHxDGEax"' (x=0-3), es decir,

los complejos 1:1, aún cuando se incluyó en el modelo la posibilidad de la formación de

complejos 1:2 En un experimento en el que se tuvo un exceso de Zn de 25% se

obtuvieron constantes para Z^DGE (p=14 8) y Zn2HDGE+(p=20 91) que en condiciones

de estequiometría 1:1 no se presentan..

Tabla 5.1. Constantes de formación acumulativas para DGE4" y DGEa3 '

Ligante
Catión

Ca2+

Pb2+

Zn2+

Cd2+

DGE4

logp10i(a)

5.1(1)

9.13(8)

8 59 (4)

7 2(1)

logPm00

15.32(9)

17.18(4)

16,47(3)

16,58(3)

logpn.(c)

22.6(1)

23 51(3)

22.19(6)

23.41 (2)

logPui íd)

27 1 (1)

27,46 (2)

27.52 (2)

DGEa J '

logBior
(e)

6 1(1)

8.81 (8)

8 98 (2)

6,31 (4)

logPm®

16.7(1)

16.48(4)

17,08(4)

15,87(4)

logpm
(o)

24 17(6)

22,53 (5)

23.46(3)

22,75(5)

logBui

28,25(4)

27,50(3)

27,04(4)
(a)(3IOi: DGE4- + M2+ o [MDGE]2' (con el grupo amido desprotonado); ib%n: DGE4> H+4 M

b

2+
o

[M(DGEH)Y; ( c ) p m : DGE4"+ 2H+ + M2+ c^ [M(DGE^2)]; (b)(313I: DGE4> 3H+ + M2+ o [M(DGE//3)]
+;

(e)p10!: DGEa3" + M2+ <=> [MDGEa]"(con el grupo amido desprotonado); ( 1 )p i n : DGEa3"+ H+ + M2+ o
[M(DGEa//)]; (%2i- DGEa3> 2H" + M2+ o
[M(DGEa//3)]

2+
,: DGEa3"+
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Tampoco estos ligantes logran afectar apreciablemente el valor de pH de precipitación

del hidróxido del catión (ver Figura 5.4 y Figura 5,5) Los datos potenciométricos se

analizaron únicamente hasta una unidad de pH anterior a la aparición evidente de

turbidez en el sistema, sin embargo los diagramas de distribución de especies contemplan

las constantes de formación de los hidróxidos insolubles,

Dado que el pKa más alto se atribuye al grupo amido, el valor del pKa del grupo amino

en el complejo (logK^Ü2
H ) se calcula, en estos casos, tanto para DGE como para DGEa,

como la diferencia entre log p .21 y log p n 1

[M(LH2)] o [M(L#)j + H* log •££££#

Así mismo, es log K¡fj*¿ la constante que puede relacionarse con la afinidad de estos

cationes hacia los donadores de oxígeno, que por lo tanto se calcula como la diferencia

log Pm-logpo2i, representado por la ecuación:

M2+ + LH2 o [M(LH2)] log K^f¿2

En la Figura 5 3 los valores de la afinidad hacia los donadores de oxígeno de cada ligante

por paite de los cationes se denotan como log K(O),,

Por su parte, la participación del nitrógeno de amina en la formación del complejo (log

K(N)) puede cuantifícarse por la diferencia entre los valores de la constante de formación

del complejo con el "grupo amino desprotonado (log pin) y la constante de formación del

complejo con el grupo amino protonado, es decir K'^f^ ..

Los valores de estas constantes se presentan en la
Tabla 52 y en la Figura 5.3 se muestra una gráfica con los valores de las contribuciones a

la constante de formación discriminadas por átomos donadores La contribución de los

125



Capítulo 5 Jnteracción con tripéptidos

átomos donadores a la afinidad con los cationes no sigue el comportamiento de los

ligantes estudiados en los capítulos anteriores.

Tabla 5.2. Constantes calculadas para discriminar la interacción con los átomos
donadores.

Ligante

Catión

Ca2+

Pb2+

Zn2+

Cd2+

DGE4

7.28

6,33

5.72

6,83

2.54(6)

3,45(8)

2,13(11)

3..3 5(7)

logK(N)

0.96

1 91

2.52

1,41

DGEa3"

7 47

6 05

6 38

6 88

T n o jrMU**

3,85(7)

2.21(6)

3,14(4)

2.43(6)

IogK(N)

0,65

206

1 73

1,23

Figura 5.3. Contribución de los átomos donadores a la estabilidad de los complejos

Al parecer la contribución del nitrógeno a la afinidad de los cationes por el ligante no está

influido por la disponibilidad del carboxilo terminal, excepto en el caso del zinc, ya que

para Ca2+, Cd2+ y Pb2+, los valores de log K(N) son similares con ambos tripéptidos, es

decir, independientemente de la presencia de un giupo caiboxilo o amida en la posición a
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del glutámico, Esto puede ser un reflejo de la participación de la cadena peptídica en la

coordinación al catión,

Sin embargo, en la afinidad por los donadores por oxígeno es posible observar una gran

diferencia provocada por la sustitución del grupo cc-carboxilo del glutámico por un grupo

amido, Tanto en el caso de calcio como en el caso del zinc, ía estabilidad del complejo se

incrementa con la presencia del grupo amido, Esto denotaría la presencia de una

interacción poco electrostática con este grupo, ya que a pesar de no ser ionizable, debe

recordarse que puede considerarse como portador de una carga de -0.38 mientras que un

carboxilato aporta una carga de -1 O.3 Como se discutió en los antecedentes esto permite

ía interacción del calcio -más favorecida- con un entorno de coordinación de carga con un

valor más cercano al necesario para la neutralización (-3 14) que en el caso del trrpéptido

con terminal carboxílica (-3 76) -únicamente tomando en cuenta a los donadores por

oxígeno-, que a su vez minimiza repulsiones entre los grupos cargados negativamente,

En el caso del Zn + el comportamiento con DGEa resulta sumamente sorprendente, pues

mientras que la contribución a la afinidad por parte de la interacción con nitrógeno llega a

ser más baja respecto a la que presenta el Pb con el mismo ligante y que la propia con el

ligante DGE, la contribución por la interacción con oxígenos resulta más elevada Podría

ser que el efecto del equilibrio de cargas actúe también en este caso, probablemente por

su tamaño reducido

Se observa en la Figura 5.3 que todos los cationes presentan una mayor afinidad por

oxígeno que por nitrógeno, probablemente debido a la cantidad de grupos donadores por

oxígeno disponibles, es decir de 3 carboxilos y 2 carbonilos en el caso de DGE y 2

carboxilos y 3 carbonilos en DGEa, en tanto que sólo hay un grupo amino en los ligantes. %•
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Es notable la versatilidad de coordinación en estos ligantes, al presentarse un efecto

"complementario" entre el derivado amidado y el de carboxilo terminal, Zn2+ y Ca2+"

tienen una afinidad notablemente mayor por el ligante DGEa cuando el giupo amino se

encuentra piotonado (DGEaH^), mientras que Pb2+ y Cd2+ poi el DGBH2
2'. Este hecho

provoca que se considere la posibilidad de que cada complejo presente una confoimación

y denticidad muy diversa, A continuación se esquematizan los ligantes con el guapo

amino piotonado

a) DGEH2
2-

O NR O
3 H

O

O

O

O

b) DGEa//2~

O NH,

Observando los diagramas de distribución de especies que resultan de los valores de

constantes de equilibrio determinadas, ilustradas en la Figura 5,4 y la Figura 5,,5, se puede

ver que la distribución de los complejos que involucran a los ligantes con amino

piotonado, es decir, cuya inteíacción es mediante donadores de oxígeno, tienen la misma

distribución que el ligante libre (las especies presentan el máximo de abundancia en el

mismo valor de pH, compartiendo también los valores inicial y final de pH en que se

manifiesta su presencia), mientras que aquellos en los que el grupo amino se encuentra

disponible para la interacción, el pKa disminuye considerablemente (

Tabla 5 2), reflejado en la aparición de la especie desprotonada a un valor de pH menor

interactuando con el catión que en su estado libre
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Figura 5.4. Diagrama de distribución de especies de los complejos con DGE

Podría considerarse entonces que la presencia del catión no altera la distribución de las

especies cuyas interacciones serán con oxígeno, dándose únicamente una interacción de

tipo electrostático, Con el átomo de nitrógeno, la interacción es de tipo orbital, es decir se

fbima un enlace de carácter covaíente, por lo que se debilita la inteíacción covaíente del

nitrógeno con el protón ácido
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Figura 5.5. Diagrama de distribución de especies de los complejos con DGEa

5.2. Resonancia Magnética Nuclear

5,2 1 Espectros de RMN de H de una dimensión, pH variable

Se desarrollaron titulaciones del tiipéptido DGE con NaOD para poder asignar los

valoies de pKa al grupo involucrado, seguidas por RMN de !H, Se muestran las

variaciones en desplazamiento químico respecto al pH en la Figura 5 6, señalando los

valores de pKa, La asignación se basa en la respuesta de las señales a la variación en el

pH,
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Variación en el desplazamiento químico
conelpDenDGE

NH. (asp)

Protones de amida en DGE
85

85

64

83^

1 . 8.2-
a.

8 I-

80-

79-
1

•G-HN(triplete)
• E-HN (doblete)

2 3 4 5 6 7 8 9 10

PH

Figura 5.6., Titulaciones seguidas por RMN de H

Es entonces posible asignar el piimer pKa (2 52) al giupo caiboxílico del aspáitico,

seguido por el carboxílico a del glutámico (3,5) (valor ausente en el DGEa, hecho que

confirma la asignación), posterioimente el y del glutámico (4 61), el giupo amonio (8,24).

Para observar el efecto del pH en el desplazamiento químico del protón del grupo amida

del péptido, se hizo el experimento en 20% D2O/H2O (para establecer la resonancia de

deuteiio) y se incrementó el pH agregando NaOH acuoso El grupo amino o amonio

presenta un intercambio mucho más marcado con el D2O, e incluso con el H2O de tal

manera que es imposible observar la señal correspondiente Pero sí se observa la

desaparición a un pH menor de 9 de la señal correspondiente al protón de amida del

enlace peptídico entie el aspártico y la glicina, que presenta un patrón de triplete debido a

los dos hidrógenos a de glicina Al acercarse al valor de pKa, el grupo asociado empieza

a presentar una pequeña propoición de especie desprotonada En un valor de pH=9,

aproximadamente una milésima parte de la concentración del ligante se desprotonará, y

así, en el equilibrio dinámico, los protones pueden cambiar por deutenos o por

hidrógenos del agua, con lo que la señal disminuye y desaparece:
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pH=pKa+ l o g r ^ L ; 9 = l l .82+ (-2.82); IogTH¡=-2 82
[LH

[LH]
=10"282= 1.51x10"

Se presenta a continuación la esquematización de los equilibrios ácido-base del ligante

DGE,

0 NH

OH

Ka, =2 52 o N H ;

S

Ka2=3 5

O NH3
+ O

.0 Ka3=4 61
O

O

Ka4=8 24

O

O

O

o o

OH

O

O NH

O ^ ó ' o

Se pretendió observar, también con los tripéptidos, el efecto del pH en el desplazamiento

químico en presencia de los cationes, pero debido a la precipitación de los hidróxidos no

se llega a observar la formación de especies significativas Se presentan, sin embargo, los

valores de desplazamiento de las señales y los acoplamientos en los espectros de alta

resolución para mezclas 1:1 de ligantexatión a valores de pH significativos de acuerdo

con los diagramas de distribución de especies de la Figura 5,4 y la Figura 5.5), Los

valores de 5, J2 y J3 se obtuvieron mediante la simulación de espectros desarrollada a
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través del programa gNMR como se comenta en el anexo 3 (Figura 5,7, Tabla 5..3, Figura

5.8, Tabla 5.4, Figura 5.9).

JCOO

tí

DGE,

J
i

11 P,, '
3ÍO0 3.6O0 3.Í00 J.200 J.O00 2.Í00 2.600 2.403 2.300 2.0» 1.(00

W i

pH=9

1" i1:
1

J

.1

• • ' - u - + ^ _

i'jli J

I
DGEa, pH=

I 1 1 !

=10

.

• i l v '''
¡i

Figura 5,7, Simulación de espectros de los ligantes libres que arrojan los valores de
6, J2 y J3.

Tabla 5.3. Desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento en disoluciones
1:1DGE:M2+.
Los coeficientes 1,2,3 corresponden a Asp, Gly, GIu respectivamente Se tratan como sistemas de espín
aislados por el carbono cuaternario del enlace peptídico ,J(1) se refiere al acoplamiento con el primer
núcleo mencionado para el sistema de espín, J(2) con el segundo, etc.

DGEpH=8.5
1HP2
1HP1
IHa,
2Hal
2Ha2
3Ha
3Hpl
3HP2
3Hy2
3Hyl
CaDGE pH=9
lHp2
1HP1
IHa
2Hal
2Ha2
3Ha
3HP1
3HP2
3Hy2
3Hyl

6 (ppm)
2 558
2417
3 728
3,869
3..927
4,052
1.816
1,981
2.128
2.133

5 (ppm)
2,549
2..443
3.764
3,831
3,908
4,025
1,792
1.952
2,108

,-2.107

J(l)

-16.1
5,23

-17,04

9,17
4.33

0
0

J(l)

-16.13
5,47

-1709

8,81
4 62

0
0

J(2)

8.01

-14.97
8 17

8.3
J(2)

7,61

••14 1 5

7.,24
7.56

J(3)

8,27
6.69
J(3)

7,59
7.93

J(4)

-15.42
J(4)

-0.46
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PbDGEpH=4 5 (PPm) J(l) J(2) J(3) J(4)
1HP2
lHpl
lHa
2Hal
2Ha2
3Ha
3Hpl
3Hp2
3Hy2
3Hyl
ZnDGEpH=7.5
1H|32
1H|31
lHa
2Hal
2Ha2
3Ha
3HP1
3Hp2
3Hy2
3Hyl
CdDGEpH=9
lHp2
lHpl
lHa
2Hal
2Ha2
3Ha
3Hpl
3HP2
3Hy2
3Hyl

2,89
288

3,963
3 8

3,944
4,142
1,871
2,041
2,272
2.26

5 (ppm)
2 688
2,588
4,039
3.722
3.,945
3,953
1,784
1,902
2 072
2.162

6 (ppm)
2 649
2 565
3 943
3767
4,038

4,05
1.893
1 995
2.165
2.297

-16 3
5,47

-17 09

8 81
4 62

0
0

J(l)

-17,47
4,13

-1687

8 11
4,88

0
0

J(l)

-16 39
4 48

-1724

6
6
0
0

761

-14,5
7.7
7.3

J(2)

5,78

-15,36
6,86
6.53
J(2)

7,84

-12..53
8,19
7.63

7,,3
7.2

J(3)

84
6.86
J(3)

6,94
7.72

-15.5
J(4)

-15.86

J(4)

-18.72
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Figura 5.8, Simulación de espectros de disoluciones de DGE con M + que arrojan los
valores de 8, J2 y J3
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J

PbDGEa, pH=4
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Figura 5.9. Simulación de espectros de disoluciones de DGEa con M responsables
de los valores de 5, J2 y J3
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Tabla 5.4. Desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento en disoluciones
1:1DGE:M2+.
Los coeficientes 1,2,3 corresponden a Asp, Gly, Glu respectivamente Se tratan como sistemas de espín
aislados por el carbono cuaternario del enlace peptídico J(l) se refiere al acoplamiento con el primer
núcleo mencionado para el sistema de espín, J(2) con el segundo, etc.

DGEa pH=10 5 (ppm) J(l) J(2) J(3) J(4)
1H|32 2 459
lHpi 2352 -15,48
lHa 3,574 6 26 7,08
2Hcel 3,824
2Ha2 3 854 -17,17
3Ha 4.119
3Hpi 1813 10,13
3Hp2 1949 4 68 -15 24
3Hy2 2.101 0 7,18 7,75
3Hyl 2.145 0 6.98 7.03 -15.42
CaDGEa pH=8.2 5 (ppm) J(l) J(2) J(3) J(4)
1HP2 2 54
lHpl 2,443 -15 69
lHa 3,696 5 65 7 35
2Hal 3,876
2Ha2 3,918 -17 12
3Ha 4.176
3Hpi 1.87 4 11
3HP2 2.001 791 -14,55
3Hy2 2 18 0 17 46 6 72
3 H y l 2 . 1 9 2 0 - 3 . 5 6 6 . 7 -13.28

PbDGEa pH=4 5 (ppm) J(l) J(2) J(3) J(4)
1HP2 2 736
IHpi 2,793 -173
IHa 4 272 7 61 5 26
2Hcc2 3,935
3Hct 4 257
3H(31 1.89 9,45
3Hp2 2..039 4 76 -13 45
3Hy2 2 27 0 6 02 5.77
3Hyl 227 0 7 03 6.98 -15.42
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ZnDGEa pH=7

1HP2
ÍHPI
lHa
2Hal
2Ha2
3Ha
3HP1
3Hp2
3Hy2
3Hyl
CdDGEa pH=8
lHp2
1HP1
lHa
2Hal
2Ha2
3Ha
3Hpi
3H02
3Hy2
3Hyl

5 (ppm)
2 746
2,645
3,961
3815
4,019
4,118
1 879
1,957
2,174
2.266

6 (ppm)
2663
2,596
3 971
3 793
4,013
4.. 137
1,976
1 92
2.21
2.32

J(l)

-17,64
4,58

-169

9 46
4.4

0
0

J(l)

-16,96
4,58

-16,89

4 56
9,85

0
0

J(2)

5 38

-14,07
6 31
7.09
J(2)

7,61

-15.51
641
6.59

J(3)

6 25
6,91
J(3)

9
6.51

J(4)

-15.59
J(4)

-16.39

5.2.2, Espectros deRMN H en dos dimensiones, Estudio conformacional,

Como se comenta en los antecedentes, al crecer la cadena del ligante, cobra importancia

el uso de programas de cómputo para la elucidación de las confoimaciones presentes en

disolución (anexo 3), Se hace necesario recunir a estudios en dos dimensiones, en este

caso el experimento adecuado resulta ser el ROESY más que el NOESY de acuerdo con

lo que se plantea en la sección A3 1 del anexo 3

Para poder llevar a cabo la estrategia descrita en dicho anexo, para los espectros ROESY

es necesario contar con los valores de desplazamiento químico de las señales y las

constates de acoplamiento que ya se presentaron La constante de acoplamiento es de por

137



Capítulo 5 _. Interacción con tiipéptidos

sí una variable que da infoimación de la estructura, pues responde al ángulo diedro entre

los núcleos que la provocan.

Nuevamente se desarrollaron los experimentos en valores de pH en los cuales, de acuerdo

con los diagramas de distribución de especies (corregidos al considerar la fuerza iónica

dada por la concentración de los analitos), se encuentran proporciones significativas de

complejo formado AI analizar las señales de interacción en los derivados de los

tripéptidos (DGE y DGEa), éstas corresponden a interacciones intra-residuo, es decir de

los protones pertenecientes a un mismo aminoácido (Figura 5,10).. Este hecho provoca

que el cálculo origine sistemas arreglados aleatoriamente respecto a su cadena peptídica

(Figura 5,. 11), pero mantiene cierta disposición en los átomos correspondientes a cada

aminoácido Probablemente la ausencia de otras señales sea resultado del nivel de ruido

debido a la presencia de agua en el espectro, por haberse realizado en H2Ü:D2O

pretendiendo observar las señales de amida

Por otro lado, nuevamente un factor importante en el valor de la intensidad de la señal de

interacción resulta ser la escasa fracción que representan los complejos respecto al ligante

libre en el intervalo de pH previo a la piecipitación de los hidróxidos (ver Figura 5 4), y

también, como se ha comentado con anterioridad, a la cinética sumamente rápida que

caracteriza a estos cationes 4

Para suprimir el efecto del agua se desarrolló un experimento en un equipo que cuenta

con la tecnología de gradientes, que permite seguir secuencias de pulsos que suelen ser

más efectivas en la supresión de agua, pero aún así no se logran observar las señales

inter-residuos,,
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Figura 5.10. Espectro ROESY de DGE a pH=8.5. Interacciones intraresiduo y ruido
provocado por la presencia de Agua.

Figura 5.11. Sobreposición de estructuras para DGE a pH=8.5 calculadas por
dinámica molecular a partir de datos de RMN (ROESY),.
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Por otra paite, de los experimentos ROESY realizados en D2O se ha podido plantear las

confoimaciones posibles que, sin sei de carácter cuantitativo, coinciden con las cercanías

H-H que se obseivan en el espectro de dos dimensiones (Figura 5 12) Los valores de

distancia entre átomos donadores son estimaciones resultantes de ubicaí a ios grupos CH

y CH2 en las moléculas de tal modo que, respetando los ángulos y distancias noimales de

enlace, se acerquen los hidrógenos cuyas interacciones se obseivan en los espectros.

Coincide que en cada caso la separación entre los átomos donadores más cercanos

conesponde con la variación de radio del catión con el que se trabaja (Ca2+ y Pb2+),

BGE pH== Ca(DGE) pH= H>(DGE) pH=

Figura 5.12. Espectros ROESY en D2O. Estructuras que pueden presentar las
interacciones interresiduos observables en los espectros.

En todas estas estructuras se observa que los giupos hidrofílicos se ubican en el exterior,

en contacto con el disolvente, mientras que los giupos alquüicos quedan en el interior

inteíactuando entre sí, Como se espera debido al valor de pH de trabajo, las estructuras

que se establecen a través del análisis de estos espectros indican que la coordinación a los
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metales se realiza únicamente a través de los grupos carboxilo, ya que el grupo amino se

encuentia aún protonado,

5.5. Interacción de Asp-Gly-Glu y Asp-Gly-Glu-amida con los cationes en

estudio. Observaciones relevantes.

La disponibilidad de un gran número de átomos donadores con diferentes tipos de

interneción posibles hace que la formación de los complejos de coordinación de cada uno

de estos cationes con los ligantes DGE y DGEa se diversifique, presentando una variedad

de formas de coordinación que repercute en la estabilidad de cada uno de los complejos

Por ello ya no es válido buscar establecer una escala de estabilidades basada en la

afinidad de los cationes por oxígeno o por nitrógeno, como se hizo en los capítulos

anteriores,, Se observa que una interacción de tipo orbital entre los cationes y los átomos

donadores repercute en la distribución de especies de ligante, mientras que al ser de tipo

exclusivamente electrostático, las especies ligadas y las no coordinadas presentan la

misma distribución,

Al experimentar los diferentes tipos de espectroscopia de resonancia en dos dimensiones

que utilizan al efecto nuclear Oveihauser se observa que la interferencia que es capaz de

generar el agua como disolvente, puede impedir la observación de señales debidas a la

interacción a corta distancia
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DKJVGDGEVSFEE

Finalmente llegamos a la determinación de estructuia e interacciones del dodecapéptido

cuya secuencia corresponde a la que presenta el sitio II de enlace a calcio en la

Calbindina D9K

En un piincipio se consideró la posibilidad de utilizar al olígopéptido en forma cíclica,

para que de la manera en que las hélices a ubican a esta secuencia formando un lazo que

se mantiene prácticamente igual en estado libre que con la presencia del catión Ca o

Cd V como se muestra en la Figura 1 de los antecedentes, este oligopéptido se

mantuviera también en una estructura cerrada Lamentablemente el giro en la proteína no

deja a los extremos del sitio (Asp3-4 y Glugs) uno junto al otro Por otra parte, unir

mediante glicinas proporcionaría más grupos donadores y no necesariamente reproduciría

la geometría del fragmento en la proteína, de acuerdo con estudios de mecánica

molecular que se desarrollaron a nivel MM+,

Así es que se decidió usar el dodecapéptido abierto con la secuencia correspondiente al

sitio II de la Calbindina, que, como se comentó en los antecedentes, es el más

representativo de los sitios de enlace a calcio de una gran cantidad de proteínas, por estar
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formado por 12 aminoácidos como una mano EF canónica, mientras que, el sitio I está

formado por 14 aminoácidos. Es, poi otra paite, el sitio que muestra una mayor afinidad

por uno de los otros cationes de nuestro trabajo, el ion Cd + Esta propiedad ha sido

utilizada en estudios estructurales sobre el sitio I en su interacción con calcio,

"bloqueando" selectivamente el sitio II con cadmio 'a)? , ya que la afinidad de ambos

sitios por el calcio es muy similar y por lo tanto el calcio disponible se distribuiría

equitativamente entre los sitios, mientras que el cadmio se dirige directamente al sitio II

Los estudios realizados son únicamente en disolución ya que como sucedió con el

tiipéptido, se cuenta con cantidades aun más limitadas de ligante, y como se verá en los

estudios potenciométricos, aquellas especies que pueden presentar una elevada

abundancia, son altamente cargadas, lo cual las hace muy solubles y es poco factible

aislarlas

6.1. Estudios potenciométricos.

Como es de esperarse, este ligante esquematizado en la Figura 6 1, posee múltiples

constantes de protonación Los pKas que se presentan son 3 33(4), 3,52(3), 4.38(4),

4.49(3), 5,36(3), 9.75(2), lo que concuerda con la existencia de 5 carboxilos y un gmpo

amino de cadena lateral, La especie completamente despiotonada se veía representada

por Dodeca5" y la máxima protonación del intervalo de trabajo quedará como Dodecaí//,,

El primer valor mencionado corresponde al grupo amino de la Usina, y los siguientes, a

grupos carboxílicos de aspártico y glutámico.
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9 O
u

X.,.. I

OH

Figura 6.1. Estructura del dodecapéptido DKNGDGEVSFEE o Asp-Lys-Asn-Gly-
Asp-GIy-GIu-Val-Ser-Phe-Glu-Glu.

DodecaH' DodecaW* Dodeca5

m
o
Q. 06-
«

10 12

PH

Figura 6,2. Diagrama de distribución de especies del ligante Dodeca

Para la formación de los complejos metálicos, nuevamente se hicieion estudios en

condiciones de estequiometiía 1:1, y al considerarse en el modelo la posibilidad de

formación de complejos 1:2, se consiguió un ajuste satisfactorio de los datos de pH con

los modelos que eliminando las especies 1:2, sólo incluían a las especies MHXL " (x=0-

4), es decir, los complejos 1:1, curiosamente no se consiguió calcular un complejo con el

ligante triprotonado, probablemente relacionado con la baja abundancia que de por sí se

da del ligante en este nivel de protonación, y que en todo momento coexiste con

Dodecatk3" y DodecaHí",
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Tabla 6.1. Constantes acumulativas de formación de complejos

Catión

Ca2+

Pb2+

Zn2+

Cd2+

IogpI9i(a)

4 11 (7)

10.60(8)

5 93 (5)

9,69 (7)

logpni
(b)

13,0(1)

14 80 (8)

12,43 (7)

14.57(9)

Iogpi2i(c)

19.86(4)

19..65(5)

logPi4i(d)

27,46(2)

27,76(4)

logK(O)íe)

3.26

5 1

2,68

4,82

logK(N)(f)

085

5..5

3 25

4,87

M
2+ : Dodeca5>(a)P10l: Dodeca5- + M2+ o [MDodeca]3"; ( b ) p m : Dodeca5>

2H++ M2+ <x> [M(Dodeca//2)]';
 íd)p141: Dodeca5 + 4H^+ M2^ <=> [M(Dodeca//4)]

+; (e)logK(O): Dodeca/f4'+

M2+ o [M(Dodecatf)f';(f) logK(N): [M(Dodeca//)]2" + Dodeca5' o [MDodeca]3" + Dodecatf**

La presencia de este ligante logia afectar apieciablemente al valor de pH de precipitación

del hidróxido del metal para plomo y cadmio (ver Figura 6 5),, Sólo se analizaron datos

potenciométricos hasta una unidad de pH anterior a la apaiición evidente de turbidez en

el sistema y considerando la inflexión en la cuiva de titulación (Figura 6,3), pero se

presentan los diagramas de distribución de especies calculados hasta valores de pH

superior, considerando los valores de constantes de los complejos y de los hidróxidos

insolubles que se llegan a formar

12-

x
o..

voINaOH (mi)
Figura 6.3. Efecto de la precipitación de los hidróxidos de los metales en la curva de
titulación,.
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Nuevamente, K'lf"H puede ser relacionada con la afinidad de estos cationes hacia los

donadores de oxígeno (denominado log K(O) en la tabla de la Figura 6 4),, En este caso,

debido a la gian longitud del ligante y la presencia de tantos grupos hidrofílicos, su forma

libre aporta una alta contribución entrópica al sistema lo cual abate la estabilidad de los

complejos. Especialmente, la formación del complejo de calcio se dificulta, al depender

principalmente de las interacciones electrostáticas para mantenerse unidos los diferentes

átomos donadores, es decir, anclar al ligante Esto puede provocar que haya menos

átomos de oxígeno involucrados en la interacción, y por ello la contribución neta a la

estabilidad sea menor en el caso del calcio que de plomo y cadmio (Figura 6,4). Como se

mencionó, la estructura del sitio siendo parte de la proteína prácticamente no sufre

cambios al pasar del estado libre al enlazado, lo cual evita que ese factor entrópico se

encuentre involucrado en la constante de formación del complejo, Así, la constante de

asociación (logp) pasa de un valor de 8,4 (fuerza iónica 1=^0) o 6,57 (1=0.15M) en el

sitio II de la Calbindina, a 4,11 con el dodecapéptido (1=0.1M)

Respecto a la estabilidad de los complejos de los otros cationes, el tamaño del ion puede

ser un parámetro importante a considerar, pues siendo el Zn mucho más pequeño

(1.04Á respecto a 1..26Á Ca2+, 1..24Á Cd2+ y 1,43Á Pb2+, considerando un número de

coordinación de 84), probablemente genere impedimento estérico en el proceso de

formación del complejo El tamaño es un factor que se ha detectado como importante en

la afinidad de la proteína,3
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SlogK(O) :

• log P101

HlogK(N) ;

Ca

3.26
4.11
0.85

Zn

2.68
5.93
3.25

Cd

4.82
9.69
4.87

Pb

5.1

10.6
5.5

Figura 6.4. Contribución del átomo donador a la estabilidad de los complejos.

Finalmente, Cd2+ y Pb2+ piesentan afinidades casi equivalentes, siendo mayor la de

plomo,, La contribución a la afinidad cuando se encuentra libre el giupo amino (log K(N)

en la tabla de la Figuia 6 4) probablemente se deba a la disposición espacial del grupo

más que a la afinidad de los iones zinc, plomo y cadmio por este átomo donador. La

acidez del grupo amonio de Usina aumenta notablemente con la formación de los

complejos de Pb2+, Cd2+ y Zn2+ como se puede ver los diagramas de distribución de

especies de la Figuia 6 5, ya que la especie desprotonada aparece a valores de pH mucho

menores al estar coordinado que en.su forma libre,
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a 02-
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Figura 6.5., Diagrama de distribución de especies de los complejos

6.2. Resonancia Magnética Nuclear

Lamentablemente para este ligante no es posible llevar a cabo la asignación de los pKas a

través de una titulación seguida por RMN como se desaiiolló en los casos anteriores,

debido a la existencia de varios residuos Glutamato y Aspaitato.. La asignación de sus

señales respectivas en el espectro es únicamente posible con la combinación de dos

técnicas bidimensionales, TOCSY y NOESY,, De hecho, a pesar de trabajar en

espectrómetros de alto campo, como 600MHz, los espectros no resultan tener la

resolución apropiada como para poder hacer algún estudio significativo en una

dimensión, pues las señales se ubican una sobre la otra, superponiéndose y perdiéndose
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cualquier patrón de acoplamiento (Figura 6 6), Se presentan por lo tanto únicamente los

resultados del trabajo con los espectros en dos dimensiones

Figura 6.6. Espectro ID de RMN a 600MHz de *H del Dodeca (pH=9)

6 2 1. Espectros de RMN de lH en dos dimensiones Estudio conformacional

Los estudios de resonancia en dos dimensiones se desarrollaron en disolución acuosa con

20% de D2O, a los valores de pH más convenientes para obtener una diversidad mínima

de estados de protonación y complejación del ligante

En todos los casos se encontraron señales correspondientes a la presencia de dos

conformaciones en disolución y la optimización de una de cada par resultó en una

estructura helicoidal que se debe a la presencia del ligante "libre",, Se muestra el valor de

RMSD (desviación de la raíz del promedio de los cuadrados de las coordenadas de

diferentes estructuras), siendo éste menor a 2Á, se considera un buen cálculo de

estructura, aproximado a la estructura real 6

En el casó del complejo córí Ca2+, como se comentó en la sección anterior, la estabilidad

es muy baja, y paia forzar a que haya una mayoría de ligante en estado coordinado es

necesario usar una proporción de Ca 20:1 Estas condiciones del experimento, a su vez,

incrementan la fuerza iónica, factor que hace que las señales de interacción pierdan altura
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y ganen área, hasta un punto en que se llegan a confundir con el iuido, como sucedió con

las señales en de los tripéptidos, comentado en el capítulo anterior. De esta maneía, no

fue posible obtenei una estructura del complejo de coordinación del dodecapéptido con

calcio,, Resulta sin embargo interesante incluir la estructura que presenta el dodecapéptido

como sitio de unión en la pioteína Calbindina, enlazado a calcio,7 (Figura 6 7)

p

Figura 6.7. Fragmento de la Calbindina D9K correspondiente al sitio II unida a
calcio.

Para los demás cationes se presentan a continuación 20 estructuras generadas por

dinámica molecular a partir de las restricciones en distancias interprotónicas provenientes

del espectro NOESY, de acuerdo con la estrategia descrita en el anexo 3, con el valor de

RMSD obtenido a partir de la cadena peptídica. A su lado se muestra la estructura que

cumple mejor con las restricciones de NOESY (como esferas, los átomos de O y N), en

que ha sido ubicado el catión correspondiente de acuerdo con un cálculo de dinámica

molecular a nivel PM3 (procedimiento descrito en el anexo 3, A3 7)
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con Pb2+, pH=5.4; 53 violaciones en 50
estructuras, RMSD= 1.324Á

é

2+con Zn2+, pH=7; 31 violaciones en 50
estructuras, RMSD- 0.65Á

:on Cá , pH=6,6; 33 violaciones en 20
¡stmctuias, RMSD= 1..91Á

- • V

Figura 6.8,, Estructuras del dodecapéptido en los complejos con Pb +, Zn + y Cd +.
Traslape de la cadena peptídica de las estructuras generadas y estructura de mínima energía con la posición
del catión propuesta por dinámica molecular (basada en MM+ seguida de PM3), en rpjo=oxígeno, en
azul=nitróseno

El entorno de coordinación del Zn2+ parece tener a los átomos de nitrógeno de la cadena

peptídica especialmente^ orientados hacia la cavidad que alojaría al catión- Se ha

observado que el Zn2+ puede ser capaz de desprotonar al grupo amida en valores de pH

que van de 7 a 11, para generar un enlace con nitrógeno s En este trabajo no se comprobó

potenciométricamente, que se perdieran protones de los grupos amido,
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Para Cd2+ y Pb2+, sin embargo, los grupos caiboxilos de cadenas laterales se orientan

hacia la cavidad pudiendo completar la esfera de coordinación mucho más rica en

donadores por oxígeno..

Resulta interesante observar cuáles átomos donadores se localizan a corta distancia de

los cationes en los complejos cuya estructura se presentó en la Figura 6 8, así como de

qué residuo provienen, para compararlo respecto a la esfera de coordinación del calcio en

la Calbindina

r

Tabla 6.2. Átomos donadores y residuos correspondientes que se ubican a distancia
menor que la suma de radios de van der Waals de los cationes en los compuestos de
coordinación del dodecapéptido.

Ca2+

o.p (mi"

Pb2+

O c ! A s P l

«>e¡ \> . i í

t»c; \ ^ 5

(\-p ("I-.7

Í \

\ ,

•1

p

p

p

1

Cd2+

• \^p:

( i • • • !

till""

Z

Vr

^ r

Ocp

Ocl

\spl

11 . •

( . 1 - •'

GIu7

Ser9

cp: cadena peptídica; el: cadena lateral; Sombreado: interacción presente en el complejo con otro catión:

in con Ca Ü con Pb con Cd

Se puede ver un gran parecido en el entorno de coordinación del plomo respecto al calcio

en la proteína, en que coinciden tres átomos donadores, El entorno de cadmio, por su

parte, es parecido tanto al entorno del plomo como al de zinc, aunque no tan parecido al

presente en la proteína, con el que únicamente comparte un punto de coordinación El

entorno del zinc es notablemente distinto al presente en la proteína, principal emente por

la cantidad de puntos de contacto, principalmente nitrógenos,
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6.3. Interacción del dodecapéptido con los cationes en estudio.

Observaciones Relevantes.

En los antecedentes se hace énfasis en la escasa íespuesta estructural de la proteína

Calbindina al enlazarse con los cationes Se podría, en ese caso, pensar en el sitio de

enlace como protagonista de un "efecto macrociclo"9 Es decir, que dado el diseño de la

proteína, la cavidad de coordinación ya está dispuesta paia albeigai al catión, y el efecto

entrópico debido a la poca movilidad original del ligante, favorece a la manera del efecto

quelato, la formación del complejo En el caso del dodecapéptido utilizado en este

trabajo, la movilidad original del ligante libre es muy acentuada, dado que no se

encuentra enmarcado entre las hélices alfa que forman la mano EF en la proteína, Es poi

esto que la estabilidad de los complejos correspondientes al dodecapéptido es mucho

menor a la del sitio II en la proteina con calcio El zinc resulta, al parecer, demasiado

pequeño para la cantidad y distribución de átomos donadores en el dodecapéptido, por lo

que incluso su afinidad con el nitrógeno de amina, siendo de un valor cercano a las

observadas para con los otros ligantes, no es tan marcada como la de los cationes Cd y

Pb que parecen tener las características necesarias para una interacción óptrma con el

ligante, generando un entorno de coordinación muy similar al del sitio en la proteína El

incíemento de la acidez del grupo amino en los complejos posiblemente se deba a efectos

globales en la carga del complejo, dado que en las estructuras obtenidas en disolución

acuosa mediante RMN el grupo amino no parece coordinarse directamente al catión, a

pesar de encontrarse desprotonado en el complejo, de acuerdo a los diagramas de

distribución de especies,,
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En los capítulos anteriores se han analizado los resultados conespondientes para cada

ligante o tipo de ligante y su comportamiento respecto a cada uno de los cationes Vale la

pena, ahora, hacer un análisis global de los resultados para comparar a los ligantes entre

sí, su capacidad de coordinación con los cationes y el tipo de estructura que presentan los

complejos,

Afinidad

7.1. Estudios potenciométricos,

Para estudiar la influencia en el tipo de interacción entre los diferentes ligantes y los

cationes, los ligantes se presentan ordenados por disponibilidad de grupos carboxilo Los

primeros cuatro ligantes cuentan todos con 2 grupos carboxilo pero la variación está dada

por la distancia que queda entre los grupos, que va en aumento, y también el número de

grupos carbonilo de amida, Así el orden de compaiación resulta :

Asp

f-^ o

(2, 6, 0)

H2N-

\

/(
" \

Glu

¿5
j

(2,7,

\\ -o

0)

O

H N / \2 ^ - / Nh

Gly-Glu

/

(2,

(

7,

.0"

7

1)

0"

y

(# de grupos COO*, #átomos incluidos de O a O entre diferentes grupos carboxilos, # dt
grupos carbonilo de amida CO)
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O" O

HUN

Asp-Gly-Glu-NH2 (2, 14, 3) Asp-Giy-Glu(3,7/12/14,2)

26
26

9 O

38

41

Dodeca (5, pierde significado por la cantidad de átomos donadores disponibles, 14)

En la Figura 7,1 se muestra la "tendencia" en las constantes globales log p con el cambio

en la estructura de los ligantes, Posteriormente se desglosa la constante de estabilidad de

los complejos presentando, poi un lado, la influencia dada por la interacción con los

grupos carboxilos (al encontrarse protonado el grupo amino -único en cada ligante-) -

Figuia 7 2- y, poi el otro, la influencia debida a la disponibilidad del grupo amino paia la

complejación -Figura 7.3-

Es indiscutible que la estabilidad en los complejos se encuentra influida por vaiios

factores, uno de los cuales es la afinidad de los cationes por los átomos donadores

disponibles con su estado de hibridación y su carga, también la distancia entre los átomos

donadores, además del tamaño de los cationes, involucrados en la posibilidad de
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foimación de anillos quelatos o la formación de estructuras poliméricas usando a los

ligantes como puentes, y otros efectos entrópicos que comprenden al estado de

"desorden" inicial y final,

Al utilizar los diferentes ligantes en el transcurso de este trabajo se pueden encontrar

variaciones simultáneas en los diferentes factores, lo cual implica que hay que tenerlos en

cuenta al analizar el aumento o disminución en la estabilidad comparándolos entre sí,

Se puede observar que Cd + y Pb + se comportan de manera muy similar en su afinidad

por los grupos oxigenados y el grupo amino, siendo siempre el plomo más afín a

nitrógeno que cadmio (Figura 7,3) Respecto al caso de los grupos carboxilos, la afinidad

es muy similar, con la tínica excepción del GE en que el Cd2+ muestra una afinidad por

los grupos caiboxilos más parecida a la del Zn +,

El ligante DGEa muestra un comportamiento muy peculiar ya que como se discutió en el

capítulo 5, tanto zinc como calcio presentan una muy alta afinidad por el ligante estando

piotonado el grupo amino (Figura 7,2) Dado que ambos cationes son los que presentan

un menor valoi de electronegatividad %P, serán los que tendrán una menor habilidad de

participar en una interacción orbital con elementos más cargados negativamente, así, un

ligante con mayor número de grupos caibonilo y tan solo 2 carboxilatos podrá, a la vez

que neutraliza la carga positiva del catión, interactuar a través de los grupos carbonilo de

la cadena peptídica
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DGE

3.5

5.36

4.65

4.76

Dodeca

4.11

10.6

5.93

9.69

Figura 7.1. Constantes de formación de los complejos en los que puede intervenir
como donadores tanto el grupo amino como los carboxüos,, Los ligantes se ubican de
menor a mayor disponibilidad de grupos carboxilo.
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Figura 7.2. Participación de los grupos carboxilo en la estabilidad de los complejos.
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Influencia del grupo amino libre en la estabilidad
de! complejo

6

Figura 7.3,, Influencia de la disponibilidad de NH2 en la estabilidad de los complejos,

A excepción de este ligante, entonces, el zinc presentará la menor afinidad por los

carboxilos entre estos cuatro cationes Su afinidad por el nitrógeno logrará que en la

mayoría de los complejos sea el que presente una mayor contribución de este átomo

donador a la constante de estabilidad (Figura 7,2). En el caso del dodecapéptido, como se

comentó en el capítulo correspondiente, no se observa una interacción mayor a las que

presentan cadmio y plomo, pero de cualquier manera se encuentra en el intervalo

observado para los otros ligantes, incrementándose respecto a los demás péptidos.

El comportamiento del calcio es especial pues, por ejemplo, el glutámico parece no tener

una distribución óptima de los grupos carboxilo para la coordinación de ambos con él

como se discutió en el capítulo 3, mientras que nuevamente se observa que la presencia

de un grupo carbonilo adicional -en el caso del ligante GE- logra un incremento

considerable en la estabilidad así como sucederá con el DGEa respecto al GE,, Al
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incrementar la caiga negativa del ligante, la estabilidad disminuye pero sí hay un

aumento al multiplicarse los donadores de oxígeno cargados y no caigados, es decir, al

tiabajar con el ligante dodeca.

En todos los casos es el calcio el que presenta una menor contribución de la

disponibilidad del nitrógeno para la coordinación en la estabilidad (Figura 7.3)..

En el caso de plomo y cadmio, siendo más electronegativos, se incrementa la estabilidad

de los complejos al incrementarse la caiga negativa del péptido

No es de sorprenderse, dada la versatilidad de coordinación de los ligantes, que a pesar de

ser considerados como del tipo 0 ,0 en algún momento y del tipo N,0 en otro, no siempre

se encuentren las tendencias señaladas por Martin en relación con la serie de Iiving-

Williams, como se mencionó en los antecedentes (1..4 3), ya que un mismo ligante puede

presentar diferentes patrones de coordinación dependiendo del catión con el cual se

compleje,,

Probablemente debido a la baja contiibución aportada poi la formación de queíatos a la

estabilidad de los complejos en disolución acuosa, quedan varias moléculas de agua

formando paite de la esfera de coordinación del catión que dan lugar a las especies

hidroxo en los valores de pH esperados para los sistemas M /H2O sin ligantes Es por

ello que el dodecapéptido es el único ligante que logra variar sustancialmente el pH de

precipitación de los hidróxidos, ya que logia mantener a las moléculas de agua más

alejadas del centio de coordinación (ver diagramas de distribución de especies en los

capítulos 3,4,5 y 6)
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Estructura

7.2. Resonancia Magnética Nuclear en disolución.

Poi medio de los estudios en disolución para determinar la estructura, en cada ligante se

ha logrado encontrar evidencias de la foimación de anillos quelato incluso en condiciones

en las que los estudios en estado sólido no lo confirman Esto, dado que en disolución, al

encontrarse los centros de coordinación alejados unos de otros mediante el disolvente, se

llega a favorecer1 la formación de anillos quelatos de tamaños grandes en los que

intervienen las interacciones hidrofóbicas de los fragmentos alifáticos al interior del ciclo

y las hidroíílicas de los grupos polares para ubicarse expuestas al disolvente o para la

coordinación al metal,

En general, el carácter lábil de los cationes utilizados en este trabajo y el hecho de la

coexistencia de varios estados de protonación del ligante libre y coordinado a los valores

de pH de trabajo, impidió la presencia de señales intensas relacionadas con la

conformación en los complejos

Con el dodecapéptido, es posible observar una mayor afinidad de los cationes Pb2+ y Cd2+

a los grupos ricos en oxígeno, mientras que la interacción predominante en la formación

del complejo con Zn2+ es mediante nitrógenos del enlace peptídico

Fue imposible analizar la estructura correspondiente a la mayoría de los complejos cuyo

grupo amino se encontrara desprotonado en disolución, debido a la precipitación de los

hidróxidos de los cationes, así en valores de pH bajo las conformaciones que se presentan

son principalmente aquellas que involucran coordinación mediante los carboxilos con

interacción principalmente electrostática
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7.3. Cristalografía

La cantidad de átomos donadores en los ligantes de estudio, incluso en los más sencillos -

los aminoácidos-, los hace susceptibles a actual como puentes para formar polímeros en

el estado sólido, En el caso del Pb(GlygluH)C10444H2O se hace notorio que los cationes

también presentan una propensión para formar polímeros, ya que es una molécula de

agua la que actúa como puente.

La separación entre los átomos donadores en los ligantes cuando el grupo amino se

encuentra protonado no estimula la formación de anillos quelato más allá de los de cuatro

miembros cuando el carboxilo actúa como bidentado, por lo que en las estructuras que se

lograron resolver para este trabajo, de compuestos obtenidos en condiciones en las que el

ligante únicamente cuenta con los grupos carboxilos para la coordinación, la esfera de

coordinación de los cationes se compone de los grupos que, puenteando, generan las

estructuras poliméricas,,

Las estructuras con plomo hacen patente la anisotropía que se presenta en el entorno de

los átomos de plomo debida a la presencia del par electrónico inerte estereoquímicamente

activo con un entorno de coordinación basado en interacciones iónicas, que por otro lado

provoca la imposibilidad de registrar el espectro de RMN de sólidos de 207Pb Por su lado

las estructuras de cadmio son altamente isotrópicas,

7.4. Espectroscopia infrarroja. IR lejano.

La presencia de interacciones M-N en algunos de los compuestos aislados permitió qué

se pudiera identificar la banda correspondiente a su vibración en IR lejano (Tabla 7,1)

Para Pb-N se puede encontrar entre 325 y 340 cm"1, para Cd-N: de 348 a jóOcm"1, y para

Zn de 363 a 365cm"1,, La correspondencia de las bandas al considerar el cambio de catión
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-con una desviación de aprox, 7%- denotan que la fuerza de la interacción M-N en estado

sólido, donde la esfera de coordinación se encuentra completamente satisfecha por gmpos

donadores, es bastante similar para los complejos con el mismo ligante, distinto a lo

observado en disolución acuosa

Tabla 7.1. Número de onda y constante de íüerza5 asociada a la interacción M-N

catión

Pb
Cd
Zn

Asp
vC"1)
325

k(M-N)
1.00x10'

Glu
v(cm")
328
348
363

k(M-N)
1.00x10'
1.07x10'
1.07x10'

GE
vfcm"1)
339
360
365

k(M-N)
1.07x10'
1.13x10'
1.07x10'

^calculada de la ecuación

7.5. Resonancia Magnética Nuclear en estado sólido CP/MAS

7.5.1. Espectros de RMNde ¡llCd CP/MAS

Fue posible obtener espectros de I!1Cd en los cuales se refleja el ambiente de

coordinación del centro metálico Un efecto especial fue detectado al coordinarse el ion

nitrato de forma bidentada al cadmio, pues se produjo un acoplamiento de tipo dipolar

Cd- N generando un triplete 1:2:1 con una constante de acoplamiento muy intensa,

contando con 2 oxígenos como ruta de acoplamiento, con un valor de 125Hz,

7 5.2 Espectros de RMN de nC CP/MAS

Los desplazamientos químicos en 13C, particularmente de los grupos carboxilos, denotan

el tipo de interacción similar o disimétrica en que están involucrados ambos grupos al

complejarse con el catión

Pero la mayor fuente de información estructural proveniente de la obtención de espectros

de este núcleo es la que corresponde a la medida del <Ti> de ]H detectable por la
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transferencia de polarización a i3C. En general, cuando no se tiene interferencia por que

la composición sea aleatoria o por la presencia de aguas de hidiatación -que provocan

relajaciones lápidas, al igual que las interacciones de tipo electrostático, con valores de

<Ti> menores a Is-, se puede observar que aquellos compuestos con el grupo amino

desprotonado y coordinado, presentan una mayor rigidez que puede ser asociada a la

formación de quelatos, de acuerdo a las observaciones en IR lejano,

Parece sei que cuando se presenta algún efecto que fije al ligante, ya sea, por un lado la

formación de polímeros o por el otro la formación de quelatos, el valor de <Ti> se ubica

alrededor de 4s Cuando ambos efectos se presentan se observan valores mayores a lOs

Tabla 7.2. Valores de <T1> de *H medidos en CP-MAS 13C para los derivados
aislados

Catión
Ca

Pb

Zn

Cd

N protonado
•/

X

•/

X

X

Asp
0.2s
3.6s

12.37s
0.59s

4.07s
0.58s

GIu

21.99s

3.92s

4.38s

Gly-GIu
0.6s

2.66s
1.19s

4.62s
0.26s
15.0s

7.6. Conclusiones.

La ubicación distanciada de los átomos donadores en los ligantes hace que la formación

de quelatos no sea, en general, una fuerza motriz para la formación de complejos estables

y la afinidad de los cationes por cada uno de los átomos donadores se ve afectada por la

posición de estos últimos,
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El compoitamienío estructural de los complejos resulta ser muy diferente en disolución

que en estado sólido, por lo cual conviene concentiase en los resultados en disolución

para intentar comprender los fenómenos que se presentan a nivel biológico,

Así, poi ejemplo, a pesai de que en el caso de Zn se acentúe la afinidad por nitrógeno,

al sei menor su afinidad por los grupos carboxilos, la constante de formación total

resultante acaba teniendo un valor muy similar para todos los cationes, Con los péptidos

pequeños: GE, DGE, y DGEa las constantes de formación que involucran como grupos

donadores a los grupos carboxilo y al grupo amino (sin el grupo amido) presentan valores

muy similares, con diferencias de un máximo de 2 unidades logarítmicas.

Dada la movilidad de los ligantes lineales (no cíclicos), tanto el comportamiento

estructural como la afinidad entre los ligantes y los cationes de trabajo difiere de los que

presentaría la proteína en la que las secuencias correspondientes se encuentran fijas en

una conformación debido a la estructura terciaria de la Calbindina (manos EF) Este

fenómeno permite que se diversifiquen los modos de coordinación de los ligantes y por lo

tanto la estructura de los compuestos de coordinación que se pueden formar, dependiendo

del catión con el que se trabaja, De esta manera,

• fue imposible dilucidar la estructura del complejo del dodecapéptido con el Ca ,

debido a la incapacidad del calcio para participar en interacciones intensas de tipo

orbital que lograran anclar al ligante en una conformación con interacciones ínter-

residuos observables,

• por su parte el Zn2*, debido a su tamaño mucho menor que los demás cationes y

su afinidad hacia los átomos de nitrógeno provoca que el dodecapéptido se

acomode generando un ciclo más cerrado que los manifestados por los otros
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complejos y con menores vaiiaciones entre las diferentes estructuras calculadas

dada la mayor capacidad de este catión a presentar interacción de tipo orbital con

los átomos donadores

• El tamaño de los cationes Pb + y Cd + parecen ser los apropiados para normar al

ligante a una confoimación cíclica en la que muchos de sus grupos donadores se

involucren en la coordinación de los centros metálicos, que a su vez presentan una

mayor capacidad de enlazarse con interacciones de tipo orbital con bases de

Lewis, cargadas o no, que el calcio,

Podemos concluir entonces que no han sido los donadores por nitrógeno los capaces de

discriminar en la estabilidad de los cationes con el sitio de la proteína, ya que

difícilmente en la proteína la secuencia podrá moverse para exponer a estos átomos

donadores, sino el tamaño del catión que permita supeiposición con los grupos donadores

que se encuentran a cierta distancia y quizás la electronegatividad del centro metálico,

que permita la interacción con un sitio muy cargado negativamente

El hecho de que plomo y cadmio sean capaces de inter actuar con el ligante lineal de tal

forma que los grupos donadores coincidan tanto con los que participan en la unión a

calcio en la proteína, coincide con que sean los cationes que interactúan con la proteína

de manera natural, tanto para usarla como vía para su asimilación al organismo -el caso

del plomo-, como para hacer estudios estructurales sustituyendo al calcio -el caso del

cadmio-,

Queda manifiesta la similitud entre cadmio y plomo en cuanto a su afinidad, que los

coloca en la misma clasificación en cuanto a su dureza, como ácidos intermedios. Ambos

cationes, cuentan, sin embargo con una alta contribución a la fuerza de las interacciones
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Anexo 1.

Manual Para el Manejo y

Procesamiento de Datos del Titulador

En esta sección se explica el uso del titulador Titrino 702 de Metrohm, con el que cuenta

el grupo de trabajo en el que se desarrolló este proyecto,

En la Figura AI 1 se presenta un esquema simplificado del equipo empleado para las

titulaciones, en él se aprecian las siguientes paites: una computadora (A), un titulador

automático (B)., un agitador magnético (C), un baño termostato (D), un electrodo (E), un

tanque de nitrógeno (F) y una celda i4fbnada''(de doble pared, para recibir1 el flujo del

baño teimostato)

ir-

D

Detalle:
•ElfflHS?.

Figura Al.l.. Esquema de los dispositivos para titulación automatizada.,

Es necesario asegurarse de que las conexiones estén en buen estado y bien hechas, para

evitar pioblemas en los experimentos La computadora., el potenciómetro y el agitador

deben estai directamente conectados al titulador, El baño está conectado a una celda en
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ex o

donde se realizan los experimentos, en esta celda se colocan el electrodo, el magneto, el

tubo que suministra el N2 y cuando se requiera, el dosifrcador de la disolución titulante..

Las disoluciones requeridas para el buen uso del titulado!1 (calibración y normalización)

se encuentran descritas en el inciso Al .5.

Al.l. Preparación de la celda.

Conectar la celda limpia al baño termostato y encender1 tanto la bomba de circulación

como el sistema de refrigeración Verificar la temperatura establecida en el baño para el

termostato,

Colocar un volumen conocido de la disolución que se medirá, taparla y dejarla con

agitación, bajo el burbujeo de N2 por 10 minutos, tiempo en que la disolución tomará la

temperatura del baño.

Se destapa el electrodo, se enjuaga, y si no se ha usado, recientemente, hay que ponerlo

en un tubo con disolución de HC1 1M, duiante un minuto, y después cambiado a otro

tubo que contenga NaOH 1M, por otro minuto y cambiarlo alternativamente de NaOH a

HCi

Figura A1..2. Esquema de la celda preparada para (a) calibración y (b) titulación
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Finalmente el electrodo limpio se coloca en la celda, como se muestra en la Figura Al .2

(a), en el caso de que se pretenda calibrar el electrodo y 2(b) en el caso en que se pretenda

hacer una titulación con NaOH,

Al.2. Ajuste del electrodo.

Al 2 1 Diseño de un método de calibración

En la computadora, entrar al programa 7021 (2o botón en la baria de office denominado

"titulador"). Se puede basar en algún método de calibración ya establecido [User

Method]/[Recall]: *, o simplemente seleccionando el modo CAL: [MODE]/[Selected

Mode]: CAL; [MEAS quantity]: pH. Se deben fijar los valores de pH de las

disoluciones que se utilizarán como parámetros para establecer la relación entre los

valores de potencial que mida el electrodo y los valores de pH correspondientes:

[MODE]/[Parameters]/[Calibration parameters]/[Buiier]/[Buffer 1 pH]: x (Figura

Al 3) Se establecen tantos valores de pH como disoluciones reguladoras se pretenda

usar, con un máximo de 9, La cantidad de medidas se establecerá pues si se pretende

hacer 3 medidas, el cuarto valor1 quedará establecido como OFF mediante el uso de la

tecla de función [F5]

Es importante que tras establecer cualquier valor o nombre en un cuadro del

programa 702, se pulse intro(J), ya que sino no se aplicarán ios cambios,
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»>)>>>>»>>»»>»>»»» HetroData 792 SK Ti trino «««««<««««<««
= File Edit Configuration fr:FEEM Uaerfííthod Saipl» Data Help

Selseted pode:
HET quantity:
SET quantity-"
HEílS quantity:
Hsthod nais

pH
pH
pH

Elaetr.input:
CBl.tsap

Buffor
Buffar
Buffsr
BufFer

1
2
3
4

PH
pH
pH
pH

—r

i ea
7 93

19.99

EHTEB r

T9 aU/*in

1-Hlp F5-CIr FS-Rc F7-Start F3-Stop F3-Hld/Cnt F19-flsk PqOn flltG-Srph

Figura A1.3. Calibración del electrodo. Valores de pH de Buffer a usar.

Finalmente se archiva el método generado en [User1 Meted]/[Store]/[Name]:*. Pata usar

este método y definirlo en el tituladoi es necesario invocarle mediante [User1

Meted]/[Recall]/[Name]:* (Figura Al .4)

>>»>>>>>>»>>»>>>)>>>>>> HstroData 702 SH Titrino
= Fils Edit Configuration Hode

:I-Hlp FS-Clr FS-Rc FT-Start FS-Stop F3-Hld/Cnt F18-fisk PgOn BltS-Crph BltX-

Figura A1..4. Pantalla de 702 SM Titrino, controlador del titulador

Al 2 2 Calibración del electrodo

Se colocan en la celda 25 mL aproximadamente de la disolución reguladora pH=4 (ver

sección Al ,5)

En el elemento [User Method] del piograma 702 se invoca al método en [Recall]

escribiendo poi ejemplo cal01 en el renglón [Ñame].. (Figura Al ,4)
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Si hay algún problema en la conexión de la computadoia con el potenciómetro,

aparecerá un mensaje de error en la computadora y en la pantalla del equipo no habrá

cambio, De haber buena conexión, aparecerá el nombre del método (calOl) y el último

dato determinado, como se muestra en la Figura Al ,5

pH(as)6 91 siope 0,993

Figura A1.5. Pantalla del titulador al establecer el método calOl

Posteriormente ir a [EDIT]/[Info]/[Live plotj, aquí se da el nombre del archivo a

generar, es decir:

File ñame C:\702\DATA\cal01,001

y en el renglón inferior se pone el archivo con el mismo nombre pero la extensión

anterior, es decir:

Determ.dat C:\702\DATA\cai01 000

Es decir el nombre del archivo, es el nombre del método y la extensión indica el número

de veces que se ha hecho el experimento

El programa está diseñado para almacenar resultados de forma secuencial, por1 lo que

automáticamente al comenzar otra determinación, generará un archivo con la extensión

sucesiva a la declarada inicialmente,

Una vez transcurridos los 10 minutos, se verifica que la temperatura de la celda esté a

25°C y se oprime [start plot] en la computadora, entonces, aparece un mensaje en el

titulador que pregunta si la temperatura es de 25°C, se oprime [F7=start], después el

titulador "pide" la primera disolución reguladora, que en el caso del método calOl es

pH=4; se oprime nuevamente [F7=start], comienza la calibración y en la pantalla de la

computadora se despliegan los ejes coordenados y una pequeña recta o un punto,
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Es importante tomar el primer número que aparezca en la pantalla del titulado!, al inicial

la calibración, este número debe anotarse por ejemplo:

pH-4, 173mV

Cuando el titulador termina con el primer pH, despliega un mensaje pidiendo la segunda

disolución reguladora, pH = 6 87 Entonces se desecha la disolución anterior, se lava y

seca la celda y se coloca la nueva disolución de pH=6,87, la que se deja estabilizando con

agitación y burbujeo de N2, por diez minutos y se repite el mismo procedimiento que con

la disolución pH=4 En el caso de las disoluciones reguladoras no es necesario que el

volumen sea medido con exactitud

Al concluir la calibración debe tenerse una tabla como la siguiente:

pH=4
pH-6.86
pH-9.18

173mV
5mV
-131mV

y los datos finales pHas-7 y m=0..999, sustituirán a los datos originales en la pantalla

mostrada en la Figura Al .5

Estos datos nos sirven para corroborar1 si la respuesta del electrodo es correcta y si el

equipo la esta procesando adecuadamente Para ello se realiza una gráfica como la que se

muestra en la Figura Al ,6.
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23/11/1998 11:25

25o Linear Regression forDatat_B:

Y = A + 8 " X
200-

•
150-

100-

50-

X 0-

•50-

• 1 0 0 -

•150-

•200 -

Parameter Valué

A

B

R'

-1

407 71135

•53 6S932

SD

0 12537 3
M

Errar

0 24039

0 0343

N P

3 72092E-4

3 4 5 6 7 8 9 10 11

E{mV)

Figura Al.,6,, Gráfica de calibración del electrodo, Regresión lineal

Al tener los resultados de la regresión lineal, como los que se encuentran en la gráfica,

podemos concluir que el electrodo y el equipo están en perfectas condiciones,

A13. Obtención de datos

Al 3 1, Diseño de un método de titulación.

Se puede basar en algún método de titulación ya establecido [User Method]/ÍRecaIlj: *,

o simplemente al seleccionar el modo MET [MODEJ/[Seiected Mode]: MET; [MET

quantity]: pH, Las variables que se deben fijar de acuerdo con las condiciones del

experimento son:

• El volumen máximo de adición de titulante = x en el experimento:

[MODE]/[Parametersj/[Stop conditions]/[Volume Stop]/[Volume]/[Type]:

Abs; [Volume]: x (Figura Al .7) o el pH = y de punto final:

[MODE]/[Parametersj/IStop conditions]/[Stop Meas] : y. (Eigura Al:8) ; ;

o El valor x se puede decidir por1 los equivalentes de ácido que se sabe se

neutralizarán durante la titulación con un exceso de 1 o 2 mi.

185



Anexo 1 Manual para eí manejo cíe! Tituiadot > sus datos

= File Edít Configuration CEE3I UserHotftocf Sa»ple Data H*Ip

f l -H lp F5-Clr FS-Bc FT-Start F3-Stop F3-HId/Cnt F19-fl.sk PgDn BUG-Grph flltX-Eiij

Figura Al.,7. Fijando el volumen final de titulación

o El valoi y se puede definir1 por el pH de inicio de precipitación de el catión

metálico o el máximo alcanzable por la concentración del titulante
»»»)>»»>>)>>»>>>>>» HatroOata 1Q2 SU Ti trino <<«<«<<<<«<<«(«<<«

= Fila Edit Configuration [|!ffî  UserMethod Sanplí Data Hílp

Sslsctsd aods
HET qusntity
SET quantity
MEflS quantity
Metfiod ñame

Uclu«e stop
ítop leas
Stop EP: 3
Filling rata «ai. il/min

[ ENTES

1-Hlp F5-C1F FS-3c FT-Start FS-Stop F9-Hld/Cnt F13-Hsk PgDn flHS-6rph

Figura A1.8. Fijando el pfí final de titulación

• El volumen de los pasos de adición en la titulación^ Ax (Figura Al .9)

[MODEj/[Parameters]/[Titration Parameters]/[V Step]: Ax El mínimo es de

0 001 mi En caso de definirse 0, se mide el potencial como función del tiempo

Fíl» Edit Configuraron UserH»thod Sanple Data Help

Salíetod »ode: HET
MET quantity: pH
SET quantity: pH
MEflS quantity: pH

1-Hlp F5-Clr FS-Bc Fi-Start FB-Stop F3-Hld/Cnt Fia-flsk PgDn SltG-Grph flltX-E»

Fisura Al.,9. Parámetros de la titulación
i3
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El tiempo de espera (s) entre la adición de titulante y la lectura de potencial, para

garantizar el estado de equilibrio Puede tomar valores de 0 a 9999s, (Figura

Al 9) [MODE]/ [Parameters]/[Titration Parameters]/[Equilibr.time]: t

o Esta variable puede ser calculada automáticamente si se define una razón

de cambio de mV/min [MODE]/[Parameters]/[T¡tration Parameters]

/[SignalDrift]: AV/At

Es importante que el número de datos que se generen durante la titulación (pej

x/Ax) no exceda el valoi establecido en "plot points" [PgDn]/[Setup

Graphic]/[plot points]: # (Figura Al 10) De excederse los primeros puntos de la

titulación se eliminarán del archivo de salida Es por ello esencial fijar las

condiciones finales de la titulación,

> > » > » » » » > » » > » » } » MítroOata 78Z SH Ti trine
Info flaseibly SitUp lfflHWSÜ

Plot points
Scanning inta
Zuru» lina
Printer typ»
Printer FF:
Balance RS232
Saiiple Change

rual

sattings
r synchr.

8

TZ

£31$
36 s

Joll
OFF

OH
[ ENTEB ] J

Figura Al.10. Estableciendo el número de puntos para la graficación.

Finalmente se archiva el método generado en [User Meted]/[Store]/[Name]:*. Para usar

este método y definirlo en el titulador es necesario invoca:le mediante [User

Meted]/[RecaIl]/[Name]:* (Figura Al..4)

Al 3 2 Normalización del NaOH

Una vez calibrado el electiodo, se cambia de método a "BIF" como se describió para el

método calOl El método BIF está diseñado paia hacer la valoración de disoluciones

patión de biñalato de potasio a fuerza iónica constante

Se miden con exactitud 25 rñL de la disolución de biftaíato de potasio 0.02M a fuerza

iónica 0,1 (ver final) y se colocan en la celda del titulador, con agitación y burbujeo de
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N2 Se tapa y se deja por diez minutos para que llegue a 25°C, en tanto se coloca el

electrodo, y el dosificado! de NaOH (-0 1N), pieviamente lavados, como se muestra en

la Figura Al .2 b..

Se procede a cambiar el nombre de los archivos que se van a generar, por ejemplo

File ñame C\:702\DATA\B!F 001

Como se describió para los archivos de calibración

Una vez transcurridos los 10 minutos, se pone [start ploí], se verifica que todo esté en su

lugar1., En la pantalla de la computadora aparece un mensaje "ready", entonces se oprime

[F7=start]

Es importante señalar que cualquier interrupción en la titulación, como el protector de

pantalla, o el cambio a alguna otra función impiden que los datos sean almacenados

La pérdida de energía eléctrica aunque sea por segundos anxiinan el experimento

Cuando se concluye la titulación debe esperarse hasta que aparezca el mensaje de

"transfér finish", ya que salir antes de la ventana de graficación provoca la pérdida

irreparable de los datos

Al 3 3 Normalización del ácido

Una vez terminados al menos 3 de estos experimentos, se procede a titular el ácido

preparado para la normalización, es decir 5 mL de HC1 o HNO3 0..1N llevados a aforo de

25mLconKNO30

El volumen de HC1 0 1N se agrega al matraz aforado mediante un método del titulador

denominado desalojo

IMPORTANTE: En el menú [MODE]/[Parameters]/[Stop conditions]/[Volume

Stop]/[VoIume]: establecer 5ml.
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Para agregar este volumen de ácido, se retira del aparato el dispositivo dosificador de

NaOH, remplazándose por el de ácido, Se puede, entonces, desde los botones inferiores a

la pantalla del titulado: activar la dosificación del ácido oprimiendo el botón [start]

Automáticamente se interrumpirá la adición cuando se agreguen 5ml, Se preparan 3

matraces y se llevan a aforo con la disolución de KNO3

Para el proceso de titulación del ácido se selecciona el método HC

A1.4. Procesamiento de datos.

Al 4 1. Formateo e importación de archivos

Al finalizar la valoración por triplicado, podemos comenzar con el procesamiento de

datos que se realiza de la siguiente manera:

Primeramente se debe tener los datos en archivos útiles para ser leídos por el HyperQuad

(software con el que se obtienen constantes de equilibrio a partir de los datos de la

titulación -Anexo 2-), y por algún grafícador, en este caso poi ORIGIN 2

Los archivos que genera el titulado! (* ,00#) son de texto y pueden editarse en el "bloc de

notas" de Windows, Contienen en principio la información del programa que sigue la

titulación, y es a partir del renglón que dice "V/ml" y "pH" que comienzan los datos

útiles Al final del archivo se encuentran también unos renglones correspondientes a los

cálculos que el sistema titulador hace respecto de los puntos de equivalencia. Tanto lo

correspondiente al método, como estos datos finales se borran del archivo que se guarda

entonces con extensión ,txt o dat para ORIGIN, y quitando también el encabezado

"V/ml" y "pH" con extensión *..ipd para Hypeiquad2000NT..
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En el software ORIGIN® se puede, en una hoja de tiabajo nueva (Figuia Al, 11 a),

importar1 los datos en formato ASCII de la titulación del archivo txt o dat (Figuia

Al l l b )

£i3e Edit VÍEW Plst Coiumn ^

Figura Al ,11,, Instrucciones para la importación de datos de titulación a ORIGIN®

Al 4 2 Punto de equivalencia

Se puede entonces generar la curva de titulación graneando dilectamente los datos de la

tabla (Figura Al.12). Se presiona el icono para hacer una nueva gráfica (1), se

seleccionan los datos con el nombre de la hoja de cálculo que contiene los datos y el

nombre de la columna que tiene a las ordenadas y se pasa a la ventana del contenido de la

giáfica(2), y al aceptar (3) se despliega la gráfica.
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r05022 pht
' 05023_phi,

D5021 phi
I D5022 phi
ír,05023_phi
rr ,05021 pht
rn,05022lphi

Figura Al ,12. Graficación de datos en ORIGIN

Posteiioimente se deteimina la primera y segunda derivada de la curva, para conocer el

volumen en el punto de equivalencia, mediante la herramienta que se muestra en la

Figura Al, 13.

Se solicita en el formato de los ejes que se coloque una línea en y=0 (Figura Al..14),

invocando las propiedades del eje x en [Format] -> [Axes] -> [x Axis] -> [Grid Lines]

Ampliando la vista de la gráfica mediante la lupa que se encuentra en la bana de

herramientas se puede obtener un valor de punto muy cercano a cero en y al dar un clíc

con el botón izquierdo del mouse en la interseccón de la curva de segunda derivada con la

línea en y=0, en la parte superior de la ventana aparecen las coordenadas en las que se

191



Anexo 1 _ Manual paia el manejo del Tituladoi y sus datos

encuentra esta cmz, de esta manera se puede conocer eon mucha precisión el valor de

volumen (x) que corresponde al punto de equivalencia (Figura Al ,15),

<•* Subir.

Fll S ̂  ,a»nll d Gcowtli

JO

60

r

0 2 i S ñ 10 12

Figura Al. 13. Determinación de punto de equivalencia por derivación

'*.t.^i L-m'wiw . " • - ^<lÜV. s ' Í lñ l . J -XikJ»,M&_." n

B

' " E-J i- ^ - i /•»

Figura Al. 14, Línea en y=0
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20-

0 =

• • 2 0 -

ñ
ME3

T

y

/
D

O

Figura Al. 15. Valor del cruce de la segunda derivada con y=0

Este valoi de volumen, junto con la concentiación de la disolución de biñalato de potasio

peimite conocei la concentración del NaOH empleado, mediante el siguiente cálculo:

Si la concentración de biñalato es de 0..01990M

(0 25L)
\L

0,,0004975mo/ de biñalato

Como reacciona uno a uno con la NaOH:

0,00494¿

Esto se hace con los tres archivos generados y finalmente se toma el valor promedio de la

concentración de NaOH

El siguiente paso es trabajar con los archivos generados en la titulación de HC1,

análogamente a lo que se realizó con los datos de Biñalato se generan archivos de texto

que contengan únicamente los valores de la titulación. Se genera entonces, en ORIGIN,

una tabla de datos importada en código ASCII, como se describió.
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Con el valor del volumen de NaOH a la equivalencia se puede calcular la concentración

del HC1, mediante un procedimiento análogo al realizado con el biftalato.

Al.4 3, Método de Gran Cálculo del porcentaje de carbonato en el NaOH titulante

El método de Gian3'4 ha probado ser excelente paia la determinación de los puntos de

equivalencia, En una titulación ideal los puntos antenotes al punto de equivalencia, al

aplicárseles la función 0 = (V+v) x 10"pH deben dai una recta, así como los posteriores al

punto de equivalencia al aplicarse la función 0 - (V+v) x \(f Las rectas se inteisectarán

en 0 = 0 en el volumen de equilibrio Sin embargo, si hay carbonato contaminando al

hidróxido, los puntos posteriores al punto de equivalencia presentarán una curvatura para

finalmente seguir un comportamiento lineal

Paia hacer la determinación del % de CO32" se añaden dos columnas en las hojas de

cálculo con los datos de la titulación al ácido, En la primera columna se declaran los

valores como se muestra en la Figura Al.16 (definir valores de la columna=[Ctrl+Q]):

con la función (25+col(V,,ml))*10A(-col(pH))

F« tow nunbet ffl hom 1 to 81

Figura Al.16, Cálculo de la función de Gran

En la segunda columna de igual manera se definen los datos declarando los valores de la

coiumnaí eotno-25+col(V ;mí))* 10A(col(pH)).

Para poder poner en diferente escaía las dos series de datos, es necesario agregar un eje a

la gráfica en el lado derecho, conservando las mismas abscisas, como se muestra en la
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Piguia Al .17) De cada columna se eliminan los datos que constituyen una asíntota a 0 al

construir la gráfica,

F.i ' £¿ t vje'.v £!oí Q»t* 6-'ijlyrr TOÍ-IS ?£n;iit VV-r.i-w ^" l

Figura Al.17. Agregando un eje de ordenadas dependiente del mismo eje de
abscisas

Aparecen dos cuadros al lado izquierdo de la gráfica con los números 1 y 2, Se hace clic

en el número 1 para agregar los datos de la primera columna con los valores calculados

por el método de Gian, y se hace cíic en el botón 2 para agiegar los valores de la segunda

columna de valores calculados

Con ayuda de los datos obtenidos en las regresiones lineales de cada serie de puntos se

calcula el porcentaje de CO3 ' en la NaOH como se muestia en el siguiente ejemplo:

Ai= 0.51796
Bi--0.10351
Ri= -0.99987

A2=-3.04204xl013

B2= 6.0051 lxlO í¿

R2= 0.99977

Si y=A+Bx, entonces cuando y=0, xi~5..OO39 y X2=5.06575, estos valores se alimentan a

la siguiente ecuación:
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2x5,06575

Para poder usar la disolución de NaOH se recomienda tener un valor de %C(>32~ menoi al

2%, De no ser así, en el momento de determinar los equilibrios se debe declarar el CO32"

como una especie presente ya que interfiere en los experimentos, En este trabajo sólo se

usó NaOH con contenido de CO3 " aceptable,

-y

Se registran valores promedio tanto de % de CO3 " como de la concentración del ácido

Al. 5. Disoluciones de trabajo

Para el trabajo con el tituladoi se requiere de las siguientes disoluciones, ya que se

trabajará a 25°C:

1 Disoluciones reguladoras (o buffer):5

a) pH=4:

Se pesa 2 5528g de Biftalato de potasio y se disuelve en aproximadamente 50ml de

H2O desionizada Una vez disuelto el biñalato, se coloca en un matraz volumétrico

de 250mí en donde se llevó al volumen total con agua desionizada

b) pH-686

Se pesan 0,8505g de KH3PO4 y 1 6754g de Na2HPC>4, posteriormente se disuelven

en agua desionizada y se afora a 250ml

c) pH=9.18

Se pesan 0,7035g de borato de sodio, el cual se disuelve en agua desionizada

aforando a250ml.

2. Disolución de KNO3 0.1M-fuerza iónica-
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Para mantener la fuerza iónica constante, en 0.1, se pesan 10,11 lg de KNO3 los que

se disuelven y se llevan a un aforo de 1L,

3, Disolución patrón de Biñalato de potasio (patión primario)

Se debe pesar alrededor de l..O212g de biñalato de potasio seco , registrando el peso

exacto, Se llevan a aforo de 250ml con disolución de KNO3 0 1M Anotar el título de

la concentración real del biftalato

4, Disolución normal de NaOH y ácido (HC1, HNO3) 01N Se adquieren de Meick o

Sigma-Aldrich

5, Las disoluciones para determinación de constantes de equilibrio (anexo 2) deben

estar en un valor de pH extremo, 2 o 12, que se logran mediante la adición de un

volumen conocido de ácido o NaOH normalizados respectivamente, Se llevan a

aforo con disolución de KNO3 0 1M La concentración mínima deberá ser lmM,

Al.6. Referencias

1 Metrohm Ltd.- Heiisau, Switzerland; 702 SM Titrino Menú Program, Ver 2 0, (1993),

2. Microcal Software, Inc.; Microcal (TM) Origin Working Modeí, Ver 6,0 (1999)

3 Rossotti, F.J.C& Rossotti H.;./ Chem Ed., 42, 7(1965), 375-378.,

4 GGian; Acta Chem Sean , 4(1950) 559..

5 AK Furr, ed.; CRC Handbook oí Chemistry and Physics, 78a edición; CRC Piess

(1997)
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Equilibrio

A2.1. Condiciones iniciales

A2.1 1, Determinación depKa

Una vez conocidos los valoies de calibración del electrodo y de normalización de la

NaOH y HC1, según los procedimientos descritos en el anexo 1, se pueden determinar los

valores de los pKas de un compuesto, preparando la disolución como se comenta en la

sección experimental, llevando el analito a su estado de mayor piotonación o completa

ionización mediante la adición de una cantidad conocida con precisión de HC1 o HNO3

normalizado o NaOH normalizada respectivamente Las titulaciones se hacen con

frecuencia partiendo de pH bajo, por lo que generalmente es ácido lo que se agrega al

sistema inicial, en tal cantidad que se logre tener los equivalentes necesarios para llevar1 el

analito a su forma más protonada y que haya aproximadamente un equivalente de H+

adicional

Para todo esto se hace necesario conocer1 los equilibrios ácido-base a los que es

susceptible el analito (o ligante) en el intervalo de trabajo, Para ello se cuenta con una

herramienta que calcula pKas aproximados de moléculas con heteroátomos o enlaces
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ionizables, denominado ACD/pKa DB^,' Se puede dibujai la molécula de interés y

después de optimizar su estmctuia tiidimensional activar la función de cálculo de pKa

I:

í_Optím¡zación de estructura 3D T_

O

Cálculo de pKá-í_

[ J| pagern

l Bita.-y j | QaiaBasa ||

Figura A2..1. Iconos para el cálculo de estructura tridimensional y constantes de
acidez de una estructura en el software de ACDlabs.

Al terminar el cálculo, se despliegan los resultados como sigue (en caso de estai

reportado en la literatura se muestran las referencias), se pueden observar las

asignaciones de los valores de pKa

fiesdts Oniioru ACD/Labt Beto

Y
1 pXa¡HL/H+t,)«11.39 ± D.39
3. pKalH2I/H+Hl)-3.5a ± 0.10
3. pEa(H3L/H+H3L)"Z.Za ± 0.23

He terence»:

1. pKa[iH/H+L)=9.70 ± 0.O5 a t t=ZS.QQ at IS=0.10
Hsfetence: libias oí r ¿ t e <md equilibiiia constints

oí iMta ro l / t i c oxvmic ractions, Ed V A Pila,.
MOSCOU 1975

2. pKa[HL/K+LJ=9.71 ± 0.02 a t C-25.00 ac 12-0.12
Reference: Tibias of x¿te and equilihí-iua ccnsti t i t j

o í heterolytic orqinic ractions,. Ed V £. fa2a,.
HDSC0W 19?5

3. pKa|Hl/H+L)=S.S5 ± 0.Q3 ac t '25.00 ac 13=1.00
Refecencer l í ü l e s of rite md equilibrios constéats

oí iieterolytic oi?nnic reicticns.. £d V A J i l a ,
M0SCÜW 197S

4. pKa(E2[/rí*HI)=4 01 at t=1.00 at 15=0.00
Reíetence: Ssith B. S. & , Ssith ! K ". í i o l

Otea.",. 1942.. 146.. 137

5. pKa[H2t/H+Hl!=3.94 ac t-12.50 at 15=0.00
Reference: Saitii F. J . 3 . Saitü P ÍT ". Siol.

Cheu ", 1942, 146, 137

Calculation o

The structure was round in Ehe Internal Structure

Data Base

pKa = !D 24 SCD=Q 1Q0D

The final valué of pKâ .
pKaQ = 10 240

Calculador! of A(pKa):

..AfnKal = I Jdí). frnm
ChemSk Reiufls Hisloiy i DataBass

Figura A2.2.. Despliegue de resultados de cálculo de pKa en ACDlabs pKa/DB

Cortesía Di Jesús Gracia.
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Por el pH de disolución de la sustancia o al saber su composición en estado sólido, se

puede aproximar el estado de protonación en disolución y los equivalentes de protones

que le testan paia llegar a la especie más acida posible en el inteivalo de trabajo («2-10)

Es recomendable conocer con precisión la concentración o composición del ligante para

establecer como constante la cantidad de milimoles que se utilizan

Las concentraciones de los analitos se consideran como variables peligrosas en el cálculo

de las constantes, pero en caso de no conocer la cantidad de protones que contenía la

muestra oiiginalmente, el método de cálculo permitirá optimizar la concentración de

alguno(s) de los reactivos a la vez que se aproximan los valores de las constantes

acumulativas de formación que darían origen a una curva de titulación similar a la

experimental.

En caso de habei dos puntos de equivalencia debidos al ligante con una diferencia de pH

de un mínimo de 2 unidades puede ser posible determinar el volumen de titulante paia

cada uno mediante el cálculo de la segunda derivada de la curva de titulación (vei Figura

A2..3) Como se explicó en el Anexo 1, los puntos en los que la segunda derivada cruza el

cero corresponden a los puntos de equivalencia, y la cantidad de milimoles originales del

ligante se puede calcular1 mediante la diferencia de los volúmenes de equivalencia y la

concentración del titulante,

200



Anexo 2 _ Deíeiminactón de Constantes de Equilibrio

12-

0 1 2 3
vol NaOH0 1

Figura A2.3. Determinación de dos puntos de equivalencia del ligante.

A2.1 2 Determinación de constantes deformación de compuestos de coordinación

Para preparar la muestra para la determinación de constantes de formación de compuestos

de coordinación, además de ponei una cantidad conocida de ligante y la adición de ácido

para imponer un pH límite bajo (alrededor de 2) se agregará catión en condiciones de

equivalencia con el ligante (1:1) Se utilizan estándares de catión usualmente destinados

para análisis por absorción atómica

Es importante, en el caso de algunos cationes, usar HNO3 en lugar de HC1 pues los

cloruros pueden interferir formando compuestos de coordinación a veces más estables

que los del ligante en estudio,

A2.2. Generación de los archivos

Como se mencionó en anexo 1, Manual del Titulador, los datos de la titulación se

guardan en un archivo de texto que se puede importar a Origin como archivo *.dat o

*..txt, pero también las columnas de datos (mi agregados y pH medido) pueden guardarse

en un archivo de texto con extensión * ,ipd,

0
0
0

,00o
.,10o
. 2 0 0

2
2..
2 .

065
086
110
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que posteriormente será importado a un archivo nuevo en Hyperquad2000V de acuerdo

a como se muestra en la Figura A2.4. A continuación se establecerá el número de

reactivos involucrados en el experimento como se muestra en la Figuia A2.5

£te Pro» Impai Ho*f

fació n e s\da d E ca\caícod-l 2 3. ca n
c\!itulaácnes\dodeca\ca\cad3 con
c:\lrtulaaones\dodeca\cd\cdct-3 con
c.\tilul acra n B s\dud e ca\cO\cii tíZ 3 con
c:\titulaeiones\dge\zfi\lndgel34.con
cWulacianes\dgs\zn\zncjgeO<1 con
c^titiilaciane5\dge\¡n\zndge31 con

l cor
c:\mis doeumemos\litulacioiies\dqe\ifi\?adqe03 con

j rrflüt intrrtfnflrtal 0&$

Figura A2.4. Pantalla de inicio de Hyperquad2000NT. Se marca la importación de
datos,

Hypeiqüad20(!O - prajecí ntec\li(uíac\ito*!e
£¡J= Projeet Impoit Hodd Ealentiomeliy fon Windo* Helo

"•*•• ""*"•~°«gfi»aag«»«HB™

[IPO]

O Pasa |PTR| ¡ ^

O Sctó! TRÉOO

O EH'iosclla «raben C U Y ;

Dala lype

O EguBstent data ecinti

® 1 ê f cnotta

O í sleclrode:

1 010 E 330
1.020 6171
1.03O S0J6
1.040 5.337
1.050 5.S47
1.GSO 5.76Í
1.070 5. sea
ICES 5 631

Re cho$en and c'a^iew
c \Uul3c\dodecaSmi02D01 ipd

Figura A2.5. Ventana de importación de archivos, Se marca el campo de selección
de número de reactivos

Aquí cabe aclarar1 que los hidróxidos se considerarán como una especie derivada del

protón, relacionada por el Kw, [0H]-Kw[H+]"' Por esto, en el caso de determinación de

Cortesía Di. Rafael Moreno

202

USIS CON
FALLA DE OBK



Anexo 2 üeíeiminación de Constantes de Equilibrio

constantes de acidez, se trabajará normalmente con 2 reactivos (ligante y protón) y en el

caso de las constantes de formación con 3 (catión, ligante y protón),

El programa solicitará que se asigne una ubicación y un nombie raíz de archivos (*) paia

general *..ppd (con los datos de la curva de titulación), *..par (archivo del modelo que se

utilizará para ajustai una cuiva de titulación a los datos importados) y *.,con (que

contendrá la ruta de los archivos * par y *..ppd utilizados para el proyecto,

A2.3. Definición de parámetros

Una vez importado el archivo, se denominan los reactivos en la pantalla del modelo, que

se invoca a través de el icono de flechas de equilibrio sobre violeta, o con el elemento de

menú [Model] En esta ventana (Figura A2 6) se declaran las especies que se formarán a

partir de los "reactivos", escribiendo el coeficiente estequiométiico correspondiente para

la formación de la especie: En la columna de la extrema izquierda se despliega

automáticamente la composición resultante de los coeficientes estequiométricos

declarados En la columna Log Beta se escribe el valor conocido o aproximado de la

constante acumulativa de formación Los valores de pKa encontrados mediante el

programa de ACDlabs pueden utilizarse como propuesta en esta sección En la columna

de la extrema derecha se declara con la barra espaciadora o con doble clic,

alternativamente si se utilizará el dato de log de beta como una constante, como una

variable a refinar o se ignorará en el modelo Se usan los botones Add p y Remove (3

para agregar o disminuir renglones y Add Reagent o Remove Reagent para administrar

las columnas
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S9H;peiquad20GO - piojeel lile c:\lilulac\dodeca\ca\cdd-123.con

File Piojecj ¡mport Madd PalsntiomeMy Run ^"mdow Help

Ñame M o d e c a - c

lemperature/C [25.0

Máximum number el liRatíom J3GQ

£xcesiive heta forit |Q3

'Weightíng scheme
t? aulünwti
C diagonal
C rdativc

Betai T
Add B | Removerl| iAddfleagenl [ 2 Remove Reagenl

H

H

H

H

H

0

H

H

H

H

H

H

H

H

H

0

0

.D

D

0

o<t

0

OdE

Ht

d i

d «

de

C J

de C

Dsds C

D

0

D

D

Do

Do

0,

de C

de C

d i C

de C

de C

á<C

d . C

LoqBeta i H Dode Ca
3.75

15-11

1S6

23.96

27.5081

30.83

40

ao
140

1B.0

220

2S0

29.0

140

16.0

20.0

0

0 constan*

0 constan!

constan!

constant

reline

reline

raline

retine

reline

reiinE

reline

ignore

ignore

ignore

Denominación de los reactivos

Ü

Figura A2.6. Ventana de edición del modelo.

Se selecciona el esquema de peso de los datos y sus eiroies de acuerdo con el método

utilizado paia medir los datos (vei A2.6).. El automático calcula el enor tomando los

valores que se establecieron originalmente como enores volumétricos y

potenciométiicos, El segundo, diagonal, calcula los enores como independientes en cada

punto, y paia determinaciones espectrofotométricas se usan pesos diagonales y relativos

de tal manera que se considera un error1 mayor cuando es menor1 ía absorbancia de la

especie y menor cuando ésta es mayor,

Se introducen los datos de concentración en el menú de datos potenciométricos (Figuia

A2 7) que se invoca ya sea a través de: [Potentiometry] -> [Edit data] o seleccionando

con el mouse el icono que ilustra una curva de titulación, Se Asigna una etiqueta a la

curva cuyos datos se definirán, el volumen inicial de la muestra y el enor en el valor de

mililitros de titulación

204



Anexo 2 _ _ _ Detemimacion de Constantes de Equilibrio

H|ip«tquddzODO - raoiect life c\hlufac\*ajei;alca\cad-t23.i
ffc ftoi=c! l/rwsi Hddd EolenüoroeliV ñ«i W"«jow Hei)

©

; HampvB Cuve [

Titralion COKÍÍIK ) Electimfe J e T'rtlalion Qa*a

Figura A2.7. Menú de edición de datos potenciométricos,,

En los campos de color amarillo de Titration Conditioñs (Figura A2 8) se escriben los

milimoles correspondientes de cada reactivo y a su derecha si se utilizará como constante

o como variable a retinar En el campo de la concentración de la bureta, se declara la

concentración normalizada de la sosa con signo negativo o la del ácido con signo

positivo, en el renglón del reactivo H

PoIenttoflietiíclitfatKin data. Curve 1 oí 3
|Ca(DJpH=2 j

Jnitial volume/ml ¡25.0

TiUe£iíor ¡0.003

Tilralion type

® Volumebic
O Coubmetric

2 fiemave Curve

Z¡''af¡on contfitiont Electiode S.e>tingi Tilia lian O.ata

Rea geni [ Total mil lima leí Bureíte concentiation
H

Dcds

Ca

0.525
0.02285

0.G2S

lefihe
constanl

comtanl

•0.1018
00
0.0

corubsnl
con;tant

canstint

Figura A2..8. Edición de datos potenciométricos, Condiciones de Titulación,,

En el campo de la configuración del electrodo (Figura A2..9) se debe asegurar1 que el tipo

sea de pH, y el reactivo al que es sensible: H Estos campos cambian con un doble clic de

mouse en el campo, o con la baria espaciador a Además se debe incluir el factor de

pendiente (Slope factor) que se obtiene de la calibración del electrodo, de acuerdo como

se menciona en el manual de uso del titulador. El error en el potencial es una

especificación del electrodo
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! Palentíometfíc tiliation dala. Cuivel of 3
abel ¡Ca(D¡pH=2

voLme/rrd 125.0

TireEircr

Titrsirán type

® Volumetric
O Eoulometiíc

o. - _ I 1Add Curve
Previcui Luve [ — •

2 Remove Curve [
Ne*l Curve I i

-=» 1 3 topoiiCmve j

Tihation cunditioni J Elecliode Setlingí Tiliation Data

f AddEfecliode £ flemove Elecirode

Electioni Standard Polen I ral Slope
lype TisniFeried Valué Eiroi factoi Reagent
OH 1 0.0 0.003 conslanl 0 394 H ¡

Figura A29, Edición de Datos Potenciométricos.. Configuración del electrodo

Finalmente, en el campo de datos de la titulación (Figura A2.10), se despliegan los

puntos que se impoitaron. A la derecha existe una columna en la que se puede determinar-

la exclusión de puntos de la curva, comúnmente para disminuir en número de datos que

se tomen en cuenta de una zona buffer al inicio o final de la titulación

! Polenliomehic hlialian data. Cuive 1 of 3
Curve Labüi ¡CafD)pH'2

¡nitral vo!nme/ml |25_fJ

T¡íre£nof ¡O.0Ü3

Titration t^pe

® Volumelric
O Coulcmetric Nexl Curve j

lAdd Curve

2 Hemove Curve

3lmpoit Curve

[ Elechode .S.ettingi j Títiation Data

point

1

2
3
4
5

E
7

e

10
11

volun»
0.0

0.02
004
006

oca
0.1
012
0.14

OÍS
Q.i a

0.2

BH
1 SC4

1305
18C8

1.81
1313
1916

1B19
1.92

1 923

1 B26
1829

¡nclude

Exdude

Exdude

Esdude

E>ciude

Escinde

E Í elude

PernQvePoml I
I

Figura A2.10.. Edición de Datos Potenciométricos,, Datos de la titulación,,

Mediante el botón Import Curve se puede importar datos que ya tengan el formato con

la extensión *,ppd, es decir que fueron importados y guardados en un archivo nuevo de

hyperquad Es recomendable hacer1 el cálculo de las constantes utilizando

simultáneamente los datos de más de una titulación (los experimentos se hicieron por1

triplicado), de manera que se disminuya la repercusión de los errores personales Para

cada curva se establecerán los detalles de concentraciones, volumen, temperatura de

trabajo y errores.
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A2.4. Ajuste manual

Ya establecidos todos los parámetros de los experimentos, se puede hacer una inspección

inicial de las constantes de formación propuestas, mediante la ventana de ajuste manual

que se invoca con el icono de matiaz bola (Figura A2.11)..

Figura A2.ll. Ventana de ajuste manual

Esta sección es especialmente interesante y didáctica, pues se pueden observar los efectos

de cambiar los valores de constantes de estabilidad en la forma de la cuiva.. El cambio se

puede hacer en la ventana de edición del modelo o directamente en la ventana de ajuste

manual, ya que se despliega el valoi de log de beta considerado en el modelo para aquella

especie que cuya curva de abundancia se encuentra cerca de la posición en que se hace

clic con el mouse Al hacerse una modificación en el valor en esta ventana, se asimila

esto en el modelo al activar.el botón Replot Se representan con rombos los puntos

experimentales y con una línea roja la curva teórica, calculada con los parámetros y

constantes de formación propuestas.
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A2.5. Ajuste por mínimos cuadrados

Ya con valores iniciales satisfáctoiios, mediante el icono de equilibrio con fondo verde se

activa el pioceso de optimización de las variables por un método de mínimos cuadrados

Se genera un archivo de salida que es posible ver1 de maneta inmediata en el visor1 que

viene con el programa, WINOUTNT (Figuia A2 12): La presentación de los resultados

usualmente incluye en una ventana los resultados en texto, donde se incluye en la sección

general, la información relacionada con los datos usados para el cálculo, es decir,

archivos de datos usados: el modelo y los datos de la titulación Cuando duiante el

cálculo es necesario cambiar el modelo para Ilegal a optimizar variables (es decir,

eliminar algunas constantes de formación) es posible explorar los diferentes modelos a

través del elemento de menú Model que sólo aparece en aquellos cálculos que usaron

más de un modelo Cada modelo contiene una sección completa con los detalles de

iteración para logiar el refinamiento, Resultados: Los valores calculados y sus errores

para las constantes de estabilidad y concentraciones (usualmente, lo primero en

desplegarse). Los coeficientes de con elación entie los parámetros refinados, Una tabla de

todas las concentraciones calculadas: total, libre y fbimando a las especies. Puede ser

copiado a una hoja de cálculo y usarse para granear las curvas de distribución de

especies, Valores observados y calculados de pH y de potencial en la titulación,

conforme a la adición de titulante

Se puede también observar- el despliegue de una gráfica de residuos en las medidas de

potencial en términos de unidades de desviación estándar1 paia cada punto. También una

ventana en la que es posible ver las curvas de especiación de acuerdo con las constantes

calculadas, y en la que se puede explorar la distribución de cierta especie al seleccionarla

en el campo correspondiente
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» Viewíng Ihe oulpul (¡le C:\litutac\dgea\dgea4. iei(1 inodel onlyl
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new project
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Chi-squared - 9.78
Chi-squared should be less than 12 ó0 at the 95% confidence leu

signa = 0.7376

Ualue relatiue log standaid
std deun beta deuiation

Beta fl constant 0..1872E-13 -13..9703 -1 0
Beta B refined 1..£27SE 12 Q,.a300 12,2116 0.8130 1 1
Beta C refined 2..9982E 20 0,9592 28,3219 8..fl257 2 1
Beta C refineil 5..3086E 2ft 0.075U 2h.17.Wi 0.3327 3 1
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Figura A2.12. Archivo de salida de Hyperquad2000NT visto en WINOUTNT

Se puede exportar el modelo resultante de la optimización a un archivo *,par, que se

puede adopta: nuevamente en el piogtama Hyperquad200GNT al solicitarlo en el

elemento Project (Figura A2..13)

Figura A2.13. Menú para establecer los componentes del proyecto: datos y modelo,

Che

O*

oieFmerfl

Moijtl

emelr

fe ¡

- data fíe

Si los valores de constantes que se generan tienen como valores estadísticos de % menor

de 12.6, para asegurar una piecisión de al menos 95%, además de contar con valores
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bajos de cr (ceicanos a 1) y de desviación estándar sobre los valores de alrededor del 1%,

se pueden ya usar por1 ejemplo como datos constantes para cálculos subsiguientes, o como

valores finales

A2.6. Principio de funcionamiento del programa

El programa actúa asumiendo los siguientes puntos3

i Paia cada especie formada en los equilibrios en disolución existe una constante de

formación,

2. Cada electrodo muestra un comportamiento pseudo Nemstiano:

E-E9-fSLlog[X] .

3. Se deben minimizar los errores sistemáticos a base de un trabajo experimental

cuidadoso Las fuentes de error sistemático son la calibración del electrodo, el peso

de la muestra, las diluciones, la estandarización de los leactivos, variaciones en la

temperatura y la calidad del agua.

4. La variable independiente no debe estar sujeta a error (volumen de titulante). Los

errores en la variable dependiente (el potencial medido) deben seguir una distribución

normal

5 Existe un modelo del sistema en equilibrio que coincide con las observaciones

experimentales. Éste es especificado poi un conjunto de coeficientes por cada especie

que se forma. Los refinamientos basándose en mínimos cuadrados se desarrollan en

términos de un modelo asumido Examinar una secuencia de modelos debe resultar

en un mejor modelo que se asemeje mucho al modelo real, lo cual se denomina la

selección de especies
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El peso de los puntos se toma inversamente proporcional al inveiso de la vaiianza

-varianza- o-2 = 07 + ¿x,2

' [dVJ '

dE
donde es la pendiente de la curva de titulación, por lo que a los puntos cercanos al

dV

punto de equivalencia, que son más susceptibles de erroi, se les asigna un menor peso

Así se forma una matriz de 'pesos' (W), que se introduce a las ecuaciones normales -

estándar1 que se usan para minimizar la sumas de errores cuadráticos por refinamientos

iterativos de estimaciones iniciales de los parámetros

AT W A s - A 1 We

En que s es un vector de desplazamientos para ser1 aplicados a los parámetros, £ es el

vector de residuos, AT es la transpuesta de la matriz A, Se orienta la iteración hacia la

convergencia mediante un método '"steepest desceñí'.

La matriz A se compone de las derivadas parciales de los potenciales respecto a los

parámetros, Sí la dependencia del potencial respecto a los parámetros (pj) no es explícita,

se requiere de una derivación implícita sobre [X], la concentración del ion al que el

electrodo responde:

dE dE d[x] S, d[x]
P, - ~P¡ _ r , , i _. ~ Pi r^-l ^op viX\ op f [A \ Op •

Se obtienen \alores de [X] a partir del modelo., resolviendo el conjunto no lineal de

ecuaciones de balance de masa aplicable a cada reactivo, paia su.comparación posterior

con los valores medidos J\ es la concentración total del reactivo A que se asume que

forma k especies complejas
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Los parámetros involucrados son las constantes de formación p. Se pueden, sin embargo

iefinar otros parámetros, consideíando la relación entre la concentiación total de los

reactivos y los otios paiámetios que si son optimizados por el cálculo, como se mencionó

anteriormente, se denominan peligrosos

vo+v

nA es la cantidad inicial de reactivo A, CA es ia concentiación dei reactivo en la bureta, v0

es el volumen inicial de la mezcla de reacción y v es el volumen agregado de titulante

Estos parámetros "peligrosos" sólo deben ser optimizados por el cálculo en el caso en que

sus valores no pueden ser establecidos con suficiente precisión por algún método

"químico" conocido.

El programa permite que se combinen diferentes tipos de curvas de titulación,

Si después del refinamiento se encuentia que una constante está mal definida -con una

desviación estándar de más de 33%. o con un valor negativo-, se genera automáticamente

un nuevo modelo, excluyendo a esa constante.. Esto,, frecuentemente logra que el cálculo

converja rápidamente, confirmando una hipótesis de que la constante no estaba bien

definida porque la especie correspondiente tenía un efecto muy pequeño en los

potenciales medidos, debido a su baja concentración global

A2.7, Referencias

1. Advanced Chemistry Developments; ACD Chemsketch Ver 3.0 (1997)

2 PGans, A Sabatini, A.Vacca: H>perquad 2000. ver 2 I (NT) (2000)

3. de: Gans, P,. Sabatini, A & Vacca, A.; J Chem Soc Dalton I?am , 1985 pl 195-1200
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Anexo 3 -

En esta sección se describe eí procedimiento que se siguió particular mente en este trabajo

paia proponer las conformaciones en disolución de los oligopéptidos.

Existen diferentes programas que pueden ser utilizados en las etapas que se plantean a

continuación.1 Por1 ejemplo, en el caso del piocesamiento de espectros se puede utilizar

directamente el software con el que se obtiene (como VNMR:Vaiian) o con software

dedicado al procesamiento de espectros de múltiples dimensiones como NMRpipe-

NMRDraw, o Félix y posteriormente convertir el archivo de salida al formato del

programa en que se pueden asignar e integrar las señales como Sparky o XEASY para

posteriormente utilizar los datos para calcular., dado el ruido en el espectro y las

diferentes posibilidades de tiempo de correlación en la molécula, los límites inferior y

superior de distancias interatómicas, esto, a través de un programa que genere y optimice

matrices de relajación como MARDIGRAS(RANDMARDI), O CALIBA Finalmente estas

restricciones se consideran en un cálculo de dinámica molecular que genera estructuras

que cumplen con dichas restricciones en programas como DYANA, DÍSGEO. X-PLOR o

CNS. Para visualizar las estructuras obtenidas se puede usar WebLabViewei, Mercury,
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Molmol, entie otros programas de visualización molecular Finalmente para la inclusión

del catión en el entorno de coordinación que tiene dispuesta la molécula del ligante, se

recurre a un piograma de modelado molecular como puede ser Hyperchem, Spartan, etc.

La estrategia seguida en este proyecto incluyó el uso de NMRDiavv" -en algunos casos

Vnmr3-, Sparky,4 MARDIGRAS,5 Dyana,6 Molmol7 e Hyperchem.8

Los manuales provistos en formato electrónico para cada uno de los programas, son una

ayuda excelente para el uso de éstos Sin embargo, se provee a continuación de

descripción de funciones y sugerencias operativas que pueden facilitar el uso de los

programas por el nuevo usuario

A3.1. Experimento de Resonancia

Para obtener1 información respecto a la estructura en disolución de los compuestos en

estudio se puede recurrir a la detección de interacciones a larga distancia, Esto es

observable a tiavés de experimentos de resonancia magnética nuclear diseñados para

observar el Efecto Nuclear Overhauser (NOE), que se describió en los antecedentes

(1,5.2) Recordemos que la intensidad de las señales NOE es proporcional a 1/r6 y por lo

tanto de acuerdo a las señales observadas, es posible determinar distancias entie átomos

no enlazados

Se debe tomar en cuenta que para moléculas grandes, la dependencia de NOE respecto al

tiempo de correlación es importante En espectros NOESY el efecto puede desaparecer o

hacerse negativo (ver Figura A3 i) Por ello se llega a trabajar con el experimento

ROESY, en el cual las mediciones se hacen en el marco rotatorio., lo cual provoca que no

se presenten señales negativas El \alor máximo de incremento poi NOE en las señales

es del 67%,
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Figura A3..L Dependencia de la intensidad de la señal NOE respecto al tiempo de
correlación, Diferencia entre NOESY y ROESY

Por lo anterioi se lecomienda que si no se observan señales en el espectro NOESY se

intente obtener un experimento ROESY

A lo laigo del trabajo experimentamos problemas también por los altos valores

resultantes de fuerza iónica (-0 03M), cuando pusimos un exceso del catión de estudio, o

después de adiciones recurrentes de ácido y base para fijar un pH

Figura A.3.2. Sugerencia para la selección del tiempo de mezclado (xm) a usarse en el
experimento NOE tridimensional

Una variable importante que debe explorarse es el tiempo de mezclado xm, que se puede

fijar observando el decaimiento de la fid en el espectro monodimensional con supresión
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de agua (Figura A.3.2) El valor1 debe ser tal que la señal tenga aún algo de tiempo de

decaimiento,

A3..2, Procesamiento de espectros

Una vez obtenido el espectro debe procesarse, es decir, si es necesario, hacer supresión

digital del disolvente, apodizar, predicción lineal, llenado de ceros (zero-fílling), y

entonces hacer la transformada de fouriet, para entonces arreglar la fase de ambas

dimensiones. Los programas utilizados para la obtención de los espectros tienen

posibilidad de manipular los archivos de salida pata desplegarlos correctamente y es

posible guardar la información dei espectro ya procesado

AS 2 I Vnmr

Por1 ejemplo, en Vnmi© de Varian®, ya teniendo el espectro desplegado correctamente,

se utiliza la instrucción

set trace='fT

y después de desplegar el espectro completo, se ejecuta la instrucción

flush

De esta manera se almacenan los datos del espectro procesado en el archivo phasefile, en

el directorio datdir del experimento de ttabajo., pues generalmente sóío se trabaja con el

archivo fíd y con el procpar, que contiene los parámetros utilizados en eí experimento

Este ultimo archivo también es necesaiio para poder acceder al siguiente paso del

protocolo descrito en este anexo., pues paia poder transformar el espectro al programa

Sparky se ejecutará el programa \nmi2ucsf en una ventana de DOS, o en el sistema Unix:

% vnmi2ucsf procpar phasefile espectio.ucsí H H
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donde % conesponde al símbolo de sistema Habiendo previamente copiado el programa

vnmi2ucsf provisto con Sparky al diiectoiio en que se tienen los aichivos piocpar y

phasefile para el espectro que se ha procesado; espectro será sustituido por el nombre

que se pietenda dar al archivo y H H corresponde a los núcleos estudiados en cada

dimensión del espectro, Iodos los espectros analizados en este trabajo para el estudio de

conformaciones son homonucleaies de protón, El archivo con extensión ucsf podrá ser

leído por el programa Sparky

El programa Sparky, que incluye ¡os programas para conversión de formatos, provee

también en su archivo de ayuda las instrucciones para las conversiones de formato de

archivos provenientes de Bruker, Félix, y de NMRPipe.

A3 2 2 NMRPipe/NMRDraw

Hemos encontrado, sin embargo, que el procesamiento de espectros resulta más sencillo a

través del programa NMRPipeA~ en el que la secuencia de pasos del procesamiento es

más clara y es posible inteíactuar con ambas dimensiones del espectro simultáneamente,

lo cual resulta muy práctico para aneglar la fase del espectro completo.

Es posible también dividir al espectro en secciones, lo cual en este trabajo fue muy

importante al haber trabajado con espectros de un experimento denominado NOESYjr

(NOESY jump and íetuin) en el caso del dodecapéptido para lograr una supresión de

agua más eficiente, lo cual geneia señales positivas a la derecha del agua y negativas a la

izquierda, y dificulta poner en fase a todo el espectro completo

A Este programa es de distribución gratuita bajo solicitud a su autor vía correo electrónico
fdelaglio@spite.niddk.nih.gov) al que contesta con una clave de acceso a un servidoi ftp
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El programa NMRPipe cuenta con una "inter fase giáfíca denominada NMRDraw (ver1

Figura A3..3). Este software trabaja en sistemas Unix o Linux*, y ei procesamiento se

hace a través de macios El uso de comandos gráficos se hace mediante el botón deiecho

del ratón, soltándolo al llesar a la instrucción deseada.

NMnDnmVniion f.6 Hew 98020161* Pieitand hold fto Rñhl Hou» Sultán la Pug-Down Mena: B n V tu out Ote progresa

Filt "•" ' Drsi'i Miuse -"". P;JK " J Pro; '" Í « M W « H » : Í » » f i le ía t rsnt

2: i ¡-- A ; 1 / • • " » * : m • '. Minss: ic 1 Flrrt: t1

• ft: . •== ; ro: O.o P!: co Pivot: i

Figura A.3,,3.. Pantalla de NMRDraw

El menú Proc contiene el protocolo de conversión de archivos fid de Varían® al formato

de NmiPipe (tesífid). Mediante este, se lee el archivo fid y el procpar y habiendo

actualizado las variables se piocede a la conversión de formato (Figuia A3..4),
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Figura A3.4. Ventana de Conversión de archhos fid de Varían a formato NMRPipe

* Se han tenido buenos resultados trabajando en una PC utilizando un programa xwindows como x«in32
para desplegado de interfáses gráficas via remota, estando el programa instalado en una computadora con
L inux
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En este punto es posible desplegar el archivo *,fid (Fííe -> Sefecí file) para observar la

foima de las fids que pueden orientar respecto a las operaciones que seiá necesario

aplicar1 a las funciones en el dominio del tiempo, En el menú Mouse existe la opción [1D

Horizontal] con la que se puede ver la traza de la dimensión £2 (Figura A3.5) ,

Figura A3..5. Despliegue de la traza de la dimensión f2

Dentio de la ventana File->Macro Edit existen ya definidas secuencias básicas de

macros para el procesamiento de espectros, que se pueden ir1 aplicando en partes (Figura

A3.6)
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j ««r.H!4der

|

aiherccn-j trato;
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ír,ts« JO

í r K B I S

w r=3l...

ca/rrcijii!

Sh.imq

„,,

_LJ ——-

I " )
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_ ^

i

í

Figura A.3,6 Ventana "Macro Edit"
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Poi ejemplo, al solicita: en Process 2D: Basic 2D, aparece lo siguiente en la ventana de

edición de macros (las instrucciones deben estai entre | y \ paia sei1 ejecutadas Se

describe la operación respectiva sobre el archivo al lado derecho):

#!/bin/csh

#
# Basic 2D Phase-Sensitive Processing:
# Cosine-Bells are used in both dimensior.s ,
# Use of "ZF -auto" doubles size, then rounds to power of 2,
# Use of "F r -auto" chooses correct Transform mode.,
# Imaginaries are deleted with "-di" in each dimensión,
# Phase corrections should be inserted by hand

nmrPipe - i n t e s t . f i d \ Leer el archivo de fids
| nmrPipe - f n SOL \ Ajustar las fíds de la Ia D para suprimir el efecto de los 'H del agua
| nmrPipe - f n SP - o f f 0 .5 - end 1.. 00 -pow 2 - c 1 0 \ Apodización a la Ia D
| nmrPipe - f n ZF - a u t o \Llenado de ceros Ia D
I n m r P i p e - f n FT - a u t o \Transformada de Fourier a la primera dimensión (Ia D)
i nmrPipe - f n PS -pO 0 .. 0 - p l 0 . 0 - d i - v e r b XCorrección a la fase de !a Ia D
i nmrPipe - fn TP \ Transponer, para comenzar a trabajar con la segunda dimensión (2a D)
! nmrPipe - f n SP - o f f 0 .5 - end I . 00 -pow 2 - c 1 0 \ Apodización en la 2a D
¡ nmr P ipe - f n ZF - a u t o \ Llenado de ceros 2a D
I nmr P ipe - f n FT - a u t o \ Transformada de Fourier a la 2a D
| n m r P i p e - f n PS - p 0 0 . 0 - p l 0 0 - d i - v e r b \ Corrección a la fase de la 2a D
| nmr P ipe - f n POLY - a u t o \ Corrección a la línea base de !a 2a D
| nmrPipe - f n TP \ Transponer, para voher a trabajar con la Ia D
[ nmrPipe - f n POLY - a u t o \ Corrección a la línea base de la Ia D

-ov -out t e s t , f t2 Generar el archivo de salida

Nótese que es necesario hacer1 una corrección por la presencia del disolvente ya que a

pesar de las estrategias operativas (es decir, la elección del experimento para minimizai la

intensidad de la señal del agua en los espectros),, al desarrollar el experimento en una

disolución acuosa (80%H~2O, 20%D2O), queda aún una alta interferencia por la señal de

HiO Vei Figura A3.7 a). Después de hacer la coirección del disolvente la ñd adquiere la

foima más convencional (Figura A3.7b):

220



Anexo disolución ñor RNí\

a) b)

Figura A.3.7., Fid original (a) y después de ser corregida por disolvente con una
función de convolución (b).

Para dar forma a las señales se aplican las apodizaciones (las fids se multiplican por una

función sinusoidal aí cuadiado que comienza en n/2 y termina en n) maximizando la

relación señal ruido, y para incrementa: la resolución en el dominio de las frecuencias, se

aplica el llenado de ceros.

Se recomienda aplicar estas operaciones y la transformación de Fourier, y postergar los

siguientes pasos para establecer el valor de corrección en las fases de los espectros en la

primera dimensión

Se visualiza el trazo horizontal del piimei espectro en la primera dimensión y se ajustan

los parámetros de fase de orden cero y primer orden -pO y pl-,, de tal manera que las

señales del espectro se encuentren completas y con el mismo signo(ver Figura A3.8)

Las instrucciones se postergan a través de ia adición de un símbolo ?= al principio de la línea

221



.nexo for;]ii¡cionts tu disolución por RNÍN

a) Sin corregir la fase

I s I I

b) Fase corregida

Figura A3.8, Efecto de la corrección de fase,

Los valores obtenidos con este ajuste se aplican al siguiente paso de las lineas de

instrucciones sustituyendo a los valores 0.0 originales,

[ n m r P í p e - f n PS -pO 0 0 - p l 0 , 0 - d i - v e r b \

Se puede entonces seguir con los pasos del proceso descritos a través de las líneas de

comandos que siguen de acueido al protocolo presentado con anterioridad, hasta la linea

correspondiente a los parámetios de corrección de fase para la 2a dimensión. Para obtener

los valores correspondientes se trabaja con la traza vertical, ubicándose en las regiones

del espectro que contienen señales

Finalmente se hace la corrección de las líneas base aplicando una función polinomial a

cada dimensión
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Figura A3.9. Espectro procesado y en fase

Una vez que eí espectro se despliega adecuadamente (Figura A3.9), ya füeía del

piogiama, en una ventana Unix o MSDOS, el archivo testftl se convierte al formato

legible por Sparky (ucsf) mediante el uso del programa pipe2ucsf que se recomienda

copiar al directorio en el que se tiene al archivo test.ft2, simplemente mediante la

instrucción

% pipe2ucsf test.íl2 espectro.ucsf

donde % corresponde al simbolo de sistema, test puede haber sido sustituido por un

nombre que describa aí espectro de trabajo, al igual que espectro

A3.3. Asignación e integración. Archivos de entrada pata cálculo de

restricciones.

Debido a que los programas de cálculo de restricciones de distancias interatómicas

requieren de archivos de entrada que contengan la asignación de las señales con su valor
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de volumen en el espectro NOESY, es de gran utilidad el uso de un software denominado

Sparky°4 que puede ti abajar tanto en ambiente Unix como en Windows,,

El programa lee el archivo *,ucsf y genera un archivo *..save (comando fs) que contiene

las modificaciones como asignaciones, líneas, colotes, altura de corte en las curvas de

nivel, número de curvas, valores de integiación,

Paia que el especto sea desplegado en pantalla, es indispensable contar1 con el archivo

* ucsf, que es automáticamente solicitado al abrir el archivo *.,save (comando fo)

A la vez es posible generar1 archivos de texto con el formato necesario para actuar como

archivos de entrada para programas como MARD1GRAS,

Con el programa viene el manual en formato html que resulta muy completo y práctico..

A continuación se describen las principales \entajas del uso de este programa, y algunas

recomendaciones:

Todas sus funciones pueden ejecutarse con una combinación de 2 teclas..

Es posible desplegar gran cantidad de espectros simultáneamente, con lo que se puede

comparar la piesencia de una misma señal en diferentes espectros, por ejemplo entre

TOCSYyNOESY

Se puede registrar la asignación de las señales (comando ai) Se sugiere poner como

grupo el valor numérico de la posición del residuo en la secuencia, lo cual será útil para

los pasos posteriores

En el campo conespondiente a átomo se describirá qué tipo de protón es, es decir H para

el protón del grupo amído de) enlace peptídico, HA# si es alfa, HB#, HG#, HD#., HE#,

HZ#, respectivamente para los siguientes piotones p, y, 5, s, C, donde # será 1 o 2 cuando

los protones de ese grupo pueden ser diferenciados

° Disponible como prueba por 3 meses o al solicitarlo mediante http://www cgl.ucsf.edu'home/sparkv
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Cuando más de un protón son magnéticamente equivalentes, la letra H es cambiada poi:

M en el caso de metilo, Q en el caso de metileno y R en el caso de aromáticos

Se puede observar1 el movimiento del puntero del ratón de manera simultánea en las

ventanas desplegadas lo cual facilita la localización de las señales análogas..

6 6
i O

H H H • H n H H H ' H ' H
N H H H N N N N N H N H N

M N N

5 6
H '
N H

N

3HB2-JH 2796a J7I ñt"lO6e+OOd ]w (hz): 31

Figura A310. Comparación de señales entre un espectro TOCSY y un NOESY de la
misma muestra

También se pueden copiar las asignaciones hechas en un espectro a uno que se esté

analizando (comando pd). Usualmente se asignan primero las señales en un espectro

dependiente de los acoplamientos directos como COSY o TOCSY Para la asignación

secuencial, es importante cotejar las señales con el espectro NOESY (Figura A3 10)

localizando las señales correspondientes a la interacción Ha¡ con el HN¡+¡ (i = número de

residuo), observable en cualquier estructura secundaria del péptido,9 ya que el péptido

que se trabajó contenía tres residuos de Ácido glutámico, dos residuos glicina, y dos de

ácido aspártico y una aspaiagina -cuyo patrón de correlación total y desplazamientos

químicos son equivalentes a los de ios aspárticos-
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Cuando se está trabajando con un grupo de espectros es recomendable guardar al grupo

como un proyecto (comando js), con lo que se puede seguir trabajando con la misma

distribución de ventanas que se decidió era útil.

Para integrar1 cada señal se debe mover el nivel de corte (comando ct, o con el ratón en

la escala de contornos que se despliega al lado derecho del espectro con el comando vC)

hasta una altura en que ésta se aisle, Una vez calculada la integral (comando pi) no

importa que se vuelva a mover el nivel de corte

El programa despliega junto con el trazo unidimensional (comando vS), la curva

correspondiente a la integral calculada (en color1 azul), con lo cual es posible constatar si

3a integración se ajusta a la forma de la señal que se decide considerar (ver Figura A3 11).

8 HA~~ 9 H

416

í 16$

-i 13

- 4 20

5

H

f

aso
3 55':

i

l

8 59 S5Ó

Figura A3..11. Visualización en Sparkj de la traza > la integral calculada, así como
de la escala de contornos

Una vez asignadas e integradas todas las señales que se encuentran fuera de la diagonal

en el espectro NOESY se genera eí archivo en formato MARDIGRAS (comando mf),

AIOM2 I N I E N S I I Y
1 H3I 1 2 . 6 5 5 0 e + C 0 6
I H32 1 3 . 0 2 1 5 e - r 0 0 6
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En caso de existii más de una señal paia vanos átomos, que pudieran responder a la

presencia de otra conformación de la molécula, es importante distinguirlas de tal maneía

que sea posible descartarías de un archivo Mardigias y descartai las análogas en otro,

para poder determinar ambas conformaciones El uso de " ' '"", como prima, no es

aconsejable pues en ei archivo con formato para Mardigras se pierde este carácter

Se recomienda revisar las asignaciones correspondientes a inteíacciones entre hidrógenos

pertenecientes a aminoácidos a 2 o más residuos de distancia, buscando estas señales en

el IOCSY, pues es posible que haya un error de asignación, y serán los que más

repercutan en fijar1 una conformación

Por otro lado, se puede generar un archivo de texto que contenga las características de los

picos asignados, como relación señakiuido., que puede ser utilizado como base para

establecei el error en el volumen de las señales para el siguiente paso

A3.4. Cálculo de restricciones

Al archivo de texto generado con formato Mardigras se le deben hacer algunas

modificaciones. Se deben agregar a la derecha las columnas ERROR % y NORM. Para

asignar un valor a ERROR % se puede calcular el inverso de la lelación señal ruido y

convertirlo a porcentaje. Para 3a normalización es mejor tomar en cuenta a aquellas

señales ¡o suficientemente intensas para abatir la fuente de error en la normalización, por

ló que se consideran los datos que se cuenten con un error debajo de cierto límite, 10 o

15% de error. Se pone un 1 en la columna NORM de las señales que serán consideradas

en la normalización y 0 cuando no.. El archivo tendrá la extensión INT. 1

REMARK CORRELAIION TIME: ISQIROPIC 2 OOOnsec
KEADER Zn-, - 12 aa
MIX1NG IIME: C 200
AIOM1 AT OM2 INI EN S11 sf ERROR r NORM
KA 1 HB1 1 2.6550e+C06 7,1 1
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Posteriormente, se elabora un archivo de texto que contendrá los parámetros de entrada

para que coira el progiama Mardigras' = Su nombre será INP.PARM

Las lineas indicadas como "(para ROESY)" en esta secuencia de comandos serán

excluidas en el caso de trabajar conNOESY, es decir, borradas

ROESY
PDB FILE sitioIL.pdb
INT FILE Cdl2 . INT,1
PPM FILE Cdl2.,ppm
JCP FILE Cdl2.je
OUT FILE Cdl2o
FREQUENCY 5 00 139
ICARRIER FRÍQUENCY 4,8
SPIN-LOCK FIELD 45,. 4545
MINIIN 2
MAXITN 20
NOISE ABSOLÜTE UNNORMALIZED 2 le+04
NORMALIZE ALL
RANDMARDI 30
DYANA FORMAI

Se escribe en caso de trabajar con ROESY
Nombre del archivo PDB a utilizarse en el cálculo
Nombre del archivo ¡NT 1
(para ROESY): 5 de las señales de! espectro en ppm
(para ROESY): constantes de acoplamiento
Prefijo para los archivos que se generarán,,
Frecuencia en que se desarrolló el experimento
(para ROESY): Ubicación del transmisor (o del agua)
(para ROESY): Definido por el pulso de 90°.. en \xs
Número mínimo de iteraciones
Número máximo de iteraciones
Cómo se considera el nrveJ de ruido
Opción de normalización
Ejecutar RANDMARDI con N modificaciones en el archivo INT ,1
Formato del archho de salida paja ser leído por D>ana.

El archivo PDB que se usa en Mardigras se prepara a partir de un archivo PDB

(secuencia y estructura) que es sometido a un programa incluido con Mardigras, coima in

Este a su vez incluirán la clave ISOTROPIC, LOCAL o MODELFREE, que denota el

modelo de difusión de espín a aplicarse a la molécula

HEADER Dodeca + M c..t.=2
REMARK CORRELATION IIME: ISOIROPIC
AIOM 1 N ASP I -1.649 -1.731 4 639 1 00 4 ..00
A T O M 2 C A A S P 1 - 0 2 3 7 - 1 , 5 5 6 4 , 2 5 7 1 , 0 0 4 0 0
A I O M 3 C A S ? 1 0 5 1 5 - 2 . 8 9 0 4 . 2 2 7 1 . 0 0 4 . 0 0

Las ultimas 2 columnas corresponden al factor de ocupación (en caso de que haya

sustitución isotópica (valores de 0 0 a 1.0)) > a los tiempos de difusión atómicos en ns,

respectivamente

El programa Mar eligías se encuentra disponible desde la página http:-'/picasso.nmr.ucsf.edu.- software
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Es recomendable correr cálculos con PDBs de tres diferentes tiempos de contacto y de los

resultados de los 3 hacei un archivo conjunto de límites (se describirá en la siguiente

sección)

Para el nivel de ruido existen 3 opciones:

NOISE ABSOLUTE NORMALIZED 0.0025

Considerando al ruido como absoluto y calculado de tal manera que la intensidad de una

señal de la diagonal en un tiempo de mezclado de 0 sea 1 0.

NOISE ABSOLUTE UNORMALIZED 11000,0

Nuevamente el valor1 es absoluto,, pero se encuentra en las mismas unidades de las

intensidades experimentales, normalmente se considera al valor del volumen de la señal

más pequeña observable en el espectro

NOISE RELATIVE PERCENT 10.0

Es relativo pues el porcentaje se considera constante y se aplica a cada señal, siendo

proporcional a la intensidad del pico Esto es rara vez aplicable.

La instrucción NORJV1ALIZE cuenta también con tres opciones

NORMALIZE ALL

Que todas las intensidades experimentales marcadas en el archivo de entrada deben ser

normalizadas, lo cual se hace a paitii de intensidades calculadas

NORMALIZE FIXED

LA normalización se hace sobre distancias fijas, como protones de meíileno
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NORMALIZE NON-COUPLED

La normalización se lleva a cabo con las intensidades de señales que no se encuentran

involucradas en fuertes acoplamientos J Esta opción se recomienda para espectros

ROESY

Respecto al proceso RANDMARDI, al declarar1 esta instrucción en el archivo de

parámetros, se modificarán N-l veces las intensidades de entrada, respecto al archivo

original, dentro de los límites del ruido y los errores relativos Con N=l se trabajará

únicamente con el archivo original, es decir como si no se incluyera la instrucción

RANDMARDI

Respecto a los archivos requeridos en caso de que el espectro con el que se trabaja sea

ROESY, además de la línea aclaratoria al principio del archivo INP PARM, está el

archivo de los desplazamientos químicos *ppm cuyo formato es como sigue, El número

de átomo corresponde al asignado en el archivo PDB

AT OM
ATOM
ATOM

A
6
1

HA
HBl
HB2

AS?
ASP
AS?

1
1
1

3.
2
2.

,764
4 4 3
.549

Así mismo se construye el archivo *.jc

AI0M1
HA
HBl
HBl

1
1
1

AT0M2
HB2 1
HA 1
HB2 1

coa?
5
7 .

-16

LINGC1
470
610
300

Paia tener valores más precisos tanto de desplazamiento químico como de constantes de

acoplamiento, en tanto sea posible contar con un espectro de una dimensión de alta

resolución
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| M
lili

A
i DO J.30 3 60 3 40 3 20 3 00 2 80 2 60 2 0 2 20 2.00

- J H j
1 30

I

Figura A3.12. Simulación de un espectro de alta resolución," de la que se obtienen
valores de desplazamiento químicos y constantes de acoplamiento.

Respecto a las siguientes líneas correspondientes al uso de espectros ROESY, dependen

de cómo se desarrolló el experimento

CARRJER FREQUENCY se refiere a la posición en ppm en que se ubica el transmisor,

SPIN-LOCK FIELD es el valor en us de la amplitud del pulso de 90°.

El piogiama corre al teclear la instrucción mardigias en el sistema

A3.5. Dinámica molecular restringida.

Los archivos de salida de los cálculos con Mardigras de formato DYANA son como

sigue:

AIOM_1
1 ASP
1 .aSP
1 AS?
2 IYS

HA
H32
H32
H

A
i
i

1
1

ÍOM_j
AS?
ASP
AS?
ASP

H
H
HA
HA

IOW i
2
2
2
c

3MDS
99
60
21
60

UP
3
2
2
2

BMDS
0 6
88
2 -
63

S
0
0
0
c

ID
03
C í

C2
02

AVC-_0SI KIN_DSI MAX_DSI MODEL_DSI S_of_DSI
3 53 2 9 5 3.08 2 8 6 30
2 Sí 2 ."" 2 92 3 .24 30
2 22 2 20 2 26 3 03 30
2.61 2 5 3 2 6 5 2 2 3 3 0

De este archivo se deben extraer las columnas de los átomos junto con LOW_BNDS y

UP_BNDS en ai chivos denominados * lol y * upi respectivamente.

simulado con e! programa gNMR ver 4 1, cortesía Di Jesús Gracia
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La foima sencilla de eliminar las columnas que no se utilizarán a continuación en

ambiente Windows es en MS-Woíd con la tecla Alt anastiar el púntelo del ratón poi las

columnas seleccionándolas para posteriormente borrarlas

Así se puede también seleccionar cada una de las columnas de interés para las

restricciones de la geometría y copiarlas a una hoja de MS-Excel, en la que se pueden

tener los valores de distancia mínima y máxima de los cálculos para los diferentes

tiempos de correlación utilizados y entonces ordenar ios valores entre los tres de tal

manera que en una columna queden todos los valores menores de límite inferior y todos

los \alores mayores de límite superior en otra Esas columnas se pueden volver a pegar

en Word, sustituyendo a una columna ya seleccionada, de tal manera que queden junto a!

par de átomos a los que describen De esta manera se le da más flexibilidad al cálculo de

Dinámica,

Algunas distancias al no ser restringidas tienen como valores de límites 0.000, Esos

renglones deben ser eliminados

Debe notarse que el formato con el que se genera el archivo * DYANA no es del todo

apropiado,. Se deben, por tanto, hacer algunas modificaciones:

• Sustituir ASP por ASP-.. GLU por GLU-. LYS por LYS+

• La numeración de los hidrógenos de metileno a partir del (3 no son I y 2 sino 2 y

3, por lo que se sustituye B2 por B3., G2 por G3 y posteriormente Bl por B2 \ Gl

por1 G2

• Los hidrógenos de amida peptídica se denominan HN en lugar de H.

• Todos los pseudoátomos en Dvana se caracterizan por Q, por lo que hay que

cambiar R y M por Q (en Valina los metilos serán QG1 y QG2)
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Después de estas modificaciones, el archivo deberá ser guaidado en foimato texto

(ASCII) Hay que notar1 que al tiansfeiiilo al sistema Unix, habrá enores de lectura

debido a la presencia de un caráctet al final de cada línea (AM) que queda como resultado

de la edición de los archivos en Windows Esto se puede eliminar abriendo el archivo con

el editor de Unix: vi. Dentro de este editor se teclea la instrucción:

:1 ,$s/$/ /

Que buscará del principio aj fina! el último carácter de cada línea y lo sustituirá por

"nada". Finalmente con

:x

Se guardan los cambios y se sale del archivo

Los archivos * lol y *..upl seián utilizados por el programa Dyana5*6 siguiendo las

instrucciones de cálculo que deben estar contenidas en eí archivo ANNEAL.dya

Dyanalib Archivo que contiene parámetros para el cálculo
#tf_type=2 Método de aproximación al mínimo
read seq archivo.seq Archivo que contiene la secuencia del péptido
#read eco archivo, eco Archivo con los valores de constantes de acopiamiento
read upl archivo., upl Archivo con las restricciones superiores en las distancias
read iol archivo lol Archivo con las restricciones inferiores en las distancias
di a Lance modif y Instrucción poi la que las distancias que no requieren

restricción son eliminadas
wiite upl Znl2__01ctlout upl Las modificaciones hechas por1 el paso anterior se
write lol Znl2_01ct lout , lol almacenan en estos archivos que se convierten en las

restricciones reales
nproc=j. Número de procesadores que se utilizarán en el cálculo
caicali 5C steps = 6000 Número de coníórmeros que generará el "templado

simulado" \ número de pasos de "cambio de temperatura"
overv iew Z n l 2 _ 0 1 c t 1 i n f c = f u l i Nombre \ tipo del archivo de información del cálculo
w r i t e _ a l l narc!e=Znl2_01ctl pdb Prefijo v formato de los archivos de estructura calculados

El archivo (hana.Iib contiene parámetros energéticos para los tipos de átomos y sus

enlaces en aminoácidos y bases nucleicas., de acuerdo con el campo de fuerza ECEPP

& Programa solicitable a Peter Güntert: dyana'gmol biol ethz ch Cosío de 200USD para uso académico

9 - 1 -t
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El método de aproximación al mínimo de eneigía en las estiuctuias definido poi el

número en tf_type relaciona a d (distancia calculada) con b (distancia normal) de la

forma que se muestra en la siguiente tabla. Para el tipo 3, j3 conesponde a un límite de

toleíancia que se debe definir en el archivo ANNEAL dya bajo la función tf_beta.

Tabla A3.1, Variables de tipo de funciones de minimización en Dvana.

Tipo

Término para

¡imites máximos violados

(d>b)

Casos límite

Pequeñas violaciones Grandes violaciones

(d*b) (d»b)

2 b
(d-hy

Ah1

d-b

h )

- i (d-by

2\b

b d

El archivo * seq simplemente menciona a los aminoácidos (o bases nucleicas) que

forman parte de la secuencia que se calcula., poniendo junto al primer aminoácido, el

número correspondiente al primer residuo deí archivo de restricciones (en caso de que se

quieran analizar fragmentos de maciomoléculas) y separándolos por un espacio o en

diferente linea cada uno Se presenta por ejemplo el archho SitioII seq:.

ASP- 1 LYS+ ASN Gil A_SP- GLY GLÜ- VAL SER PHE GLÜ- GLÜ-

En caso de pretender utilizar como restricción para la geometría, valores obtenidos de

constantes de acoplamiento escalar., se constriñe el archivo * eco:
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1 ASP- HA HB2 5,.4
1 ASP- HA HB3 4.1
2 GLU- HA HB2 12.. 3 2 0 5.. 0
2 GLU- HA HB3 4.1 2 .. 0 5.0
2 GLU- HN HA 5 .. 1 1.. 0
3 CYSS HN HA 6 .. 2 1 .. 0

Mediante la instrucción calc_all N steps=n se desarrolla un cálculo de dinámica

molecular en que un quinto de los n pasos declarados se desanollaián a una temperatura

inicial alta, para posterioimente ser enfriados lentamente por los pasos restantes. Se

propondrán N estructuras iniciales que serán minimizadas en un espacio de ángulos de

torsión..

El programa coi re con la instrucción rundyana < ANNEAL dya

Además de las estructuras que se almacenarán en formato PDB, se genera un archivo

* ovw que contendrá la información estadística de violaciones a las restiicciones

impuestas durante el cálculo de las conformaciones

A3.6. Vhualización de las estructuras y parámetros de ajuste.

Las estructuias geneiadas se pueden observas mediante diversos piogiamas de

visualización e incluso de cálculo de estructuras químicas como Molmol?g7 Web Lab

Viewei,Fo Mercuiy,* ya que el formato * pdb es muy versátil El programa Molmol ofrece

la posibilidad de revisar varias estructuras a la vez, con lo cual se puede ajustar a todas

las estructuras a que coincida mayormente la conformación de su cadena peptidica o a

una posición promedio De aquí se podrá obtener un valor de ajuste que se denominará

RMSD y que se explica en la sección 6 2 1,

3S Gratuito en http://\uv\v.mol.biol.ethz.cli uuthrich'sottware.moimol
M Versiones de prueba disponibles en www msi.com
* Gratuito en \ww ccdc.carn.ac.uk''prods'mercurv/inde\.html
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La lectura de estrxictuias múltiples se consigue mediante dos posibles estrategias:

abiiendo uno a uno los aichivos pdb: [File]->[Read Mol]->[PDB, ]; o escribiendo en un

archivo de texto con extensión ,NAM la lista de nombre de archivos pdb que se desea

leer simultáneamente, e invocando ese archivo NAM mediante [FÜe]->[Read Moí

List]->[PDB....].

fe KULMOt-- MOLeeuJe analjni «sáMOtecuíe ifepra? " x i
Fie £<*• ]£ievt Octen; Freí) S"1 k * Pr«> r ig 0

_l\J Ai

' ^ ^ ^ ^ ^ ^

\ 4mv "^"4

^ ^ ^ ^

-/-

j ' ~ \
, r

»'/
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Undo

Seledíort
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feb
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fjeavy
sldecham .
Show sel. !
Sflüwaü !

Style >
Une :
neón !
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Bond Width'
BondRad.-

Labe! mim'
naroeínuí»'

off i

avrrrt ie RMSf) lo rsii-an- 1 1ÍM1 ¡ i i^-J

Figura A3 13. Pantalla del pjogiama Moimul (visuali/aeión de estructuras
moleculares)

El ajuste de las estructuras respecto a la cadena peptídica se logra al pulsar el botón [bb]

y en [Edít]->[FÍt. ]->® to_first Las moléculas se arreglarán de tal forma que minimicen

su desviación respecto a la cadena peptídica de la primera de las moléculas Si en lugar

de seleccionar [bb] se seleccionan todas las moléculas completas [all], y se sigue el

mismo procedimiento de ajuste., se sobrepondrán ias estructuras con una mínima

desviación respecto a la primera molécula. En ambos casos se despliega el \alor de ajuste

en la parte inferior de la ventana
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A3.7. Inclusión del catión en los complejos.

El mayor problema ha sido logiai incluir de manera confiable al catión en el entorno de

coordinación que conforma el péptido, Finalmente se ha logiado, partiendo de la

estructura más representativa de las múltiples arrojadas por el cálculo de dinámica

molecular descrito anteriormente,

Se cambia la extensión del archivo de PDB a ENT (el formato es el mismo) para que

pueda ser leído poi el programa Hypeichem (Figura A3..14).

Es necesario suprimir los pseudoátomos que permanecen después de la determinación

estructural, lo cual se logra mediante [Select]->[Molecules], se hace clic sobre la

molécula del péptido, y con [Select]->[CompIement Selectíon], quedan únicamente

seleccionados los pseudoátomos que pueden borrarse con la tecla suprimir

Después de asegurarse que los grupos terminales del péptido correspondan con los reales

(que estén amidados, poi ejemplo), se puede nuevamente seleccionar toda la molécula y

establecer su carga mediante [Build]-^[Set Chargej^-4, por ejemplo

Después se escoge de la tabla periódica al catión con el que se encuentra cooidinada

experimentalmente la molécula: [Buüd]->[Default element], y se coloca mediante un

clic en una posición cercana al ligante. Se selecciona al ion y se le asigna la caiga de la

misma forma que se hizo con el ligante

Se mantiene seleccionado al ion para que en la optimización de geometría la

conformación del ligante se mantenga constante Se puede optimizar primeramente por

mecánica molecular (MM+: [Setupj->[Molecu!ar Mechanics]->®MM+), en la que el

ion se ubicará de acuerdo a las cargas electrostáticas. Posteriormente se puede proceder a
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una optimización basada en un método semiempírico (PM3: [Setup]->Semi-

empirical]^®PM3)

¿

v • /

' \ ' ,

• . / " '1.

Figura A3..14 Pantalla de Ihpeichcm. Optimización con ccntio metálico.

A3.8. Referencias

1. JN..S.Evans; Biomoleculai NMR Spectioscop>; ED Oxfbid Univeisity Piess. la ed,

(1996) pl38

2 F Delaglío, S.Grzesiek, G Vuister, GZhu, J Pfeifer, A.Bax; J Biomol. NMR., 277-293

(1995)

3. VARÍAN; VNMR\ei 6.1C

4. T.D.Goddard, D G.Knelleí, SPARKY 3, Univeisity of California, San Fiancisco

5 BA Boigias, T.L James; J Magn Reson .. 79 (1990), 475-87

6 P.Günteit, CMumenthaleí, K Wüthiich;./. Mol Biol 273,283-298(1997)

7 R.Koiadi; Molmol 2K.1, Instituí für Molekularbiologie und Biophysik, Züiich

8 Hypeicube, Inc ; Hyperchem 5.02 fbr Windows; Gainsvilíe, Fl

9. K.Wüthiich; NMR of Pioteins and Nucleic Acids; ED Wiley Intetscience. la ed

(1986)pl27

10 P.H M, Budzelaar; gNMR Vei 4 1 0; Cherwell Scientific Publishing, (1999)

231


