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Abreviaturas

Aminodcidos
HoN-CH-COO”
R
R

Glicina Gly G 1-H _

Aspdrtico Asp D -CH;-COO

Glutamico Glu E -CH>-CH,-COOr

Lisina Lys K -CHrCHg-CHz-CHQ-NHz
Asparagina Asn N -CH,-CH,;-CONH,;

Valina Val iV -CH{CH3),

Serina Set S -CH>-OH

Fenilalanina Phe F -CH,-¢

GE GlyGlu Acido Glicilglutamico

DGE AspGlyGlu Acido aspartilglicilglutdmico

DGEa AspGlyGlu-amida Amida en el carboxilo terminal

TFA Trifluoroacetic Acid Acido Trifluoroacético

CaBP Calcium Binding Protein Proteina enlazadora a calcio

ICaBP Intestinal Calcium Binding Piotein | Proteina intestinal enlazadora a

calcio
CP/MAS | Cross Polarization Magic Angle Spin | Polarizacién cruzada, la muestra
gita en ¢l “angulo magico”
CCDC Cambridge Crystallographic  Data|Centro de datos cristalograficos en
Centre Cambridge

FID Free Induction Decay Decaimiento libre de la induccidn
NOESY | Nuclear Overhauser Effecti Espectroscopfa (2D) de  Efecto
! | SpectroseopY Nuclear Overhauset
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Introduccion

Los organismos biologicos, en su contacto constante con el medio ambiente, junto con las
especies esenciales, en los ultimos tiempos han asimilado iones no esenciales que han
quedado disponibles debido a su emision como contaminantes a la biosfera. Estos iones
han resultado nocivos al entrar en competencia con los iones esenciales por su interaccion
con las biomoléculas, obstaculizando sus actividades regulares en los organismos tanto a
nivel estructural como funcional.

Un catién que presenta especial competencia por los sitios de enlace de metales
esenciales es el Pb®" Este elemento se ha redistribuido en la superficie terrestre y ha
pasado de ser un elemento ajeno a los sistemas bioldgicos, a uno comunmente presente
en los tejidos de plantas y animales. incluvendo al ser humano Desde hace algun tiempo
se conoce la refacion que existe entre el calcio v el plomo en mamiferos. Se sabe que los
organismos que llevan una dieta deficitaria en calcio incerporan més plomo que los que
llevan una dieta con niveles satisfactorios de calcio.

Dentio de las muchas metaloproteinas en las cuales el ion metalico se encuentra unido
directamente a la cadena polipeptidica, hayv una familia, denominada EF, que es la
encargada de la 1egulacién, tiansporte, almacenamiento v utilizacién del ion Ca™
Continuamente se descubren proteinas a las que se asocia el fon calcio, asi como procesos

bioquimicos en donde ¢l calcio juega un papel fundamental




mnoduecion Fipaiesis Dibjeinosy Metodologia

Los estudios realizados hasta la fecha dan evidencia de que el ion Pb*" procedente de la
contaminacion, al ingresar por via oral, se une en el duodeno a una proteina, la ICaBP
(Intestinal Calcium Binding Protein), que en los mamiferos es especificamente la
Calbindina Dgk ¥y que se encaiga principalmente del transporte del calcio del intestino al
torrente sanguineo. Estos estudios indican que el plomo compite con el calcio por el sitio
de union en la Calbindina DgK2 e interfiere con su funcidn, pues desplaza al calcio, pero
aun no se sabe cudl es el mecanisnmo de esta competencia.

Por otio lado, desde el punto de vista de la quimica de coordinacion, a partir de la
postulacién del concepto de dureza y blandura en los dcidos y bases por Pearson en
1963, la clasificacién de cationes como el plomo y el cadmio ha variado En un
principio, el Cd** fue considerado como blando v el Pb** como intermedio junto con el
Zn** Veinte afios después, en pos de una sistematizacion tedrica de la dureza y blandura,
Pearson y Part® generan pardmetros de dureza absoluta segin el cual se ubica al Pb**
como més blando que el Cd™, v éste a su vez. con una dureza muy similar al Zn** En
todos los casos el Ca’" se considera duro. Actualmente, la clasificacién de los cationes
Pb** y Cd** en los libros de texto sigue difitiendo.

Esta perspectiva cobra importancia en el ambito bioldgico, pues la toxicidad del plomo ha
sido en general asociada a su gran afinidad por los grupos sulthidiilos presentes en las
proteinas, en concordancia con su clasificacion como acido blando Sin embargo, su
capacidad para competir con un metal tipicamente duro como el calcio en las proteinas de
la familia EF, en cuyo sitio de coordinacion abundan los iones carboxilato,
definitivamente duros, pone en entredicho su clasificacion dentro de este esquema.

Todo esto hace patente la necesidad de conocer mas acerca de la quimica.de coordinacion

del plomo, en particular en disolucién acuosa v con moléculas de interés biolégico, de
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modo que al profundizar en el conocimiento de la interaccion puramente quimica, pueda

contiibuirse a la comprensién de su toxicidad.
Un par de cationes que junto con el plomo, intetfieren en la asimilacion de calcio a nivel

intestinal son Zn°" y Cd** Dada la ambigliedad en la clasificaciéon de dureza, ambos

cationes pueden compartir categotia con el plomo

Objetivo General

Modelar las interacciones que iones metalicos divalentes pueden presentar con la proteina

ICaBP a través de un estudio sistematico de compuestos de coordinacién formados por
. - 2+ + 3 . P e - L

los cationes Ca**, Pb*", Zn’ y Cd™ con amincdcidos carboxilicos y secuencias peptidicas

(bi, 11 v dodecapéptido) pertenecientes a un sitio de unién a calcio.

Hipdtesis
o Conforme aumente el tamafio del ligante, el comportamiento estructural y la afinidad
en los compuestos de coordinacion setd mds similar a los del sitio metalico en la

pioteina

a  Aquellos cationes que cuenten con una mayor afinidad por nit:dgeno que por
oxigeno, es decir, que presenten una meno1 dureza, generaran complejos mas estables

con los ligantes que aporten un mayor numeto de grupos donadores por nitrdégeno.

Objetivos Particulares y Metodologia

Se presentan a continuacidén los objetivos (e} v los pasos de la metodologia (o)

relacionados con estos

il



Fipostesi- Objetvoy y Metsdelons

Evaluar la modelacion de la Calbindina mediante péptidos constituyentes de su
sitio II. Los ligantes utilizados en este estudio son:
Aspértico (D), Glutdmico (E), Glicilglutimico (GE), Asp-Gly-Glu (DGE),
DGE-Amida (DGEka), Dodeca (N-Ac)Asp-Lys-Asn-Gly-Asp-Gly-Glu-Val-Ser-
Phe-Glu-Glu-Amida (DKNGDGEVSFEE)
o Se comienza con los ligantes mas sencillos para ir creciendo en la cadena
y en la semejanza con el sitio Il de la Calbindina Dey.
Comparar la estabilidad de los complejos formados por los ligantes estudiados
con los diversos cationes y obtener informacion respecto a la fuerza de la
interaccion, asi como respecto a los dtomos donaderes involucrados en la
coordinacion a los cationes
o Determinacion potenciométrica de los pKa’s de los ligantes
o Determinacién potenciométrica de las constantes de estabilidad de los
complejos de M>* con los ligantes.
Estudiar la interaccion de Pb*, Zn" v Cd*™ en relacidn con la que presenta el
Ca® con aminoacidos v péptidos constituyentes del sitio de enlace a calcio de la
Calbindina
o Sintesis de los complejos de M*™ con los ligantes mencionados y su
caracterizacién mediante IR, RMN vy rayos X, para conocer el entorno de
cootdinacion en estado sélido
o Determinacidén de Ia natutaleza de dichos complejos en disolucion a
distintos valores de pH, mediante RMN de una y dos dimensiones, pata

conocer el entornio de coordinacisn en disolucién
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Antecedentes
En un principio se presentaran las caiacteristicas generales de las proteinas involucradas
en el metabolismo del calcio, pata posteriormente comentar las especificas de la
Calbindina. También, a manera de justificacién para la seleccidn de los cationes
utilizados en este trabajo, se expondrd la relacion de Pv?’, Zn*" y Cd* con el
metab_piismo del Ca®", asi como la clasificacién de estos cationes tespecto a su tendencia
en la interaccién con los dtomos donadores. Se explica la aplicécién de las técnicas que se
emplean a lo largo del tIaba_j.o.,‘ tanto para establecer la tendencia en afinidades entre
ligantes y cationes, para elucidar las conformaciones que adquieren los complejos en

disolucion, como para la caracterizacion de los compuestos que se logran aislar en estado

solido.

1.1. EI Ca** en el organismo

El calcio es el quirto elemento mas abundante en el organismo constituyendo un 1.5 a
2% en peso | El 99% constituye al tejido rigido (huesos y dientes) ademés de ser una
reserva para mantener los niveles requeridos de Ca®" Esto deja un 1% al Ca’" ubicado en

fluidos intra y extracelulares, que se encuentra involucrado en los siguientes procesos:*

a trasmisién de sefiales a procesos metabolicos

a control de division celular y crecimiento o actividad enzimatica

a  contraccién muscular o metabolismo de los nucledtidos
a procesosd:g _t_‘ia:}:g;spor’té Qe carga 2 coagulacion de la sangre

&
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1.1 1 Proteinas de enlace a calcio

Para la regulacién de funciones existen proteinas denominadas “sensoras™, mientras que
las proteinas encargadas del transporte de este ion y de mantener constante la
concentracidén son denominadas “amortiguadoras™.

Las proteinas sensoras presentan cambios estructurales sustantivos al cambiar del estado
libre al enlazado con calcio, en tanto que las amortiguadoras mantienen una
conformacion practicamente constante independientemente de la interaccién con C a*t,
como se muestra en la Figura 1.1 * En ambos casos se sobreponen la estructura de la
proteina cargada con calcio a la correspondiente a la apopioteina, es decir, la
metaloproteina en ausencia del metal. Mientras que el dngulo entre las hélices o que
enmarcan a cada sitio de enlace a calcio —de acuerdo como se describe a continuacion-
sufre una variacion de alrededor de 37° en la calmodulina, la Calbindina presenta un

cambio de 12° en el sitio I y de tan s6lo 1° en el sitio II.

apo-Calbindina : apo-Calmodulina

enlazada a Ca®
Figura 1.1. Cambio estructural en la Calbindina (amortiguadora) y en Ia
calmodulina (sensora} al enlazarse el calcio
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Como se mencionaba, ambos tipos de pioteinas presenta un arieglo particular que
constituye al sitio de enlace a calcio Fste es denominado “mano EF” (Figura 1.2) y
consta de una cadena de 12 aminoécidos que se encuentra entre dos hélices. Habiéndose
caracterizado por primera vez en la Troponina C, se observd que retenfa al calcio entre

las hélices E y F, de ahi que se le denominara de esta manera:’

Hélice £

Hélice £

Figura 1.2. “Mano EF”; Sitio de enlﬂcle a Ca*’ en proteinas EF

En el sitio de enlace al metal, es decit, la secuencia de 12 aminoacidos:*

o Los dtomos donadores son stempre O, tanto de carbonilos de! esqueleto de enlaces
peptidicos (C=0), como de carboxilos (COO") de la cadena lateral.

2 Generalmente los atomos donadores se encuentran dispuestos en fos vértices de un
octaedro conforme se muestra en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Aminodcido de origen y disposicién geométrica de los dtomos donadores
1os 2+ 3 3
en el sitio de enlace a Ca™ de proteinas EF.’

Coordenada en el octaedro | x y 7z | -y -X -Z
Posicion en el dodecapéptido | [ {21 3 4 5 G617 8 9 10,11 12
Aminoécido)i@ . D D~N DzN’S G LL:V S:TvG'7D:N:E . - E(z)

* D: Aspértico (Asp) . E: Glutdmico (Glu). G: Glicina (Glyv). I Isoleucina (lle}. L: Leucina (Leu), N:
Asparagina (Asn). S: Serina {Ser), T: Treonina (Thr). V: Valina (Val) )

® Aminodcidos que se encuentran con mucha frecuencia en la posicién indicada Los més variables son 2 7
y 10

U TESiS CON

RALLA DE ORIGEN

WEE Lot
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a Ocasionalmente uno de esos vértices es ocupado por una molécula de agua.

s Se trata de un octaedro distorsionado debido a que en el véitice -z se enlazan dos
atomos donadores provenientes del carboxilo de la cadena lateral de glutamico. Asi,
el nimero de coordinacién resulta ser 7

Ademas de este tipo de proteinas, en las que el enlace a calcio se logra a través de grupos

carboxilicos de aminoécidos cercanos entre si en la secuencié -y que son la inspiracion

del presente trabajo-, existen proteinas en las cuales los tesiduos que aportan los dtomos

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

estructura terciaria de la proteina quedan orientados formando una cavidad apropiada

para alojar al calcio. También existen proteinas que forman canales de grupos anidnicos

como fosfato o carboxilato (comUnmente con una elevada cantidad de 1esiduos

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

1.1 2. Asimilacion de calcic

La absorcién intestinal del calcio involucta dos procesos, uno tianscelular activo, ditigido
por el metabolismo, y otto transepitelial pasivo, dirigido por difusién ® El paso limitante
lo constituye la difusion a través del citoplasma, pero esto se contrarresta con la presencia
de una proteina amortiguadora como es la Calbindina Dk (Figura 1.3}

Pero asi como las células de absorcién intestinal son responsables del transporte completo
del calcio fisiologicamente necesario proveniente de los alimentos, también se ven
involucradas en la asimilacién de iones que suelen competit con el calcio por la-
Calbindina, como son Ba®", Sr**, Mn®", lantdnidos v Pb*"® Representan por tanto,.
ademas del principal paso para mantener la homeostasis de calcio, el punto en el que el

cuerpo puede ser defendido del envenenamiento por plomo

e 3
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Figura 1.3. Esqu'ema del transporte de calcio a través de las células intes_’tinales8

1.1 3 Calbindina Dy (ICaBP)

Es el momento entonces de describir a esta “proteina intestinal enlazadora de calcio™ o
ICaBP*, que contiola el transporte del calcio FEl tamafio de las ICaBP varia con la

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

sitio de unién a calcio

La Calbindina Dy es una ICaBP cen dos sitios de enlace a calcio.
s Susintesis depende de la presencia de la vitamina D -de ahi su nombre D-
e Sec compone de 75 aminoacidos (M1=8 7kDa) lo que le da el nombre 9k
Es la especie de Calbindina que se presenta mayermente en los mamiferos (existe una

Calbindina D»gx que se encuentia en las aves)

* Intestinal Calcium Binding Protein
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Su funcién amortiguadora queda de manifiesto, va que la concentracion intracelular de

[Ca,Calbindina] puede superar por 3 drdenes de magnitud a la de Ca** libre (107 M) 54

Hélice i1

. Hélige il o Lazo |

Helice [V

Hélice |
Figura 1.4, Estructura molecular y esquematica de la ICaBP Calbindina Doy’

Sus sitios de unién a calcio son’:

Lazol. ala-ala-lys-glu-gly-asp-pro-asn-gin-leu-ser-lys-glu-glu (denominada pseudo-
mano EF por estar formada de 14 aminoécidos en lugar de 12, que a su vez se denomina
candnico por ser el tamailo de la mayoria de las manos EF)

Lazo II. asp-lys-asn-gly-asp-gly-glu-val-ser-phe-glu-giu (Figuwa 1 5)

en ambos sitios, la posicidon —x del octaedro estd ocupada por una molécula de H,0.

Figura-1:5.-8itio I1 de la Calbindina Dy en su interaccion.con c_alciﬁlJ
Linse vy colaboradores determinaton que la constante global de asociacidén a calcio tiene
un valot de log B = 16 9 ", en condiciones de pH= 7 5 sin impone: fuerza i6nica. Pot

otro lado, en 1980 Fullmer vy W asserman’’ determinaron la constante intrinseca aparente

pmp——_ L
g e R 1

10
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de asociacidn (constante promedio por sitio) en un medio de fuerza idnica 0.15 a pH=6.5,
con un valor log B=6.57. Dado que la afinidad del calcio por ambos sitios de enlace es
muy similar, paia analizar el comportamiento del catién respecto a uno de los sitios ha
sido necesario trabajar con una mutacion de la proteina disminuyendo la afinidad del otro
sitio.'? La constante de asociacién (logp) del calcio coﬁ el sitio I resulta asi ser de 8§ 4 en
pH=7 5 vy fueiza idnica no impuestém Se debe recordar la baja respuesta estructural ante
la unién a calcio que presenta una proteina de tipo amortiguador como la Calbindina, en

comparacion con la de una proteina sensora como se mostrd ya en la Figura 1.1,

1.2. Relacion de plomo, cadmio y zinc con calcio en los sistemas bioldgicos

- [3.14 .
En numerosos estudios desde 1940,” " se ha obsetvado tanto el efecto de la ingesta de
calcio en la asimilacion y almacenamiento de plomo en el organismo, como su influencia
en la concentracién de otros cationes divalentes como zinc.'’'®' También se ha

relacionado al transporte de calcio con la incorporacién de cadmio '7 1* %

1 2.1 Plomo

Este metal se conoce desde hace mas de 5000 afios®’ y sus efectos téxicos fueron
sefialados por los griegos, los drabes y los romanos. Se sospecha que en el Imperio
Romano s.e sufiian intoxicaciones por el uso de vasijas y otros implementos de plomo,
ademas del acetato de plomo como edulcorante Posteriormente, a lo targe de la historia,
muchos pintores, entie ellos Goya, se intoxicaban por el continuo: contacto con pinturas a
base de plomo. Ya-en la época actual, simplemente una década atras, el aire de las
grandes ciudades se encontraba contaminado por la combustién de gasolinas conteniendo
tetraetilplomo como antidetonante. La reduccidn gradual en el uso de este aditivo en

muchos paises ha demostrado efectos positivos a este respecto (Figuta 1.6)

11
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Figura 1.6, Niveles de plomo en el aire del Valle de México (1988-1998).%'

Fuente: Red automdtica de Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de México

Aparte de este plomo ambiental, la mayor fuente de incorporacidon sigue siendo la dieta
que, -afortunadamente, al depender de la asimilacidén a nivel digestivo, constituye una
fuente de absorcién muy poco intensa debido a la facil formacion de compuestos
insolubles de Pb>* con aniones muy abundantes en el organismo, tales como el fosfato,
Pb3(POy4)z, o el carbonato basico. Pb;(CO:)(OH),. La parte del plomo que se logra
absorber puede acumularse en el sistema dseo, que de esta manera actla como agente
desintoxicante, ya que lo inmoviliza

Con el paso del tiempo, los limites méaximos permisibles establecidos para la
concentracién de plomo en sangie han variado, debido al mayor conocimiento de los
efectos toxicos del metal. En los ultimos afios los centros para el control de enfermedades
~de los Estados Unidos.(U. S Centers for Disease Control, CDC) han modificado las cifras
de plomo en sangte en que sobreviene la intoxicacién como sigue: en los afios sesenta:
600ug/L; a partir de 1975: 300ug/L. y desde 1983: 25pg/L.” quedando finalmente un

esquema como el que se muestra en la Tabla | 2
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Tabla 1.2. Niveles para intoxicacién por plomo segtin fa CDC.”

Clase

Nivel de Pb en sangre

(ug/dL)

Descripcion

1A

1B

I

v

infeiior a 10

10 - 14

15-19

20-44

45 - 69

supetior a 69

Dentio  del promedio, no se considera
envenenamiento.

Cerca del limite, pero aun no se 1equiere
intervencidén médica

Los efectos del envenenamiento, aunque sutiles, se
pueden identificar cuando hay exposicidn
prolongada, es decir envenenamiento créonico En
nifios podtia haber trastornos del desarrollo y el
comportamiento e incluse un descenso en el
Cociente Intelectual (1Q).

Es el intervalo entie envenenamiento ligero ¥
agudo En niflos se debe evaluar si existe algun
trastorno auditivo o del aprendizaje Se requiere
intervencidn médica.

Es posible que haya sintomas fisicos evidentes En
nifios se debe evaluar la historia de su desarrollo. La
toxicidad aguda produce vomitos y falta de apetito,
disfuncién renal y desdrdenes 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 dafio cerebial

En la actualidad, las fuentes principales de exposicion al plomo son:”

Respirar o mngerir “suelos”. polvo, agua o aire contaminados Algunas fuentes
son: tiraderos de basura que con frecuencia contienen plomo, uso de combustibles
fosiles con compuestos de plomo. fundicién para extraer el metal de sus
minetales, e industiias relacionadas

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

pasado, cuando se hacen ‘viejas y se degradan tanto en interiores como en



Capitulo 1 Antecedentes

exteriores, pueden ocastonar altos niveles de plomo en la sangre. La ingestioén de
pequefias hojuelas de esta pintura es un peligro frecuente para los nifios.
e Beber agua que haya pasado por tuberia de plomo o que contengan uniones
soldadas con plomo
» [Lxposicion laboral. Este caso es muy comun en la produccion v reciclaje de
baterfas y acumuladores; construccion de barcos y procesamiento de hietro;
pintura, recubrimiento y demoliciéon de eétructuras de acero; teparaciéon y
produccion de radiadores; desecho de metales y produccion de lastre pata pesca;
produccién de vidrio emplomado; pro—duccién y fundido de minerales de plomo
asi como operaciones de 1eciclaje 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 va comentada, la han constituido los alimentos
preparados en cazuelas de batro vidriado 2
La toxicidad de plomo se relaciona principalmente con su capacidad de obstiuir los
procesos en los que se encuentia involucrado el calcio, al sustituitlo en sus sitios de
unién,*” asi como también sucede con algunos sitios correspondientes a hierto  El hecho
de que el tipo de intoxicacidén con plomo que puede ser mayormente I'e{feztida por la
ingestion de una dieta rica en calcio. es la proveniente del uso de loza de barro vidriado
pata la elaboracion, almacenamiento vy consumo de los alimentos, indica que la
competencia con calcio se desarrolla a nivel digestivo™®
Se ha observado una alta correlacion en la absorcién de plomo con los niveles de

. . 3 . . . .
Calbindina *® De esta manera, la absorcion tanto de calcio como de plomo a nivel

14
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intestinal resulta fuertemente influida por la piesencia de la vitamina D,% dado que como
se comento, la sintesis de la proteina es dependiente de esta vitamina. Su presencia puede
aumentar la incorporacion de Pb*" y Ca®’, 4 v 8 veces respectivamente, comparando con
organismos deficientes en la vitamina. En estudios del grupo de Fullmer en 1985, se
determiné una mayor afinidad de las Calbindinas hacia el plomo que hacia calcio La
evidencia sefiala que el plomo se une a los sitios afines a calcio, con una constante de
asoclacion aparente (promedio por sitio) log § = 703, en un medio con fuerza iénica
0.15, y pH=6.5, comparado con log §=6.57 para el Ca, como se menciond en la seccién
1.13

La interrelacién de las concentraciones de plomo y de calcio en la ingesta y la
asimilacién de ambos cationes muestra un patrén muy complicado, por lo que Fullmer®!
enfatiza la importancia de hacer una caracterizacién minuciosa modelando el sistema
animal. De cualquier manera es notable que a mayor consumo de calcio es menor la
incorporaciéon de plomo en varios organos (cetebro, fémur, corazdn, 1ifidn, higado, v

testiculos) '¢

1.2 2. Cadmio

Como cation divalente, este elemento presenta fuertes analogfas quimicas con dos
. 2+ “ Lo 10
elementos esenciales, el Zn™ -con configwacion electronica d, lo cual da lugar a
enlaces de coordinacién de natwaleza similar- v el Ca® 1c.=12A. 1c4=1.17A. dando
lugar a interacciones de tipo electrostatico similates-. Estas analogias dan cuenta de. sus
.. . .- 70
principales efectos toxicos
El cadmio, por un lado, puede desplazar al Zn en algunos de sus sitios activos y por el

otro, compite con el calcio en clertos sistemas biologicos v también puede ser
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incorporado al hueso, ocupando los sitios de calcio en las apatitas bioldgicas, lo que
causa debilitamiento y deformacién de los huesos

El acceso del cadmio a los organismos puede ser por via respiratoria o bien a través de
los alimentos. Las fuentes principales de contaminacién de este metal son las pilas
alcalinas, pigmentos y chapado-s“‘. No es capaz de atravesar las membranas celulares tan
facilmente como el mercuiio, seguramente debido a la escasa tendencia a formar
derivados organometélicos. Sus efectos bioguimicos 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 estan en defecto. la toxicidad del cadmio resulta potenciada,
asi como disminuida cuando el otganismo cuenta con un exceso de ellos.

Respecto a la interrelacion del cadmio con el calcio, sé ha reconocido una cierta
competencia en la asimilacidén de estos cationes andloga a la comentada para el Pb™*,
demostrdndose que bajos niveles de calcio favorecen la absorcidn de cadmio. Esto
probablemente se deba al incremento de la actividad de las proteinas enlazadoras de
calcio CaBP,” y que por otro lado. la presencia de cadmio en la dieta afecta el
metabolismo del calcio, pues disminuye la asimilaciéon del calcio mediante la
disminucién de los niveles de ICaBP '7 Sin embargo. a difetencia del plomo, el cadmio
cuenta con mecanismos alternos de asimilacion en regiones previas al duodeno -etapa en
la que la ICaBP juega un papel muy importante-, en los cuales no hay competer;cia
inhibitoria por parte del calcio™.

Los sintomas de intoxicacidn aguda incluyen fuertes dolotes de cabeza, vomitos y

calambres abdominales, acompafiados de cuadios de hipertension En el caso de la

16
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intoxicacidn crénica, se observa disfucion renal por una creciente eliminacién urinaria de
glucosa, aminodcidos v proteinas de bajo peso molecular, aumento en la relaciéon Ca/P,
anemia, rinitis, asi como el efecto debilitador del sistema 6seo por reemplazo del calcio

como se comentd. 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 asimilflcién en el sistema digestivo se da a nivel del
ileo en un traﬁSporte actlvo muy blen regulado que asegura su homeostasis.** Por esto la
toxicidad de este catidon es principalmente asociada a su deficiencia, aunque existen
sintomas asociados a su exceso La concentracién de Zn®' libre a nivel celular es
comparable a la de Ca®" pues va de 10°M en el citoplasma, a 10°M en algunas vesiculas
Los resultados de un estudio realizado por Koo y colaboradores sugieren que la
homeostasis de zinc no involucra mecanismos de transporte dependientes de vitamina D
como la CaBP.

Los sintomas asociados a la deficiencia son atrasos en la maduracion sexual, en el
crecimiento, prolongacién del proceso de cicatrizacion, susceptibilidad a las infecciones.
Por otro lado la intoxicacién aguda se catacteriza por enfermedades géstricas, mareo,
mauseas; mientras que la de tipo cronica incluve problemas gastricos. disminucion de la

actividad ceruloplasmina. v concentracién de cobre asi como desbalance de tipo de

colesterol presente en la sangre.

. - 2 . . e -y - 2+
Mientras que los niveles de Ca® de la ingesta no parecen afectar [a asimilacidn de Zn”",

.. . .. .. I+ ..
si influyen ligeramente en la distribucién del Zn™ en los tejidos, va que se observa que

17
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hay una mayor incorporacién 6sea de zinc en condiciones de una dieta abundante en
calcio, mientras que la presencia de este catién en tejido renal es maxima en una dieta
deficiente en calcio'® Fn el sentido inveiso, el efecto de la presencia de zinc en el
metabolismo del calcio es similar al que presenta el cadmio, inhibiendo la sintesis de la
proteina ICaBP", originando as{ una menor asimilacién de calcio.

Aunque los atomos donadores mas usuales del zinc en el ambito bioquimico son S y N,
existen también casos como la carboxipeptidasa B en la que se encuentra ligado a O y N
En ambos tipos de proteinas, tanto plome como cadmio suelen reemplazar al zinc en sus

sitios de coordinacion®

T S : 24 pp2t o 24 +
1.3. Quimica de Coordinacion de los cationes Ca”", Pb*", Zn*" y C&
Como se menciond en la introduccion, el comportamiento a nivel biologico de estos
cationes guardard una estrecha ielacion con sus propiedades quimicas v estructurales, por

lo que se enumeraran algunas a continuacion

1.3 1. Principio de los Acidos v Bases Duros y Blandos

En 1963 Pearson’ traté de sistematizar la reactividad de los acidos y las bases de Lewis v -

creé un sistema donde clasifica, estudiando el comportamiento de los compuestos

conocidos, a las bases y a los acidos como duros o blandos. Los criterios pata la
clasificacién se enumeran a continuacidn:

¢ Los 4cidos dures tienen atomos: dceptores pequefios (r < 09A), con poca

electronegatividad (de 07 a 16 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

18
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e Los acidos de Lewis blandos se caracterizan por ser muy electronegativos (de 1 9
a 2.54). Son atomos aceptores de gran tamaiio, carga positiva pequefia y alta
polarizabilidad, y suelen contener pares de electrones no compartidos (p o d) en
su capa de valencia.

e Las bases duras son, por lo general moléculas cuyos atomos donadores son
oxigeno v fluor, es decir muy electronegativos (3.44 y 3 98) y pequefios.

o Las bases blandas tienen dtomos donadores cuya electronegatividad es moderada (
entre 2 v 3) y son aniones o moléculas de gran tamafio. Entre los atomos
donadores caracteristicos se encuent;e;n: C,P,As, S5, 8e, Te,Bryl

Mediante la observacion de la Naturaleza v de los sistemas de reaccidn, Pearson concluye
que los acidos duros prefieten unirse a bases duras y los 4cidos blandos prefieren unirse a
las bases blandas Las bases o acidos que se consideran intermedios pueden reaccionar
con 4cidos o bases tanto duros como blandos Para evaluar la tendencia de la interaccion
en un sistema desde esta perspectiva se deben considerar tanto las interacciones iniciales,
incluyendo al disolvente, como las que setian las interacciones en los productos

Es importante hacer notar que los cationes de interés pata este trabajo de investigacion
poseen una configuracién electionica ya sea d’ o d'°, por lo que no habrén geometrias
preferidas provocadas por efectos de enetgia de estabilizacion de campo cristalino

En la clasificacion inicial de los 4cidos. Pearson coloca al Cd** entre los cationes blandos
y al Pb?" entre los intermedios junto al Zn*". Esta clasificacion perménece as{ hasta 1983,
en que Pearson publica con Pan’™ el resultado de calculos que generan un parametro

denominado dureza absoluta, que al igual que la electronegatividad absoluta depende de

TESIS CON
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la energia de ionizacién (Is) v la afinidad electrénica de la especie (As) y que se definen
asi:
1s= Y2 (IstAg)=electronegatividad abscluta ns= Y% (Is-Ag)=dureza absoluta

Como la energia de ionizacidn es siempie mayor que fa afinidad electronica, el valor
minimo de la dureza es cero, lo cual corresponde a su vez a la mayor blanduia. Con estos
célculos, se pretende ordenar a las especies, pues anteriormente se colocaban tinicamente
en unas cuantas categorias. A continuacion {Tabla 1 3) se presentan los paidmetros
relacionados con el caracter de dureza de los cationes de nuestro interés

Tabla 1.3. Parametros relacionados con la dureza de Ca**, Zn™, Cd*" y Pb?".

Catién| yp°° | Electronegatividad | Dureza absoluta | Radio idnico | Z*' x| z *
absoluta (eV) (eVYy*® NC.7(A)°% :
Ca® | 1.0 316 19.7 120 44 | 366
Zn* | 165 288 10.8 0.96 597 | 621
Cd™ | 17 272 10.3 1.17 819 | 691
Pb™ | 187 23.5 85 137 1239 | 904

Xearga nuclear efectiva de los cationes de acuerdo a Clementt v Raimondi

En la tabla anterior se puede observar que el Pb** debiera considerarse como mas blando
que el C7d2+, v éste a su vez, con dureza muy similar al Zn*

Actualmente los libros de texto. como se comentaba ¢n la inttoduccion, presentan ambas
posibilidades de clasificacion para Cd™ y Pb**, es decir, como intermedios 0 como
blandos, mientras que Ca’* siempre es considerado duro y 7n*" intermedio. Wulfsberg™®
en 1991, al clasificar los.elementos en la tabla petiddica de acuerdo a su dureza, coloca a
zinc v cadmio como intermedios y al plomo como blando. Huheey en 1993% sigue

utilizando la clasificacién de Pearson de 1963 Shiiver v colaboiadores en 1998*

plantean el concepto de dureza v blandwa directamente mediante la ecuacién de la

o
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dureza absoluta, En textos de quimica bioinorganica se encuentra a Lippard’ catalogando
a Pb** y Cd* como blandos mientras que Frausto da Silva y Williams® siguen la
clasificacion original de 1963

Ya que este caracter de los iones puede inteivenir de manera determinante en los atomos
donadores que participen en la formacion del compuesto de coordinacidn, ademas de
influir en la intensidad de la interaccién con dichos atomos donadores, resulta importante
enfatizar el tipo de interaccion que se establece con cada tipo de ion. Las especies duras
favorecen interacciones principalmente electiostaticas y las especies blandas
interacciones de .tipo orbital, es decir, covalentes.

Las cargas altas y positivas de 1ones pequetios favoreceran el enlace idnico con aniones
que, teniendo carga negativa grande y pequefio tamafio, seran fijados por la interaccion
electrostatica

Por ¢l otro lado, cuando los acidos tienen electionegatividades similares a las bases con
las que interactuen, es decir, cationes de alta afinidad electidnica v bases de bajo
potencial de ionizacién, presentatan una tendencia mucho menos acentuada de
incremento en la energia debido a la repulsidn interelectronica en la curva de energia
potencial, lo cual permite una aproximacion mas cercana entre las especies, y por lo tanto
una mejor superposicion orbital, para la formacion de un enlace covalente.

Las bases blandas no tendrdn posibilidad de una buena superposicién con los acidos
duros para generar una interaccién covalente. v ia interaccion lonica serd débil debido a

la baja carga y gran tamafio de la base.
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132 Calcio

En 1996 JP Glusker v colaboradores®' realizaton 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 clasificaciéon como acido duro. Se presenta en la Tabla 1.4 la
contabilizacion de los enlaces a los diferentes dtomos donadores en los compuestos
almacenados en la base de datos hasta entonces, clasificados por el numero de
coordinacion en cada complejo Se resalta la columna de enlaces a oxigeno por
representar la gran mayoria de las intet accio;les observadas, un 91% del total de enlaces.
También los nimero de coordinacion 6, 7y 8 por ser los que el calcio presenta con més

frecuencia.

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

N.C. | Ca**-0 | Ca*-N !Ca*"-S|Ca*"-Cl| Ca*"-Br | # total de enlaces
# St | B % (H % | # % ¥ % | # % del total

3 o ol 3100/0 o] 0 ol0o o 3 02

4 6 75! 2 25{0 0 0O 0f0 0] 8 04

5 51000 0 o|/0 o 0o olo o0 s 03

6 347 803| 69 1610 014 32| 2 05 432 221

7 466 93.8{ 25 5,0 O 4 08 2 04| 497 254

8 819 939! 51 58/ 0 0| 2 02/ 0 Ol 872 446

9 88 97.8| 2 2200 0o 0 o/l 0o 0] 90 46

10 sp 100 0 o/0 o0 0 ©OlO0 0] 50 2.6

Ca®™-X 1781 91|152 7810 0720 1|4 021957 100

* Numero de enlaces encontrados en fos 309 complejos encontrados en la base de datos con ese atomo y

ese niimero de coordinacion (N C)
* Porcentaje en referencia al total de enlaces presentes en los complejos con el nimero de coordinacién

(N C ) del rengién

De los compuestos que contienen grupos carboxilato enlazados, se observa que conforme
aumenta el numeio de coordinacion en el centro metdlico, es mas frecuente encontrar al

carboxilato intetactuando de -forma bidentada ¥ Es decir. en los complejos-

i~
[N}



Capitulo 1 Antecedentes

hexacoordinados todos los carboxilos actian como ligantes monodentados, en los
heptacoordinados, el 16% actia como bidentado y en los octacoordinados el 25%, a
diferencia del magnesio, por ejemplo, que unicamente enlaza a los grupos carboxilo de
forma monodentada.

Sobrie su interaccién con proteinas, el hecho de que la carga local del Ca® tenga que ser
neutralizada mediante su interaccidn con los dtomos donadores, siempre oxigenos, y dado
que el numero de coordinacién puede ser hasta 8, permite -o induce- a que ademads de
enlazarse a grupos carboxilato, utilice como ligantes a grupos con oxigenos con baja
carga, como glutamina y asparagina (amida), treonina y serina (hidroxilo), grupos
carbonilo de la cadena peptidica y moléculas de agua.

Se ha calculado la aportacién de carga negativa en los grupos donadotes para la
interaccidn electrostatica con los siguientes resultados: -1.0 para el carboxilato, -0 38 paia
un oxigeno de carbonilo, -0.14 para un grupo hidroxilo mientias que 0.0 para una

molécula de agua

{.3.3 Plomo

Ademas de la falta de informacion respecto a la interaccién a nivel molecular del plomo
con los sttios bioldgicos, existe escasa informacidn estructural respecto al plomo en un
contexto mas inorgénico, si comparamos con otros cationes como 7n** E.h una busqueda
reciente en el CCDC (Cambiidge Crystallographic Data C entre),™ por ejemplo, en-tanto
que para zinc hay 2979 estructuras tridimensionales determinadas que contienen en sus
esferas de cooidinacion O y/o N, para plomo soélo se encuentran 514. En la Figura 1.7 se
encuentran desglosados los compuestos de acuerdo con el tipo de atomo que se encuentia

en su esfera de coordinacidon De las 889 estructuras tridimensionales determinadas de

[R]
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compuestos con plomo, tan solo 9 se puede considerar que corresponden a derivados de
biomoléculas siendo estas acetato, oxalato, glicolato, benzoilglicina, 4cido glucénico, v-

ciclodextrina, propionato, citrato y al aspartato que se obtuvo en este tiabajo

Total =889

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

Fn 1998, el grupo de J. P. Glusker” se dio a la tarea de clasificar y sistematizar las
tendencias en la geometia alrededor del dtomo central en complejos de plomo. Para
tealizar esta clasificacion se basaron en 329 estructuras cristalinas seleccionadas de la
CCDC;™ 255 con Pb(Il) v el resto con Pb(IV) Su trabajo arrojo varias conclusiones
sobie los factores que determinan la distribucion de fos ligantes aliededot del plomo.

En los compuestos de plomo la distribucion de los ligantes aliededor del dtomo central se
 puede clasificar en dos grupos: holodirigida y hemidirigida:

o Holodirigida: Si al dibujar una estera imaginaria alrededor del metal, los ligantes

se distribuyen homogéneamente en todo el espacio
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¢ Hemidirigida: Si al dibujar la esfera imaginaria alrededor del metal, los ligantes
se encuentran distribuidos unicamente en una seccién de ese espacio y se puede

apreciar un hueco

30 Holodirigidos
a Hemidirigido_s_

25
20 - -

%15 -

o L.
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Numero de coordinacion
Figura 1.8. Porcentajes de compuestos de Pb(Il) con diferentes numeros de
coordinacién™ (Tamaiio de muestra: 255 estructuras cristalinas).

Todos los compuestos de Pb(IV) tienen una geometria de cooidinacién holodirigida, ya
que en este caso ei- metal no cuenta con un par de electrones libre. Por otro lado, los
compuestos con Pb(Il) pueden presentar ambas opciones de geometria de coordinacidn
(Figura 1.8) Para numeros de coordinacion de 2 a 5 todos los compuestos de Pb(Il)
piesentan geometria hemidirigida En los casos con numeros de coordinacion 9 y 10,
aunque son escasos, todos los compuestos de Pb(Il) tienen geometria holodirigida Para
numetzos de coordinacion 6, 7 v 8 se encuentian reportadas ambas geometrias.

Los factores que favotecen cada tipo de conformacién en la esfera de coordinacién
corresponden a los que se enumeran a continuacién:

Para una distribucién holodirigida:

¢ Numeto de coordinacién alto e Interacciones repulsivas entte los

ligantes

i~
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e Ligantes de tipo blando ¢ Lnlaces de tipo mas covalente.

o Mayor transferencia de densidad

electronica (de los ligantes al Pb(II))

Mientras que para la conformacién hemidirigida:

o El numeto de cooidinacién es bajo s Los ligantes son duros

e FExisten intetacciones de atiaccién o DPoca wuansfetencia de densidad
entre los ligantes electronica de los ligantes al Pb(Il)

o El par libre tiene caractet p ¢ [osenlaces son de tipo més idnico

1.3.4. Zinc

Fue en 1995 que el grupo de Glusker*” analizé a los compuestos de coordinacién de Zn?*,
Energéticamente no pareciera tener una preferencia por un nimero de coordinacién tetra,
penta o hexacoordinado, sin embargo entre las estructuras cristalinas recopiladas de la
literatura, si se encuentra una cantidad mayor de complejos tetra y hexacoordinados. En
la Tabla 1.5 se puede observar la contabilizacidn de los enlaces a los diferentes atomos
donadores en los compuestos almacenados en la base de datos hasta entonces,
clasificados por el nimeto de cootdinaciéon en cada complejo, y comparados con lo
determinado para magnesio, cation que teniendo la misma carga posee también radios
. iénicos muy similates al’ Zn® ¥ En el ulimo 1englén se presenta el porcentaje que

representan del total las interacciones del Zn®" con cada dtomo donador
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Tabla 1.5. Cantidad de enlaces Zn-X en estructuras cristalinas almacenadas en CSD
de acuerdo al niimero de coordinacién del complejo, en comparacién con Mg*

N.C. M*-N M0 M-S M>*-Cl M**-Br M...X
# 0 %Zn %Mg| £ %Zn %Mgl #  %Zn %Mgl & %Zn %Mg| F %dn %M # %ln YoM
3 0O o0 o0/ 0 0 100 3100 0/, 0 0 0[O0 0 O 3 02 05
4 246 30 38{149 17 3|141 17  3(272 32 11136 4 9] 844 42 9
5 229 60 56| 98 26 43030 8 018 5  0i 5 1 Ly 380 19 7
6 1259 37 9424 60 8| 17 2 0 2 02 7:0 0 2] 702 35 79
7 20 29 18| 45 64 750 4 6 0 1 .1 710 0o of 70 4
Zn.. X |754 38 716 36 195 10 263 15 41 2 1999 100

La preponderancia de la geometria tetraédrica es causada principalmente por el ion
ZnCly* piesente en varias estructuias como contraion, representando el 58% de los
enlaces Zn-Cl en estructuras que piesentan geometria tetraédrica. Los otros dtomos
donadores que participan ampliamente en los complejos tetracoordinados de Zn** son
nitrégeno, y en casi la misma medida, azufre y oxigeno.

Para el nimero de coordinacién 5 el nitrdégeno es el dtomo donador preferido, el 20% de
ellos en ciclos potfirinicos

De la gran cantidad de compuestos que presentan numero de coordinacién 6, unicamente
un 4% incluye al hexaacuozine, mientras que en el caso de magnesio representan un 25%
El volumen de los dtomos de azufre y cloro no los hace muy propicios para arreglase en
una esfera de coordinacién con otros 5 atomos donadores, por 1o que su participacidn en
este tipo de esfera es minima. ‘La coordinacion de los dtomos de nitrdgeno es mas
acentuada en fos complejos pentacoordinados. mientras que para los dtomos de oxigeno
se da en la esfera hexacoordinada.

Las geometrias que presentan los complejos de zine son muy aproximadas a tetraedros en

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

1 4.1 Método Potenciométrico

Para la determinacién de constantes de equilibrio entre un catién metalico M™ y un
anion de un acido débil L, como es el caso més frecuente, y de hecho el que nos ocupa
en este trabajo, frecuentemente se aplica el método potenciométrico, en particular
pHmétrico. El problema consiste en la determinacion de la naturaleza y concentracion de
todas las especies presentes én las soluciones de los valores medidos de pH (-log[H']) a
lo largo de una titulacién Debe tenerse en cuenta que si dos o mas especies en disolucion
tienen cargas idénticas y el mismo nimero de iones metdlicos y moléculas de ligante,
potenciométricamente se podrd determinar unicamente el total de las concentraciones de
estas especie. Pot ejemplo, especies complejas como [FeEDTAL! v [Fe(OH)EDTAH],
sus isometros configuracionales y conformacionales seran indistinguibles.

A lo largo de este estudio se ha trabajado con complejos que contienen unicamente un
tipo de catién metélico y de ligante, pero con la posibilidad de varios protones ionizables
en el ligante o 1ones hidroxilo en la esfera de coordinacion del catién

L.as constantes de estabilidad globales para un complejo dado se definen iespecto a las

actividades de [as especies idnicas constituyentes no complejadas:

I = {M(ijLk ims ki }
VH I {M(W }r {H* }l {L/— }k

B _ [Mf, H1, ban =kt Jl’,,,,; B
VT T {j\,jﬂw}' [H+ ]1 [[/--]"’ (’1 :”},Ifyf )

[ a primeta ecuacion esta definida a partir de las actividades, y la segunda en términos de -

la concentracion, para lo cual se -consideran los coeficientes de actividad (1)



~Antecedentes

Capituio !

correspondientes la carga de cada ion. Las cargas se expresan como: m para el cation y /

para el anidn, por supuesto, la carga del proténes 1.

Las especies que contienen hidréxido se pueden 1epresentar formalmente en términos de

la actividad del ion hidrégeno usando la constante de disociacidn idnica del agua:
{OH}=Kw{H}"

Por lo tanto, para la formacién del complejo de plomo [Pb(OH)s*], por ejemplo, la

constante de formacion se expresa:

Apocomry ) _Apvomy: fH}

p= (P> Yorr ¥ L

il

Por ik
Para evitar el cdlculo de los coeficientes de actividad, se trabaja a una fuerza idnica
constante —debida a la presencia de electrolitos inertes que no formen complejos con los
1eactivos en concentraciones mayores por 2 Ordenes de magnitud respecto a los analitos—,
lo cual provoca que los coeficientes de actividad permanezcan practicamente constantes v

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

concentracion:

7,1,

g ining

Como se notard, por simplicidad ya no se exptesan las cargas de los componentes. Fstas
constantes solo serdn validas en condiciones cercanas a aquellas en las ‘que fueron
determinadas, lo cual no les quita validez como constantes de equilibrio, en que como
estado estandar se indica la fueiza idnica impuesta. Las constantes de formacién se
expresaran denotando con los subindices los coeficientes estequiométricos de cation,

protdn v ligante requeridos paia describir al complejo. ..

TESIS CON
31 FALLA DE ORIGEN
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Para calcular las constantes de estabilidad a partir de los datos de una titulacién
potenciométrica en que se agrega una base BOH, se recurre al balanceo de masa y catrga.
La concentracion total, por un lado del cation agregado como MX,,, —donde X es un anién
monovalente—, y del ligante por el otro, se pueden escribir como:

Tv=[M}+2i[MH;Li] —sobre todas las especies que contienen M—;

T =[L}1+2k[MH,L,] —sobre todas las especies que contienen L;
Donde Ty es la concentracion total de metal y Ty la correspondiente al ligante
La condicién de electroneutialidad o balance de carga expresa el hecho de que la
disolucién que contiene a los iones debera ser eléctricamente neutra, como se muestia a
continuacion:
[H] + [B] + m[M] - [X] - [OH] - /[L] + 2sobre todas las espesies complejas (im+j-k)[MiH Lk ]=0

Sustituyendo la concentracion de la especie compleja por la expresion de su constante de

formacion, la ecuacidn anterior se puede escribir asi:

Iv=[M]+2 iB,, [A/I]’ [H VL] —sobre todas las especies que contienen M—
T=[LI+E kB8, [MI[HY[L] ~sobte todas las especies que contienen L
[H] + [B] + m[M] - [X] - [OH] - f[L] + X (im*j-k)) B, [M][H}[2] =0
Durante toda la titulacidn, para cada punto, Ty, T1, [B] v [X] son valores conocidos,-y se
tienen 3 desconocidos: [M], [L], vy la constante de formacidén B, que pueden ser
calculados al medirse la actividad de proton, sz([M],[L],lO'PH) Ya que siempre se
determinan mas puntos en la titulacién que ¢l numero de constantes desconocidas, se

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

- “constarites de estabilidad promedio que describan mejor los datos

A A e Tty
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Se define a s —suma cuadratica de los residuos— como 2[valor de la titulacidn-valor
. er 2 ot

calculado de la titulacién]”. El problema matemdtico que se enfrenta es encontrar los

valores numéricos de las constantes que den un valor minimo de s en cada punto de la

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

balanceo de carga

1.4.2 Operaciones con constantes de equilibrio

Debido a que las constantes de equilibrio son la medida de una funciéon de estado,
entonces su valor es independiente de la trayectoria que se siga entie el estado inicial
(reactivos) y el final (pxocluc‘cos),s5

AG°=-RTIhh K
su logaritmo puede calcularse como la suma o la diferencia apiopiada de las constantes

de equilibiio de las reacciones intermedias.
Durante este trabajo, por ejemplo, a partir de las constantes de formacién globales, se
obtendran valores de constantes parciales, como por ejemplo el pKa del grupo amino en

el complejo que puede expresarse como el log K24

M + H e ML log K177 = -logKaycompleio
Que se puede calcular como la resta: log B101- log Bi1y
M7 L+ H e IMILE)]™  log Bug

MO ™2 < M* +L" . ... -log Bior

Patra obtener el valor de la constante de estabilidad relacionada con la interaccidn de los

-grupos oxigenados con el catién; se recurre al estado del ligante en el que el grupo aming.. .

td
e



Antecedentes

Capitule 1
se encuentra protonado, y por lo tanto no disponible para la coordinacion. La constante

log K™ (calculada como log Brri-(1og Boit ¢ PKaamino def ligante)))

M+ 1"+ H < [MLED]™? o log Bun
LHYW o L®+H . ... .. -log Bou 6 -pKagigante
MZ + LEI o [MLEYY™ L log KM

Finalmente, la contribucion a la estabilidad debida a la interacciéon con nitrdgeno (log
K(N)) se puede calcular por medio de la diferencia entre la constante de formacién del

complejo ML y la constante de formacion de MLH donde el ligante tiene al grupo amino

protonado (log Broi- log Ky 1)

M+ LT e ML) o log Blol
MLE™ oM +LHEY™ | -log KM

[IMLE]™™ + L7 e ML) + LEE™ | log K(N)

En cada capitulo se esquematizard la reaccidén comrespondiente dependiendo del ligante

estudiado.

1.4 3. Factores que influyen en la estabilidad

El valor numérico de las constantes de equilibrio de una reaccién no proporciona ninguna
informacién sobre el tiempo necesario para que se alcance el equilibrio, s6lo indica la
extension en que dicha reaccidn tiene lugar cuando se alcanza el estado de equilibrio,

incluso en sistemas en los-que el estado inicial no coiresponda a la proporcion

estequioinétrica. Seguniel-principio.de Le Chatelier, si s¢ hace aumentar la concentracion::
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de A, el sistema reacciona consumiendo A, es decir, por medio de la reaccion de A v B
para formar C y D. Se alcanza asi una nueva situacion de equilibrio, més desplazado
hacia la formacién de C y D, de forma que las nuevas concentraciones de todos los
componentes sigan dando el mismo valor de Keq"56

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

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

s fuerza de los enlaces de coordinacion, ¢ formacién de anillos quelato
e fuerza de los enlaces covalentes, o o afinidad de los cationes por los
atreglo de iones en una red cristalina atomos donadores.

Para los iones de la primera setie de tiansicidn en su estado de oxidacién 2+, Irving v
Williams en 1948,%” determinaron una secuencia de estabilidad para la formacion de los

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

con el que se tiabaje, mientras que esta relacionada con el cociente Z_ y la energia de

Fion

estabilizacién de campo cristalino (EECC) (Figura 1.10).

Sin embargo, para los cationes de este trabajo, que no poseen energia de estabilizacidn de
campo cristalino, el owden de estabilidad en los complejos dependerda del ligante,
especificamente de los atomos donadores participantes en la coordinacion > La
ubicacion de los cationes Pb™", Zn™ v Cd* en la Tabla 1 6 corresponde a sus constantes
de estabilidad en compatacion con los ‘cationes de la regla de estabilidad de Irving-
Williams Se presenta la amplitud en unidades logaritmicas que despliega cada ligante

desde la formacién del complejo con Mg®™ a la del complejo con Cu**

)
Lh
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Figura 1.10. Variacién en las constantes de formacién para los cationes M~ de la
serie de Irving Williams

Tabla 1.6. Ubicacién de los cationes Pb**, Zn*" y Cd** de acuerdo al tipo de ligante
en la “regla de estabilidad”*

Ligante ' | Donadores | Amplitud | Mg < Mn < Fe < Co < Ni < Cu
escala

Oxalato 0,0 2.1 Cd Zn Pb

Glicina N,O 6.1 Cd 7n Pb

Histidina N,=N 8.2 Cd Pb Zn

NH>(CH,),NH;| N, N 10.1 Pb Cd Zn

NHz(CHz)zS- N,S 11 ) - Zn Cd Pb

Imidazol - =N 4 Pb Zn Cd

Amoniaco - NH; 4 Pb Zn Cd _

Hidréxido OH- 3.7 ' Cd Zn Pb

*Cotejado y corregido con las constantes criticas de Martell y. Smith’ 4

A partir de los valoies de las constantes de acidez v de formacidn de los compuestos de

=+ coordinacidn, podiemos inferir en caso de formar compuestos.andlogos, la fuerza

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

decir, su afinidad.
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1.5. RMN: 'H, NOE; 2D: NOESY; pH variable
La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es probablemente la técnica
analitica mds ampliamente usada e importante para el quimico experimental moderno
Esto es debido a su amplia aplicabilidad, su relativa sencillez en el uso y la gran cantidad
de informacion quimica y estructural que se puede obtener mediante ella.® Los nucleos
que se estudian con mas frecuencia son 'H y! ’C, aunque existe la posibilidad de observar
otros (‘°F, 3'P, 2Vpb, MlCd, PN, etc ).

En este tiabajo se obtendrda informacion de espectros en disolucién de una y dos
dimensiones

Por una parte se utilizatd la diferencia en desplazamiento quimico que resulte de un
cambio en el pH para la asignacion de los pKas a los centros ionizables correspondientes
El desplazamiento quimico es sensible a la variacion en el entorno electténico, que
origina campos magnéticos locales que alteran ligeramente la fiecuencia de resonancia
del nicleo observado. Al incrementatse la proteccidn electronica o apantallamiento, la
frecuencia de resonancia disminuye, es decit que la sefial se observa a un menor
desplazamiento quimico

Lamentablemente no es posible observar el efecto provocado por la coordinacién del
ligante a los cationes en el desplazamiento quimico de 'H a lo largo de un intervalo
suficientemente amplio de pH, debido a la precipitacién de los hidiéxidos de Pb**, Zn** y
Cd* Por otra parte, desde el punto de vista de la cinética, el intercambio de estos
cationes y de Ca”" entre los complejos formados y su estadd libre es muy rapido, son muy
labiles Tomando como base al intercambio de moléculas de agua se encuentra que estos

cationes presentan. intercambios en su esfera de coordinacién con una -velocidad de

alrededor de 10%5702: mientras que la escala de tiempo en que la RMN logia detectar el - :
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intercambio llega a 107s.®! Por este motivo tampoco se logra obtener informacion valiosa
de los espectros de los nicleos **’Pb o '''Cd en disolucién Y es que debido a un
intercambio quimico tan rdpido, se presenta Unicamente una sefial en la posicién
promedio de acuerdo con la proporcion de cada una de las especies involuctadas. Cuando
las constantes de formacion no provocan que exista una considerable mayoria del ligante
y del cation formando parte del complejo no es notable ¢l efecto de la coordinacion

Un efecto de la formacion de los complejos, especialmente de la formacién de anillos
quelato, es el provocar la diferenciacién de nucleos 'H, de tal forma que la multiplicidad
de protones aledafios a éstos cambiardn su patrén de r:xcopl::tmiento.62 Por ejemplo un
protén o vera de forma similar a los dos 'Hs B generando un patrén de triplete y, al
diferenciatse estos protones, se tornara en un doble de dobles.

En general, cada nucleo se acoplara con cada uno de los otros niicleos magnéticamente
activos cercanos y que no sean magnéticamente equivalentes a €l, originando un patrén
de (2nlI+1} lineas, en que n es ¢l numero de nﬂclebs con numero cuantico magnético [ con

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

Y
L 1
t s
P L ISP
i j'ﬂf%ﬁ%?& I-L"r“j\} F"E'f:]"lITl\I

Figufa 1.11. Multiplicidad por acoplamiento entre nitcleos con I= ¥%; n=1,2,3,4.

1.5.1. Mecanismos y tiempos de relajacion

- En todas las espectroscopias existe algin proceso por el cual los estados perturbados ensso

energia logran volver a su estado de equilibiio. Si esto no sucediera, los dos diferentes

~ estados energéticos acabarian estando igualmente poblados, lo cual resultaria en la.

careoe spérdida de lassefial En la RMNexisten dos mecanismos principales por los que se:logra= i .
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1etener el estado basal, denominados relajacion de espin-red y de espin-espin Los
tiempos de relajacién relacionados con estos procesos en los estudios en fase liquida
suelen ser cortos.
Los procesos de relajacion espin-red, caracterizados por un tiempo T}, son aquellos en
los que la energia que causéd que se modificara el estado de espin se dispersa a los
alrededores, por ejemplo por la colisién con otras moléculas en disolucion Si la
disolucién es muy viscosa, entonces el movimiento Browniano natural se reduce y asi
también la rapidez en la que ocurie el proceso de relajacion espin-red.
Para una coleccién de nucleos de espin 2 -como lo son todos los detectados en este
trabajo-, asumiendo que el proceso de relaiacién sigue un comportamiento exponencial®
(lo cual es comtinmente.el caso), la diferencia entre el numero de espines con m=+% y
= -V, (directamente relacionada con la intensidad de la sefial) crece de acuerdo con:
An(t)=Aney] I-exp(-t/T )]
donde Angq es la diferencia de poblaciones al equilibrio y t es el tiempo de espera entre
pulsos, siendo T; el tiempo que tarda en darse ia disipacién de la energia de la excitacién
de los nucleos hacia su entorno. por lo tanto, un mayor tiempo de 1elajacion implica una
menor libertad de movimiento en las moléculas
El segundo proceso de relajacion es el espin-espin, que se Hleva a cabo en un-tiempo Ta,
y en el que la energia es transferida a otros sistemas de espfn en la molécula,
principalmente a través de enlaces. Algunos nucleos se relajan mas lentamente que otros.
Por ejemplo en el caso de nucleos de B¢ sin nucleos activos untidos, la relajacion es mas
lenta que en un C terciario que a su vez es mas lenta que en un secundario vy la de éste,
més lenta que en un primatio Por esta razon las integrales de las sefiales de °C no son

necesariamente proporcionales a la cantidad de nicleos con ese desplazamiento quimico
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También se puede originar la relajacion por la presencia de especies paramagnéticas o
nucleos cuadrupolaies. Cuanto mayor es la cantidad de espines con las cuales el niicleo
puede interactuar y es mayor el tiempo en el que se preserva la interaccidn, menor es el
tiempo de relajacion 1.

La amplitud de las sefiales aumenta considerablemente como efecto de la disminucién el
T,, lo cual se denomina ensanchamiento por incertidumbre, es decir, cuanto menot es el
tiempo de vida media de un estado, la precision en su eneigia es baja, y asi las

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

mas amplio.

- M ______,.,’/\h___

-~ V-

Figura 1.12, Efecto de la relajacion espin-espin (T2} en la amplitud de las sefiales

- Ambos mecanismos de relajacidn estan influidos por la movilidad del nicleo a nivel local-

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

encuentra cuantificada en un término denominado tiempe de correlacién rotacional, .
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Figura 1.13. Dependencia de los tiempos de relajacién respecto al tiempo de
correlacion molecular.

En circunstancias de gran movilidad (baja viscosidad, alta temperatura y pequefio tamafio
de las moléculas), con cortos 7., las interacciones responsables de ambos procesos de
relajacion se dan en intervalos de tiempo muy similares, pot lo que los valotesde T,y T,
son iguales (Figura 1.13) Al incrementarse el tiempo de correlacion, es decir, que la
molécula se encuentra mas fija, el tiempo T; sigue decreciendo monoténicamente, pues la
interaccion entre espines se mantiene por mds tiempo haciendo mads eficiente el
mecanismo de relajacion En el caso de T, como se comentaba, llega el momento en que
mientras mas t1ja se encuentia la molécula le es mas dificil disipar la magnetizacion hacia.
el entorno. con lo que T se incrementa proporcionalmente con 7. El minimo en I,

corresponde al valor de tiempo de correlacién ceincidente con el inverso de la frecuencia

de resonancia

41
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15 2 Efecto Nuclear Overhauser
Experimentos que resultan muy utiles para encontrar informacién relacionada con la
conformacién de los compuestos en disolucidon utilizan como_herr‘amienta al efecto
nuclear Overhauser (NOE). La observacion del NOE puede lograrse mediante la
saturacién de una sefial del espectro mientras éste es adquirido (es decir que se igualan
sus poblaciones m= +% y m= -%), aplicando un campo de radiofrecuencia con la misma
frecuencia de resonancia de esa sefial Esto trae por consecuencia la destruccion de la
sefial, pero puede también afectar [a intensidad de ottas sefiales del espectro si los espines
tienen un fuerte acoplamiento dipolar, en cuyo caso, la sefial del otro micleo puede
tornarse mas intensa, mas débil o incluso invertirse

A continuacion se muestran todas las transiciones posibles y permitidas por la teoria con

sus probabilidades de transicién (W),

Vet

o
by
AKX

Figura 1.14. Transiciones posibles y permitidas. Probabilidades de transicion (W)
Las cuatro probabilidades W, (Figuia 1 14) cortesponden a las transiciones cuanticas
sencillas que constituyen los procesos de relajacion espin-ted. Las transiciones entre 4 v 1
ventre 3 v 2 no se observan en los experimentos de observacion directa, pues no pueden
ser excitadas por radiacion electromagneética. por ser espectroscopicamente prohibidas.-
W, v Wy denotan las probabilidades para la relajacion ‘del sistema de espin via
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transiciones doble cudntica vy cero cudntica respectivamente, es decir Am es 2 6 0. Sin
embargo, ambas son permitidas en un sistema exitado y representan un mecanismo para
la relajacién del sistema Debe recordarse que para cualquier tipo de perturbacidn el
sistena tratard de testaurar su equilibrio a través de relajacion espin-red, via un
mecanismo de acoplamiento dipolar -a través del espacio. no de enlaces- 64

En la Figura 1.15 se considera un sistema de 2 espines sin acoplamiento escalar. El

grosor de las barras denota la poblacién 1elativa que ocupa cada nivel de energia

e AN
y L \,J 3 E‘:\\ \

\-_ ;7: N,

;'f\ / ¥
\\
L% Ciw

Figura 1.15. Efecto Nuclear Overhauser

El diagiama (A) de la Figura 1 15 muestra la condicién inicial én que las poblaciones Nl.
a Ny corresponden al equilibiio Si se saturan las transiciones permitidas mediante las
irradiaciones que se muestran como lineas onduladas, cuyas fiecuencias son iguales, la
poblacion de los niveles 1 y 3 se tornan iguales como también sucede entre los niveles 2
v 4, pot lo que N;-=N; y No=N; En el diagrama (B) se _indica de color negro las
contribuciones que fueron transfetidas de Ny y N; a N3 y Ny. Los cambios en las
poblaciones no tienen efecto en la intensidad total de la sefial X, pues ésta depende
solamente de la magnetizacion total Mx la cual no es afectada por la saturacién de las
transiciones A Entonces se establece un muevo equilibrio con una nueva distribucion de
poblaciones a través de los procesos de relajacion permitidos con las probabilidades Ws

Wo. N1 <N; y Ny >Ny, por lo que Ny /Ny es menor que la telacién al equilibrio Ni/Ny La
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relajacion W; se encarga de incrementar la poblacidn de Nj a partit de Ny lo que
provoca un incremento en la diferencia de poblaciones entre los estados Ny y N y entre
N3 y Ny que ahora si alteran [a intensidad de las transiciones X.

El proceso de relajacion Wy, por su parte, se¢ encarga de incrementar N; 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 sefial.

La combinacidén de estos dos mecanismos de relajacion determina la amplificacion que se
observe debido al efecto nuclear Overhauser. En moléculas pequefias predomina W,
mientras que en macromoléculas se observa que Wy tiene el efecto mayoritario.

También se puede observar NOE negativo cuando el nucleo cuya sefial resulta
amplificada se encuentia acoplado escalarmente —a través de enlaces- con un tercero. La
sefial del tercero disminuye®.

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

internuclear debido a la relacidn con el inverso de la sexta potencia de la distancia (y
corresponde a las constantes giromagnéticas v 1. al tiempo de correlacion que es funcién

de la reorientacidn moleculat):

W, =1, :(#“ ]2 Wyt
\~47E 2
En una dimension se puede desarrollar el experimento denominado NOE diferencial en el
que al sustraer el espectio original del espectio con las sefiales irradiadas, éstas quedan
con signo negativo, las seflales de nucleos que no presentan interaccion se anulan vy las

que corresponden a nucleos que presentan efecto NOE con el nucleo irradiado exhiben

por lo general una intensidad positiva
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En dos dimensiones se puede desarrollar el experimento denominado NOESY® (Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY) Para comprender este experimento se puede considerar
a un par de protones, I y S, suficientemente cercanos como para presentar una interaccion
dipolar apreciable, pero sin acoplamiento escalar. Las dos frecuencias de precesion

(respecto al sistema rotatorio de coordenadas) son 2y y Qs Se ilustian los pasos mediante

los incisos en la Figura 1 16.

4] i,

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

El vector de magnetizacién en estado de equilibrio correspondiente al espin [ (a),
otiginalmente en z, se rota para quedar sobie el ¢je y mediante el pulso de 90° (b), y
precesa a su frecuencia natural €37 por un tiempo t; (c). Un segundo pulso de 90° rotaala
componente en y de esta magnetizactéon para quedar sobre el eje z (d, €). Durante el
ttempo de espera 1, (denominado tiempo de mezclado), los espines I v S sufren una
relajacion cruzada, es decir, algo de la magnetizacion en z del espin I se ttansfiere a S via
el efecto NOE (f). Finalmente la magnetizacién en z del espin S se rota hacia el eje'y por
un tercet pulso de 90° (g) desde donde precesa a la frecuencia € (h) durante un tiempo

t2, en que la induccion del nicleo S decae libremente (FID de S), pero su amplitud, es

modulada por la frecuencia €2;.
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I a doble transformada de Fourier produce, entonces, un espectro bidimensional con un
pico fuera de la diagonal, en las coordenadas (€3, €2s), cuya intensidad depende de la
eficiencia con la que la telajacién cruzada transfiere magnetizacion en z entre los dos
espines durante 1,,. Dado que el espin I siempre mantiene algo de su magnetizacién en z
tras pasar el tiempo T, ¥ €sta se convierte en magnetizacién en y por el ultimo pulso
precesando a la frecuencia £ durante el tiempo 1, también se encuenira un pico en la
diagonal del espectio con coordenadas (Qp, Q). Por simetria, la excitacién de S origina
un pico en el cruce (Qs, ), y un pico en la diagonal correspondiente a ((5,Qs).

Se han desarrollado programas que permiten optimizar una estructura molecular que
puede generar Ilas interacciones observadas en el espectro mediante la conjuncidén de un
simulador de espectros NOESY v datos generados por calculos de dindmica molecular
Mediante la dindmica molecular se pueden encontiar diversas estructuras. o
conformaciones de minima energia en la superficie de potencial a través de las
“trayectorias” que presentarian los dtomos en sus vibraciones y rotaciones de acuerdo a
un campo de fuerzas, ya sea de mecanica molecular o de métodos semiempiricos, con €l
paso del tiempo, en unidades de femptosegundos De estas estructuras, se seleccionan las
de menor energia.

Los programas de dinamica molecular basados en espectros de RMN pueden refinar una
estructira capaz de geneiar las interacciones observadas-en el espectro experimental
comparando una simulacton- del espectro NOESY con los datos experimentales v
minimizando las estructuras en base a dngulos de torsion (Dyana%).

Mientias [a estructuia que se estudia conste de pocos atomos y/o de pocos grados de

libertad debido a la formacidn de anillos, enlaces dobles o triples, la asignacion directa de

la estructura no presenta demasiadas dificultades. pero conforme aumenta el tamafio de la
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molécula, las sefiales de los diversos nticleos se encuentran muy cercanas entre si, la
asignacion resulta mas corplicada. En estos casos el uso de estos programas se hace muy
importante para la elucidacion de las conformaciones presentes en disolucién Por ello,
esta estrategia de elucidacion de estructuras se aplica principalmente en proteinas v
acidos nucleicos de tamafio considerable. Se ha probado su eficacia en la generacion de
distancias en estructuras de protefnas previamente conocidas por cristalogiafia

Paia las moléculas mas grandes, la asignacion de las sefales observadas al nucleo
correspondiente representa en si una complicacidn, pues varios poseeran desplazamientos
“ quimicos similares y el espectro de una dimension, a pesar de desatrollarse en equipos de
alta potencia (600MHz) no resultan de mucha resolucién. En este trabajo recurrimos a
experimentos denominados TOCSY (I0Otal Correlation Spectroscop¥). en el cual se
observa la cortelacion de 'H pertenecientes a un sistema de espines aislado de otro
mediante carbonos cuatetnatios. Asi los aminodcidos de un péptido muestran

correlaciones intraresiduo (Figura 1 17).

———
L_ -
808 |
s R [

SR
nep $H--

Figura 1.17. Ejemplo de espectro TOCSY. Se enmarcan los grupos de sefales
correspondientes a Valina, Lisina y Glutdmico
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Se revisan, entonces, de maneia iterativa las asignaciones y valores de integrales en los

espectros para obtener una conformacion coherente con los experimentos (ver anexo 3).

Estudios en estado solido
1.6. Difraccion de Rayos X de monocristal
Mucho del conocimiento detallado que poseemos actualmente del arreglo de los atomos
en las sustancias quimicas ha sido obtenida de estudiar cristales con rayos X% Los
primeros estudios de rayos X revelaron estructuras de muchos elementos y compuestos
simples, y establecieron principios basicos impottantes como la distincidn entie cristales
moleculares v no moleculares Fueron mostrando que habia grandes diferencias en las
fuerzas de enlace quimico que mantienen juntos a los atomos en diferentes tipos de
sustancias. Con el progreso en ¢l desarrollo de técnicas de andlisis estructural a partir de
rayos X se ha hecho posible determinar estructuras de sustancias mas y mas complejas,
culminando con la determinacion de estructura de proteinas, constituidas por miles de
adtomos. Junto con este avance. se tiene también el aumento en la precision paia
determinar las distancias exactas y también las relaciones angulares entre los &tomos en
las moléculas.
Los valores que pueden resultar de utilidad para este trabajo, son los iadios ionicos,
covalentes v de Van der Waals, 1elacionados con el tipo de interaccion que resulta haber
en los compuestos que se presentaran, que se muesttan en la Tabla 1.7.
Conviene mehcionar los criterios para identificar a los- puentes de hidrogeno
Denominando al atomo donador de hidrégeno como D y al aceptor como A, se
considetard que existe un puente de hididgeno si la distancia H A es menor a la

correspondiente a la suma de radios covalentes més 2 A. lo cual resulta mas o menos

e e

5
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equivalente a la suma de 1adios de Van der Waals En cuanto al angulo D-H A, el
intervalo que lo hace mas efectivo va de 175° a 120°, aunque se considera que existe a

partit de angulos mayores de 110° Si el dngulo es de 90°, la interaccidn es cero.

Tabla 1.7. Valores de radios en A*’

| Elemento | Radio iénico (N.C.) Radio Covalente | Radio de VAW |
0 (en OH)* 1.18(2); 1.2(3) 0.73 1.50 !
N (en N7)° 1.32 (4); (en N° )¢ 0.044(3) 0.75 1.55 |
| Pb (1D 1.33 (6); 1.37(7): 1.43 (8) 2.00 1
Ca 1.14(6); 1.20 (7); 1.26 (8) p
| Zn 0.88 (6); 1.04(8) 1.20 | 140 |
Cd 1.09 (6); 1.17 (7); 1.24 (8) | 1.60 |
| H 0.37 l 1.45 I

*Considerando oxigeno monoanidnico que puede coordinarse a un centro metdlico (N.C=2) c a2 (N C =3);
®hara el grupo amino; “para el nitrato :

Resulta de suma utilidad reunir informacion de otros métodos de analisis acerca de
compuestos catacterizados por rayos X, comprendiendo asi fenémenos observables con
las espectroscopias y viceversa, de tal manera que es posible caracterizar con mayor

precision compuestos de los cuales no se cuenta con estiuctura cristalina

1.7, IR mediano y lejano

La espectroscopia vibracional® se basa en el efecto de la radiacion -principalmente en el
intervalo de la luz infrarroja-, en la vibracion de enlaces y dngulos presentes en las
moléculas. Por 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 armdnico

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

presentardn frecuencias de vibracion muy similares en una amplia gama de complejos v

49



moléculas diferentes Estas frecuencias caracteristicas proveen una forma directa de
obtener informacién estructural a través de estudios vibracionales

Asi, la caracterizacion primatia de los compuestos sintetizados se puede desarrollar
recurtiendo a la espectioscopia infrartoja en el intervalo del mediano (4000-400 cm™),
comparando el espectro del producto con el de los reactivos o posibles subproductos En
la region del mediano se pueden observar las bandas caracteristicas de los contralones
utilizados, ademas de las bandas correspondientes a aminoécidos v péptidos,® es decir, a

carbonilos y carboxilos v las correspondientes a las aminas y amidas Las mas intensas se

presentan en la Tabla 1.8.

Cuando [a coordinacién del metal al aminodcido se hace a través del grupo amino
desprotonado, las bandas del NH;™ desaparecen dando lugar a tres o cuatro bandas

caracteristicas de una amina primaria NH; (3400-3100 cm™
p

Tabla 1.8. Seiiales caracteristicas en el espectro de IR mediano de los grupos

presentes en este trabajo

Grupo Bandas

COO" Banda intensa en 1600-1580 cm™'

COumigsy Entre 1695 y 1615 cm’' se considera una de las bandas mas anchas entre las
correspondientes a grupo carbonilo

NH;" Banda muy ancha entre 3400-2400 .
A ambos lados. de la banda intensa del COO™, el NH;™ tiene dos bandas. La
izquierda (1640-1600 cm™) aparece como un hombro sobre la banda del
carboxilato mientias que la ubicada a la derecha (1550-1510 em™') es delgada
y bien definida. Ambas son de intensidad media a fuerte.

-NH- Tres o cuatro bandas intensas en el intervalo 3400 — 3100 cm”’
NH (amiay Dos bandas en ¢l intervalo 3500 — 3100 cm’!

NOy Muy intensa 1380 —~ 1320 cm’

ClO; Muy intensa 1100 -1025 cm’

COs* Muy intensa 1450 — 1410 cm”

Cuando el metal esta coordinado a través de uno o ambos oxigenocs del carboxilato su
banda sufre desplazamientos v variaciones en su intensidad, que difieren en cada caso.

Para todos los experimentos se asume que el carboxilo esta desprotonado y queral menos
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un oxigeno participa en la coordinacion, pero no se puede predecir si es monodentado,
bidentado o incluso si estd puenteando dos metales o si su interaccién es eminentemente
ionica

Por otra parte, dada la dependencia de la frecuencia de vibracion con las masas de los
elementos enlazados, se puede aprovechar el efecto del cambio isotdpico para la
asignacidon de seflales observando cudles se desplazan y en qué magnitud. Esto serd
observable tanto en el enlace que directamente esté formando - este isdtopo
intercambiable, como por ejemplo ~NH; que pasa a set -ND», como cuando el dtomo al
que estd enlazado se encuentra involuctado en otro enlace, como por ejemplo ~-NH>-M
que cambia a -ND,—M. Este ultimo efecto es observable en el espectro IR lgjano, y se

utilizardn las siguientes ecuaciones para el estudio de dicho intetcambio

(m_.u X e ) o

Hyp-ng, = Jm ' + ) ! o k_
A NH, e
) a)‘u"\”: — 2jT . lllz\-f- Vi, . 'LIM'—NHJ
Prsesir, ! k Hur-an
B [y, % mm) o - ,
Hyposp, =7 - 27 fy o,
7 My + 0y, :

1.8. RMN CP/MAS de °C, T, de 'H, "' Cd

181 ¢

Aunque los estudios de resonancia mas comunmente realizados son en estado liquido o
diselucion, {es sélidos pueden ser estudiados también haciendo_ una variacion a latécnica
Ya que en los solidos los dtomos y moléculas estdn bloqueados en una cierta
configuracién, el tiempo de relajacidn espin-red (1) es muy largo, v esto, combinado con
el gran nimero de posibles acoplamientos a sistemas anisotropicos resulta en picos muy

anchos. Sin embargo, el términe que origina este ensanchamiento tiene una dependencia
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angular, v haciendo girar la muestra muy rapidamente a un angulo de 54.7° respecto al
campo magnético -y eje del portamuestras- (el denominado angule magico), esta
contribucion se elimina, tesultando en un espectro con lineas estrechas.

Se estudiaré el desplazamiento quimico de las seiiales de C en los espectios de estado
solido, que responde al mismo comportamiento que éi desplazamiento quimico en
disolucidn, como fue explicado con anteriortdad

Ademis, va que el espectio de CP/MAS se adquiere aprovechando la transferencia de
polarizacién de los nucleos de 'H (Figuia 1.18), se podra desarrollar un experimento para
medir el T, promedio de los "H en la molécula del ligante con espectros de °C, v que,
como se vio en la seccion 1.51, en circunstancias de extremadamente baja movilidad
como es el estado sélido, tiene un comportamiento propotcional al tiempo de cortrelacion.
Asi, Ty dependerd de la movilidad de la molécula, y podemos telacionar los valores
obtenidos para las diferentes moléculas con su rigidez,” a su vez afectada por la

quelatacion en los ligantes al coordinarse al catidn, y con la cristalinidad de la muestra

d1 3C

1H

d1= delay time

(tiempo de espera)

pw,,= pulse width 90° CP= Cross polarization

(tiempo del pulso para totat 90° la componente de | (transterencia de fa polarizacion de los protones ai
la magnetizacion) carbono

DC= Decoupling during Acquisition FID=Free Induction Decay

{desacoplamiento durante la adquisicion del FID) | (Decaimiento Libre de la Induccién)

Figura 1.18. Esquema de pulsos v adquisicion de espectros CP-MAS (estado solido)

Ln
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1.82 Mg

Para los especttos que se han de realizar con "ICd sera util tener en cuenta que su
desplazamiento quimico teniendo como referencia al perclorato de cadmio puede dar un
indicio sobte el entorno de coordinacién:”®”!
e existe una contribucidn positiva, es decir disminuye el apantallamiento, al habetr
coordinacidn pot nitrégeno
e existe una contribucidn negativa, es decir se Incrementa el apantallamiento,
cuando esta unido a oxigeno,
e de haber formacion de anillos quelato, el nucleo se desprotege, es decit, piesenta
una contribucion positiva al desplazamiento quimico.

También el patrén de acoplamiento resulta elocuente pues el nitidgeno "N presenta un

. . I ~ 2
acoplamiento cuadrupolar, desdoblando de manera asimétrica la sefial

Habiendo introducido las caracteristicas de los cationes en su quimica y bioquimica. y las
técnicas a emplearse en este trabajo, pasamos a la seccidn experimental para

posteriormente discutir los resultados para cada tipo de ligantes

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Seccion Experimental

2.1. Estudio en disolucio’n_

2.1 1 Determinaciones Potenciométricas

Todas las calibraciones del pH se realizaron con disoluciones acuosas de HCI estandarizado
para medir directamente concentraciones de ion hidiégeno (pH = -log [H']). Se impuso
fuerza i6nica a 0 1M con KNO;. Las titulaciones del ligante ya sea en ausencia o presencia
de 1ones metalicos en disolucién acuosa fueton Hevadés a cabo de acuérdo a lo descrito en
el anexo 1. Para las constantes de formacién de complejos, se trabajé en condiciones 1:1
M:L, paira investigar la formacién de complejos mononucleares El intervalo de pH
considerado para obtener medidas precisas es de 2-11 en Jos casos de las disoluciones de
ligante libze y de ligante con calcio; paia los otros cationes, el limite superior de pH se
establecid segun la observacion de precipitacidn de los hidréxidos  El valor de pK,, parael
sistema acuoso, definido como -log([H ]JOH']) se considera 13.78 dadas la fuerza idnica y
la temperatura de trabajo, como indican Jameson y Wilson !

Se utiliza un equipo Metrohm 702 Tinino que incluye pHmetro digitat acoplado a una PC,
con un electrodo combinado Metrohm de Ag/AgCl Cada disolucién problema se analizd
en una celda de vidrio de 75 mL termostatada a 25.00 (£0.05) °C por la circulacién de agua

proveniente de un bafio de temperatura constante
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A partir de los datos obtenidos se calcularon las constantes de protonacidn de acuerdo con

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

El error en las constantes que se gencran en el presente frabajo se estima como + 004
unidades logaritmicas con base en el valor de oy que mide la desviacién entre la curva
experimental y la curva calculada a partit de las constantes de equilibrio. Esta desviacién es
menor de 0.01 unidad del pH en todas las determinaciones potenciométricas.

La precision de las mediciones es como sigue: El electrodo posee una presicidon de 0.003
untdades de pH; el dosificador, de 0.0005ml; el volumen inictal, de 0 03ml.

" La concentracion de los analitos para las titulaciones debe ser conocida con exactitud y
" mayor que ImM. Se trabajé en concentracion SmM para los aminoacidos y el dipéptido
Para los tripéptidos y el dodecapéptido se usaron concentraciones 2mM.

Para la determinacién de constantes de formacion se agrega el volumen necesario para
tener condiciones equimolares con el ligante de la disolucién de un estandar equivalente a
lg del metal en 100ml (preparado a partir de una ampolleta de Titrisol®-Merck- para
absorcidn atomica)

La concentracion de las disoluciones pation de los cationes en uso para este trabajo quedan

como sigue:

[Ca’"]0.2495M (+HCI 1M)* | Pb™]0.0483M [ Zn” [0.1529M [Cd™ 0.0890M

Las disoluciones para la determinacion de constantes de equilibrio deben tener un valor de
pH extremo, 2 6 12, lo que se logra mediante la adicién de un volumen conocido de HCI, -

HNO; o NaOH normalizados respectivamente Se llevan a aforo con disolucion de KNGO;

01M.

* La ampolleta contiene HC| para imponer un pH dcido y asi evitar la formacién de carbonato de calcio.- ©
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Los valores de ajuste estadistico obtenidos en la determinacion de las constantes a partir de

los datos de valoracidon potenciométrica se presentan a continuacion en la Tabla 2.1,

Tabla 2.1. Valores estadisticos del ajuste de las constantes acumulativas de formacién
determinadas

Ligante As Ghu GlyGlu DGE ’ DGEa Dodeca i
Catién xz c y? G ¥y’ G v c o G )(2 o
H' (pKa) 37451088 11033|062,978 (0.73 143621062
Ca** 684 |202 10.64/08% 281 |1.89|380 [146(105.1/1.72
Pb** 11711013 1256|023 1449(018 483 |056 (938 016
Zn*" 1422110036911 16|1356{065 336 (0.73 1044|031
cd* 6.81 |1.2211534(2.73|12.611024|19.57]1.07 {13.88!11.33 [ 13.20|0.40

Probablemente ¢l elevado valor de y” para el ligante Dodeca libre v con calcio se deba a la
movilidad del ligante que hace que la cinética de los equilibrios 4cido base se Eaga mas
lenta, de cualquier manera se consiguen valoies de constantes que permiten que la curva de
titulacion se adecue como se muestra a continuacién en la Figwra 2 1, donde los rombos
azules representan a los valores experimentales y la linea roja a la curva calculada con las

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

(R

90
80

% formation relative to Ca

Figura 2.1. Puntos experimentales (<), curva tedrica de valoracion (=) y especies (-)
de Ca+Dodeca -
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Se generaron diagramas de distribucion de especies a partir de las constantes de equilibrio

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

Using Sophisticated Algorithms-

212 RMN 'H NOE, 2D: NOESY, pH variable

La resonancia magnética nuclear en disolucién fue realizada principalmente en equipos
Varian UNITY-plus a 299 950 MHz con un probe VT-Switchable de banda ancha Se
utilizaron pulsos de 45° (7 5us) con un tiempo de adquisicion de adquisicion de 2 503 Se
procesaron los espectros usando apodizacidén por ensanchamiento de banda de 1Hz Los
expetimentos tipicos fueron hechos con la colecciéon de 32 transientes. Como disolvente se
utilizo D,O y se £ijé el pD con DCIl 0 NaOD. Se midié el pH en el tubo con un electrodo
RMN OQrion.

Para analizar al dodecapéptido, fue necesario elaborar los espectros en un espectrometto
con mayor campo magnético Se utilizd entonces un equipo Varian de 600MHz, cortesia
del grupo de trabajo del Profesor Thomas James en UCSE.

Se preparan las disoluciones de acuetdo a la solubilidad de los analitos v el analisis de
predominio de especies se hace considerando fuerza idnica > 0

Las sales de los cationes que se utilizaron tanto pata los estudios en disofucidn como para la
sintesis son comerciales, marca ALDRICH. Todos los ligantes son, también, de origen
comercial [.os aminodcidos y el dipéptido Glyglu comprados a SIGMA . Los oligopéptidos
fueron sintetizados-por compaiiias especializadas en sintesis de péptidos:“Tados se entregan
en estado catiénico teniendo como contraidn al trifluoroacetato El tripéptido DGE-TFA v
el Dodecapéptido TF-A se compraron a Commionwealth Biotechnologies, Inc El uipéptido

DGEa TFA a American Peptide Co Se utilizaron sin someterios a pmiﬁcacién posterior.
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2.2. Sintesis
2 2.1 Derivados de aminodcidos

2.2 11 Sintesis de Ca(aspH);

Se sintetizd de acuerdo con la téenica mencionada por Schmidtbaur.® A Smmol de 4cido
aspartico en 25 ml de agua se le afiadieron 10 ml de agua mientras se agregaba CaCO; que
pasd de ser un sistema heterogéneo a ser una mezcla homogénea con un pH=7 Se extrajo
lentamente el disolvente por vacio. quedando un polvo blanco Analisis calculado para

Ca(Cy HgO:N)>: C, 31 58, H, 3 98; N, 9 21 Experimental: C, 32.18, H, 42 N, § §1%

2.2 1.2 Sintesis de Pb{aspH)(NO3)

3.31 g (10 mmol) de nitrato de plomo se disolvieton en 50 ml agua y se combinaron con
1.55 g (10 mmol) de aspartato monoséddico hidratado también en 50 ml de agua. Se ajustd
el pH a 4 0 con una disolucién de NaOH 0.1 M y la solucidn se dejo cristalizar.

Se 1ecolectaron agujas incoloras al dia siguiente Analisis calculado para Pb(C,

HsOyN)Y(INOs): C, 1197; H. 1 49: N. 6 98. Experimental: C, 12 11, H, 1.55, N, 6.84%.

2.2.1.3. Sintesis de Pb{asp)

133 g (10 mmol) de acido aspartico se disolvid en 300 ml agua A esta solucidn se
agregaron 2.23 g de polvo de PbO (litaigirio) El vaso de la reaccidn se puso en un bafio de
ultrasonido por 13 min. durante {os cuales el polvo amarillo se disolvid, dando lugar a un
precipitado blanco - Analisis caleulado para Pb(CyHsOWN): C. 1420, H, 1.47, N, 4.1 -

Expetimental: C, 14.10: H, 1 42, N. 3 98%
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2 2. 1.4 Sintesis de CdtaspH)(NO3)

A 5 mmol de Cd(NO;); 4H,0 disueltos en 25 ml de agua, se le agregan 5 mmol de
NaAspH previamente disueltos en 25 ml de agua Se ajusta el pH a un valor de 4.3 con
NaOH IM. La disolucién se deja cristalizar obteniéndose después de algunas semanas unos
cristales prismaticos incoloros. Analisis calculado para Cd(C4HgN>O5): C, 15.68, H, 1.96,

N, 9.15. Experimental: C, 15 63; H, 2.08; N, §.89%

2.2 1.5 Sintesis de Cd(asp)

Se disolvieron 5 mmol de AspH- en 150 ml de agua tibia se le agiegaron poco a poco 2 5
mmol de CdO finamente motido, permitiendo que el 6xido sdlido se disolviera después de
cada adicién. La disolucidn se evapord al vacio dando por resultado un material vidrioso
que tesultd segun el andlisis elemental ser Cd{Asp).1 SH;O. Anélisis calculado para

CdC4HgOssN: C, 17.76, H, 2 96, N, 5 18 Experimental: C, 17.32; H, 2.81: N, 5 02%

2.2.1.6. Sintesis de Zn(aspH)(NO3)
A 5 mmotl de Zn(NO;s),; 6H>0 disueltos en 25 ml de agua, se le agregan 5 mmol de NaAspH

previamente disueltos en 25 ml de agua Se ajusta el pH a un valor de 6 4 con NaOH 1M
Con el tiempo precipita un polvo blanco, se filtta y lava con metanol frio Analisis
calculado para Zn(C4HgN.O7) H.O MeOH: C, 1940. H, 391, N, 905 Experimental: C.

19 60; H, 320; N, 8 42%. Esta composicién tefleja la adsorcion del metanot de lavado.

2217 Sintesis de Ca(glutl)-

Mediante una sintesis andloga a la correspondiente al dezivado de aspértico; a 10mmol de
acido glutdmico en 100ml de agua se le agrega lentamente Smmol de CaCOj5 en polvo

dando lugar a una mezcla homogénea de pH=7. Se extrae el disolvente con vacio v se acaba
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por obtener un polvo blanco Analisis calculado para Ca(CsHgO4N): C, 36.14; H, 4. 85 N,

8.43 Experimental: C, 3596, H, 549, N, 8§ 32%

2218 Sintesis de Pb(glu)

10 mmol de acido glutdmico se disolvieron en 300 m! agua. A esta disolucidn se agregaron
2 23 g de polvo de PbO (litargirio) La reaccion se puso en un baiio de ultrasonido por 15
min durante los cuales el polvo amarillo se disolvid, dando lugar a un precipitado blanco
Analisis calculado para [Pb(C5H304N)]-l/SPbO: C, 15.09, H, 2.03, N, 3 52, Experimental:

C 1517;H, 167, N, 3.44%

2.2 19 Sintesis de Cd(glu)

A 5 mmol de CdCO; disueltos en 25 ml de agua por efecto de 4cido perclézico, se le
agregan 5 mmol de NaGluX previamente disueltos en 25 ml de agua. Se ajusta el pH a un
valor de 6 con NaOH IM. Precipita un polvo blanco. Analisis calculade para
Cd(CsHgNO,)2H-0: C, 2039, H, 411, N, 476. kxpetimental: C, 2245; H, 4.00; N,

4 46% Aparentemente prevalece una cantidad de carbonato.

22110 Sintesis de Zn(ghy) 2H,0

A 5 mmol de Zn(ClO,), 6H,0 disueltos en 25 ml de agua, se le agregan 5 mmol de
NaGluH previamente disueltos en 25 ml de agua. Se ajusta el pH a un valor de 4.6 con
NaOH IM Con el tiempo cristaliza a manera de agujas hiperfinas no apropiadas pata
difraccion  Analisis calculado para Zn(CsHgNO,) 2H.O: C, 2426, H, 489. N. 566

Expetimental: C, 24 58: H, 4 67; N. 5 69%.
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222 Derivados de Glvglu

2 2.2.1 Sintesis de Ca(GEH)CI-2H>0

Se disolvieron Smmo! de cloturo del calcio en 10ml de agua y se agregaron Smmol de
acido glicilglutamico El pH se ajusté a 5 con NaOH IM. El metanol se agregd en una
propotcidon 5:1 para forzar la precipitacion del producto Se filta un polvo higroscopico
blanco Anal Expernimental: C, 2748, H, 476. N, 8.62% Calc para Ca{C;H;;OsN»)C] -

2H,0: C,26 71, H, 48, N, 89%

2222 Sintesis de Ph(GEH)(CIO)

Se disolvieton 5 mmol de perclorato de plomo en 50 ml agua y también se combiné con 3
mmol de acido glicilglutamico en 50 ml de agua. El pH se ajusté a 4.3 con NaOH 0.1 M y
la disolucién se dejd cristalizar Las agujas incoloras tueron recolectadas después de una
semana  Anal  Experimental: C, 1604, H, 23, N, 533% Calc paa

Pb(C;H110sN»)CI042H,0: C, 16 21, H, 233, N, 5 4%

2223 Sintesis de Ph(GE)

Se disolvieron 5 mmol de 4cido glicilglutdmico en 300 ml agua. A esta disolucion se le
agrego gradualmente 1 115 g de PbO (litargirio). El vaso de la reaccidn se puso en un bafio
de ultrasonido por 15 min durante los cuales el polvo amariilo se disolvié dando lugar a una
precipitado  blanco A4nal/  Experimental: C. 1799, H, 210, N, 579 Calc -para

[Pb(C7HoN205)] ViPbO: C. 18 01 H. 2 17. N. 6 02%

2.2 24 Sintesis de Cd(GE) -

Se disolvieron 5 mmol de nitrato del cadmio en 30 ml de agua combindndose con 5 mmol
de acido glicilglutdmico también disueltos en 50 ml de agua Se ajusta el pH a un valor de 7

con NaOH 0 1 M con lo que se forma un precipitado. El filtrado se somete a 100°C por una
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noche. Anal Experimental: C, 26.61, H, 3.33, N, 8 68% Calc. para Cd{C;H;,0:N,): C,

26.73,H,32,N, §91%.

2225 Sintesis de Cd(GEH)> 3H,0O

Se disuelven 5 mmol de acido gleilglutamico en 300 agua del ml A esta disolucion, se le
agregan gradualmente 1665 mmol de CdO pulverizado, que se disuelve al someter
periddicamente el sistema de reaccion en un bafio de ultrasonido por 15 minutos hasta que
resulte imposible disolver el oxido color café en la diselucién, sino que solamente se torna
blanco. El sélido se filtra y la disolucion se deja cristalizar durante dos dias bajo vacio, tras
los cuales se obtienen cristales incoloros itregulares Anal Experimental: C, 28 7, H, 5.04,

N, 9.71%. Calc. para Cd(CsH;105N2)» 3H,0: C 2935, H 4 93, N 9.78%

2226 Sintesis de Zn(GE)

Se disuelven 5 mmol de nitrato de zinc en 50 m! de agua y se combinan con 5 mmol de
acido gilcilglutdmico también en 50 ml de agua. Se ajusta el pH a un valor de 7 con NaOH

01 M, forméandose un precipitado Ana/ Experimental: C, 2956, H, 4.1, N, 9.88%. Calc.

para Zn(C;H1oOsN2): C, 29,44, H, 4 24. N, 9 81%

2.3. Estudio en estado solido

2 31 Analisis Elemental

Los analisis elementales fueron ilevados a cabo por Desert Analytics, Tucson, AZ venla

USAL Facultad de Quimica

2.3 2 IR mediano y lejano

Se hicieron espectros de IR enla regidn de 4000-400 em™ usando pastillas de KBr en:yin: ;-

~espectrofotometio Nicolet 540: Tos espectros de IR lejanos se 1egistraron en un Nicolet 740
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FTIR en laregién de 700-70 cm™ usando pastillas de polietileno Los protones del grupo

amino se intercambiaron por deutetio aislando los compuestos de disoluciones en ;0.

233 RMNPC T,de’'H "Ca

Los espectios de Resonancia Magnética Nuclear por polarizacion cruzada en dngulo
magico (CP/MAS) se desarrollaron en un espectrometro Varian Unity-plus 300 MIHz que
opera a 75429 MHz para B¢ v 63.602MHz para ticg, y se usaton pulsos de 30° Se
utilizd un rotor de 7 mm didmetro de nitruro de silicio con tapa kel-F Para los espectros de
B, 1a velocidad de gito del rotor se mantuvo entre 35 y 45 kHz para todos los
expertmentos, con un tiempo de espera de 7 s, y se acumularon entre 128 y 516 transientes
Se utilizé Adamantano como referencia externa. Para los espectros de '''Cd, la velocidad
de giro de rotor se mantuvo entre 3 5 y 5 kHz en todos los experimentos, con un tiempo de
espera entre 5-10s y se acumularon entie 500 y 10000 transientes. Se utilizd 1-2.5ms como
tiempo de contacto para la pelarizacién cruzada, con 0 05s de tiempo de adquisicidn Se
usd CdCO; como referencia externa vy los valores transformados a la referencia de
Cd(ClOs); Se registraron los especttos usando supiesién total de banda lateral cuando las
bandas laterales no pudieron ser removidas por el giro. Se procesaron los espectros con una

apodizacion (line broadening) de 20 a 40 Hz

2.3 4. Difraccion de Rayos X de monocristal

Los datos de difraccién de ravos X en monocristal fueton obtenidos a 298 K, en un
difractémetro Bruker P4 usando procedimientos comunes * Las estructuras se 1esolvieron v
1efinaron usando los procedimientos estandat 7 sin restricciones.

Los atomos de H se ubicaron en mapas diferenciales y fueron refinados usando el modelo

de montaje con pardmetros térmicos isotrdpicos fijos.
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Tabla 2.2: Datos cristalograticos para los derivados de aspartico

Formula Empixica C4 Hf, N_z 07 Pb C4 H6 Cd Ng 07

Peso moleculat 401 30 306 51

Sistema cristalino Ortorrdombico Ortoridmbico

Color, habito Incoloro, agujas regulares  Incoloro, prismas regulates
Tamaiio del ctistal (mm) 074 %0.16 X 0.06 mm’ 028x022x0 14 mm’
GI'LIpO E,spaciai P22 2[ FP2,2,2

Dimensiones de la celda

unitaiia

a(A®) 4 5894 (3) 71577(3)

b(A°) 116164 (9) 7.2892(5)

c(A°) 15476 (2) 14.9510(10

Z 4 4

Coeficiente de absorcién 20467 mm" 2819 mm™

Radiacion Mo-K, (A=071073 A) Mo-K, (A=0.71073 A)
Intervalo de 28 (°) 3-55° 544 -5998°
Reflexiones colectadas 1472 2675

Reflexiones independientes” 1335 (Ry =3 33 %) 2276 (Riy = 2.15%)
Factores de Transmision 00113.0.0373 0.257, 0281

(min, max)

indices finales deR(I>2 Ri=383%, wRy=977% R =261%,wR=674%
o(D) (%)

Indices finales de R [todos Ry =427 %, wR,=10.76 % R, =281 %, wRy=6 88 %
los datos] (%)°

Certeza del ajuste, S* 1175 1042

Relacidén datos/pardmetros 1335/ 128 2276/128

) R Rps WR3 ¥ S se definen como sigue:

R, = M,R, :M wR. = M S = ZW{F"B _Fﬂz)z
Z £ Z]F| i Z u{ Fﬂz)' \J m-n

Tabla 2.3. Datos Cristalograficos de los derivados de GlyGlu

Formula Empfrica PbC:rH[zCiNQOL) 3 CdCHHng;O;_ﬂ)
Peso molecular. 518.83 572.80

Sistema cristalino Monoclinico Trigonal

Color, habito : Aguias incolotas Bloques incoloros
Tamafio del cristal (mm). ' 042x006x004 0.70x070x052
Grupo Espacial C2 P3,21
Dimensiones de la celda unitaria

a{A®) 18.865(2) 13.1931(7)
B(A?) 49210(10)

c(A°) ' 14 197(2) 11 3498(8)

B | 103.720(10) -

Z 4 .3
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Coeficiente de absorcion (mm™) 13 438 1027

Radiacion Mo-K, (A =0.71073 Mo-K,(A=071073
A) A)

Intervalo de 26 (°) 4.44-60.00 3 56-60.00

Reflexiones colectadas 2660 4957

Reflexiones independientes® 2460 (R = 3 46%) 3261 (R = 2.74%)

Factores de Transmisién (min, max) 0.100, 0133 0 509, 0.608

Indices finales de R (7> 2 o(D)) (%)"
Indices finales de R [todos los datos]
(%"

R,/ =365 wR,=806
Ry =486, wR;=859

R;=270,wR>=743
R1=278, wRy=749

Certeza del ajuste, $* 1.030 1.042
Relacion datos/pardmetios 2460/ 187 3261 /161
W R R wR; v S se definan como sigue:
Fl—(F] F,|-|F (F}-F2) f (F2-F?)
D3 el 0 I 3 L1 O Gt N OO Ll

I S

h~rn

)

2.3.5. Difraccion de Rayos X de polvos

La diftaccidn de rayos X de polvos se realizd en un SIEMENS D5000 que utiliza radiacién

de Cu de A=1 5406nm vy detector de centelleo.






Interaceion con Aminoacidos

» - - -
=Aspartico y Glutamico=

Ciertamente es muy remota la relacién que pueda encontrarse entre el tipo de
coordinacion que presenten los aminodcidos con los cationes metdlicos, y el tipo de
coordinacion en oligo y polipéptidos Sin embargo 1esultan ser ligantes ilustrativos para
evaluar la preferencia de un catidén por los atomos donadores a su disposicion, ya que los
aminodcidos cuentan con la versatilidad de ser donadores por oxigeno de carboxilo y por
nitrogeno de amina

El pH de reaccidn es un factor muy importante, debido a que marca la disponibilidad de
los atomos donadores y del catién en disolucidén, de ahi que se realicen estudios de
equilibrios en diéolucién.

El efecto quelato parece no ser un factor de estabilizacién muy relevante en todos los
casos, especialmente en los valores de pH en los que el grupo amino se encuentra atn
protonado v los sitios de coordinacidn disponibles son unicamente los carboxilos. En el
caso de aspdrtico v glutdmico, ademas de los carboxilos o« estan los pertenecientes a la
cadena lateral, con los que se daria [ugar a anillos de 7 y 8 miembios respectivamente: En
estado sélido, los cationes en estudio muestian una marcada tendencia a formar
polimeros bi v rridimensionales. donde se llegan a observar grupos carboxilato con

o

interacciones de tipo bidentado, que dan lugar a anillos de 4 miembros
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A continuacidn se presentan tanto informaciéon antecedente como estudios propios de

. P . 2+ 2+ 2+
complejos de aminodcidos con los cationes Ca™", Pb®", Cd* v Zn™, relevantes para este

trabajo.

3.1. Estudios potenciométricos.

En principio se trabajo con los aminoacidos determinando las constantes de acidez y
formacion de complejos para estandarizar el método por comparacion con la informacion
disponible en la literatura ! 2 Sin embargo, un gran niimero de los valores de constantes de
formacion de los complejos de la literatu:a fueron obtenidos a partir de métodos
polarograficos a un valot de pH impuesto, en condiciones de tiabajo disefiadas para la
formacidn de complejos con diferente proporcién metal:ligante, pero en [os modelos no
se 1ncluyd la posibilidad de diferentes grados de protonacion en los ligantes y los
Complcjos? 4 Asi mismo, algunos valores se obtuvieron en condiciones de fuerza idnica y
temperatura diferentes a las empleadas en el tiabajo presente’®’® Dadas estas
circunstancias se presentan valores de formacién de compuestos de coordinacidn
obtenidas en este trabajo que seran utilizadas con fines de compatacion, tanto por haberse
obtenido valores que difierten, como para complementar fa informacidén, y se toman los
valotes de la literatura para zinc con aspartico.

“Los valores de p%imero segundo y tercer pKa de los ligantes segun lo que se encuentia en
la literatwra’ en las condiciones en que se trabaia son, para aspartico: 1 95(3), 3.71(6),
- 9:66(6); v para glutdmico: 2 16(4). 4.15(8), 9.58(9) Los equilibrios correspondientes se.

esquematizan a continuacion:
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Copitled

NH,*+~_ .—COOH Ka, NH+~_ _COO-
H H
\ .
/(CH2)1,2 /(CH2)1’2
HOOC HOOC
Ka,
H2N\C‘/-COO~ K, NH3+\_C./COO-
H\ H\
) (CH2)1'2 h i(CHg)pz
!
CQOO- COO-

Para la determinacion de constantes de formacidn de los complejos metalicos, se hicieton
estudios en condiciones estequiométricas practicamente 1:1. En la fase de calculo de las
constantes, atin incluyendo en los modelos la posibilidad de formacién de complejos 1:2,
se consiguié un ajuste satisfactorio de los datos de la titulacién (con valotes de.;{2
menotes a 12.6, es decir con un valor de confianza de 95%, y que se presentan en la
seccidon experimental) con aquellos modelos que tnicamente incluian los complejos 1:1,
es decir, [MH,L]" (x=0-1). El programa eliminé las constantes correspondientes a
estequiomettia 1:2

La presencia del ligante no afecta apreciablemente al valor del pH de precipitacién del
hidiéxido del metal (ver Figwa 32 vy Figuta 33) Soélo se analizaron datos

potenciométricos hasta una unidad de pH anterior a la aparicidn evidente de turbidez en

el sistema
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Tabla 3.1. Constantes de equilibrio calculadas de datos experimentales,

L | Catién| log Bg; | Iog Binx
) Ca®™| 267(2)1 1173(3)
£ Pb¥|6395(3)]12.029(5)
b 2+(9) 5
| 7n 582 11.25
< o _ :

Cd* | 5.07(2)] 11.99(2)
o | Catl 193(1)| 1115(7)
21 p¥] 5273)] 119666
N
| 7n*) 633(4)| 11.65(5)
3

Cd*| 514(3)| 1195(4)

Como se planteé en los antecedentes (1.4.2). de los valotes de constantes de acidez y

complejacion es posible obtener algunos valores para constantes de equilibrios diversos,

como por ejemplo log K77, calculada como logP1-pKagigantey ¥ que para aspdrtico -

(CHa)i- v glutdmico -(CHz)z- representa el equilibrio:

+
NH..- . -
3>~ —C00 -
H K L
/(CHz) 12 * M2

(CH,), ,
COO0-

,,-o
O
Por lo tanto, puede 1elacionarse con la afinidad de estos cationes hacia los donadores de
oxigeno aislada de Ja interaccion con el grupo amino.
También es posible estimat el valor del pKa del grupo amino en el ligante al coordinarse
a cada uno de los cationes FEste valor propoiciona informacién de la afinidad de los

cationes por el grupo amino, va que al aumentar ésta, implica aumento en la acidez del

grupo amonio. Este pKa (equivalente a log K|, ), como se explicé en la seccion 14 2,

69



Capituie 3  iptenmcoion con Armnoderdos

se obtiene mediante la diferencia log P,,:-log Bie) y corresponde a la reaccion que se

esquematiza a continuacién en la que se sugiere una interaccidn grupo amino-catidn

metalico
O
\ O
m— ,\M + H+

(CH, ) MLH -

Ky 1 (CH,) NH,

O N

O 0

La constante que se ha definido en los antecedentes como log K{N} resulta util para

discriminar la afinidad de los cationes por el nitrdgeno, al estar dada por la diferencia
(logBroi-log Ky/'f7/)

En la Tabla 3 2 se muestran estos valores para ambos aminoacidos con cada uno de los
cationes de estudio. Puede verse entonces que Ca®", Pb*" y Cd** exhiben una afinidad
muy similar hacia O mientras que Zn’" presenta valores menotes.

Tabla 3.2. Constantes caleuladas: pKa del grupo aminoe en el complejo, constante de

formacion con el grupe amino protonado y contribucién de 1z interacciéon con N a la
estabilidad de los complejos.

L. [Catién pKa(ammo complejo) | log K[tfﬁ{ logK(N)
log K17
. Ca’* 9.06(5) 203 07
£ 1 Pp¥ 563(8) 2132 41
=| 7 543 155] 427
< -
Cd 6.92(4) 229 281
. Ca® 9 22(8) 135 061
R 6 69(9) 216] 314
= 5.32(9) 185 448
5 |
cd* 6 81(7) 215 299
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En el caso del derivado de glutdmico con calcio, la contribucién debida a la interaccién
de los oxigenos de carboxilato es menor que para los demés cationes lo cual puede
deberse a que la interaccion sea con un solo grupo catboxilo para la formacién de un
quelato, v dos en el caso del derivado de aspartico, como reflejan las estructuras
cristalinas presentes en la literatura (Figura 3.5 y Figura 3 6), probablemente relacionado
a la separacidn entre atomos donadores en cada ligante.

Por otro lado se observa que, para Cd*™ v Zn™" las especies con mayor abundancia son
aquellos derivados de la forma totalmente desprotonada del ligante, lo cual se refleja en
los diagramas de distribucidn de especies (Figuia 3.2 v Figura 3 3) Incluso, la acidez del
grupo amonio terminal aumenta apreciablemente con la formacion de los complejos de
Zn** y Cd%, es decir, la piesencia de especies en que el ligante se encuentra desprotonado
se da a valoies de pH menoies en presencia del cation al formase el complejo de
coordinacion (ver Tabla 3 2 y diagramas de distribucidn de especies, Figura 3.2 y Figura
3.3) Esto estd de acuerdo con el hecho de que en condiciones de sintesis similares se
afslan los derivados del ligante totalmente desprotonado con estos dos cationes mientias
que pata el Pb”" el producto aislable e incluso cristalizable, es el derivado
monoprotonado.

En la Pigura 31 se encuentran graficados los valotes que caracterizan

independientemente las afinidades de los cationes por los donadoies de oxigeno

(log K}/, denominada log K(O)) v de nitrégeno (log K(N)) Aqui puede verse una

afinidad del Pb*" por el N de aspartico que resulta sorprendentemente alta
Lamentablemente en disolucién acuosa no es posible obtener al complejo desprotonado a

partit de cualquier sal subiendo el pH, sino que se debe recwir a una reaccién
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heterogénea con 6xido de plomo, como se describe en la seccion experimental (221 3),

para evitar fa precipitacion del hidroxido
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Figura 3.1. Contribucién de la interacciéon con el atomo donador involucrado con los
atomos donadores a la estabilidad de los compuestos de coordinacién

La contribuctén mas alta a la estabilidad de los complejos debida a la interaccién con N

(log K(N)) la presenta el Zn** (Figura 3 1) Esto se relaciona dizectamente a la afinidad

+ . 2+ 2 . s «
que el Zn** muestia hacia N Pb*™ y Cd*" muestian una contribucién del mismo orden de

magnitud en el caso del glutdmico, que a su vez corresponde a la del cadmio con

aspartico Por su parte la afinidad del calcio por el nitrégeno es muy escasa, y menoi que

la que presenta por oxigeno.
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Figura 3.2, Diagramas de distribucién de especies de los cationes con Aspartico

PB{CH)
104 10 IR
as— ..
@ - 03
Q
- or}
g o
[T
a 06 8_ a5 Glu
w
© 5
g ©
o 04+ L aed
<
S o
3 :g
& az2 g 0.2
~ CaGluM g
=
0o gu
‘:‘J 2 : & 3 11 |r2 b H 1 H ! T
2 2 5 8 i iz
pH pH
Zn ZiOH),
T DAL~ .0
6.5 0.8
“ [
« &
g [+
8 s+ L os
w0 o}
4] i
o H}
h=] o4~| T 031
= c
e 5
3 [3]
3] - [ S el
9 02 g
= =
uo4 a0
T . r r . —— T T T r T
2 2 + % 3 a 12 c E - 5 a 1C 5]
pH pH

Figura 3.3. Diagramas de distribucién de especies entre los cationes y Glutdmico ~

La observacion del comportamiento de estos compuestos de coordinacion lleva a plantear
una hipétesis tespecto al tipo de coordinacidon que serd posible encontrar con los ligantes

mas grandes ‘que también contaran con O y N como atomos donadores: Sera mds sencillo
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aislar compuestos con giupo amino desprotonado derivados de Cd®” y de Zn™" que de
Pb®" v Ca®*. La contribucién de la interaccién con los carboxilos a la estabilidad de los

complejos seta mas evidente con estos dos ultimos cationes

3.2. Resonancia Magnética Nuclear. Espectros de "Ha pH variable
Por la observacién de espectros de resonancia de proton en disolucién, RMN 'H de los

aminodcidos con los cationes en estudio, y segun los ejemplos encontrados en la
literatwra'® parece ser posible detectar la forma de coordinacién en la formacion del
compuesto a partit de la multiplicidad de la sefial del 'H enlazado al C,, Como s¢ muestra
en la Figma 3.4, dicho H, presenta un triplete —sistema de espin AB,-'' cuando el Cp
tiene mayor libertad de rotacién, pues a pH bajo, s6lo un carboxilo se encuentra
desptotonado y la coordinacién monodentada permite la rotacidn del ligante. Con el
incremento del pH, se presenta un patrén doble de dobles al ser posible una quelatacién
por ambos carboxilos, volviendo a Ja molécula mas rigida diferencidndose los Hs del Cp,
al presentarse un sistema de espin ABC. Posteriormente, conforme sigue aumentando el
pH. al hacerse posible la coordinacidén del grupo amino, se prefiere la formacién de un
anillo de 5 miembros respecto a uno de 7, por lo que se libera el carboxilo v v se hace

posible la rotacién nuevamente de la cadena lateral del aminoacido v los protones [ se

vuelven indistintos -ABs-
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Figura 3.4. Efecto del pH en la formacién de los complejos observado via RMIN '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 coordinacion con el catidén cadmio, responsable del patron de

acoplamiento

Como se vera mas adelante, en la seccion 3.3 2, el compuesto que se aisla alrededor de
pH=4, no presenta ningun anillo quelato de 7 miembros como el sugerido por la
resonancia, formado por 2 carboxilatos, sino que tiende a la formacion de un polimero

tridimensional.

3.3. Cristalografia

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 tzabajo pero ilustran la versatilidad de modos de coordinacién de los ligantes

en estudio. Podemos ademas relacionar el tamafio de los iones complejados con la

* Las estructuras que no se presentan como elipseides térmicos, fueron tomadas del Cambridge
Crystallographic Data Centre, dado que el articulo no inclufa imagenes claras o Gtiles
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facilidad de la formacion de los anillos quelato con el grupo amino, ya que en el caso del
complejo de estroncio con glutamato, a pesar de obtenerse el complejo en un valor de pH
muy elevado -11.5- (de tal manera que el grupo amino se encuentra desprotonado), no se
forma el quelato de 5 miembtos, sino que unicamente se forman los quelatos de 4

miembros correspondientes a la coordinacién bidentada de los carboxilos.

Ca-N:256 A
Ca-Ol(quelato-5): 243 A
Ca-03(quelato-6): 2 396 A
Ca-04’(puente): 2 337 A
Ca-03’(quelato-4): 2 56 A
Ca-04(quelato-4): 2 6 A
Ca-O5(agua): 2 56 A
Ca-O6(agua): 2 54 A

Ca-N:2 53A
Ca-Ol(quelato-5): 2 41A
Ca-04”(monodentado): 2 314A
Ca-05(agua): 2 393A
Ca-O6(agua): 2 4354
Ca-O7(agua): 2 398A
Ca-O8(agua): 2 461A

7n-N:2 08A
Zn-0O1(quelato-5): 2 2A
7n-03(quelato-6): 2 18A
Zn-O4(monodentado): 2 06A
Zn-O35(agua): 2 106A
/n-O6(agua): 2 173A

Zn(Asp) 3H,0"
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Zn-O2(monodentado): 1 96A
Zn-03"(monodentado): 2.0134
Zn-04""(monodentado): 1.97A

Mg-N: 2.2A
Mg-02(quelato-5): 2.07A
Mg-O3(quelato-6): 2 08A
Mg-O4*(puente): 1 99A
Mg-O5(agua): 2.074A
Mg-O6(agua): 2.090A

o6

G
Mg(Asp) 2H,0"
Figura 3.5, Estructuras de complejos de M** con aspartico presentes en la literatura.
Distancias del entorno de coordinacién. :

En general se puede observar que en tanto que en los compuestos de los metaies
alcalinotérreos las distancias M-N son mayores que las correspondientes M-O, en el caso
de los derivados de Zn y de Cd. las distancias son casi equivalentes o incluso menores
para M-N que para M-0O, lo cual se puede atribuir a la escasa posibilidad de los metales
alcalinotérieos para presentar una interaccion de tipo orbital con un grupo no cargado
como el amino, favoreciéndose la interaccion de tipo electrostatico con los grupos
carboxilato, mientras que por el.otro fado los cationes Zn*" y Cd* presentan una mayor

posibilidad de interaccién de tipo orbital con dtomos donadores menos duros
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1 Ca-0O1(quelato-5): 2 437A

Ca-N: 2 556A

Ca-03(quelato-4): 2 64
Ca-O4(quelato-4): 2 45A
Ca-O1’(quelato-4,puente): 2 581A
Ca-02’(quelato-4): 2 44A
Ca-O5(agua): 2 385A

Sr-O1(quelato-4): 2. 72A
S1-02(quelato-4); 2 685A
St-O1’(puente): 2.642A
S1-02’(puente): 2.651A
Sr-03’(quelato-4): 2 68A
S1-04’(quelato-4): 2 66A
Sr-O5(agua): 2 66A
S1-O6{agua): 2 7A
S1-O7(agua): 2.64A |

| Zn(Gluy H,0"

7n-N:2 10A
Zn-O1(quelato-5): 2.11A
7n-03’(quelato-4): 2 18A
Zn-04’(“quelato™4): 2 58A
7n-02’(puente): 2 03A
Zn-O5(agua): 2.07A

Cd-N:2 294
Cd-Ol{quelato-5): 2 28A
Cd-03’(quelato-4): 2 30A
Cd-04’(quelato-4): 2 454
Cd-02’(puente): 2.25A
Cd-0O5(agua): 2 25A

Mg (Glu) 4H,0"

Mg-N: 2 211A
Mg-O1(quelato-5): 2 09A
Mg-O5(agua): 2 13A
Mg-O6(agua): 2 05A
Mg-O7(agua): 2.05A
Mg-O8(agua): 2 03A

Figura 3.6. Estructuras de complejos de M™ con glutimico presentes en la
literatura. Distancias del entorno de coordinacion.
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Los derivados de plomo y cadmio con aspartico no se habian aislado para su
caracterizacion por cristalografia, pero en este trabajo se logrd obtenerlos, y se

describitdn a continuacién.

331 Pb(AspH)NQO;

La estructura cristalina de este compuesto se encuentra constituida por una red
tridhﬁensional debido a la capacidad del ligante aspartato de coordinar dos atomos de
plomo a través de cada carboxilato, ademds de que un mismo atomo de oxigeno del
carboxilato puede fungir como puente entre dos cationes.

Los enlaces comentados resultan en la formacién de anillos de 18 miembros que
contienen a 3 lones y tres moléculas del ligante Los iones plomo quedan entonces a

distancias de 4 589 y 4 706A (ver Figura 3 7).

v

Figura 3.7. Anillos de 18 miembros que contienen 3 iones Pb (&)

La geometria de coordinacién alrededor de cada ion Pb** puede describirse como un
ptisma triangular(Figura 3.8), donde una arista se encuentra ocupada por dos dtomos de
oxigeno del grupo B-carboxilo (C1(01)02) que, comportandose como énisobidentado, se
encuentra formando un anillo quelato de cuatro miembros, generando un angulo O1-Pb-

0249 8°: v las distancias de enlace C1-O1= 1 264(19) y C1-02=124(2)A, asi como Pb-. .
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01=2.706(12) y Pb-02=2 500(11)A (Tabla 3.3). Ll hecho de que cada oxigeno se
encuentre formando un enlace distinto probablemente se debe a que uno de ellos, O1l,

también actua como puente (Figura 3 9).

Figura 3.8. Entorno de coordinacién del ion Pb** en Ph(AspH)NO;,

El atomo de plomo se ubica 0.13A por encima de una cara del prima que se encuentra
definida por cuatro dtomos de oxigeno, todos ellos aportados por diferentes. moléculas.
Dos provienen de o-carboxilatos de dos aspartatos ielacionados por simetria con
distancias Pb-03=2 493(12) v Pb-04=2 336(12)A, cuya diferencia ¢s minima. La tercera
posicion de la base de la piramide la ocupa el oxigeno Ol del carboxile B de un ligante

relacionado por simetifa al formar el puente va mencionado y que se muestta en la Figma

39

&0
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Figura 3.9. Papel de O1 en la formacion de la red tridimensional de Pb(AspH)NO:;.

Completando Ia base, se enlaza de forma monodentada un oxigeno del anién nitrato con
una distancia Pb-05=2 730(17)A. muy similar a la que se encuentra en el nitrato de
plomo (2 81A') Esto concuerda con la observacién en el infiarrojo mediane de un
comportamiento ionico del nitrato. También el carboxilato o es disimétrico con
distancias C4-03=120(2) y C4-O4=1 257(19)A.

Esta geometria deja un amplio espacio debajo de la base de ia pirdmide disponible paia
se1 ocupado por el par estereoactivo. Deberia decirse, en realidad, que esta geometria es
causada por la presencia del par estereoactivo del Pb(Il), en un comportamiento que seria
denominado como hemiditeccionado segun la clasificacién de Shimoni-Livni vy
Glusker 2° Como se comenté en los antecedentes (1 3 3), esto es fiecuente, para nimeros
de coordinacién 6, donde fos dtomos del entoino se encuentran interactuando
piincipalmente por enlaces i6nicos Las distancias de Pb-O en este compuesto, de 2 493 a

2.743A, concuerdan con la suma de radios ionicos presentados en la seccion 1.6 de los

antecedentes (de 2 5 2 2.63A)
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Tabla 3.3. Longitudes de enlace (A) y angulos (°) para el complejo Ph(AspH)NO;
Longitudes de enlace

Pb(1)-0(3) 2493(12)  Pb(1)-O(2)#1 2.500(11)
Pb{1)}-0O(4)#2 23536(12) Pb(1)}-O(1)#1 2.706(12)
Pb(1)-0O(5) 2.730(17)  Pb(1)-O(1)#3 2 743(10)
C(1-0(2) 1.24(2) C(H-0O(1) 1.264(19)
C(1H)-C(2) 1.53(2) C2y-C(3) 1.52(2)
C(3)-N(1) 147(2) C(3)-C(4) 1.56(2)
C(4)-0(3) 120(2) C(4)-0(4) 1257(19)
O(1)-Pb(1)#4 2706(11)  O(1)-Pb(1)#5 2 743(10)
O(2)-Pb(1)#4 2500(11) O()-Pb(1)#6 2 536(12)
N(2)-0(6) 119(2) N2)y-O(7)- 1.25(2)
N(2)-0O(5) 1.289(19)

Angulos de enlace

O3)-Pb(1)-O(2)#!1 91 4(4) O(3)-Pb(1)-O(4)#2 79.2(4)
O(2)#1-Pb(1)-0(4)#2 77 8(4) O(3)-Pb(1)-O(1)#1 99 2(4)

~ O(2)#1-Pb(1}-O(1)#1 49 8(4) O(4)#2-Pb(1)-0O(1)#1 127 6(4)

- O(3)-PE(1)-0(5) 73 5(4) O2)#1-Pb(1)-0O(5) 112 9(5)
O(4)#2-Pb(1)-0(5) 150.7(3) O(1)#1-Pb(1)-0(5) 68 3(4)
OB)-Pb(1}-0O(1)#3 155.3(4) O2#1-Pb(1)-0(1)#3 99.0(4)
O(4)#2-Pb(1)-O(1)#3 124 8(4) O(1)#1-Pb(1)-O(1)#3 71.7(3)
O(5)-Pb(1)-O(1)#3 81.8(4) C(1)-O(1)-Pb(1)#4 88.3(10)
O(2)-C(1)-0(1) 123.0(13) O(3)-C(4)-0(4) 128 5¢14)
Pb(1)#4-0(1)-Pb(1)#5 119.5(4) C{1)-O(1)-Pb(1)#5 122.9(9)
C(4)>-O(3)-Pb(1) 117.6(11) C(1)-0O(2)-Pb(1)#4 98 7(9)
O(6)-N(2)-O(7) 122 0(18) C(4)-0O(4)-Pb(1)#6 122 3(9)
O(T)-N(2)-0(5) 118.0(17) O{6)-N(Z2)~-0(5) 1195(18)
N(2)-0O(5)-Pb(1) 127.9(12)

Transformaciones de simetria usadas para generar dtomos equivalentes: #1 - x - 1,y-1/2 -z + 3/2; #2 x +
Ly, z#3-x-12,-y+2,z+ 1U2; 84 -x- Ly + 1/2 -2+ 3/2; 85 -x- 172, -y+2,z- 1/, #6x-1,y, 2

332 Cd(AspH)NO;

Mientras que la unidad asimétrica contiene un ion cadmio un aspartato v un nitrato, al
igual que la estructura de plomo, la geometria de coordinacion cambia absolutamente al
“sustituit” plomo por cadmic Y es que el cadmio no presenta el efecto de par
estereoactivo El entorno de coordinacién tiene una geometifa que puede ser descrita
como de octaedio distorsionado (Figura 3.10) al encontrarse el cadmio en realidad
heptacoordinado, pues uno de los vértices del octaedro lo ccupan dos atomos de oxigeno

del nitrato que en este caso se coordina de modo bidentado (011 y O12)
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Los ottos sitios de coordinacién se encuentran ocupados, en principio por un atomo de
oxigeno de un nitrato cristalogiaficamente equivalente al descrito primero en posicidén
frans. Se trata del O11, que serd responsable entonces de puentear a los atomos de

cadmio en una de las dimensiones, dirigiendo a la estructura polimérica.
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Figura 3.10. Entorno de coordinacién del ion Cd*" en Cd(AspH)NOs3. Elipsoides al 50%.
La linea punteada muestra el puente de hididgeno del grupo amonio con el carboxilo B

En los cuatro sitios restantes (ecuatoriales). se ubican los 4 diferentes atomos de oxigeno
de los carboxilos existentes, cada uno proveniente de una molécula distinta pero
relacionada por simetria con las demds Asi. las distancias Cd-O van de 2 213(3) a
2273(2)A en el plano ecuatorial v de 2 464(3) a 2 600(3)A en las interacciones det ion
nitrato’ con el cadmio (Tabla 3 4) que constituyen las posiciones apicales FEstos son

. . . .21 . -,
intervalos normales para los compuestos de coordinacion de cadmio.”™ La distorsion
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lugar de un angulo de 180°, dngulos de 149°a 171°.

respecto a la geometria octaédrica se hace muy evidente en los valores de los dngulos que
forman los atomos donadores con el cadmio: desde 51.02° en el amillo de cuatro
miembros, resultado del dngulo de mordida del nitiato; los que debieran set dngulos de

90°, tienen valores que van de 72.2° a 93 7°, y entte los ligantes en posicién trans, en

Tabla 3.4. Longitudes de enlace (A) y dngulos (°) para el complejo Cd(AspH)NO;

Longitudes de enlace

Cd(1)-0(1)
Cd(1)-0(2)#2
Cd(1)-0(12)
Cd(1)-O(11)#4
C(1)-0(2)
C(4)-0(4)
N(11)-0(12)

2.213(3)
2258(2)
2.464(3)
2 600(3)
1 273(4)
1 248(4)
1.258(4)

Cd(1)-O(4)#1
Cd(1)-0(3)#3
Cd(1)-0(11)
C(1)-0(1)
C(4)-0(3)
N(11D)-0(13)
N(11D)-O(11)

2 242(2)
2 273(2)
2.529(3)
1.254(4)
1.250(4)
1.219(4)
1.272(4)

Angulos de enlace

O(1)-Cd(1)-O(4)# 1
O(H#1-Cd(1)-0(2)42
O(4)#1-Cd(1)-0(3)#3
O(D-Cd(1)-0(12)
0(2)#2-Cd(1)-0(12)
O(1)-Cd(1)-0O(11)
O(2)#2-Cd(1)-0(1 1)
O(12)-Cd(1)-0(11)
O(4)¥1-Cd(1)-O(1 1)#4
O)3-Cd(1)-0(1 1)#4
O(1)-Cd(1)-0O(11)i4
O(1)-C(1)-C(2)
0(3)-C(4)-0(4)
O(4)-C(4)-C(3)

87.15(10)
101 38(10)
149.38(10)

85.36(10)

87.19(10)

85 49(10)

93.70(9)

51.02(9)

72 22(9)

78 87(10)
146 20(6)
115 8(3)
128 5(3)
113.8(3)

O(1)-Cd(1)-0(2)#2
O(1)-Cd(1)-0(3)#3
O(2)#2-Cd(1)-O(3)#3
O@)#1-Cd(1)-0(12)
0(3)#3-Cd(1)-0(12)
O(4)#1-Cd(1)-0(11)
O(3)#3-Cd(1)-0(11)
O(1)-Cd(1)-0(11)#4
O(2)#2-Cd(1)-0(11)#4
O(12)-Cd(1)-O(11)¢4
O(1)-C(D)-0(2)
0(2)-C(D-C(2)
O(3)-C(4)-C(3)

171 03(9)
91 27(10)
82.81(10)

127.67(9)
82.56(10)
76 80(9)

133 58(10)

105.87(10)
79.67(9)

158.40(9)

125.5(3)

118 6(3)

117 6(3)

g4

Transformaciones de simetria usadas para generar dtomos equivalentes: #1, -x+1, y+1/2 -z-1/2; #2, -x,
vrU/2 -z-1/2: 83 k-1 y z;#4, -x, v-1/2 -z+1/2

El complejo se encuentra formando una red polimérica bidimensional, por un lado. como
va se comentd, por el puente que forma el dtomo Ol1 perteneciente al nitrato, y por el
otro lado, debido a que cada uno de los oxigenos de los carboxilos en ¢l aspartato enlaza

a un atomo de cadmio diferente (Figura 3 11), formandose asi, ademds de anillos de 6

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |
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miembros con dos iones cadmio, un nitrato y un aspartico, anillos de 4 miembros con 2

cadmios y dos asparticos

FiguraVS.Il.. Polimero bidimensional formado por Cd(AspH)NO;. Se observa la

formacién de anillos de 14 miembros

Estas capas bidimensionales se mantienen unidas entre si debido a la existencia de
interacciones de puente de hidrégeno en las que interviene el grupo amonio, al interactuar

con el nitrato de otra capa (Figua 3.12),
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Otro puente de hididgeno digno de mencionatse es el mds fuerte dentro de la estructura
(Tabla 3 5), que se forma entre ¢l amonio y el carboxilo B de una misma molécula de
aspartico (sefialado en la Figura 3 10 como una linea punteada).

Tabla 3.5, Puentes de hidrégeno en Cd(AspH)NO:.
D H A Simetria def dtomo A D-H H..A D..A D-H..A
N1 H1A Oll(nitrate) X, v-1, 7 0.890 2462 2985 11796
NI HIA Ol13(nitratoy x+1/2,-y+3/2,-z  0.890 2.561 3.139 123.24
N1 HI1A O12(@itrato)  x+1/2,-y+3/2,-z  0.890 2.637 3320 13426

N1 HiB O2(COO0p) 0.890 2259 2838 12248
N1 HIB 0O3(C00w) -x+1,y-1/2, -z+1/2 0890 2559 3401 158.19
NI HIC Ol12(nitrato) x+l,y-1, 2 0890 2310 3103 14831

N1 HI1C O2(COOop) -x+1, v-1/2,-z1/2  0.890 2.568 3.193 127.95
Donde H  A<(r+2)A y D-H A>110° D, dtomo donador de H; A, dtomo aceptor de H.

3.4. Espectroscopia Infrarroja
3.4 1. IR mediano

bsta espectroscopia se utilizd para constatar que se diera la sintesis disefiada, observando
la presencia del contraion en aquellos compuestos desarrollados en un pH en el que el
grupo amino se mantiene protonado y es necesario el contraién para neutralizar la carga.

El estado de protonacion del ligante en el complejo no se puede llegar a observar
mediante el patron de dos bandas anchas™ que presenta el grupo amonio en la 1egion de
3400-2000cm™, debido a que la presencia de aguas de hidratacion las oculta En el caso.
de los complejos cuyo grupo amino se encuentra desprotonado, es mas fiecuente poder
distinguir el patién de 3 bandas en el intervalo de 3400 a 3000 cm’'. Para constatar el
intercambio isotdpico en ias muestias que se sometieron a estudios de IR lejano, se
observa el desplazamiento de las bandas mencionadas en aproximadamente 800cm™ con

la deuteracidn, coincidente con lo calculado al considerar la diferencia en masa reducida

cuando RNH; se torna RND-.
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3.4.2 IR lejano

Se estudia ademas, la espectioscopia en la region del iR lejano, en que los espectios de
los productos originales se comparan con el espectro del mismo producto después de
haber sido deuterado La deuteracién se consigue agitando en agua deuterada el
compuesto ya aislado, o sintetizandolo de agua deuterada siguiendo el procedimiento que
descrito en la seccién experimental para la sintesis original, intercambiando asi los
hidtégenos enlazados a heterodtomos (en este caso, unicamente a N, ya que los
carboxilos estan desprotonados en todos los casos). Como se explica en los antecedentes,
de estos espectros se puede inferit si el catidn se encuentra unido al NH;, pues por
ejemplo, para el derivado de 6xido de plomo con édcido aspértico la banda que se asigna a
ese enlace (0=325cm™) sufte un desplazamiento a 313cm™ (ver Figura 3.13) Esta
variacién es proporcional al cambio en la masa reducida () al intercambiar 'H por D,
asumiendo que el atomo de plomo perciba al nitrdégeno como grupo amino 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 siguiehtes valores:

(m x m,) i

Hep_zy, = (] ‘) 2307x16/(207+16) = 14 83 L _k_ o
* m, + m
‘ 2 Opiespy, 2T Hpr, Hpy_nw, ‘
i To= - e = Cee T (1585016 56) = 0947
( Dpr_ vy, I k Hpy_pn,
m, X m ) .
. N 2 .

,‘uphu.\,‘r)l = Ty =207x18/(207+18)= 16 36 27r . JLZ}J‘&_NHZ

(mz + mz) -

o ponp2e0.94 70ppin=[0.947(325cm )=308]~3 13

Esta banda no se presenta en el producto con el grupo amino protonado, que por lo

mismo se encuentra deshabilitado para la coordinacion (Figura 3 13).
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- Figura 3.13. Espectros de IR-lejano de los derivados de aspartico con plomo.

En todo caso la asignacion de bandas requiere de un trabajo mads sistematico, analizando
familias de compuestos, pues no hay informacién relevante en la literatura al respecto de
la asignacién de bandas en la region del IR lejano de Pb* en compuestos con Oy N
como 4tomos donadores 2® A lo largo de este trabajo, sin embargo parcce constatarse
que la asignacién es correcta.

Los derivados aislados de aspértico con Zn*" y Ccd*' corresponden a complejos cuyo
grupo amino se encuentra protonado, por lo que no se observa en ninguné banda el
desplazamiento coriespondicnte.

En el caso de los derivados de 4acido glutdmico, la tendencia en la posicién de las sefiales
alrededor de los valores observados para el derivado de plomo con aspértico, coincide
con el cambio en las masas del catién divalente de trabajo, para aquellos compuestos

cuyas condiciones de sintesis permiten que el ligante se encuentre desprotonado, como se

puede ver en la Figura 3.14.
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Figura 3.14. Seiiales asignadas a Ia interaccion Metal-Amino en los espectros de IR
lejano de M** con glutamico.

Se puede observar que existe correspondencia ban;ia a banda entie los espectros, lo cual
concuerda con la observacion cristalografica de que los derivados de glutamico con zine
y cadmio generan compuestos de estructura muy similar (Figura 3.6).

Los compuestos de calcio se enlazan mediante una interaccién de tipo principalmente
iénico, lo cual se refleja en la ausencia de bandas importantes en el espectro de IR-lejano
de sus complejos, aun en el de aquellos sintetizados a valores altos de pH. De cualquiet
manera, de acuerdo con lo observado en las constantes de formacidn, la interaccién con

nitrogeno practicamente no contribuye a la formacién de los complejos de Ca?*.

3.5. Resonancia Magnética Nuclear en estado solido CP/MAS

351 CP/MAS de''lCd

Ademias de estudiar los espectros de sélidos de °C, se intent6 hacer un estudio de RMN
“de s6lidos observando ¢l micleo *’Pb Para ello se sintetiz6 una setie de compuestos de

* coordinacion con atomos donadores O y N que permitiera establecer una especie de curva
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patién donde se relacionara el desplazamiento quimico con el 4tomo donador. La ventana
espectral de dicho ntcleo es de una amplitud 6 veces mayor al ancho que logra e aparato
con ¢l que se trabajé (Espectrdmetro Varian Unity Plus con un magneto de 7.5 1), lo cual
dificulta mucho localizar la sefial, ademas de que resulta ser un nucleo muy susceptible a
la anisotropia, por lo que las mas ligeras variaciones en una simetria esférica alrededor
del plomo provocan la aparicién de un gran nimero de sefiales que se confunden con el
ruido, ni qué decir cuando se presenta el efecto de par estéreoactivo (ver 33.1). De
manera que se descartd el anélisis de tesonancia de sélidos del plomo como herramienta
para este trabajo.

“Sin embargo, en los compuestos derivados de cadmio si es f'a(_:tible chtener mediante esta

técnica, una sefial que puede dar informacion del entorno de coordinacidn.

3.5.1 1 Cd(dspH)NO;
El cadmio en el complejo Cd(AspH)NO; (ver Figura 3.15-a) tiene un desplazamiento

quimico de —78.6ppm referido a Cd(ClO,),. Esto, de acuerdo a los factores que influyen
al desplazamiento quimico que se presentaron en los antecedentes (1 .82), denota un
ambiente oxigenado con baja quelatacion. Esto se confirma con la estructura cristalina
discutida (3.3.2) en la que se observan 7 dtomos de oxigeno conformando la esfera de
coordinacidn, 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 '''Cd v N
mencionado en la literatwra como alrededor de I_SOHZ 2 El espectro tiene un
sorprendente patrén 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 ser muy corta:

2916A
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a. | Picoisotrdpico b Ajuste ¢. Valores de ajuste®:
' e multicomponente: .
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Figura 3.15. Espectro RMN CP/MAS de mC d del compuesto Cd(AspH)NO; y su
ajuste matematico.

3.5.12 Cd(A4sp)

Por otro lado, desafortunadamente, el espectro del compuesto derivado del 6xido de
cadmio y é&cido aspértico, presenta una sefial muy ancha e irregular Posee un
desplazamiento quimico positivo, indiéando coordinacion de un dtomo de nitrdégeno. Es
imposible observar el patrén de acoplamiento. Existen ejemplos en la literatura de
ambientes nitrogenados alrededor det cadmio,” en que la amplitud de la sefial dada en
Hertz supera al valor de la constante de acoplamiento En este caso es posible que la
sefial que se observa sea causada por la existencia de mas de una especie en el polvo.

Dados los resultados de analisis elemental (seccion 2.1.1.5.), puede tratarse de residuos

de CdO hidratado.

3513 Cd(Gl)

< . Para este conipuesto se:observa un espectro en el cual se confirma la presencia de un
enlace metal nitrégeno, ya que la sefial se encuentra a un desplazamiento de 99 57ppm

referido a Cd(C104); que implica la interaccién con nitrdgeno, ya vislumbrada por el

® Valores registrados con CdCO; como referencia
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espectro de IR lejano. También se confirma esta interaccion por el patidn de triplete no
simétrico, que se presenté debido al acoplamiento entre el '''Cd y un "N (ver Figua
3.16). La interaccién cuadrupolar aparta al eje de cuantizacion del N de la direccion del
campo magnético aplicado y asi el acoplamiento dipolar no se elimina completamente
con la aplicacion del giro en el 4ngulo mégico 28 Los valores de ] v S pueden calcularse a
partir de la separacion de las sefiales, dando por resultado J=99 44Hz v S=12 43Hz Dado
que el andlisis elemental de este compuesto coincide con el de la estructura presente en la
literatura'®, se puede ver que ademés de la interaccion con nitrégeno, la presencia de un
quelato de 5 miembros y otro de 4 contribuiré al desplazamiento positivo, de acuerdo a lo

planteado en los antecedentes.

+—

\ L
T I T i T T l T L] F T *

Espectro sensible a la anisotropia Pico isotrpico
Figura 3.16. Espectro RMN CP/MAS de '''Cd del compuesto Cd(Glu)

352 CP/MAS de C

La Tabla 3 6 muestra los desplazamientos quimicos de Resonancia Magnética Nuclear de

BC en estado sélido tanto para los complejos aislados como para las formas 4cida y

monobasica del ligante.

El derivado de calcio presenta una marcada diferencia en el desplazamiento quimico de!
carboxilo o asi como en el CHa compardandolos con el ligante. Se puede proponer

entonces que ese grupo carboxilo estd mds involucrado en la interaccidn con el ion-caicio
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Tabla 3.6. Desplazamientos quimicos de BC en estado sélido para aspartico y sus

derivados.
Nicleo | AsplH; { NaAspH | Ca(AspH), | Pb(AspH)NO; | Pb(Asp) | Cd(AspH)NO; | Cd(Asp) | Zn(AspH)NO;
COOw |17632 17424 | 177.39 176 51 188 34 174.56 180.67 179.16
CH | 5411 489 53.04 56.76 56 71 55.16 5223 5204
CH; | 3829 34.85 3826 42.05 41.96 34.76 40 50 37.66
COOpB (175251 174.24 | 17651 183.41 181.49 182.75 180 67 178 03

Mientras los valores de desplazamiento quimico de los dtomos de carbono alifdticos en
los dos complejos de plomo son muy similares, aquellos cortespondientes a los grupos
carboxilato de Pb(asp) se desplazan significativamente a campos bajos lo cual sugiere
una interaccién cualitativamente diferente con los dtomos de plomo. El carboxilo B de
Pb(AspH)NOs, al tener 3 enlaces é plomo, muestra un desplazamiento quimico mucho
mayor que el carboxilo a que tnicamente presenta 2.

En el caso de los derivados de cadmio, Cd(Asp) por un lado, presenta una sola sefial para
los 4tomos 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
describié en 3.2 1.2, a pesat de que ambos grupos carboxilo se encuentren coordinados al
ion metalico, se debe recordar que el carboxilo B se encuentra involucrado en el puente
de hidrégeno mas fuerte del cristal. Por otro lado, el otro oxigeno del carboxilo B, Ol,
ptesenta la interaccion mas fuerte con cadmio (la distancia de enlace mas corta) Ambas
~ interacciones pueden ser responsables de un valor mayor en el desplazamiento de la sefial
para el atomo de carbono del COOB

Para el compuesto Cd(Asp), se observa un desplazamiento a bajo campo considerable de

-los carbonos alifaticosiasi como de los carboxilatos, lo cual sugiere la formacién de un
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anillo quelato de 6 miembros al coordinarse el grupo amino y el carboxilo B, en
concordancia con lo observado en la resonancia de '''Cd.

El derivado de Zn presenta apenas diferencia en las sefiales de carboxilos. COOa y CH
presentan desplazamientos quimicos equivalentes a los del derivado desprotonado de
cadmio, mientras que CH, v COOp presentan un menot -desplézamiento, lo cual puede
ser resultado de una mayor tendencia de jones mas pequefios como es el Zn** a formar
quelatos, respecto a todos los demds cationes divalentes. Se propone, entonces un quelato
de 7 miembros en el que participan ambos carboxilatos

En cuanto a los derivados del 4ctdo glutdmico, aparentemente el glutamato de sodio
cﬁenta con dos estructuras en su seno, que dan origen a la diferenciacién de 3 de las
seﬁaies (Tabla3 7).

Tabla 3.7. Desplazamientos quimicos de “C en estado s6lido para glutdmico y sus
derivados.

Niicleo | GluH, NaGluf TCa(GluH)z Pb(Glu) | Cd(Glu) | Zn(Glu)
COOx {1805|183221181.96| 18235 18215 18289 | 18286
CHa 5498 5615 ] 551 53.89 5157 | 5106 | 5082

CH,p {2611 28.64 30 2345 | 2824 2862
CH,y [2835| 404 | 3612} 3583 3020 | 3056 | 2862
COOy | 1786 177.193 17846 {17573 ] 18199 | 181.6

El valor del desplazamiento del carboxilato & es muy similar en todos los compuestos
estudiados, mientras que el COO v presenta en los casos de los derivados de Zn*" y Cd**
valores muy altos, similares a los del COOq, probablemente debido a una coordinacién
andloga, mientras que en el compuesto de Pb*™ el COOy se encuentra mucho més

protegido, asi como el CH,f. Probablemente. esta difetencia sea causada por un estado de
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quelatacién que hace a la estructura mas compacta y rigida, como se discutird a

continuacion.

353 T;de’H a partir de CP/MAS de °C

Para obtener informacién estructural del compuesto sintetizado a partir del ¢xido de
plomo y acido aspartico, se midid el tiempo de relajacion T, de 'H observando el cambio
en intensidad de los espectros de polarizacién cruzada de BC en solidos, como funcién
del tiempo de espera®™® (ver seccién 18 1). Como punto de partida se contaba con el

compuesto Pb(AspH)NO; del cual se tiene estructura cristalina, discutida en la seccién

-
3212
140J Pb(ASDH)N()3 40 Pb{Asp)
- e 0w —
-
= 120 4 / 1204
IS r ﬁ 1
o0 100 i - - o 1004
m /./" 3
[ 804 & g0
o ¥ e e %
= 60 -
g Sefaten: {ppm) E b v .
2 L] " 5181 54 % . i Senal en {ppm)
< *5177.48 S l‘/ " 51887
= 20 4 A 55680 e " 51818
= ¥ 54402 - 2’4 55660
° r ‘ v 54234
5 2lu 4‘0 E‘G 80 100 O s — T T 4 T
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Figura 3.17. Efecto del tiempo de relajacién en la intensidad de Jas sefiales de Be
CP/MAS en los derivados de Aspartico con plomo.

Tabla3.8. Valores de <Ti{> para los derivados de Aspartico y Glutdmico con los
cationes Pb>*, Cd** y Zn** '

L |PbLE)NO;| Pb(L) |CA(LH)NO;| Cd(L) |Zn(LHNO;| Zn(L)
ASp[360£016 [12372068] 40702 |058+£003[059=006s]. .
Glu| 21.99 = 0 45 392+032 438+038
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También se intentd obtener el tiempo de relajacion en el aspartato de sodio, pero la
intensidad de la sefial se mantuvo constante desde el tiempo minimo de espera que
permite el aparato hasta 70s. Sélo podemos afirmar que el T; es menor de 1s.
Considerando lo observado para estos compuestos en conjuncién con los estudios de IR
se puede afirmar que en el compuesto PbAsp hay quelatacién al unirse el atomo de
nittégeno del grupo NH; al Pb. En el caso de los derivados de cadmio, la composicion del
derivado del CdO, parece tener la intereferencia del éxido amorfo sin 1'eacciona1., de tal
forma que se acelera la relajacion. En el caso del derivado de Zn, como se ha visto a
tre;vés de las constantes de estabilidad, la afinidad por los donador.‘es de oxigeno es
minima, por lo que se generard un “complejo” tan poco ligado como la sal sédica.

En el caso de los derivados con glutdmico, los valores de los complejos de Zn** y Cd*" en
que se encuentra identificada la presencia de interaccidon M-N por IR, los valores de
tiempo de relajacion resultan bajos, justificados por la presencia de moléculas de agua de
hidratacién, de acuerdo a lo que se presenta en la seccidn experimental 2.2.1.9 y 10 Entre
tanto, el complejo Pb{Glu) presenta un tiempo de relajaciéon muy alto, de ea 22s, lo cual

sugiere un empaquetamiento compacto y rigido.

3.6. Interaccion con aminodcidos. Observaciones relevantes.

A través del trabajo realizado con los aminoacidos se logrd identificar herramientas que
podtian aﬁojar infbxrﬁacién estructural en los complejos con ligantes supetiores: desde
‘los que se desan'oll.an en disolucion, como potenciometria y RMN, como los que se
desarrollan en estado sélido: infrarrojo, RMN CP/MAS y cristalografia,

Se hizo evidente la versatilidad en modos de coordinacion de los ligantes con los que se

trabajarfa a partir de entonces. Hasta este punto, la precipitacién de los hidréxidos de los
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metales representa un obstdculo en la capacidad de coordinacién de los ligantes, pues el
grupo amino requiere de un pH mayor que el de inicio de precipitacién de los hidroxidos
para su desprotonacion, y para estar disponible como grupo donador.

En este punto, el tamafio dé los ligantes, y pot lo tanto la separacién que queda entre los
grupos donadores, va 1epercute en la diferenciacién de afinidades, en la contribucién de

cada atomo donador a la estabilidad, y por supuesto a la estructura del complejo
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La secuencia Gly-Glu (o GE) se encuentra en varios de los sitios de enlace a calcio de las
proteinas EF . De 276 “horquillas” o lazos de enlace EF candnicos examinados -es decir
secuencias con 12 aminoacidos- se han encontrado 165 Valiantes,i en éstas, el residuo
glicina se conserva en un 89.1% de los casos como ocupante de la 6° posicion de la
secuencia, Como siguiente residuo se puede encontrar al glutdmico, si bien no en tantas
secuencias, si en un gran numero de proteinas tipo S100 (como Ila calbindina),
calmodulinas y troponinas, que por su parte, abarcan la gran mayoria de las proteinas de

enlace a calcio >

4.1. Estudios potencioméiricos.

Las especies totalmente protonadas del ligante se designan como GEH;" mientxés que la
totalmente desprotonada como GE*. Los valores de pKa 1, 2 y 3 obtenidos en este
trabajo, 2 880(4), 4.450(4), v 8.373(2), concuerdan con los valores presentados con
antetioridad en la literatura,® correspondiendo a los equilibtios que se pi‘esentan en el

siguiente esquema, vy que posteriormente se confirmard con RMN (seccion 4.2.1)
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Las constantes mencionadas dan lugar diagrama de distribucion de especies tespecto al

pH plasmado en la Figura 4.1.
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Figura 4.1. Diagrama de distribucién de especies del ligante GE

Para la formacién de los complejos metélicos, se hicieron estudios en condiciones
estequiométricas 1:1 (£6%) Al proceder al céleulo de las constantes de formacidn,

" cuando- se incluyé en los modelos la posibilidad de complejos 1:2, éstos-fueron -
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eliminados por el programa y se consiguid un ajuste satisfactorio de los datos de pH con
los modelos que sélo incluian a las especies MHL* (x=0-1), es decir, los complejos 1:1.

Como se explicé en los antecedentes y en el capitulo anterior, ademas de las constantes
de formacion global, se puede considerar a constantes que dan una idea discriminada de
la interaccién de los cationes metélicos con los 4tomos donadores, es decir: log K}47, (o

pKa del grupo amino en el complejo), tog K75, (o constante de formacién del complejo

con el grupo amino del ligante protonado), log K(N) (contribucién de la interaccion con
el grupo amino a la estabilidad del complejo) Los valores de estas constantes se

presentan en la Tabla4.1.

Tabla 4.1. Constantes de equilibrio calculadas de datos experimentales

Cation ]{)g [3101 @ Iog ﬁlu(b) Log Ki’gi () log Ki}tlﬁ! (@) ll)g K(N) )
Ca®t ]2.67(3) [10.57(4) 7.90 2.197(42) -0.08
Pb™"  [3.89(2) [10.70(3) 6.81 2.327(32) 1.84
Zn>  |3.98(2) | 9.96(6) 5.98 1.587(62) 2.36
Cd*™  [3.426(7) | 9.99(1) 6.564 1.617(12) 1.78

“Bi: GE* + M” & [MGE]; ®Buy: GE™+ H' + M™" & [M(GEH)]" ; © ke : [M(GEH)]” > [MGE] +
g @ KM\ 4 GEH < [M(GEH)]'; @ K(N): [M(GEED]" + GE* <> [MGE] + GEH

En ¢l caso de estos sistemas, la presencia del ligante tampoco afecta apreciablemente al
valor de pH de precipitacién del hidroxido del metal (ver Figura 4 2). S6lo se analizaron
los datos potenciométricos hasta una unidad de pH antetior a la aparicién evidente de
turbidez en el sistema.

Dado que K7/, puede relacionarse con la afinidad de estos cationes hacia los donadores - -

de oxigeno, se puede observar que tanto Ca®" como Pb** exhiben una afinidad mas alta
hacia O que la que presentan Zn*" y Cd**. Para los ultimos dos, las especies de mayor

abundancia son aquellos derivados de la foima totalmente desprotonada del ligante. La
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constante de formacidén mas alta la presenta el Zn. Esto puede relacionarse directamente a
la afinidad que estos cationes, Zn°" y Cd**, muestran hacia N. Es de esperarse que para
que se presente una interaccion con el grupo amino, el catién debe ser susceptible de
presentar traslape orbital, dado que el grupe amino no estd cargado y la carga parcial
sobre el atomo de nitrégeno no es suficiente para una interaccidon de tipo electrostatico
como la que es preferida por los cationes duros

Es asi que la acidez del grupo amonio terminal aumenta con la formacion de los
complejos de Zn y Cd, efecto observable en el diagrama de distribucién de especies en la
Figura 4.2, en que las especies desprotonadas del ligante aparecen a un valor de pH
inferior al encontraise coordinado al catidn que en su forma libre, debido a que la
interaccion que se presenta entre el atomo de nitrégeno y el centro metélico es mayor que
la que presenta el nitrdgeno con el protdén. Nuevamente, en condiciones de sintesis
similares para este ligante, tal como sucedid con el acido glutimico, con Zn** y con Cd*
solo se aislan los derivédos del ligante totalmente desprotonado, mientras que pata el Pb
el producto aislable e incluso cristalizable, es el derivado del monoprotonado

Sin embargo, es posible calcular la constante de formacion de Pb(GE), aunque esta
especie estd practicamente ausente en la disolucién en las concentraciones de trabajo (ver
Figura 4.2); para aislar esta especie también fue necesatio hacer una reaccion heterogénea
entre una suspensién de PbO y una disolucién de GEH; (ver 2.2.2 3 ). Paraddjicamente,
la reaccién andloga entre CdO y disolucién de GEH: dio como r1esultado el derivado
monoprotonado en una propotcion 1:2 (ver 2 2.2.5.). Los esfuerzos por aislar MGEH de

la disolucidn con Zn y con Cd resultaton en sélidos con cantidades no estequiométricas

de moléculas de agua.
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o

fraccion
fraccion

fraccién
fraccion

2 4 [ 8 10 12

Figura 4.2, Diagrama de distribucion de especies de los complejos

4.2. Resonancia Magnética Nuclear en disolucion.

4.2.1 Espectros de RMN de 'H pH variable.

Se desarrollaron titulaciones con NaOD para poder asignar los valores de pKa al grupo
involucrado, seguidas por RMN de 'H Se muestran las vatiaciones en desplazamiento
quimico respecto al pH en la Figura 4 3, donde también se han resaltado los valores de
pKa. Es entonces posible sugerit que el primer pKa (2.88) comresponde el grupo
carboxilico a, seguido por el carboxilico y (4.45), y finalmente el grupo amonio (8.373),
que coincide con lo que se ilusttd en el esquema presentado en la seccién 4.11. Para

observar el efecto del pH en el desplazamiento quimico del protén del grupo amida del
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péptido, se hizo el experimento en 20% D,0O/H,0, incrementando el pH por la adicién de
NaOH acuoso. Este medio de reaccién se utiliza para que, por un lado se logre fijar la
sefial de resonancia con el deuterio de D;O, pero, por otro lado se mantenga una alta
concentracién de protones 'H que en el intercambio con el protén unido al heterodtomo,

mantengan una intensidad de sefial observable en el espectro.

Variacion del despltazalrr:jiﬁnto quimico Variacién en el desplazamiento quimico de
respecto a - .
«-COOH, pY COOH NH, la sefial de proton de amida en GE
451 P : 7 8- ; : :
404 -?'v.ﬁ.r::v-q_;_._'_'_é_' v /
254 ,,._._._____.\‘ 80 /' ——'— NH,
?'.__“‘_0'_ HH,(E) ~ . e
= 304 H —— ﬁCHa(E) E 8 24 ' e —;.__.,/ :
a —— §CH,(E) 2 e
= 254 —¥— oCH (E) ':g :
--+—|J.CH:(G} 8 4. /
: : e
1P SN SN — . 86 —— - i
2 ¢ e s 0 2 4 6 8 10
pD pH

Figura 4.3, Titulaciones seguidas por RVIN de 'H

También se realizaron titulaciones de pH y pD en muestras 1:1 ligante:catién, esperando
obsetvar variaciones en los patrones de acoplamiento asi como en los desplazamientos
quimicos, respecto a lo observado en el ligante libre. Esto no fue observado,
probablemente debido a la escasa fraccién de los complejos formada en el intervalo de
pH previo a la precipitacién de los hidroxidos (ver Figura 4 2), y también a la cinética
surmamente rapida asociada a estos catio.nes‘.d'

Como confirmacién de esta situacién, se hicieron espectros en disolucién de '''Cd en los
valores:de. pH en que se predice por los diagramas de distiibucién de especies (Figura; .
42) que haya una mayor concentracion de los complejos CA(GEH)" y CA(GE) que de

otras especies. No se observd una variacion significativa en el desplazamiento quimico.
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4.2.2. Estudio conformacional mediante NOE diferencial.
Se hicieron estudios de NOE diferencial del dipéptido y sus derivados al pH de

disolucién 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
seflales en el caso de cada sefial saturada, como la conformacién presente
mayotitariamente en la disolucidn.

A partir de los primeros espectros presentados (ligante libie y derivado de Pb), se puede
observar que la informacion 1elevante respecto a los contactos existentes la darian las
seflales de los hidrégenos o tanto de glicina (8=~3.7ppm) como de glutamico (6=4 1ppm),
ya que es de esperatse que los hidrégenos B tengan interaccion con los Hy y viceversa.
Por esto, de los compuestos con Ca®* y Cd*" se presentan unicamente los espectros de
NOE diferencial al irradiar las sefiales de los He. El complejo de Zn** una vez forrﬁado
resulta muy insoluble lo cual impide un espectro confiable, ya que la intensidad de las
sefiales es muy baja, asi que la reiaercusién de la irradiacién sobre éstas en otras sefiales
vecinas se torna imperceptible. El ligante libre se encuentra en condiciones de fdrmal un
anillo por efecto de puente de hidrégeno entre el grupo amonio de la glicina y el
carboxilo y del glutdmico. En el complejo de plomo se observa que en disclucién, al
romperse los enlaces que se observardn en la red cristalina a continuacfén, existe la
posibilidad de la formacién de un anillo quelate no muy favorecido por contar con 8

miembros
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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 logra formar con la presencia del ion calcio,
en este caso, tratdndose de un pH mas elevado, el grupo amino puede participar,
cerrandose el anillo con la participacion del COOq del glutdmico. De igual manera en ¢l
caso del cadmio, lo cual 1esulta sorprendente puesto que se esta estudiando en disolucion
al compuesto caracterizado por cristalogiafia en estado sélido (se presentard a
continuacién en la seccién 4 3 2). En el cristal su esfera de coordinacidn no incluye la
formacién de una anillo de 8 miembros como el que se puede deducir en este punto, sino
que se completa con la participacion de carboxilos provenientes de complejos de
coordinacion vecinos. Ciertamente, el proceso de disolucién evita la cercania de estos
ligantes, y probablemente provoca la participacion de grupos pertenecientes a una misma
molécula de ligante, hasta el punto de provocar la desprotonacidn del grupo amino.

La baja intensidad en las sefiales relacionadas con la interaccién a través del espacio se

debe también a la baja afinidad en los complejos y a la labilidad de los cationes.

4.3. Cristalografia
Se presentan a continuacion las estructuras de los complejos de GEH con plomo v con

cadmio.

4.3.1. Pb(GEH)CIO, %:H,0

En el compuesto de plomo, el centro metalico se encuentra hexacoordinado: dos grupos
carboxilo diferentes de ligantes equivalentes por simetria se enlazan al ion Pb, con el
atomo O13 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 GEH (Figura 4 5).
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Capitulo 4
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Figura 4.5. Polimero tridimensional Pb{(GEH)ClO4%:H,0. Se ilustra la interaccién de la
molécula de agua 015, como puente entre dos iones plomo, y la interaccion del oxigeno O3 (COOa de
Glu) también como puente

La esfera de coordinacion se completa con una molécula de agua (015, ubicada en el eje
binario del grupo. espacial C2) que actGa como puente entie dos atomos de Pb
relacionados por simetria y permite la formacién de una esttuctura polimérica
tridimensional como se muestia en la Figura 4.5. El entorno de coordinacidn resultante
[PbO¢] puede ser descrito como un ptisnia cuadiado (Figura 4.6), donde una arista estd

ocupada por el carboxilato (010, O11).
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Figura 4.6: Entorno de coordinacién del ion Pb>" en Pb(GEH)C10,4:H,0.

Elipsoides térmicos a un nivel de probabilidad de 50% Los codigos de simetria usados para generar dtomos

equivalentes son os siguientes; A 3/2-x, -1/2+y, 1-z; Bx, y-1, z.

La distorsién de la geometria ideal se debe principalmente a los angulos de mordida de
los grupos carboxilato, 51.3(4) y 48 2(3)°, y a la longitud del enlace Pbl-pO13, 2 734(19)

A (ver Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Lengitudes de enlace de coordinacién (A) y dngulos (°) para el complejo
Pb(GEH)ClO.;'I/szO
Longitudes de enlace

Pbl-O11A 2451(6)  Pbl-O10A 2.571(8)
Pb1-013B 2576(19)  Pbl-O15 2593(7)
Pb1-0O14 2.657(8)  Pbl-013 2.734(19)
Angulos de enlace :
O11A-Pb1-010A 51.3(4) 0O11A-Pb1-013B 77.2(6)
O10A-Pb1-013B 118.0(3) 0O11A-Pb1-015 - 82.1(3)
010A-Pb1-015 - 69.6(3) 013B-Pb1-015 ' 71.6(3)
O11A-Pb1-014 . - 788(33) ° O10A-Pbl-O14 108 .5(3)
013B-Pb1-014 89 5(3) 015-Pb1-014 155.7(2)
0O11A-Pb1-013 81.9(6) 010A-Pb1-013 74.2(3)
013B-Pb1-013 135.9(2) 015-Pb1-013 142:8(3)
014-Pb1-013 48.2(3)

Transformaciones de simetria para generar dtomos.equivalentes: A -x+3/2, y-1/2,-z+1, B X, y-1, z
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Esta geometiia de coordinacién se asemeja a la mencionada en el capitulo anterior’® para
el polimero Pb(AspH)NO;, es decr es hemidireccionada. Es particularmente notable el
amplio espacio disponible debajo del plano de la piramide, donde probablemente se
localiza el par libre esteroquimicamente activo del Pb*". Es decir, en este caso el atomo
de Pb estd 0.42 A debajo de la base, mientras que en el derivado de aspartico este metal
se encuentra a 0.13 A encima de la base de la pirdmide.

Tabla 4.3. Puentes de hidrégeno en Pb(GEH)C1042H,0

D H A Simetriade A D-H H..A D..A D-H..A
NS(peptidico) H5A  Ol18(perclorato)y  x-1/2,y+1/2,z 0834 2395 3139 14881
N8(amonio) HS8A  Ol9(percloratoy -x+3/2,y+3/2,-z 0890 2,172 2996 153.66
N8(amonio) H8A  Ol7(perclorato) -x+3/2, y+1/2, -z 0.890 2469 2.907 110.81
N8(amonio) FH8B O12(peptidicoy  -x+3/2, y-1/2,-z 0890 2.037 2913 16797
N8(amonio) HS8C  O12(peptidicoy -x+3/2, y+1/2,-z 0.890 2279 3153 167.00

Ol5(@gua) HISA Ol10(COOyGLU) x+1/2,3-3/2,z 0.624 2.188 2.710 142.51
Donde H A<(r+2)A y D-H A>110° D, atomo donador de H; A, dtomo aceptor de H.

- Figura 4.7. Arreglo tridimensional del polimero y ubicacion de los iones. perclorato.
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El ion perclorato no participa en la constiuccién del polimero, sino que se aloja en los
canales que se forman por la formacién de puentes de hidrdgeno entre el grupo amonio y
el carbonilo del enlace peptidico. También el ion perclorato participa en puentes de

hidrégeno con el grupo amonio (Tabla 4 3).

4.3 2. Cd(GEH), 3H,0

El compuesto Cd(GEH), presenta una estructura muy diferente debido a varias razones:
i) la relacion estequiométrica catién:ligante es 1:2, dadas las condiciones de
sintesis (2.2 2.5) mientras que para el compuesto de plomo es de 1:1 (2.22 2).
i) a pesar 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 centios
metalicos
ifi) la naturaleza del catién es esencial, debido a la presencia de.un pat libre
estéreoactivo en el ion Pb(Il), ausente en el ion Cd(II).
En el compuesto de cadmio, cuatro ligantes GEH" relacionados por simetria se enlazan al
centro metélico siguiendo a los ejes en espiral 3; del grupo espacial trigonal Dos ligantes
se coordinan a través del carboxﬂato v del residuo glutamico (010, O11) y los otros dos a
través del carboxilo o (013, O14). La esfera de coordinacién (ver Figura 4 .8) puede

describirse como un antiprisma cuadrado severamente distorsionado.
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Figura 4.8: Entorno de coordinacién para los dtomos de Cd en Cd(GEH),.

Elipsoides térmicos a un nivel de probabilidad de 50%. Simetria para generar atomos equivalentes: A 1-x,

L-x+y, 5/3-z; B -y, ~1+x-y, ~1/332; C x-y, -y, 4/3-z.

Tabla 4.4: Longitudes de enlace de coordinacién (A) y dngulos (°) para el complejo
Cd(GEH),

Longitudes de enlace

Cd1-011A 2.351(2) Cd1-O11B 2.351(2)
Cdl-014C ' 2.416(2) Cdi-014 2.416(2)
Cd1-013C 2 449(2) Cd1-013 2.449(2)
Cd1-010B 2.491(2) Cd1-O10A 2491(2)
Angulos de enlace '
O11A-Cd1-0O11B 120.17(12) 0O11A-Cd1-014C 117.59(8)
O11B-Cd1-014C 94.62(7) 011A-Cd1-014 94 62(7)
011B-Cd1-014 : 117.59(8) 014C-Cd1-014 113.94(11)
0O11A-Cd1-013C 82 54(8) 0O11B-Cd1-013C 148.15(7)
014C-Cd1-013C - 53.66(6) 014-Cd1-013C 78 83(9)
O11A-Cdi-013 - 148.15(7) 011B-Cd1-013 - 82.54(8)
014C-Cdi-013 : 78.83(9) 014-Cd1-013 53.66(6)
013C-Cd1-013 - 87.67(13) 011A-Cd1-010B - 8473(8)
011B-Cd1-010B 53.27(7) 014C-Cd1-010B 147.87(6)
014-Cd1-010B .~ 84.66(8) - 013C-Cd1-O10B - 158.20(7)
013-Cd1-010B 93.97(9) OI1A-Cd1-O10A 53 27(7)
O11B-Cd1-010A 84.73(8) 014C-Cd1-010A - B4.66(8)
-014-Cd1-010A 147.87(6) 013C-Cd1-010A _ - 93.97(9)
2 013-Cd1-010A 158.20(7) 010B-Cd1-O10A L0 92.50(12)

Transformaciones de simetria para generar atomos 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 distorsién se debe mas a la restriccién por los angulos de mordida de los grupos

carboxilato, 53.27(7) y 53.66(6)°, que a la disparidad en las distancias de enlace, ya que

éstas abarcan un intervalo relativamente pequefio de 2.351(2) a2 491(2) A (Tabla 4.4).

En comparacion al compuesto de plomo, para formar al polimero tridimensional, no se

necesita que ninguno de los &tomos de oxigeno de los carboxilatos o alguna molécula de

agua actlien como puente p-O, sino que la molécula de ligante, al enlazar sus carboxilatos

a 2 diferentes iones cadmio, extiende la red polimérica en las tres direcciones en el

. espacio (Figura 4.9). Se presentan moléculas de agua desordenadas cerca del origen de la

celda que llenan los huecos del polimero inoigénico, presentando puentes de hidrogeno

: con el nitrégeno peptidico el carboxilo y del residuo glutamico, y entre si (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Puentes de hidrégeno en Cd(GEH)»-3H,0O

D H A SimetriapataA D-H H..A D..A D-H..A
N5(peptidico) H5A  O50(agua) y+1,x-1,-z+1 0860 2210 3023 15761
N8(amonio)  H8A 013(C00x)  ~x+1, x+y, -z+2/3 0.890 2.148 2,785 127 88
N8(amonio) H8A O14(CO0w)  -x+y+l,-x,2-2/3 0.890 2608 3254 130.15
N8(amonio) HS8B O10(CO0y) -x+ty+l, =x, z-2/3  0.890 2071 2722 129.25
N8(amonio) HS8C  O12(peptidico)  y+1,x-1,-z+1 0890 2121 2969 159.16
0O50(agua)  HS50B O12(peptidico) x-y, -y-1, -z+4/3 0850 1983 2833 17927
050(agua)  H30A O11(COOv) 0.851 1996 2.847 178.83
O51(agua) HS1A 0350(agua) 0.850 1.744 2.594 17861
O51(agna)  HS51B 0OS51(agua) x-y, -y, -=z+4/3 0850 1764 2613 17733
052(agua) H52A 052(agua) y+l,x-1,-z+1 0973 1216 1911 121.17
052(agua) = H52B 050(agua) 1.061 2264 3.162 141.30

Donde H A<(r+2)AyD-H A>110° D, atomo donador de H; A, dtomo aceptor de H.
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Figura 4.9: Estructura tridimensional de Cd(GEH); vista a le largo del eje [001].

Se omiten 4tomos de H para claridad. Se muestran las moléculas de agua contenidas en la red

En ambos complejos, tanto el entormo de coordinaciéon como la construccién de los
polimeros es independiente de la intervencion de la amina primaria -que se encuentra
protonada- y del 4tomo de nitrégeno del grupo amida de GEH. Los arreglos
tridimensionales que se observan se deben entonces, a la habilidad de coordinacién de los
dos grupos carboxilo en el ligante GEH que, apuntando a diferentes direcciones en el
espacio, actlan como puente. Las estructuras resultantes son excepcionalmente
compactas comparadas con otras en el campo de polimeros inorgénicos:’ Los indices

. 6 . .
calculados de empaquetamiento” son respectivamente para el compuesto de plomo y el de

cadmio de 77.9y 75 5%.
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4.4. Espectroscopia infrarroja

4.4.1. IR mediano

Como se esperaba, los espectros de I_R de aquellos complejos que se sabia estaban
formados por el péptido protonado (GEH') muestran el patién correspondiente a un grupo
amonio primario -en la regién de 3000-2500cm™'-, mientras que aquéllos de péptidos
desprotonados (GE*: Pb(GE), Cd(GE) y Zn(GE)) muestran un patréon de 3 bandas de
3400 a 3000 cm™ comespondientes al grupo NHy, contiguo a la asignada al grupo NH de
amida, alrededor de 3350ém'1. Todas estas bandas se desplazan con la deuteracion

. ' -1 . ' ’ . .
aproximadamente 800cm™, coincidente con lo calculado al considerar la diferencia en

masa reducida () al cambiar H por D.

4.4.2 IR lejano

Los espectios de IR lejano regiétrados para los derivados de GE* presentan bandas
importantes que sugieren una interaccion M-NH;R (ver Tabla 4.6) ya que estaban -
ausentes en los especiros de los derivados que contienen al grupo amonio segin se
constata cn la estructura cristalina y las evidencias en 'espectros de IR mediano. En la
muestra deuterada estas bandas se desplazan segin lo esperado pot el cambio en la masa

reducida (u). Estos valores resultan similares a nuestras observaciones anteriores '™ (ver

capitulo 3)
Tabla 4.6. Sefiales de IR asignadas za la interaccién Metal-Amino
Compuesto | Muestra M-NH, original | esperado por deuteracion | observado en la muestra| -
. deuterada M-ND,
Pb(GE) 3389 cm’ 32093 em” 318.6 cm’!
Cd(GE) 360.3 cm™ 34228 cm™ 343.1 cm’”
Zn(GE) 364 5¢m’ 347 83 cm™ 350.6 cm™
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De nuevo, se hace evidente la interaccion de tipo idnico en el detivado 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 solido CP/MAS
4.5.1. Espectros de RMN de "' Cd CP/MAS

4511 Cd(GE)

De acuerdo a los factores que influyen en el desplazamiento quimico del micleo de '''Cd,
comentados en los antecedentes (1.8.2), se puede determinar el ambiente de coordinacién
del nacleo de Cadmio.

El compuesto CAGE tiene un desplazamiento quimico isotrépico positivo con un valor de
92.83ppm referido a Cd(ClO4); que indica coordinacién de nitrégeno.® Presenta un patrén

de triplete no simétrico, debido al acoplamiento entre el '''Cd y un "N (Figura 4.10-a).

a)Cd(GE)  |b) Cd(GEH), 31,0
Figura 4.10. Espectro RMN CP/MAS de "''Cd de los derivados de Glyglu
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Como se comenté en el capitulo anterior, la interaccién cuadrupolar-apazta al eje de
cuantizacion del N de la direccién del éampo magnético aplicado y asf el acoplamiento
dipolar no se elimina completamente con la aplicacién del giro en el angulo mégico.” Los
valores de J y S pueden calcularse a partit de la separacion de las sefiales, dando por

resultado J=110.66Hz y §=26.08Hz.

4512 Cd(GEH)y3H,0

Por otro lado, en el espectrto CP/MAS de '''Cd del compuesto CAd(GEH)» 3H,0 se
. observa una sola sefial con un desplazamiento quimico de ~66.89ppm (Figura 4.10-b).
_ Esto es coherente con una esfera de coordinacién formada unicamente por donadores de
oxigeno De la difraccidn de rayos X puede verse que este compuesto tiene § Atomos de
oxig¢no que forman anillos de cuatro miembros. Dado este ambiente (80), se esperaria
un mayor incremento en la proteccion del nucleo, pero debido a la formaciéon de los
anillos quelatos de 4 miembros, el valor observado no es tan negativo como otros

complejos 80, por gjemplo, CA(NO;),4H,0 presenta un desplazamiento & =—100ppm?®. -

4.5 2 Espectros de RMN de °C CP/MAS

En la Tabla 4.7, se presentan los desplazamientos. quimicos de los espectros de PC de
GEH, y los complejos aislados de éste con los cationes de estudio. El especfro del ligante
libre en estado sélido contiene practicamente el doble de sefiales a las espetadas, 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 Figura 4.11
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Tabla 4.7. ®C CP/MAS NMR S(ppm) de GlyGluH; y sus derivados

Nicleo GEH, CaGEHC! | P(GEM)CLO4| PbGE | Cd(GE) { CA(GEH), | ZnGE
Ligante libre () (1) (1) (IV) (V) (VD
CHgs | 408 387 42.5 40 8 429 412 43.1 41.1
COg 171.0 167.0| 1689 165 4 1742 | 1754 169.2 174 4
CHzq 551 563 56 4 54.0 572 57.4 549 564
COOug | 17677 1802} 181.9° 182.5 183.0 | 1834 184 1 183.7
CHaep 25.1 280 34.0° 29.8 25.7 30.5 34.0 297
CHzx, | 292 331 340° 34.9 3744 323 340 314
COOye | 1767 179.3 18197 181.4 17999 1824 179.8 180.2
2~ sefial ancha; ® = sefial dobleteada
oH OH
° © NH,

NH;

OH

estado enol

-

OH

0= oH

estado ceto

0]

Figura 4.11. Esquema de las especies tantoméricas correspondientes al GlyGluH;

Pueden encontrarse dos grupos de compuestos (ver Tabla 4.7), uno en que la sefial del
carbonilo del grupo amida aparece a desplazamientos quimicos mayores a 170ppm que
corresponde a los compuestos.en los que el ligante se encuentra totalmente desprotonado,
mientras que 165 derivados- del ﬁgante monoprotonado presentan esta sefial en
desplazamientos con valores menores a 170ppm. Todos ellos pre.sentan una sola sefial en
esta area que corresponde a la sefial ﬁﬁs pequefia en el espectro. Debido a la presencia
del metal, el iigénte se fija y asi preseﬁta una Unica estructura tautomeérica -

Nuevamente, dado que la formacién de los complejos de coordinacién afecta el proceso
de ‘relajacion -de la molécula; se llevaron a cabo experimentos para medir tiempos de

relajacién de 'H <T,> a través:de la observacion del cambio en la intensidad de las
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sefiales de los espectros de polarizacion cruzada de

tiempo de espera antes de adquirir un siguiente espec‘crol

Interaccion con GlyGlu

BC en estado sélido, en funcién del

: (Figura 4 12), y se relacionan

los tiempos de relajacién de los compuestos con el grado de flexibilidad de las partes de

la molécula que contienen piotones.

tiempo de espera (s)

a) b)
CA(GE)
70+ 130+ CH(GEH),
504 __,,--l——'*—'—*‘“_‘_' 120+ f*‘ < N =
e P sefial (ppmy) 110 i Aal (porm)
S a 1834 T 1 i sedal (ppm
i =y S 100 1‘, " 1841
it " — -4 @ 90+ | s 1798
= Al 4 1754 @ I i
2 e v 574 o 807 gt x ' 4 1692
B e * 412 ’ g 70— Ezr—v- v » ¥ 549
= 4 323 & 60 f + 431
2 » 305 2 50 ] 4 340
g < S SR . .
£ £ 40 i : :
<T >=15(+-10 - :
: o (+J )? ‘ gg} <T, >=0.26 (-f-I-OO?)s
1] 20 40 60 80 100 120 ‘ 6 10 20 3‘0
tiempo de esperaf(s) fiempo de espera (s)
c) d)
PF:J(GEH)CIO4 Pb{GE)
160 o] .
140 o sefial (ppm): senal (ppmy):
% * 18246 - P 182 99
1201 e 18134 £ N N . ¢ 17088
@ : Q ¥ ¥ —
w 1001 2 16535 @ 24 t 4 17847
® v 5405 P T v > v 17415
3 80 e 4082 < o 5711
g <« 3494 B <« 429
T 60 o S A - -
2 > 2979 ‘G - . » 3742
g 40 IS 3621
T 204 = * 2571
. <T, >=2 66 (+/- 0 20) s <T >=119(+-012)s
T T T T £
202 45 8 10 12 14 16 18 20 22 10 20 30 a0 50 80 70

tiemn po de espera (s)

Figura 4.12. Efecto del tiempo de relajacién en la intensidad de- las seiiales de

CP/MAS.

ljc

Para los complejos de cadmio la diferencia entre los tiempos de relajacion de 'H en

ambos compuestos es muy elocuente (ver Figura 4.12a) y b)). Para. el Cd{GE) que de
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la interaccién metal-amino, el tiempo de relajacién es de 4 <T,>=15%1s, mientras el
compuesto Cd(GEH)§-3H20, presenta un <T;> menor a 1s (de 026+0.01s). Para este
Ultimo compuesto el andlisis por difraccidn de Rayos X (4.3.2) muestra que ademas de
que el ligante actia como un puente, también se cuenta con moléculas de agua con alto
grado de libertad que son capaces de ayudar el proceso de relajacién. Los valores por
debajo de un segundo estdn més alla del 1fmite de nuestras determinaciones debido a los
poca cantidad de datos colectables en este intervalo.

Para ambas formas del ligante, los tiempos de relajacién son también menotes de 1s, asi
como para el complejo de calcio donde se espera una interaccion principalmente idnica y
bastante débil, lo cual deja al ligante en libertad para lograr una relajacion rdpida.

Se encontrd un resultado un tanto sorprendente en el caso de los derivados de plomo (ver
Figma 4.12¢-d): pata Pb(GEA)CIO,s se obtuve 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 formacion de un quelato, ya que se observa la
coordinacion del grupo amino (442) Por otro lado, este complejo muestia
desdoblamiento en las sefiales en 1-05 nticleos *C que pertenecen a los 4tomos del carbono
. B y v del residuo 4cido glutdmico. Para comprender la causa del bajo valor de <T;> en
este compuesto que se suponia que mantendria al ligante en una forma mds fija, se realizé
un estudio de difraccion de 1ayos X de polvo a todos los compuestos. Para todos ellos se
encontré un aIto. grado de cristalinidad, mientras que en el compuesto Pb(GE) se aprecia
una notable cantidad de material amorfo. Esto también es congruente con la presencia de

éxido de plomo en este producto, reflejada en el analisis elemental (seccidn 2 2.2 3),
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El experimento para la determinacion de <T,> también se llevo a cabo para Zn(GE) con
el objetivo de compietar los datos, pero, dado que el derivado del ligante protonado no
fue aislado, no hay ningiin dato con el cual comparar. No hemos encontrado informacion
respecto a la viabilidad de comparar este pardmetro entre los corﬁpiejos con centros

metalicos diferentes. El valor obtenido es <T > =4 62 £ 0.22 segundos.

4.6, Interaccion de Gly-Glu con los cationes en estudio. Observaciones

relevantes.

‘-' La afinidad del dipéptido protonado hacia el caleio es notable si se compara con los otros
cationes. Esto resulta raro tanto para donadores d.é oxigenos mono como bidentados 2pn
este estado de protonacion, el ligante i)uede actuar, a lo sumo, como un donador O,0.
Para los otros cationes refleja la tendencia ya descrita por Martin® (ver 1.4 -3), donde un
donador de O,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 oxigeno se
hace manifiesta con la coordinacién de moléculas de agua en la estructura cristalina del
derivado de plomo. Esto confirma la hipétesis hecha a partir del trabajo con los
aminodcidos (3.1) de que la contribucién mds importante a la estabilidad de los
complejos de Pb** y de Ca®* seria aportada por la interaccion con los grupos carboxilo.
Cu’and.o el ligante pierde el proton del grupo amonio y puede comportarse como donador
O,N, la tendencia mostrada en las constantes de formacion es la esperada para este tipo
de ligantes logBz>logBey>logBcs >>logPca. La afinidad maés alta de cd* y Zn*" hacia
nitrégeno que hacia oxigeno se refleja en los compuestos aislables y en las constantes de

formacién, lo cual puede relacionarse con el concepto de Pearson' de los acidos y bases.

120



Capitulo 4 o Interaccidn con Gy Glu

duros y blandos, y confirma otra hipdtesis generada a partir del trabajo con aminoécidos
de que seria més sencillo aislar compuestos de coordinacion en los que el grupo amino se

encuentre desprotonado como derivados de Cd*" y de Zn*™.
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Interaccion con Asp=-Gly-Glu

y Asp=-Gly~Glu-amida

La secuencia Asp-Gly-Glu (o DGE) se puede encontrar tinicamente en 3 siﬁos de enlace
a calcio de las proteinas EF ocupando las posiciones 5, 6 y 7 del dodecapéptido: en el
sitio II de la Calbindina Dgg, v en otias doé proteinas de tipo S100. Sin embargo, la
presencia del aminoacido Aspé:tico como 5° 1esiduo en la secuencia del sitio de enlace a
Ca®', precediendo a glicina es muy constante (en 56% de las variantes).! Como se
comenté en el capitulo anferior, la posicién del residuo glicina (6° residuo de la
secuencia) se conserva en un 89 1% de los sitios. La ocurrencia del glutdmico en la 72
posicidn, siﬁ embargo, no es generalizada, sélo se presenta en un 6% de los casos 2

Debido a que estos 3 aminoacidos son los que con mas frecuencia componen la secuencia
de enlace a Ca’ en posiciones variadas (Asp, 25%., Glyl3.3%, Glu13‘:3%), a que se
encuentrah juntos en el sitio II de la Calbindina, y a que son cabaces de aportar oxigenos
como atomos donadores, tanto de los carbonilos provenientes de la cadena peptidica
como por parte de los catboxilos de cadena lateral, Asp-Gly-Glu resulté ser un
oligopéptido muy interesante como siguiente paso en la modelaciéq También se utilizo

la variante en la que el carboxilo terminal se encuentra amidado ya que inmerso en las
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secuencias, ese carboxilo es en realidad carbonilo de amida, con lo que se esperaba ser

mas fiel a las condiciones originales del sistema a modelarse.

X=0-,NH,

2 H B
I L x 3
O H

O 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 DGEH;"
mientras que la totalmente desprotonada como DGEY. 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). Para ¢l péptido con el
carboxilo terminal amidado, Asp-Gly-Glu-amida, sus especies seran designadas como
I.)GEaI-L:,+ lé totalmente protonada y DGEa’ la completamente desprotonada. Los valores
de pKa obtenidos para este ligante son de 2.98(4), 4.4(3), 8.11(1), 12 21(1).

Es notable que se lograra determinar un valor de pKa tan alto como el ltimo que se
presenta para ambos ligantes. Este valor se é.tribuye a la acidez del grtipo amido de la
glicina (enlace peptidico con el aspartico), por set el grupo amido que presenta un valor -
menor de pKa calculado para la formacion del anién segun el software de ACDlabs (ver
anexo 2).y oMo posteriozmente se analizard, porque la sefial de ese proton desaparece a

un pH no muy elevado (>8) en la titulacién seguida por RMN. Asi, la asignacién

completa se discute en la seccion 5 2.1 -
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fraccidn de especies

fraceidn de aspecias

Figura 5.2. Diagrama de distribucién de especies de los tripéptidos

" Para la formacién de los complejos metdlicos, se hicieron estudios en condiciones de

estequiometria 1:1 EI ajuste satisfactorio de los datos de pH se consiguid con los

modelos que s6lo inclufan a las especies MH,DGE*? y MHDGEa"" (x=0-3), es decir,

los complejos 1:1, atin cuando se incluyo en el modelo la posibilidad de la formacion de

complejos 1:2. En un experimento en el que se tuvo un exceso de Zn de 25% se

obtuvieton constantes para ZnyDGE (B=14 8) y ZnyHDGE (=20 91) que en condiciones

de estequiometiia 1:1 no se presentan.

Tabla 5.1. Constantes de formacién acumulativas para DGE* y DGEa*

Ligante DGE* _ DGEa™

Catién { loe @ 1 (& o e} | o (&) o o ® o
2B1o1 ogB111 logBi21 logB13: IOaPml logBi111 IDng loa(ElSl

€) 7 g) )

ca® |51 1153209 (2261 1271¢1) l61¢) [167(1) |24.17(6) |2825 (4)

pb* o138 11718 (@) (23 513) |27.46 (2) [8381(8)]16.48 (4) [2253 (5)

m*  {859(4) |16.47(3)]22.19 (6) 898 (2) | 17.08 (4) {23.46 (3) [27.50 (3)

cd®  [72(1) [1658(3)]23412) |27.52(2) |631 @] 15874y {2275 (5) |27.04 (4)

@Bipi: DGEY + M* < [MDGE]"™ (con el grupo amido desprotonado); ™By;i: DGE*+ H™ + M¥ o
[M(DGEH]": @B DGE™+ 2H™ + M™ o [M(DGEH,)]; PBisi: DGE™+ 3H' + M™ & [M(DGEH:)]™;
@B : DGEa™ + M** < [MDGEa](con el grupo amido desprotonado); B, DGEa™+ H + M &
[M(DGEaf)]; ®B,;: DGEa*+ 2H" + M* < [M(DGEaH.)]; ®By: DGE2’+ 3H' + M™ o
[M(DGEaH;)]""-
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Tampoco estos ligantes logran afectar apreciablemente el valor de pH de precipitacion
del hidréxido del cation (ver Figuta 5.4 y Figwa 5.5). Los datos potenciométricos se
analizaron unicamente hasta una unidad de pH anterior a la aparicidn evidente de
turbidez en el sistema, sin embargo los diagramas de distribucién de especies contemnplan
las constantés de formacion de los hidréxidos insolubles.

Dado que el pKa més alto se atribuye al grupo amido, el valor del pKa del grupo amino

en el complejo (log Kyos?, ) se calcula, en estos casos, tanto para DGE como para DGEa,

como la diferencia entie log $12) y log Bi11.

MLH,

[M(LHD)] < IMLE)] +H ... logK MLH.H

Asi mismo, es log K/ la constante que puede relacionarse con la afinidad de estos

cationes hacia los donadores de oxigeno, que por lo tanto se calcula como la diferencia

log Bi21-logPo21, representado por la ecuacidn:

M+ LH & [MLH)] oo log Kip 7,

En la Figura 5 3 los valores de la afinidad hacia los donadores de oxigeno de cada ligante
por parte dg los cafiones se denotan como log K(O).

Por su parte, la participacion del nitrégeno de amina en la formacion del complejo (log
K(N)) puede cuantificarse por la diferencia entre los valores de la constante de formacion |
del complejo con el grupo amino desprotonado {log Bi11) ¥ la constante de formacién del
complejo con el grupo amino protonado, es decir K72 .

Los valores de estas constantes se presentan en la
Tabla 5.2 y en la Figura 5 3 se muestra una gréfica con los valores de las contribuciones a

la constanté de formacion discriminadas pot dtomos donadores. La contribucion de los
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P

atomos donadores a la afinidad con los cationes no sigue €l comportamiento de los

ligantes estudiados en los capitulos anteriores.

Tabla 5.2. Constantes calculadas para discriminar la interaccién con los afomos
donadores. _

Ligante DGE* ' DGEa”

Catién | log Kzt | log Kyl | log K(N) | logKipyy | Log K7l | log K(N)
Ca? 7.28 2.54(6) 0.96 747 3.85(7) 0.65
Pb* 6.33 3.45(8) 1.91 605 | 221(6) 2.06
Zn** 5.72 2.13(11) 252 638 3.14(4) 1.73
cd* 6.83 3.35(7) 1.41 6 88 2.43(6) 1.23

4.5

. ca | ¢&d | P | Zn

|
Hiog K(O) DGE 264 | 335 | 345 243
®logK(O)DGEa| 385 | 243 224 | 344 |
HIogK(N)DGE | 096 141 191 | 252 ]
‘MlogK(N)DGEa: 065 ' 123 206 . 173

Figura 5.3. Contribucion de los 4tomos donadores a la estabilidad de los complejos

Al parecer la contribucion del nitrogeno a la afinidad de los cationes por el ligante no esta
influido por la disponibilidad del carboxilo terminal, excepto en el caso del zinc, ya que

para Ca®*, Cd** y Pb*", los valores de log K(N) son similares con ambos tripéptidos, es

decir, independientemente de la presencia de un grupo carboxilo o amida en la posicién o
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del glutdmico. Esto puede ser un reflejo de la participacién de la cadena peptidica en la
coordinacion al catién.

Sin embargo, en la afinidad por los donadores por oxigeno es posibie observar una gran
diferencia provocada por la sustitucién del grupo c-carboxilo del glutamico por un grupo
amido. Tanto en el caso de calcio como en el caso del zinc, 1a estabilidad del complejo se
incrementa con la presencia del grupo amido. Esto denotaria la presehcia de una
interaccidn poco clectrostatica con este grupo, ya que a pesar de no ser ionizable, debe
recordarse que puede considerarse como poxtadoi de una carga de —0 38 mientras que un
carboxilato aporta una carga de —1 0.° Como se discut16 en los antecedentes esto permite
la interaccidn del calcio -mas favorecida- con un entorno de coordinacién de carga con un
valor mds cercano al necesario para la neutralizacién (-3.14) que en el éas_o del tripéptido
con terminal carboxilica (-3 76) -inicamente tomandp en cuenta a los donadores por
oxigeno-, que a su vez minimiza repulsiones entre los grupos cargados negétivamente.

En el caso del Zn®* el comportamiento con DGEa resulta sumamente sorprendente, pues
mientras que la contribucién a la afinidad por parte de la interaccion con nittdgeno llega a
ser fnés baja respecto a la que presenta el Pb>" con el mismo ligante v que la propia éon el
ligante DGE, la contribucién por la interac.cic’)n con oxigenos resulta més elevada Podiia
ser que el efecto del equilibrio de cargas acttie también en este caso, probablemente por
su tamafio reducido.

Se observa en la Figura 5.3 que todos los cationes presentan una mayor afinidad por
oxigeno que por nitrégeno, probablemente debido a la cantidad de grupos donadores por
oxigeno disponibles, es decir de 3 carboxilos v 2 carbonilos en el caso de DGE y 2

carboxilos'y. 3 carbomilos en DGEa,en tanto que sdle hay un grupo amino en los ligantes: 20
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Es notable la versatilidad de coordinacién en estos ligantes, al presentarse un efecto
“complementario” entre el derivado amidadé y el de carboxilo terminal, Zn** y Ca®*
tienen una afinidad notablemente mayor por el iigante DGEa cuando el grupo amino se
encuentra protonado (DGEaHy), mientras que Pb*" y Cd** por el DGEH,”. Este hecho
provoca que se considere la posibilidad de que cada complejo presente una conformacién

y denticidad muy diversa. A continuacion se esquematizan los ligantes con el grupo

amino protonado
a) DGEH,™ b) DGEaHy
- NH
0 NH! 6 O O NHS O O
: 3 H _ . -
i | N\)L L 0| - N\)J\N O
0 | N © H
O 0 0 o)

Observando los diagramas de distribucion de especies que resultan de los valores de
constantes de equilibrio determinadas, ilustradas en 1a Figura 5 4 y la Figura 5.5, se puede
ver que la distribucién de los complejos que involucian a los ligantes con amino
protonado, es decir, cuya interaccion es mediante donadores de oxigeno, tienen la misma
distribucion que el ligante libre (las especies presentan el méximo 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 encuéntra
disponible para la interaccion, el pKa disminuye considerablemente (

Tabla 5 2), 1eflejado en la aparicion de la especie desprotonada a un valor de pH menor

interactuando con el catién que en su estado libre

128



Capitulo 5 Interaccion con tripéptidos

P PB{TH),

10- . L ——————

fracclén de especies
fraccion de especies
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o
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1

Figura 5.4. Diagrama de distribucion de especies de los complejos con DGE

Podria considerarse entonces que la presencia del catién no altera la distribucién de las
especies cuyas interacciones serdn con oxigeno, ddndose inicamente una interaccidn de
tipo electrostatico. Con el atomo de nitrégeno, la interaccion es de tipo orbital, es decit se

forma un enlace de caracter covalente, por lo que se debilita la interaccién covalente del

nitrégeno con el protdn acido
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fraccitn da especles

Ca{DGEa)

Ca(DGEaH)

2
CalDGEA" carnaEan,§

fraccién de especies

PHIOH),

DGEaH’ ] -
1 . i baes™

Po(DGEAH J-
T T T T T _—
2 4 -] -3 19 iz
pH

fraccién de especies

fraccién de especies

CdOH),

DoEa’

Figura 5.5. Diagrama de distribucién de especies de los complejos con DGEa

5.2. Resonancia Magnética Nuclear

5.2 1 Espectros de RMN de 'H de una dimensién, pH variable

Se desarrollaron titulaciones del tripéptido DGE con NaOD para poder asignar

los

valotes de pKa al grupo involucrado, seguidas por RMN de 'H Se muestran las

vaitiaciones en desplazamiento quimico respecto al pH en la Figura 5 6, sefialando los

valores de pKa. La asignacién se basa en la respuesta de las seflales a Ja variacion en el

pH.
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Variacién en el desplazamiento quimico Protones de amida en DGE
oo ‘cro)n el pD en DGE 86 ., .
d P _
457 COO [a:p): ll:.COO k) NIH; (asp) 05 .-'l~4=.__.7_.——5' — ,
Lt S : ) [ ;
401 o : oo :
e —— 84+ o :
- ”__"‘“‘*—\_‘:’3’5? . |
3.5 Vo i ) N ;:g: Eg; 83 P H —&— G-HN (riplete}
— ] 1 1 z — i ' . =
E ' ' : ; —— (CH/G) £ .s e i s -“‘?“— E-HN {(doblete)
LS Cor ] —¥—nCH(E} £ 37 Lo :
= "7‘-—._,-‘_ ' ' et [iOH (E} = h E E ;
LT o 814 PN
254 L T ACHE ] A N
bl [ Pecnm % N .=
20 A e e
e _— ool ™
15 ¥ : I : - T = : T : T : T 1 T L . T 1
2 4 5 8 19 1 2z 3 4 56 7 8 8 10
pD pH

'Figura 5.6. Titulaciones seguidas por RVMN de 'H

Es entoncés posible asignar el primer pKa (2 52) al grupo carboxilico del aspartico,
seguido por el carboxilico o del glutdmico (3.5) .(valor ausente en el DGEa, hecho que
confirma la asignacién), posteriormente el y del glutamico (4 61), el grupo amonio (8.24).
Para observar el efecfo dell pH en el desplazamiento quimico del proton del grupo amida
del péptido, se hizo el experimento en 20% D;O/H,0O (para establecer la resonancia de
deuterio) y se increment6 el pH agregando NaOH acuoso. El grupo amino o amonio
presenta un intercambio mucho mas marcado con el D70, ¢ incluso con el H>O de tal
manera qﬁe es imposible observar la sefial correspondiente Pero si se observa la
- desapariciéon a un pH menor de 9 de la sefial correspondiente al protéon de amida del
enlace peptidico entie el aspéartico y la glicina, que presenta un ﬁatlén de triplete debido a
los dos hidiégenos o de glicina Al acercarse al valor de pKa, el grupo asociado empiéza
a presentar una peque.ﬁa proporcion de especie desprotonada En un valor de pH=9,
aproximadamente una milésima parte de la concentracion del ligante se desprotonard, y
asi, en el equilibrio dindmico, los protones pueden cambiar por deuterios o por

hidrégenos del agua, con lo que la sefial disminuye y desaparece:
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pH=pKa + log [E;;] 9=11.82+(-282); log [5}]:_2 82

L

LA}

Se presenta a continuacién la esquematizacion de los equilibrios acido-base del ligante

DGE.
OH OH
O NH e f/ Ka,=2 52 O  NH; . \)(J)\ ;Eo
' N\/LL‘ _.OH . . N - OH
OH/LK)\"( E’ W o /U\/H( {:i /Y
0 0 ] O
Ka,=35

Ka,=4 61

0O NH' 0O 0.0 O  NH’ o °_o
. :i ) - 1
N , o | | -
O‘_Mg/ \)J\H /\g)r O_%N\)L_ﬁ /\([)]/OH

o _o | o] o
Q@ NH 0 O NH, o v
N\)J\ o~ Ka=1182 - -
© H 0 H Y
@] O O 0

Se pretendié observar, también con los tripéptidos, el efecto del pH en el desplazamiento

Ka,=8 24

quimico en presencia de los cationes, pero debido a la precipitacion de los hidroxidos no
se llega a observar la formacién de especies significativas. Se presentan, sin embargo, los
valores de desplazamiento de ‘l.a_s sefiales y los apoplamientos en los espectros de alta
resolucidon para mezelas 1:1 de ligante:cation a valores de pH significativos de acuerdo
con los diagramas de distribucion de especies de la Figura 54 y la Figura 5.5). Los

valores de &, 12 v I se obtuvieron mediante la simulacién 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).
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Figura 5.7. Simulacién de espectros de los ligantes libres que arrojan los valores de
5, Py .

Tabla 5.3. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en disoluciones
1:1 DGE:M*. -

Los coeficientes 1,2,3 cortesponden a Asp, Gly, Glu respectivamente Se tratan como sistemnas de espin
aislados por el catbono cuaternario del enlace peptidico. J(1) se refiere al acoplamiento con el primer

nticleo mencionado para el sistema de espin, J(2) con el segundo, etc.

DGEpH=8.5 8 (ppm) J(1) J(2) J3) J(4)
1HB2 2558

1HB1 2.417 161

1Ho 3 728 523 8.01

2Hal 3.869

2Ho2 3.927 ~17.04

3Hu 4.052

3HP1 1.816 9,17

3HP2 1.981 433 -14 97

3Hy2 2.128 0 8.17 8.27

3Hyl 2,133 0 8.3 6.69  -15.42

CaDGE pH=9 8 (ppm) J(1) J(2) J(3) J4) -
1HB2 2.549

1HB1 2.443 16 13

1Ho 3 764 547 7.61

2Hal 3831

2Ho2 3.908 -17.09 -

3Ha 4.025

3HB1 1.792 8.81

3HP2 1952 462 14 15

3Hy2 2.108 0 7.24 7.59

3Hyl 42107 0 7.56 7.93 046
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PbDGEpH=4 5 (ppm) J(1) J(2) J@3) J(4)

1Hp2 2.89 _

1HB1 2 88 -16.3

1Hot 3.963 547 7.61

2Hal 38

2Ho2 3.944 -17.09

3Ha 4.142

3HB1 1.871 8 81

3HB2 2.041 462 -14.5

3Hy2 2272 0 77 7.3

3Hyl 2.26 0 7.3 7.2 -15.9
' ZnDGEpH=7.5  § (ppm) J J(2) J3) J(4)

11pB2 2688 _

1Hp1 2588 -1747

1Ho 4039 4.13 5.78

2Hal 3.722

2Ho2 3.945 -16.87

3Ho 3.953

3HB1 : 1.784 811

3Hp2 1.902 4 88 -15.36

3Hy2 2072 0 6.86 8.4

3Hyl - 2.162 0 6.53 6.86 -15.86

CdDGEpH=9 8 (ppm) J(1) J(2) J(3) J4)

1Hp2 2 649

1HB1 2 565 -16 39

1Ha 3.943 4 48 7.84

2Hal 3.767

2Ha? 4.038 -17.24

3Hao 405

3HB1 1.893 6

3HP2 1.995 6 -12.53

3Hy2 2.165 0 8.19 6.94

3Hyl 2297 0 7.63 7.72 - 18.72
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Tabla 5.4. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en disoluciones
1:1 DGE:M*".

Los coeficientes 1,2,3 corresponden a Asp, Gly, Glu respectivamente. Se tratan como sistemas de espin
aislados por el carbono cuaternario del enlace peptidico. J(1} se refiere al acoplamiento con el primer
nitcleo mencionado para el sistema de espin, J(2) con el segundo, etc.

DGEa pH=10 & (ppm) J(1) J(2) J(3) J(4)
1HP2 2459 |

THB1 2352 -1548

1Ha 3.574 626 7.08

ZHal 3.824

2Ha2 3854 -17.17

3Ho 4119

3HpI1 1.813 10.13

3HB2 1.949 468 -1524

3Hy2 2.101 0 7.18 7.75

3Hvy1 2.145 0 6.98 7.03 -15.42
CaDGEa pH=8.2 6 (ppm) J(1) J(2) J(3) J(4)
1Hp2 254

1HpB1 2.443 -15 69

1Ha 3.696 565 735

2Hotl 3.876

2Ha2 3.918 -17.12

3Ha 4176

3HpB1 187 411

3HpB2 2.001 7.91 -14 55

3Hy2 218 0 17 46 6.72

3Hy1 2.192 0 -3.56 6.7 -13.28
PbDGEa pH=4 8 (ppm) J(1) J(2) J(3) J(4)
1HB2 2736

1HB1 2.793 -173

1He 4272 761 5.26

2Ha; 3935

3Ho 4257 _

3HB1 1.89 945

3HB2 2.039 476 -13.45

3Hy2 227 . 0 6062 - 577

3Hyl 2.27 0 7.03 6.98 -15.42
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ZnDGEa pH=7 3 (ppm) J(1) J(2) J(3) J(4)
1HB2 2746

1HB1 2.645 -17.64

1Ha 3.961 458 5.38

2Hal 3 815

2Ha2 4019 -169

3Ha 4.118

3HpB1 1879 946

3HB2 1.957 44 -14.07

3Hy2 2.174 0 6.31 6.25

3Hyl 2.266 0 - 7.09 6.91 -15.59
CdDGEa pH=8 o (ppm) J(1) J(2) J(3) J(4)
1HB2 2.663

1HB1 2596 -16.96

1Ho 3.971 458 7.61

2Hal 3793

2Ha2 4.013 -16.89

3Ha 4137

3HB1 1976 456

3HB2 192 9.85 -15.51

3Hy2 2.21 0 6.41 9

3Hyl 2.32 0 6.59 6.51 -16.39

5.2.2 Espectros de RMN '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 computo para la elucidacién de las conformaciones piresentes en

disolucién (anexo 3). Se hace necesario recurrir a estudios en dos dimensiones, en este

caso ¢l experimento adecuado resulta ser el ROESY mas que el NOESY de acuerdo con -

lo que se plantea en la seccién A3 1 del anexo 3

Para poder Hevar a cabo la estrategia deserita en dicho anexo, pata los espectros ROESY

es necesario contar con los valores de desplazamiento quimico de las sefiales y las

constates dé acoplamiento que ya se-presentaron La constante de acoplamiento es de por =
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si una variable que da informacién de la estructura, pues responde al angulo diedro entre
los nicleos que l_a provocan.

Nuevamente se desarrollaron los experimentos en valotes de pH en los cuales, de acuerdo
con los diagrtamas de distribucion de especies (corregidos al considerar la fuerza ionica
dada por la concentracion de los analitos), se encuentian proporciones significativas de
complejo formado Al analizar rlas sefiales de interaccion en los derivados de los
tripéptidos (DGE y DGEa), éstas corresponden a interacciones intra-residuo, es decir de
los protones pertenecientes a un mismo aminodcido (Figura 5.10). Este hecho provoca
que el calculo origine sistemas arreglados aleatoriamente respecto a su cadena peptidica
(Figuia 5.11), pero mantiene cierta disposicién en los atomos correspondientes a cada
amino4cido. Probablemente la ausencia de otras sefiales sea resultado del nivel de ;uido
debido a2 la piesencia de agua en el espectro, por haberse Iealizadc_i en H,0:D,O
pretendiendo observar las sefiales de amida.

Por otro lado, nuevamente un factor importante en el valor de la intensidad de la sefial de
interaccién resulta ser Ia.escasa fraccion que representan los complejos respecfé al ligante
libre en el intervalo de pH previo a la precipitacion de los hidréxidos (ver Figuta 5 4), y
también, como se ha comentado con anterioridad, a la cinética sumamente répida que
caracteriza a estos ca.tiones.‘4

Para suprimir el efecto del agua se desarrolidé un experimento en un equipo que cuenta
con la tecnologia de gradientes, que permite seguir secuencias de pulsos que suelen ser

mas efectivas en la supresion de agua, pero ain asi no se logran observar las sefiales

inter-residuos.
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Figura 5.10. Espectro ROESY de DGE a pH=8.5. Inter acc:ones intraresiduo y ruido
provocado por la presencia de Agua.

-Figura 5.11. Sobreposicion de estructuras para DGE a pH=8.5 calculadas por-
! dindamica molecular a partir de datos de RMN (ROESY).
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Por otra parte, de los experimentos ROESY realizados en I),O se ha podido plantear las
conformaciones posibles que, sin ser de cardcter cuantitativo, coinciden con las cercanias
| H-H que se observan en el espectro de dos dimensiones (Figura 5 12). Los valores de
distancia entre tomos donadores son estimaciones resultantes de ubicar a los grupos CH
y CH; en las moléculas de tal modo que, respetando los angulos y distancias normales de
enlace, se acerquen los hidrégenos cuyas interacciones se observan en los gspectros.
Coincide que en cada caso la separacidn entre los dtomos donadores mas cercanos

corresponde con la variacién de radio del cation con el que se trabaja (Ca’* y Pb*").

R

RN E Aok
A Ll d

R I S ST
71 gpay R A
) kg

DGE pH=4.3 Ca(DGE) pH=7.1

Figura 5.12. Espectros ROESY en D;O. Estructuras que pueden presentar las
interacciones interresiduos observables en los espectros.

En todas estas estructuras se observa que los grupos hidrofilicos se ubican en el exterior,
en contacto con el disolvente; mientras gue los giupos alquilicos quedan en el interior
interactuando entre si. Como se espera debido al valor de pH de trabajo, las estructuras

que se establecen a través del analisis de estos espectros indican que la coordinacién a los
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metales se realiza Gnicamente a través de los grupos carboxilo, ya que el grupo amino se

encuentra ain protonado.

5.3. Interaccion de Asp-Gly-Glu y Asp-Gly-Glu-amida con los cationes en

estudio. Observaciones relevantes.

La disponibilidad de un gran nimero de 4tomos donadores con diferentes tipos de
interaccidn ﬁosibles hace que la formacién de los complejos de coordinacién de cada uno
de estos cationes con los ligantes DGE y DGEa se diversifique, presentando una variedad
de formas de coordinacién que repercute en la estabilidad de cada uno de los complejos
Por ello ya no es valido buscar establecer una escala de estabilidades basada en la
afinidad de los cationes por oxigeno o por nitrdgeno, como se hizo en los capitulos
anteriores. Se observa que una interaccion de tipo orbital entre los cationes y los &tomos
donadores repercute en la distribucién de especies de ligante, mientras que al ser de tipo
exclusivamente electiostitico, las especies ligadas y las no coordinadas presentan la
misma distribucién.

Al experimentar los diferentes tipos de espectroscopia de resonancia en dos dimensiones

que utilizan al efecto nuclear Overhauser se observa que la interferencia que es capaz de

generar el agua como disolvente, puede impedir la observacion de sefiales debidas a la

interaccion a corta distancia
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-Sitio II de la Calbindina Dy,
DKNGDGEVSFEE |

.F inalmente llegamos a la determinacion de estructura e interacciones del dodecapéptido
cuya secuencia corresponde a la que presenta el sitio II de enlace a calcio en la
Calbindina Dyg

En un principio se considero la posibilidad de utilizar al oligopéptido en forma ciclica,
para que de la manera en que las hélices o ubican a esta secuencia formando un lazo que
se mantiene précticamente igual en estado libre que con la presencia del cation Ca>* o
Cd*,! como se¢ muestra en la Figura 1 de los antecedentes, este oligopéptido se
mantuviera también en una estructura cerrada. Lamentablemente el giro en la protefna no
deja a los extremos del sitio (Aspsy v Glugs) uno junto al_otro‘. Por otra parte, unix.
mediante glicinas prbporcionaria més grupos donadores y no necesariamente reproducirfa
la geometria del fiagmento en la proteina, de acuerdo con estudios de mecanica
molecular que se desarrollaron a nivel MM+,

Asi es que se decidié usar el dodecapéptido abierto con la secuencia correspondiente al
sitto II de la Calbindina, que, como se comentd en los antecedentes, es el mas

representativo de los sitios de enlace a calcio de una gran cantidad de proteinas, por estar
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formado por 12 aminoécidos como una mano EF canénica, mientras que, el sitio I esta
formado por 14 aminoécidos. Es, por otra parte, 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 interaccidon con calcio,
“bloqueando” selectivamente el sitio II con cadmio'®?, ya que la afinidad de ambos
sitios por el calcio es muy similar y por lo tanto el calcio disponible se distribﬁiria
equitativamente entre los sitios, mientras que el cadmio se dirige directamente al sitio II.

Los estudios realizados son tnicamente en disolucién ya que como sucedié con el
tripéptido, se cuenta con cantidades aun més limitadas de ligante, y como se verd 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 multiples
constantes de protonaciéon. Los pKas que se presentan son 3 33(4), 3.52(3), 438(4),
4.49(3), 5.‘3-6(3), 9:75(2), lo que concuerda con la existencia de 5 carboxilos y un grupo
amino de cadena lateral. La especie completamente desprotonada se vera representada
por Dodeca® y._Ia m.a'xima' protonacion del intervalo de trabajo quedara como DodecaHs .
El primer valor mencionado corresponde al grupo amino de la lisina, y los siguientes, a

grupos carboxilicos de aspértico y glutdmico.
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Figura 6.1. Estructura del dodecapéptido DKNGDGEVSFEE o Asp-Lys-Asn-Gly-
Asp-Gly-Glu-Val-Ser-Phe-Glu-Glu.
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Figura 6.2. Diagrama de distribucion de especies del ligante Dodeca

Para la formacién de los complejos metdlicos, nuevamente se hicieron estudios en
condiciones de estequiometifa 1:1, vy al .consid_erarse' en el modelo la posibilidad de
formacion de complejos 1:2, se consiguié un ajuste satisfactorio de lps datos de pH con
los modelos que eliminando las especies 1:2, sélo inclufan a las eépecies MHXL"'3 (x=0-
4), es decir, los complejos 1:1, curiosamente no se consiguid calcular un complejo con el
ligante triptotonado, probablemente relacionado con la baja abundancia que de por si se

da del ligante en este nivel de protonacién, y que en todo momento coexiste con

DodecaHf" y DodecaHa'.

 TESIS CON
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Tabla 6.1. Constantes acumulativas de formacién de complejos

Catién | logBie; @ | 1ogBi1™ { logBi21@ | logBay'@ | log K(0)® |log KAN) P
Ca¥ 1411(7) [13.0(1) 3.26 0.85
Pb*  [10.60(8) {14 80 (8){19.86 (4) 2746 (2) |51 55
Zn*t 1593(5) (1243 (7) 2.68 325
Cd*™  [9.69(7) |1457(9){19.65(5)|27.76 (4) |4.82 4.87

®B,0: Dodeca™ + M™™ < [MDodeca); P8;,,: Dodeca™ H™ + M** & [M(DodecaH))*; ©B 2 Dodeca®+
2H + MY < [M(DodecaHs)]; DByay: Dodeca™ 4H™ + M*" < [M(DodecaH,)]"; “logK(O): DodecaH"+
M* & [M(Dodeca)]™; © logK(N): [M(Dodecat)]* + Dodeca® <> [MDodeca)® + DodecaH"

La presencia de este ligante logra afectar apreciablemente al valor de pH de precipitacion
del hidréxido del metal para plomo y cadmio (ver Figura 6 5). S6lo se analizaron datos
potenciométricos hasta tna unidad de pH anterior a la aparicion evidente de turbidez en
el sistema y considerando la inflexion en la cuiva de titulacion (Figura 6.3), pero se
presentan los diagramas de distribucion de especies calculados hasta valores de pH

supetior, considerando los valores de constantes de los complejos v de los hidroxidos

insolubles que se llegan a formar

12 4

2 ..-—'—/

1 T T T T T i T T

0 2 4 1 8
vol NaOH (ml)
Figura 6.3. Efecto de la precipitacion de los hidréxidos de los metales en la curva de

titulacion.
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Nuevamente, K75 puede ser relacionada con la afinidad de estos cationes hacia los

donadores de OXigeno (denominado log K(O) en la tabla de la Figura 6.4). En este caso,
debido a la gran longitud del ligante y la presencia de tantos grupos hidrofilicos, su forma
libre aporta una alta conhibuéién entropica al sistema lo cual abate la estabilidad de los
complejos. Especialmente, la formacién del complejo de calcio se dificulta, al depender
principalmente de las interacciones electrostdticas para mantenerse unidos los diferentes
atomos donadores, es decir, anclar al ligante. Esto puede provocar que haya menos
. atomos de oxigeno involucrados en la interaccion, v por ello la contribucién neta a la
- estabilidad sea menor en el caso del calcio que de plomo y cadmio (Figura 6 4). Como se
menciond, - la estiuctura del sitio siendo parte de la proteina practicamente no sufre
cambios al pasar del estado libre al enlazado, lo cual evita que ese factor entrépico se
encuentre involuctado en la constante de formacion del complejo. Asi, la constante de
asociacion (logB) pasa de un valor de 8.4 (fuerza idnica I=~0) 0.6.57 (I=0.15M) en el
sitio Il de la Calbindina,3 a 4.11 con el dodecapéptido (I=0.1M).

Respecto a la estabilidad de los (-:ompIe‘j os de los otros cationes, el tamafio del ion puede
ser un pardmetro importante a considerar, pues siendo el Zn®" mucho mas pequeiio
(1.04A respecto a 1.26A Ca®*, 124A Cd** y.143A Pb*, considerando un nimero de
coo..rdinellcic’)n de 8%, probablemente genere impedimento estéiico en el proceso de

formacion del complejo . El tamafio es un factor que se ha detectado como importante en

la afinidad de la proteina.’
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10

0 A & o ; e
~ Ca  Zn | Cd | Pb

FlogKO) 326 268 482 54
8 iog ot 411 593 . 969 | 106
HlogK(N) . 08 325 | 487 5.5

Figura 6.4. Contribucién del Atomo donador a la estabilidad de los complejos.

Finalmente, C(_i2+ y Pb* presentan afinidades casi equivalentes, siendo mdyoz la de
plomo. La contribucidén a la afinidad cuando se encuentra libre el grupo amino (log K(N})
en la tabla de la Figuta 6 4) probablemente sc deba a la disposicion espacial del grupo
mas que a la afinidad de los iones zinc, plomo vy cadmio por este atomo dor.lador‘. La
acidez del grupo amonio de lisina aumenta notablemente con la formacién de los
comple_jos. de Pb2+, Cd™ y Zn** como se puede ver los diagramas de distribucién de
| especies de la Figuta 6.5, ya que la especie desprotonéda aparece a valotes de pH mucho

menores al estar coordinado que en su foima libre.
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Figura 6.5. Diagrama de distribucion de especies de los complejos

6.2. Resonancia Magnética Nuclear

Lamentablemente para este ligante no es posible llevar a cabo la asignacion de los pKas a

través de una titulacidén seguida por RMN como se desairollo en los casos antetiores,

debido a la existencia de varios residuos Glutamato y Aspartato. La asignacién de sus

sefiales respectivas en el espectro es unicamente posible con la combinacién de dos

técnicas bidimensionaies; TOCSY y NOESY. De hecho, a pesar de tiabajar en

espectiémetros de alto campo, como 600MHz, los espectros no resultan tener la

resolucion apropiada como para poder hacer algin estudio significativo en una

dimension, pues las seflales se ubican una sobre la otta, superponiéndose y perdiéndose. -

148




Capitulo 6 _Interaccion con el dodecapéptido

cualguier patron de acoplamiento (Figura 6 6). Se presentan por lo tanto ‘inicamente los

resultados del trabajo con los espectros en dos dimensiones.

NN T e /JU%J’J»VMJL

Figura 6.6. Espectro 1D de RMN a 600MHz de 'H del Dodeca (pH=9)

6.2 1. Espectros de RMN de 'H en dos dimensiones. Estudio conformacional

Los estudios de resonancia en dos dimensiones se desarrollaron en disolucion acuosa con
20% de D,0, a los valores de pH mds convenientes para obtener una diver sidad minima
de estados de protonacién y complejacion del ligante.

En todos los casos se encontiaton sefiales correspondientes a la presencia de dos
conformaciones en' disolucién v la optimizacién de una de cada pat resultd en una
estructura helicoidal que se debe a la presencia del ligante “libre”. Se muestia el valor de
RMSD (desviacion de la raiz ldel promedio de los cuadrados de las coordenadas de
diferentes estructuras), siendo éste menor a 2A, se considera un buen calculo de
estructura, aproximado a la estructura real 5

En el caso del complejo 'CéiiiCa2+, como se comentd en la seccién anterior; la estabilidad
es muy baja, y para forzar a que haya una mayoria de ligante en estado coordinado es
necesario usar una proporcidén de Ca 20:1. Estas condiciones del experimento, a su vez,

“incrementan la fuerza i6énica, factor que hace que las sefiales de interaccion pierdan altura.
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y ganen 4rea, hasta un punto en que se legan a confundir con el ruido, como sucedié con
las sefiales en de los t:ipéptidos, comentado en el capitulo anterior. De esta maneta, no
fue posible obtener una estructura del complejo de coordinacién del dodecapéptido con
calcio. Resulta sin embargo interesante incluir la estructura que presenta el dodecapéptido

como sitio de union en la proteina Calbindina, enlazado a calcio.” (Figuia 6.7)

Figura 6.7. Fragmento de la Calbindina Dsk correspondiente al sitio II unida a
calcio.’

Paia los demds cationes se presentan a continuacion 20 estructuras generadas por
dindmica molecular a partir de las restricciones en distancias interproténicas provenientes
del espectro NOESY, de acuerdo con la estiategia descrita en el anexo 3, con el valor de
RMSD obtenido a partir de la cadena peptidica. A su lado se muestra la estructura que
cumple mejor con las restricciones de NOESY (como esferas, los dtomos de O y N), en
que ha sido ubicado el cation corespondiente de acuerdo con un célculo de dindmica

molecular a nivel PM3 (procedimiento descrito en el anexo 3, A3 7)
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con Pb¥, pH=5.4; 53 violaciones en 50
estructuras, RMSD= 1.324A

con Zn*", pH=7; 31 violaciones en 50
estructuras, RMSD= 0.65A

con Cd*, pH=6.6; 33 violaciones en 20
estructuras, RMSD=1.91A

Figura 6.8, Estructuras del dodecapéptido en los complejos con Pb™", Zn™" y Cd™.

- Traslape de la cadena peptidica de las estructuras generadas y estructura de minima energfa con la posicién
del catién propuesta por dindmica. molecular (basada en MM+ seguida de PM3), en rojo=oxigeno, en

azul=nitrégeno

| El entorno de coordinacion del Zn?* parece tener a los atomos de nitrogeno de la cadena
peptidica - especialmenteorientados. hacia la cavidad -que alojarfa al catién: Se -ha
observado que el Zn* puede ser capaz de desprotonar al grupo amida en valores de pH
que van de 7 a 11, para generar un enlace con nitrégeno 8 En este trabajo no se comprobd

_potenciométricamente, que se petdieran protones de los grupos amido.
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Para Cd*" y Pb¥, sin embargo, los grupos carboxilos de cadenas laterales se orientan
hacia la cavidad pudiendo completar la esfera de coordinacién mucho mas rica en
donadores por oxigeno.

Resulta - interesante observar cudles d4tomos donadores se localizan a corta distancia de
los cationes en los complejos cuya estructura se presentd en la Figura 6 8, asi como de
qué residuo provienen, para compatatlo respecto a la esfera de coordinacion del calcio en
la Calbindina

Tabia 6.2. Atomos 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
coordinacidn del dodecapéptido.

Se puede ver un gran parecido en el entorno de coordinacién 'del_ plomo respecto al calcio

en la proteina, en que coinciden tres atomos 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 proteina, con el que unicamente comparte un punto de coordinacion. El
entorno del zinc es notablemente distinto al presente en la proteina, principalemeﬁte por

la cantidad de puntos de contacto, principalmente nitrégenos.
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6.3. Interaccion del dodecapéptido con los cationes en estudio.

Observaciones Relevantes.

En los antecedentes se hace énfasis en la escasa respuesta estructural de la proteina

Calbindina al enlazarse con los cationes Se podria, en ese caso, pensar en el sitio de

enlace como protagonista de un “efecto macrociclo”.” Es decir, que dado el disefio de la

proteina, la cavidad de coordinacién ya estd dispuesta para albergar al catidn, y el efecto

entrépico debido a la poca movilidad original del ligante, favorece a la manera del efecto

quelato, la formacién del complejo. En el caso del dodecépéptido utilizado en este

trabajo, la movilidad original del ligante libre es muy acentuada, dado que no se

encuentra enmarcado entre las hélices alfa que fofman la mano EF en la proteina. Es por

esto que la estabilidad de los complejos correspondientes al dodecapéptido es mucho

menor a la del sitio II en la proteina con calcio. El ziné resulta, al parecer, demasiado

pequeiio para la cantidad vy distribucion de atomos donadores en el dodecapéptido, por lo

que incluso su afinidad con el nitrégeno de amina, siendo de un valor cercano a las

observadas para con los otros ligantes, no es tan marcada como la de los cationes Ccd*y.
Pb** que parecen tener las caracteristicas necesarias para una interaccién éptima con el

ligante, generando un entorno de coordinacion muy similar al del sitio en la proteina. El

incremento de la acidez del grupo amino en lés complejos posiblemente se deba a efectos

globales en la carga del complejo, dado que en las estructuras obtenidas en disolucion

acuosa mediante RMN el grupo amino no parece coordinarse directamente al cation; a

pesar de encontrarse desprotonado en el complejo, de acuerdo a los diagramas de

distribucion de especies.
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Yy Conclusiones
En los capitulos anteriores se han analizado los resultados correspondientes para cada
ligante o tipo de ligante y su comportamiento respecto a cada uno de los cationes Vale la
-pena, ahora, hacer un andlisis global de los resultados para comparar a los ligantes entre

s1, su capacidad de coordinacién 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 interaccion entre los difexen‘tes. 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 variacion esta dada
por la distancia que queda entre los grupos, que va en aumento, y también ei numero de

. . -, v # *
grupos carbonilo de amida. Asf el orden de comparacion resulta =

_ -
O o
@ I
6 | | _—0
H N 70 = NHT |
Asp (2, 6, 0) Glu (2,7, 0) Gly-Glu (2, 7, 1)

T (# de grupos COQ', #4tomos incluidos de O a O entre diferentes grupos carboxilos, # de
grupos carbonilo de amida CO)
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0 o 14
+ AN
HaN 0 0 nnL/\12%
NH14 NH N
A O
| H,N
Asp-Gly-Glu-NH; (2, 14, 3)
0 26
0
L
0
Q- G o NH MH NH
HaclkNH NH NH NH O}J)L /}/
(o]
OH 2
19
NH2
38
41

Dodeca (5, pierde significado por la cantidad de dtomos donadores disponibles, 14)

En la Figura 7.1 se muestra la “tendencia” en las constantes globales log $ con el cambio
en la estructuza de los ligantes. Posteriorménte se desglosa la constante de estabilidad de-
los complejos presentando, pél un lado, la influencia dada por la interaccidon con los
grupos carboxilos (al encontrarse protonado el grupo amino —unico en cada ligante-) -
Figuia 7 2- y, por el otro, la influencia debida a la disponibilidad del grupo amino palé la
complejacién -Figura 7 3-

Es indiscutible que la estabilidad en los complejos se encuenta influida por varios
factores, uno de los cuales es la afinidad de los cationes por los atomos donadores
disponibles con su estado de hibridacién y su carga, también la distancia entre los dtomos

donadores, ademds del tamafio de los cationes, involucrados en la posibilidad de
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formacién de anillos quelatos o la formacién de estructuras poliméricas usando a los
ligantes como puentes, y otros efectos entrépicos que comprenden al estado de
“desorden” inicial y final. |

Al utilizar los diferentes ligantes en el transcurso de este trabajo se pueden encontrar
variaciones simultdneas en los diferentes factores, lo cual implica que hay que tenerlos en
cuenta al analizar el aumento o disminucidn en la estabilidad comparandolos entre si.

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 mas afin a
nitrégeno que cadmio (Figura 7.3). Respecto al caso de los grupos carboxilos, la afinidad
es muy similar, con la Unica excepcion del GE en que el Cd** muestra una afinidad por
los grupos carboxilos mas parecida a la del Zn*"

El ligante DGEa muestra un comportamiento muy peculiar ya que como se discutid en el
capitulo 5, tanto zinc como calcio presentan una muy alta afinidad por el ligante estando
protonado €l grupo amino (Figura 7.2). Dado que ambos cationes son los que pre'sentan
un menor valot de electionegatividad yp, serdn los que tendran una menor habilidad de
participar en una interaccién orbital con elementos mas cargados negativamente, asi, un
ligante con mayor numero de grupos catbonilo y tan solo 2 carboxilatos podrd, a la vez

que neufraliza la carga positiva del cation, interactuar a través de los grupos carbonilo de

la cadena peptidica.

~ TESIS CON
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log K{ML)/[M][L]

Figura 7.1. Constantes de formaciéon de los complejos en los que puede intervenir
como donadores tanto el grupo amino como los carboxilos. Los ligantes se ubican de

12

° asp giu GE DGEa DGE Dodeca
-#-Ca 2.7 1.93 2.86 4.5 3.5 411
~#- Ph 6.4 5.3 -4.45 4.27 5.36 10.6
~—Zn 5.82 6.33 3.98 4.87 4.65 5.93
--Cd 5.07 5.14 3.43 3.66 4.76 9.69

menor a mayor disponibilidad de grupos carboxilo.

logK [MLHY/[M]I[LH]

Figul‘a 7:2: Participacién de los grupoes carboxilo en la estabilidad-de los complejos.

6 —

5

4

3

2

1 ————— ~

D i

i asp glu | GE DGEa | DGE | Dodeca

#-Ca: 2 132 2.94 385 | 254 | 33
~&-Ph 23 2.6 261 | 221 345 54
~-Zn 155 1.85 162 = 314 2.13 2.68
~-Cd. 226 2.15 1.65 2.43 335 | 482

R
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Influencia del grupo amino libre en la estabilidad
del complejo

6

5 - | }‘
44— £TTTN /

delta log Kf-log Kf{Q)
' N W
/
%
\
S

1 4 \-‘-.——_— e
e e A F
; — ,
-1 - : : ‘ i ; |
| asp | glu  GE DGEa | DGE ' Dodeca

=Cal 07 | 061 . -008 065 | 096 . 0.81
—Pb 41 | 314 184 206 | 191 55
2n| 427 | 448 | 238 173 | 282 | 3.25
e-Cd] 281 | 299 | 178 . 123 141 4.87

Figura 7.3. Influencia de la disponibilidad de NH; en la estabilidad de los complejos.

A excepcién de este ligante, entonces, el zinc presentard la menor afinidad por los
carboxi_los entre estos cuatro cationes Su afinidad por el nitrégeno logratd que en la
mayoria de los complejos sea el que presente una mayvor contribucién de este dtomo
donador a la constante de estabilidad (TFigura 7.2). En el caso del dodecapéptido, como se
comenté en el capitulo correspondiente, no se observa una interaccién mayor a las que
presentan cadmio. y plomo, pero de cualquier manera se encuentta en el intervalo
observado para los otros ligantes, incrementandose respecto a los demds péptidos.

£l comportamiento dei calcio es especial pucs, por ejemplo, el glutdmico parece no tener
una distribucion 6ptima de ias-gmpos carboxilo para la coordinacién de ambos con €]
como se discutio en el ca}ﬁftulo 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 asi como sucedetd con el DGEa respecto al GE. Al
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incrementar la carga negativa ael ligante, la estabilidad disminuye pero si hay un
aumento al multiplicarse. los donadores de oxigenolca.rgados y no cat_gados, es decir, al
trabajar con el ligante dodeca.

En todos los casos es el calcio el que presenta una menor contribucién de la
disponibilidad del nitrégeno para la coordinacion en la estabilidad (Figura 7 3).

En el caso de plomo y cadmio, siendo mas electronegativos, se inciementa la estabilidad
de los complejos al incrementarse la carga negativa del péptido.

No es de sorprenderse, dada la versatilidad de coordinacion de los ligantes, que a pesar de
ser considerados como del tipo 0,0 en alglin momento y del tipo N,O en otro, no siempre
se encuentren las tendencias seflaladas por Martin en relacién con la serie de Irving-
Williams, como se menciond en los antecedentes (1.4 3), ya qué un mismo ligaﬁte puede
presentar diferentes patrones de coordinacion dependiendo del catidn con el cual se
compleje. |

Probablemente debido a la baja contribucién aportada por la formacién de quelatos a la
estabilidad de los complejos en disolucién acuosa, quedan varias moléculés de agua
formando parte de la esfera de coordinacion del catiébn que dan lugar a las especies
ﬁidroxo en los valores de pH esperados para los sistemas M*/H,0 sin ligantes. Es por
ello que el dodecapéptido es el tnico ligante que logra variar sustancialmente el pH de
prgcipitacién de los hidréxidos, ya que logra mantener a las moléculas de agua maés

alejadas del centro de coordinacion (ver diagramas de distribucion de especies en los

capitulos 3,4,5y 6).
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Estructura
7.2. Resonancia Magnética Nuclear en disolucion. .
Por medio de los estudios en disolucién para determinar la estructura, en cada ligante se
ha logrado encontrar evidencias de la formacién de anillos quelato incluso en condiciones
en las que los estudios en estado sélido no lo confirman. Esto, dado que en disclucitn, al
encontrarse los centros de coordinacién alejados unos de otros mediante el disolvente, se
llega a favorecer la formacion de anillos quelatos de tamafios grandes en los que
intervienen las interacciones hidrofobicas de los fragmentos alifaticos al intex ior del ciclo
y las hidrofilicas de los grupos polates para ubicarse expuestas al disolyente 0 para la
‘coordinacién al metal.
En general, el cardcter labil de los cationes utilizados en este tiabajo y el hecho de la
coexistencia de varios estados de protonacion del ligante libre y cbordinado a los valores
de pH de trabajo, impidié la presencia de sefiales intensas relacionadas con la
conformacion en los complejos.
Con el dodecapéptido, es posible observar una mayor afinidad de los cationes Pb*" y Cd**
a los grupos ricos en oxigeno, mientras que la intetaccién predominante en la formacion
del complejo con Zn*" es mediante nitrégenos del enlace peptidico.
Fue imposible analizar la estiuctura correspondiente a la mayoria de los complejos cuyo
grupo amino se encontrara desprotonado en disolucion, debido a la precipitacién de los
hidréxidos de los cationes, asi en valores de pH bajo las conformaciones que se presentan

son principalmente aquellas que involucran coordinacién mediante los carboxilos con

interaccidon principalmente electrostatica

160



Capitulo 7 ' B _ Andlisis General v Conclusiones

7.3. Cristalografia

La cantidad de 4tomos donadores en los ligantes de estudio, incluso en los mas sencillos -
los amino4cidos-, los hace susceptibles a actuar como puentes para formar polimeros en
el estado solido. En el caso del Pb(GlygluI1)C104-%2H,0 se hace notorio que los cationes
también presentan una propensién para formar polimeros, ya que es una molécula de
agua la que actlia como puente.

La separacion entre los atomos donadores en los ligantes qu'ando el grupo amino se
encuentia protonado no estimula la formacién de anillos quelato mas alla de los de cuatio
miembros cuando el carboxilo acttia comeo bidentado, por lo que en las estructuras que se
lograron resolver para este trabajo, de compuestos obtenidos en condiciones en las que el
.ligante ﬁnicamenté cuenta con los grupos carboxilos para la coordinacién, la esfera de
coordinacién de los cationes se compone de los grupos que, puenteando, generan las
estructuras poliméricas.

Las estructuras con plomo hacen patente la anisotropia que se presenta en el entorno de
los 4tomos de plomo debida a la presencia del par electrdnico inerte estereoquimicamente
activo con un entorno de coordinacién basado en interacciones idnicas, que por otro lado
pxovéca la imposibilidad de registrar el espectro de RMN de solidos de *97pb. Por su lado

las estructuras de cadmio son altamente isotropicas.

7.4. Espectroscopia infrarroja. IR lejano.

La presencia de interacciones M-N en algunos de los compuestos aislados permitié que
se pudiera identificar la banda comespondiente a su vibracion en IR lejano (Tabla 7.1).
Para Pb-N se puede encontrar entre 325 v 340 cm™, para Cd-N: de 348 a 3609111'1, y para

: Zn de 363 a 365cm™; La cortespondencia de las bandas al considerar el cambio de catién.
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—con una desviacion de aprox. 7%- denotan que la fuerza de la interaccién M-N en estado
solido, donde la esfera de coordinacion se encuentra completamente satisfecha por grupos
donadores, es bastante similar para los complejos con el mismo ligante, distinto a lo

observado en disolucidén acuosa.

Tabla 7.1. Niimero de onda y constante de fuerza® asociada a la interaccién M-N
cation Asp Glu GE

VY KM-N) [viem™) | k(MN) | viem™) [k(M-N)
Pb (325 [1.00x107[328 |1.00x10]339  I1.07x10’

Cd 348 1.07x107(360 1.13x107
Zn 363 1.07x107 | 365 1.07x107]|
“calculada de la ecuacién o o1 Rew,

N-NH, T E E:

7.5. Resonancia Magnética Nuclear en estado sélido CP/MAS

7.5.1 Espectros de RMN de '''Cd CP/MAS

Fue posible obtener espectros de '''Cd en los cuales se refleja el ambiente de
coordinacién del centro metélico. Un efecto especial fue detectado al coordinarse el ion
nitrato de forma bidentada al cadmio, pueé 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 oxigenos como ruta de acoplamiento, con un valor de 125Hz.

7 5.2 Espectros de RMN de "C CP/MAS
Los desplazamientos quimicos en °C, particularmente de los grupos carboxilos, denotan
. ¢l tipo de-interaccion similar. o disimétrica en que estan involucrados ambos grupos:al

complejarse con el cation

Pero la mayor fuente de informacion estructural proveniente de la obtencién de espectros

de este nicleo es la que corresponde a la medida del <I,> de 'H detectable por la
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transferencia de polarizacién a *C. En general, cuando no se tiene interferencia por que
la composicién sea aleatoria o por la presencia de aguas de hidratacién -que provocan
relajaciones rdpidas, al igual que las interacciones de tipo electrostético, con valores de
<T{> menores a lIs-, se puede observar que aquellos compuestos con el grupo amino
desprotonado y coordinado, presentan una mayor rigidez que puede ser asociada a la
formacién de quelatos, de acuerdo a las observaciones en IR lejano.

Parece set que cuando se presenta algin efecto que fije al ligante, ya sea, por un lado la
formacion de polimeros o por el otro la formacidn de quelatos, el valor de <T,> se ubica

alrededor de 4s. Cuando ambos efectos se presentan se observan valores mayores a 10s.

Tabla 7.2. Valores de <T1> de 'H medidos en CP-MAS “*C para los derivados
aisiados

Catién | N protonado| Asp | Glu |Gly-Glu

Ca v .23 0.6s

Ph v 3.6s 2.66s
x 12,37s121.99s 1.19s

7n v 0.59s

- x 3.92s 4.62s

Cd v 4.07s 0.26s
X 0.58s! 4.38s 15.0s

7.6. Conclusiones.
La ubicacion distanciada de los 4tomos donadores en Jos ligantes hace que la formacion
de quelatos no sea, en general, una fuerza motriz para la formacion de complejos estables

y la afinidad de los cationes por cada uno de los dtomos donadores se ve afectada por la

posicién de estos 0ltimos.
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El comportamiento estructural de los complejos resulta ser muy diferente en disolucion
que en estado sblido, por lo cual conviene concentrase en los resultados en disolucion
para intentar comprender los fendmenos que se presentan a nivel biolégico.
Asi, pot ejemnplo, a pesar de que en el caso de Zn®* se acenttic la afinidad por nitrégeno,
al ser menor su afinidad por los grupos carboxilos, la constante de formacién total
resultante acaba teniendo un valor muy similar para todos los cationes. Con los péptidos
pequefios: GE, DGE, y DGEa las constantes de formacion 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 maximo de 2 unidades logaritmicas.
Dada la movilidad de los ligantes lineales (nc ciclicos), tanto el comportamiento
estructuwral como la afinidad entre los ligantes y [os cationes de trabajo difiere de los que
presentaria la proteina en la que las secuencias cortespondientes se encuentran fijas en
una conformacién debido a la estructura terciaria de la Calbindina (manos EF) Este
fendmeno permite que se diversifiquen los modos de coordinacion de los ligantes y por lo
tanto la estructura de los compuestos de coordinacion que se pueden formar, dependiendo
del catién con el que se trabaja. De esta manera,
¢ fue imposible dilucidar la estructura dél compllejo del dodecapéptido con el Ca®",

debido a la incapacidad del éalcio para participar en inteiacciones intensas de:tipo

orbital que lograran anclar al ligante en una conformacién con interacciones inter-

1esiduos observables,

o por su parte el Zn®", debido a su tamafio mucho menor que los demés cationes y
su afinidad hacia los 4tomos de nitrégeno provoca que el dodecapéptido se

acomode generando un ciclo més cerrado que los manifestados por los otros
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complejos y con mehores variaciones entre las diferentes estructuras calculadas
dada la mayor capacidad de este catién a presentar interaccion de tipo orbital con
los atomos donédores: |
e El tamafio de los cationes Pb* y Cd** parecen ser .los apropiados para hormar al
ligante a una conformacioén ciclica en la que muchos de sus grupos donadores se
involucren en la coordinacién de los centros metalicos, 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 nitrégeno los capaces de
discriminar en la estabilidad de los cationes con el sitio de la proteina, ya que
dificilmente en la proteina la secuencia podrd moverse para exploner a estos &tomos
donadores, sino el tamafio del catién que permita superposicién con los grupos donadores
que se encuentran a cietta distancia y quizas la electronegatividad del centro metélico,
que permita la interaccidn con un sitio muy cargado negativamente.
El hecho de que plomo y.cadmio sean capaces de interactuar con el ligante lineal de tal
forma que los grupos donadores coincidan tanto con los que participan en la unidén a
calcio en la proteina, coincide con que sean los cationes que interactiian con la proteina
de manera natural, tanto para usarla como via para su asimilacion 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 clasificacion en cuanto a su dureza, como acidos intermedios. Ambos

cationes; cuentan, siri embargo con una alta contribucion a la fuerza de las interacciones
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Anexo 1.

Manual Para el Manejo y

Procesamiento de Datos del Tituladi)r

En esta seccidn se explica el uso del titulador Titrino 702 de Metrohm, con el que cuenta
el grupo de trabajo en el que se desarrollo este proyecto.

En la Figura A1.1 se presenta un esquema simplificado del equipo empleado para las
titulactones, en €l se aprecian las siguieﬁtes partes: una computadora (A), un titulador
automdtico (B}, un agitador hagnético (C). un bafio termostato (D). un electrodo (E}, un
tanque de nitrogeno (F) y una celda “forrada™(de doble pared, para recibir el flujo del

bafio termostato)

Detalle:

Figura Al.1. Esquema de los dispositivos para titulacion automatizada.
Es necesario asegurarse de que las conexiones estén en buen estado y bien hechas, para
evitar problemas en los experimentos. [a computadora. el potenciémetio y el agitador

deben estar directamente conectados al titulador. El bafio estd conectado a una celda en
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e of maneio del Dielador v sus dafos

donde se realizan los experimentos, en esta celda se colocan el electrodo, el magneto, el
tubo que suministra el N> y cuando se requiera, el dosificador de la disolucién titulante.

Las disoluciones 1equeridas para el buen uso del titulador (calibracién v normalizacion)

se encuentran descritas en el inciso Al.S.

Al.l. Preparacion de la celda.

Conectar la celda limpia al bafio termostato y encender tanto la bomba de circulacidn
como el sistema de refrigeracion. Verificar la temperatura establecida en el bafio para el
termostato.

Colocar un volumen conocido de Ia disolucién que se medird, taparla y dejatla con
agitacion, bajo el burbujeo de N; porr 10 minutos, tiempo en que la disolucidén tomara la
temperatura del bafio.

Se destapa el electrodo, se enjuaga, v si no se ha usado, reciehtemente, hay gue ponerlo
en un tubo con disolucién de HCI 1M, durante un minuto, y después cambiatlo a otro

tubo que contenga NaOH 1M, por otro minuto y cambiarlo alternativamente de NaOH a

HCL.

'a) b)

Figura A1.2. Esquema de la celda preparada para (a) calibracion y (b) titulacién

180




Anexo | Mangal para el manejo del Titulador v sus daios

Finalmente el electrodo limpio se coloca en la celda, como se muestra en la Figura A1.2
(a), en el caso de que se pretenda calibrar el electrodo y 2(b) en el caso en que se pretenda

hacer una titulacion con NaOH.

AlL.2. Ajuste del electrodo.

Al 2 1. Disefio de un método de calibracion

En la computadora, entrar al programa 702" (2° botén en la bana de office denominado
“titulador™). Se puede basar en algin método de calibracion 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 utilizardn como pardmetios para establecer la relacién entre los
valores de potencial que mida el eléctrodo vy los valores de pH correspondientes:
[MODE)/[Parameters]/[Calibration parameters]/{Buffer]/[Buffer 1 pH]: x (Figura
Al1.3). Se establecen tantos valores de pH como disoluciones 1eguladoras se pretenda
usar, con un méximo de 9 La cantidad de medidas se establecera pues si se pretende
hacer 3 medidas, el cuarto valor quedara establecido como OFF medianté el uso de la
tecla. de funcion [FS).

Es importante que tras establecer cualquier valor o nombre en un cuadro del

programa 702, se pulse intro{J), ya que sino no se aplicardn los cambios.
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Ba23333333233320052035323>  MetroData 782 SK Titrino <<Cqa<d<{C{g{¢LLLaCLL(

= File Edit Configuratisn UserMethed  Sample Data  Help
Selected mode: caL
HET quantity: pH
SET quantity: aH
HEAS quantity: pH

Methed nane HHRANR KA

ZJfcalibration paramaters. —f!
st

i Elactr.input: 1
¥|cal.tesp. 250 7C

18 un
3

————————
guffer 1 pH 4 oA
Buffer 2 pH 7 88
Buffer 3 pH 0.8 [

Buffer 4 pH

[ ENTER 11|

F1-Hlp F5-Clr F6-Re F7-Start F3-Stop Fa-Hid/Cnt F10-Ask PgDn AILG-Grph AIEX~Exi

Figura A1.3. Calibracion del electrodo. Valores de pH de Buffer a usar.

Finalmente se archiva el método generado en [User Meted]/[Store]/[Name]:*. Pata usar
este método y definirlo en el titulador es necesario invocarle mediante [User

Meted]/[Recall)/[Name]: * (Figuia Al 4)

P>233223533303 0333350255 >  MetroData 782 5M Titring  CX<C{CC{LCO0CCCLLeLd¢¢
S  File Edit Configuratien Mode EITTHELN Sample Data  Help

De|Load to PC: oN R
Do |Namo: R

[ ENTER 1

Fi-Hlp FS-Cl» F6-Re F?-Start F3-Stop F9-Hld/Cnt F1O=Rsk PgOn A3tG-Grph thX'Exi_|

Figura A1.4. Pantalla de 702 SM Titrino, controlador del titulador

Al 22 Calibracion del electrodo

Se colocan en la celda 25 ml aproximadamente de la disolucién reguladora pH=4 (ver
seccion Al.5)
En el elemento [User Method] del programa 702 se invoca al método en [Recall

escribiendo pot ejemplo cal01 en el renglén [Name]. (Figura Al 4)
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Si hay algin problema en la conexién de la computadoia con el portencidmetro,
aparecerd un mensaje de error en la computadora y en la pantalla del equipo no habré
cambio. De haber buena conexién, aparecerd el nombre del método (cal0l) y el ultimo

dato determinado, como se muestia en la Figura A1.5.

CAL cal01
pH(as) 6.91 slope 0.993

Figura A1.5. Pantalla del titulador al establecer el método cal0l

Posteriormente ir a [EDIT}/[Info})/[Live plot], aqui se da el nombre del archivo a

generar, es decir:

File name C\702\DATA\cal01.001

y en el renglén inferior se pone el archivo con el mismo nombrie pero la extension

anterior, es decir:

Determ dat C:\702\DATA\cal01 000

Es decir el nombre del archivo, es el nombre del método v la extensién indica el nimero
de veces que se ha hecho el experimento.

El progiama estd diseflado para almacenar resultados de fbrma. secuencial, por lo que
automaticamente al comenzar otra determinacion, generara un archivo con la extension
sucesiva a la declarada inicialménte.

Una vez transcurridos loé 10 minutos, se verifica que la temperatura de la celda esté a
25°C y se oprime [start plot] en la computadota, entonces, aparece un mensaje en el
titulador que pregunta si la temperatura es de 25°C, se optime [F7=start], después el
titulador “pide” la primera disolucién reguladora, que en el caso del método cal0l es
pH=4; se oprime nuevamente [F7=start], comienza Ira calibracién y en la pantalla de la

computadora se despliegan los ejes coordenados y una pequefia recta o un punto.
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Es importante tomar el primer nimero que aparezca en la pantalla del titulador, al iniciar -
la calibracion, este nimero debe anotaise por ejemplo:
pH=4, 173mV

Cuando el titulador termina con el primer pH, despliega un mensaje pidiendo la segunda
disolucién reguladora, pH = 6 87. Entonces se desecha la disolucidn anterior, se lava y
seca la celda y se coloca [a nueva disolucién de pH=6.87, la que se de‘j.a estabilizando con
agitacién y butbujeo de Ny, por diez minutos y se repite el mismo procediﬁﬁento qué con
la disolucién pH=4 En el caso de las disoluciones reguladoras no es necesario que el
volumen sea medido con exactitud

Al concluit la calibracion debe tenerse una tabla como la siguiente:

pH=4 173mV
pH=6.86 |5mV
pH=9.18 |-131mV

y los datos finales pHas=7 y m=0.999, sustituirdn a los datos originales en la pantalla

mostrada en la Figura A1.5.

Estos datos nos sitven para corioborar si la respuesta del electrodo es correcta y si el

equipo la esta procesando adecuadamente Para ello se realiza una grafica como la que se

muestia en la Figura A1.6.
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Anexo |

23/11/1998 11:25

Linear Regression for Datat_B:

250
¥Y=a+8"X
200 4
1 n
150 Parameter Vzlue Error
100 C A 407 71135 024039
50 > B -58 68932 00343
T T - N
=% N
50 R - SD N e
-108 v
-1 Gtzsla? 3 . 372082E-4
-150 x
~200 -
1 T T T T T T T 1
3 4 5 [ 7 8 9 10 11
E{mV)

Figura Al.6. Grafica de calibracion del electrodo. Regresion lineal
Al tener los resultados de la regresién lineal, como los que se encuentran en la grafica,

podemos concluir que el electiodo y el equipo estan en perfectas condiciones.

Al.3. Obtencion de datos

Al 3 1. Disefio de un méiodo de tinlacion.

Se puede basar en algin método de titulacién ya establecido [User Method}/[Recall]: *,

o simplemente al seleccionar ¢l modo MET [MODE]/[Seiected Mode]: MET; [MET

quantity]: pH. Laé. variables gue se deben fijar de acuerdo con las condiciones del
experimento son:

o FEl volumen maximo de adicién de titulante = x en el experimento:

IMODE]/[Parameters)/[Stop conditions]/[Volume Stop]/[Volume]/[Typej:

Abs; [Volume]: x (Figwa Al7) o el pH = y de punto final:

[MODE]/[Paranieters)/[Stop conditions])/[Stop Meas] : y. (Eigira A1:8)

o El valor x se puede decidir por los equivalentes de dcido que se sabe se

neutralizaian durante la titulacidn con un exceso de 1 02 mil.
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2YIFFIIIDINFIRIIIVIFIINNNY HakroBata 702 SH Tikrinmo | <€CCCLO{L4LEQOLELLLLRL
£ File Edit Configuration [EREDR User¥ethod Sample Data  Help

Soleocted mode: HET
MET quantity: pH
SET quantity: pH
MEAS quantity: pH

Hethod name W ROT R

[ EntEr 1) RS

Fi-Kip F5-Clr F8-Rc F7-Star} F8-Stop F3-Kla/Cnt F18-Ask Pghn aitG-Grph R1EX-Exi

Figura Al1.7. Fijando ¢l volumen final de titulacién

o El valor y se puede definir por el pH de inicio de precipitacion de el catién

metalico o el maximo alcanzable por la concentracion del titulante.

5>333353203077322>723323> MetroData 702 SH Titrine €<ACiCcdee et Cceeicec
2 File Edit  Cenfiguration [[RET UserHethod Sample Data  Help

Salacted aode. HET
HET quanmtity: pH
SET quankity: pH

MERS quantity:
Method name

Step EP:
QlFilling rate

[1-Hlp F5-Clr F8-Rc F7-$tart F8-Stop F9-H1d/Cnt F16-Ask Pglin AitG-Grpn ALtX-Exi
Figura A1.8. Fijando el pH final de titulacién

e Ll volumen de los pasos de adicion en la titulacidn= Ax (Figuwa A1.9)
[MODE]/[Parameters)/[Titration Parameters]/[V Step]: Ax El minimo es de

0 001ml En caso de definirse 0, se mide el potencial como funcién del tiempo

3335333392500530050333530>  MakreData 702 3# Titrino  (<€CCLLCLCCLELCCRLLLLELLS
S File Edit  Configuration JLZEZJ UserMethod Sample Data  Help

Salected mode: HET
MET quantity: gH
SET quantity: pH
HEAS quantity: pH

Hethod nama HHNARRAR
Parameters = 7T et o

—— N3
Stop Conditions U step g8.1e8 ml
Statistics Des.rate max Rl/min
Evaluation Signal drift 58 ml/min
Praselectians Equili i

uilibr. time 2 s

TR (Feuse tise 8 o
Electr.input: 1
Temperature 25.8 "¢

Fi-Hlp F5-Clr FE§-Rc F71-Start FB-Stop F9-Hld/Cnt F18-Ask Pgbn #LEG-Grph A1EX-Exi

Figura A1.9. Pardametros de la titulacion
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» El tiempo de espera (s) entre la adicién de titulante v la lectura de potencial, para
garantizar el estado de equilibrio. Puede tomar valores de 0 a 9999s. (Figura
A1.9) [IMODE]/ [Parameters)/[Titration Parameters])/[Equilibr.time]: t.

o Esta variable puede ser calculada automaticamente si se define una razén
de cambio de mV/min [MODE]/[Parameters]/[Titration Parameters]
/[Signal Drift]: AV/At

¢ Es importante que el nimero de datos que se generen durante la titulacién (pej.
x/Ax) no exceda el valotr establecido en “plot points” inDn]![Setup
Graphic)/[plot points]: # (Figuta Al 10) De excederse los primeros puntos de la

titulacién se eliminaran del archivo de salida. Es por ello esencial fijar las

condiciones finales de 1a titulacidn.

PISERIIIIIFIIOIININ»IINNYY  MetraData 782 SH Titrins << <C(0Ld <Ll
Info flasembly SstUp

Plot paints :
Scanning interual 9 96 s |3
Turve ling kY
frinter type: IgM {Z 2ol!
Printer FF: OFF
Balance R5232 sattings

sample Changer synchr.: oK

Figura A1.10. Estableciendo el namero de puntos para la graficacion.
Finalmente se archiva el método generado en [User Meted]/[Store|/[Name]:*. Para usar

este método y definirlo en el titulador es necesaiio invocarle mediante [User

Meted]/[Recall)/[Name]:* (Figura Al 4)

Al 3.2 Normalizacion del NaOH

Una vez calibrado el electrodo, se cambi.a de método a “BIF” como se desciibid para el
método .cal{}l El método BIF eété disefiado para hacer la valoracion de disoluciones
pation de biftalato de potasio a fuerza idnica constante.

Se miden con exactitud 25 ml de Ia disolucidén de biftalato de potasio 0.02M a fuerza

16nica 0.1 (ver final) y se colocan en la celda del titulador, con agitacion y burbujeo de
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Na. Se tapa y se deja por diez minutos para que llegue a 25°C, en tanto se coloca el
electrodo, y el dosificador de NaOH (~0 IN), pt eviamente. lavados, como se muesira en
la Figura A12 b.
Se procede a cambiar ¢l nombre de los archivos que se van a generar, por ejemplo

File name C\:702\DATA\BIF .001
Como se describid para los archivos de calibracién.
Una vez transcurridos los 10 minutos, se pone [start plot], se verifica que todo esté en su
lugar. En la pantalla de la computadora aparece un mensaje “ready”, entonces se oprime
[F7=start] |
Es importante sefialar que cualquier interrupcidn en la titulacidn, como el protector de
pantalla, o el cambio a alguna otra funcién impiden que los datos sean almacenados
La pérdida de energia eléctrica aunque sea por segundos arruinan el experimento.
Cuando se concluye la titulacidn debe esperarse hasta que aparezca el mensaje de
“transter finish”, ya que salir antes de la ventana de graficacién provoca la pérdida

irreparable de los datos.

Al 33 Normalizacién del dcido

Una vez terminados al menos 3 de estos experimentos, se procede a titular el acido

preparado para la normalizacion, es decir 5 mL de HCl o HNO; 0.IN llevados a aforo de

25 mL con KNO; 0 1M,

El volumen de HCI 0 IN se agrega al matraz aforado mediante un método del titulador

denominado desalojo.

IMPORTANTE: En el menu [MODE]/[Parameters}/[Stop conditions]/[Volume

Stop]/[Volume]: establecer Smi.
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Para agr'elgar este volumen de 4cido, se retita del aparato el dispositivo dosificador de
NaOH, remplazandose por el de écic.lo.‘ Se puede, entonces, desde los botones inferiotes a
la pantalla del titulador activar la dosificacién del acido oprimiendo el botén [start].
Automaticamente se interrumpird la adicién cuando se agreguen 5ml. Se preparan 3
matraces vy se llevan a aforo con la disolucion de KNO;.

Para el proceso de titulacién del 4cido se selecciona el método HC.

Al.4. Procesamiento de datos.

Al 4.1 Formateo e importacion de archivos.

Al finalizar la valoracién por triplicado, podemos comenzar con el procesamiento de
datos que se realiza de la siguiente manera:

Primeramente se debe tener los datos en archivos utiles para ser leidos por el HyperQuad
(software con el que se obtienen constantes de equilibtio a partir de los datos de la
titulacion —Anexo 2-), y pot algun graficador, en este caso por O.RJGIN.2

Los archivos que genera el titulador (*.00#) son de texto y pueden editarse en el “bloc de
notas” de Windows, Contienen en principio la informacién del programa que sigue la
titulacidn, y es a partir del renglén que dice “V/ml” y “pH” que comienzan los datos
utiles Al final del archivo se encuentran también unos renglones correspondientes a los
calculos 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 extensién ixt o dat para ORIGIN, y Quitando también el encabezado

Viml”y “pH” con extension *.ipd paia Hyperquad2000NT.
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En el software ORIGIN® se puede, en una hoja de trabajo nueva (Figma Al.11 a),

importar los datos en formato ASCII de la titulacion del archivo txt o dat (Figwa

Al.11b)

b. :
Figura Al.11. Instrucciones para Ia importacién de datos de titulacién a QRIGIN®

Al 4.2 Punto de equivalencia

Se puede entonces generar la curva de titulacidn graficando directamente los datos de la
tabla (Figura Al1.12). Se presiona el icono pata hacer una nueva grafica (1), se
seleccionan los datos con el nombre de la hoja de cédlculo 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

gréfica(2), vy al aceptar (3) sc despliega la grafica.
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_ ] 3 3

Figura ALI2. Gr'acimt;;hen “6RIGIN
Posteriormente se determina 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 A1.13.

Se ‘solicita en el formato de los ejes. que se cologue una linea en y=0 (Figura Al.14),
invocando las propiedades del ¢je x en [Format] = [Axes] = [x Axis] = [Grid Lines]
Ampliando la vista de la grafica mediante la lupa que se encuentra en la barta de
herramientas se puede obtener un valor de punto muy cercano a cero en y al dar un clic
con el botdn izquierdo del mouse en la interseccon de la curva de segunda derivada con la

linea en y=0, en la parte supetior de la ventana aparecen las coordenadas en las que se

191



Anexo | Manual para el manejo del Tiiulador y sus datos

encuentra esta cruz, de esta manera se puede conocer con mucha piecision el valor de

volumen (x)} que corresponde al punto de equivalencia (Figura A1.15).

B Microeal Origin . BAROSAN AV TITUL A1 €AT\I10800

‘Figura AL.14, Linea en y=0
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Figura A1.15. Valor del cruce de Ia .segu”n.da derivada con y=0 |

Este valor de volumen, junto con la concentracion de la disolucién de biftalato de potasio
permite conocer la concentracion del NaOH empleado, mediante el siguiente célculo:

Si la concentr aci(')n..de biftalato es de 0.01990M

(025L1) 9:913397’95 = 0.0004975mol de bifialato

Como reacciona uno a uno con la NaOH:

[NaO# ] = 0.0004975mol _ 1 0071s
000494L

Esto se hace con los tres archivos generados y finalmente se toma el valor promedio de la

concentracion de NaOH.

El siguiente paso es tiabajar con los archivos generados en la titulacién de HC,
anélogamente a lo que se realizé con los datos de Biftalato se generan archivos de texto
que contengan unicamente los valores de la titulacidn. Se genera entonces, en ORIGIN,

una tabla de datos importada en cédigo ASCII, como se describid.
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Con el valor del volumen de NaOH a la equivalencia se puede calcular la concentracion

del HCI, mediante un procedimiento analogo al realizado con el biftalato.

Al.4 3 Método de Gran C. dlculo del porcentaje de carbonato en el NaOH titulante

El método de Gran™® ha probado ser excelente para la determinacién de los puntos de
equivalencia. En una titulacién ideal los puntos anteriotes al punto de equivalencia, al
aplicérseles la funcién ¢ = (V+v) x 10" deben dar ﬁna recta, asi como los posteriores al
punto de equivalencia al aplicarse la funcién o = (V+v) x 107 7 Las rectas se intersectardn
en @ = 0 en el volumen de equilibiio Sin embargo, si hay carbonato contaminando al
hidréxido, los puntos posteriores al purﬁo de equivalencia preéentarén una curvatura para
finalmente seguir un comportamiento lineal.

Para hacer la determinacién del % de CO;” se afiaden dos columnas en las hojas de
calculo con los datos de la titulacién al 4cido. En la primera columna se declaran los

valores como se muestra en la Figura A1.16 (definir valores de la columna=[Ctrl+Qj):

con la funcién (25+col(V.ml))*10™(-col(pH)}

BT
oVl
g

ot

4.2

9.3

0.4

25

LR

67

En la segunda columna de igual manera se definen los datos declarando los valores de la
- columnaeomo 25+col(V.m)*10™(col(pH)).
Para poder poner en diferente escala las dos series de datos, es necesario agregar un gje a

ta gréfica en el lado derecho, conservando las mismas abscisas, como se muestra en la
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Figura A1.17) De cada columna se eliminan los datos que constituyen una asintota a 0 al

construir la grafica.

- 3E0E4013

S 3O0EHN3

/ 425064013

/ 4 20084013

4 1 S0E4013
4 1L.00E-012

4 5 OE+2

Y T 0 COEHXD

Figura Al.17. Agregando un eje de ordenadas dependiente del mismo eje de
abscisas

Aparecen dos cuadros al lado izquierdo de la grafica con los ntumeros 1 y 2. Se hace clic
en el nimero 1 pata agregar los datos de la primera columna con los valores calculados
por el método de Gran, y se hace clic en el botdn 2 para agiegar los falores 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 muestta en el siguiente ejemplo:

A= 0.51796 Ar=-3.04204x10"
B, =-0.10351 B,= 6.00511x10%
R=-0.99987 - Ro= 0.99977 |

Si y=A+Bx, entonces cuando y=0, x;=5.0039 y x,=5 06575, estos valores se¢ alimentan a

la siguiente ecuacion:

27N 4100 = %COT
2x, w
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3.06575-5.0039 [y 00 _ 0 61
2%5.06575

Para poder usar la disolucién de NaOH se recomienda tener un valor de %CQO3” menor al

2%. De no ser asi, en el momento de determinar los equilibtios se debe declarar el CO5>

como una especie presente ya que interfiere en los experimentos. En este trabajo sélo se

usd NaOH con contenido de Cng' aceptable.

Se registran valores promedio tanto de % de COs” como de la concentracién del 4cido

ALS. Disoluciones de trabajo

- Para el trabajo con el titulador se requiere de las siguientes disoluciones, ya que se

trabajard a 25°C:

1

Disoluciones reguladoras (o buffer):’

a) pH=4:

Se pesa 2.5528g de Biftalato de potasio y se disuelve en aproximadamente 50ml de
H,O desioniia'da Una vez disuelto el biftalato, se coloca en un matiaz volumsétrico
de 250ml en donde se llevd al volumen total con agua desionizada

b)  pll=6.86

- Se pesan 0.8505g de KH;PO4 y 1.6754¢g de NagHP_O4, posteriormente se disuelven

en agua desionizada y se afora a 25 Oml
c) pH=9.18
Se pesan 0.7035g de borato de sodio, ‘el cual se disuclve en agua desionizada

aforando a 250ml.

2. Disolucién de KNO; 0.IM —fuerza idnica—
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(8]

Para mantener la fuerza idnica constante, en 0.1, se pesan 10.111g de KNOs los que
se disuelven v se llevan a un aforo de 1L.

Disolucién patrén de Biftalato de potasio (patrén primario).

Se debe pesar alrededor de 1.0212g de biftalato de potasio seco , registrando el peso
exacto. Se llevan a aforo de 250m! con disolucién de KNO; 0 1M Anotar el titulo de
la concentracién 1eal del biftalato

Disolucion normal de NaOH y acido (HCI, HNO;) 0.1N. Se adquicren de Meick o
Sigma-Aldrich

Las disoluciones para determinacién de constantes de equilibrio (anexo 2) deben
estar en un valor de pH extremo, 2 o 12, que se logran mediante la adicion cie_un
volumen conocido de acido o NaOH normalizados respectivamente. Se llevan a

aforo con disolucién de KINO; 0 IM. La concentracién minima deberd ser 1mM.

Al.6. Referencias

I

Metrohm Ltd - Herisau, Switzerland; 702 SM Titrino Menu Piogram, Ver. 2 0, (1993).

2. Microcal Software, Inc.; Microcal (1M) Origin Working Model, Ver. 6.0 (1999)

(%)

Rossotti, F.J.C & Rossotti H; J Chem Ed., 42, 7(1965), 375-378.
G. Gran; Acta Chem Scan , 4(1950) 559, :
A K Fur, ed; CRC Handbook of Chemistry and Physies, 78 edicién; CRC Press

(1997)

197



Anexo 2.

Determinacién de Constantes de
Equilibrio

A2.1. Condiciones iniciales

A2.1 1 Determinacion de pKa

Una vez conocidos los valores de calibracion del electrodo v de normalizacién de la
NaOH vy HCI, segun los procedimientos descritos en el anexo 1, se puedeh determinar los
valores de los pKas de un compuesto, ﬁr‘epai’ando la disolucién como se comenta en la
seccion expetimental, Ilevando el analito a su estado de mayor protonacién o completa
ionizacién mediante la ‘adicion de una cantidad conocida con precisién de HCI 0 HNO;
normalizade o NaOH normalizada respectivamente Las titulaciones se hacen con
frecuencia partiendo de pH bajo, por lo que generalmente es dcido lo que se agrega al
sistema inicial, en tal cantidad que se logte tener los equivalentes necesarios para llevar el
analito a su forma mas protonada y que haya aproximadamente un equivalente de H'
adicional.

Para todo esto se¢ hace necesario conocer los equilibrios écido.-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 heterodtomos o enlaces
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ionizables, denominado ACD/pKa DB*.! Se puede dibujar la molécula de interés y

después de optimizar su estructura tridimensional activar la funcidén de calculo de pKa.

WAL O/ BB :mﬂhmw [muwiﬂ'*.’l
e £ Zmrs Joca fepsie a e

m--——
BN SN e s

o] T T Optimizacién de estruchira 3D Tg;,k+g,,g,ﬁ[§

OH

MMW Mocificd Poge 11 ffwltl CaMrNI, MaW, 171tm MICC L Vit
Cnemsk [ Calcpks | Raguits |[ Histosy )| DaraBaze || 58 Seaen

Figura A2.1. fconos para el cilculo de estructura tridimensional y constantes de
acidez de una estructura en el software de ACDlabs.

Al terminar el célculo, se despliegan los resultados como sigue {en caso de estar
reportado en la literatura se muestran las referencias), se pueden observar las

asignaciones de los valores de pKa.

B ACD Sk a DR Risills Window
Resdts Dphom ACCAabr Heip

5] [@ [eleil [Tal:] -]

Teniz Farm: HIL Fpproximated spparent pKa's:
I g 1 pRa(HL/H+L)=11,39 2 0.38
0. 2. pRa(HZl /H+HL)=3.90 & 0.10
T g %, plaiH3L/H+H2L) 2. 28 £ 0.23
H
o
m’!ﬂ '
Raferences: ﬁ pKa__ = pKa, - AfpHa) j
1. pXa(HL/H#L)=9,20 % 0,05 at t=25.00 at I5=0.10
Referencs: Jabies of rate and equilibriue constants Caleulation of pi(ao
of netarelytic organic resctions, E2 V. A Pzlz,
MOSCOW 21975
2. pRa(HL/EFL)=9.71 £ 0.02 at £=25.00 at I§=0.1% HJN"_ ‘o
Reference: Iables of rata and equilibrium constants
oF hebterolytic argenic resctions. Bd V A, Pala,
MOSCOW 1975 <
The structura was found in the Internal Structure
3. pKe(HL/H+L)=9.65 + 0.03 at 225,00 ac I5-1.00 B Structure w HeR
Reterence: Iadles of rate and sguilibriua conskants Data Base
of heterolytic orgenic reactions, €d V A Palz, —1 —
MOSCOW 1975 pka=1024 Stlr=0 1000
The finaf value of pKa,
4. pKafE2L/H+HL)=4 01 at £=1.00 ar I3=0.00 . -
Reference: Saith K. E. B . Smith P K . Biol pra, = 10 240

Chem .. 1942, 144, 1§7

5. pKalHZ[/HHHL)=3 54 at t=12.50 ac I5-0.00 Caleulation of AfpKa):

Refevence: Saith E. R. 3. . Seith P. ¥ * Brol.
Chex ", 1942 26, 187
i’ e o2l Ak =119 . from . .

ChemSk IrReguﬁs" “_Elsmry jLQ;At;Basa; ]
Figura A2.2. Despliegue de resultados de calculo de pKa en ACDlabs pKa/DB

* Cortesfa D1 Jesus Gracia.
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Por el pH de disolucién de la sustancia o al saber su composicién en estado sdhido, se
puede aproximar el estado de protonacién en disolucion y los equivalentes de protones
que le restan paia llegar a la especie més 4cida posible en el intervalo de trabajo (=2-10)
Es I'e;:omendable conocer con precision la concentracion o composicién 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 calculo
de las constantes, pero en caso de no conocer la cantidad de protones que contenia la
miestra originalmente, el método de célculo permitird optimizar la concentracion de
alguno(s) de los reactivos a la vez que se aproximan los valores de las constantes
acumulativas de formacidén que darian origen a una curva de titulacién similar a la
experimental.

En caso de haber dos puntos de equivalencia debidos al ligante con una diferencia de pH
de un minimo de 2 unidades puede ser posible determinar el volumen de titulante paia
cada uno mediante el calculo de la segunda derivada de la curva de titulacién (ver Figura
A2.3) Como se explico en el Anexo 1, los puntos en los que la segunda derivada cruza el
cero éonesponden a los puntos de equivalencia, y la cantidad de milimoles originales del
ligante se puede calcular mediante la diferencia de los onﬁmenes de equivalencia y la

concentracion del titulante.
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| ——pH
124 o pH 1%
- __-pHN
104
B -
:g- -
6
4. - -4G
4 s -
u-—‘, &
2+ 1 a0
™ T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

vol NaQH 0 1N (ml}
Figura A2.3. Determinacién de dos puntos de equivalencia del ligante.

A2 12 Determinacion de constantes de formacion de compuestos de coordinacion.

Para preparar la muestra para la determinacién de constantes de formacién de compuestos
de coordinacion, ademas de poner una cantidad conocida de ligénté yla adiciéﬁ de 4cido
para imponer un pH limite bajo (alrededor de 2) se agregaréd catién en condiciones de
equivalencia con el ligante (1.:1) Se utilizan estadndares de catién usualmente destinados
para andlisis por absorcién atémica.

Es importante, en ¢l caso de algunos cationes, usar HNO; en lugar de HCI pues Ibs

cloruros pueden interferit formando compuestos de coordinacion a veces mdés estables

que los del ligante en estudio.

A2.2. Generacion de los archivos

Come se menciond en anexo I, Manual del Titulador, los datos de la titulacidn se
guardan en un archivo-de texto que se puede importar a Origin como archivo *.dat o
* txt, pero también las columnas de datos (ml agregados y pH medido) pueden guardarse

en un archivo de texto con extensidn * ipd,

0.000 Z 065
0.100 2.086
0.200 2.110
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que posteriormente serd importado a un archivo nuevo en HyperquadZOOO",z de acuerdo

a como se muestra en la Figura A24 A continuacién se establecerd el nimero de

reactivos involucrados en el experimento como se muestra en la Figura A2.5.

T 14 Hyperlsad Suite 70 U5 5
e Proect Jmpot Modef Eo(:rmny At:mba-ce Flm w:mz- Heip

= M7 @

Hyperqicd 200 sEalup options s £

it dardesaic wiesd- 100 €
ciiufacienesidodsca\catcad-123.con
ciutulacicnes\dodecalcaicadl.con
ciftulzmanasidodecaicdiedd-3 con
c\litulacionasidoderaedicdd-23.con
citituiaciones\dge\enizndge134.con
cititdlacanesidgstzmzndga0d.caon
clitulacionesidgezrizndge! con
ciznkzndgall con

Oper recanth used i

ehmis documertesittulacionesidgel daell.con
View Hypeicad sutput | Flun HySS fzmations] | Mbseibance sirors

Figura A2.4. Pantalla de inicio de Hyperquad2000NT. Se marca la importacién de

datos.

File Project Import Model Patenbomety Aun  Window Haip

B tiyeraiiad2000 : praject e & Nitilackdédecarcalcad 129 cd

@-mm ! 222 @

i llupnﬂ Instiument datd-ant save’ ax v erquad, dat

Reageriz )
78

@) Potentiometne: Data [IPD]
O pbsobarce Data  [lAD}

Data typs

@ Individual dza parts
© Equickatant data grints

@ 1 secwods
12 dectroder

i
O SUFEAQHAD Data [SUP) [Precss fle
O Paeat IPTR] =
O Schott TREDD

O pH/spacha tirabon cuve

Fie chasen and ciaview
< \bulac\dodecaimi0200] ipd

1qa 8730 .
1.020 B.171 :I
1.039 5045

1.040 5937

1050 5847

1680 5.764

1.070 5.688

1e e |

Heo | Eptiosae) | Saveardew |

Figura A2.5. Ventana-de importacién de archives, Se marca el campo de seleccion

de niimero de reactivos

Aqui cabe aclarar que los hidréxidos se considerardn como una especie derivada del

protén, relacionada por el Kw. [OH J=Kw{H""

¢ Cortesia Dr. Rafael Moreno
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AREXO 2  Detenninucidn e Constantes de BEquilibrio

constantes de acidez, se trabajard normalmente con 2 reactivos (ligante y protén) y en el -

caso de las constantes de formacién con 3 (catién, ligante y proton).

El programa solicitara que se asigne una ubicacién y un nombre raiz de archivos (*) para
generat *.ppd (con los datos de la curva de titidacion), * par (archivo del modelo que se
utilizara para ajustar una curva de titulacion a los datos importades) y *.con (que

contendra la ruta de los archivos * par y *.ppd utilizados para el proyecto.

A2.3. Definicion de parimetros

Una vez importado el archivo, se denominan los 1eactivos en la pantalla del modelo, que
se invoca a través de el icono de flechas de equilibrio sobre violeta, o con el elemento de
menu [Model] En esta ventana (Figura A2 6) se declaran las especies q’dé se formardn a
partir de los “reactivos™, esctibiendo el coeficiente estequiométrico correspondiente para
la formacién de la especie. En la columna de la extiema izquierda se despliega
_autométicamente la composicién resultante de los coeficientes estequiométricos
declarados. En la columna Log Beta se escribe el valor conocide o aproximado de la
constante acumulativa de formacién Los valores de pKa encontrados mediante el
programa de ACDlabs pueden utilizarse como propuesta en esta seccidén. En la columna
de la extrema derecha se declara con la barra espaciadora o con doble clic,
alternativamente ‘si se utilizara el dato de log de beta comd una constante, como una
variable a refinar o se ignorara en el modelo. Se usan los botones Add  y Remove 3
para agregar o disminuir renglones vy Add Reagent o Remove Reagent para adminiétrar

las columnas
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ﬂHyﬁerquale]ﬂﬂ - project file o-\litulac\dodecatca\ead-123.con .
File Project Jmpot Madel Poterntiometyy Aun Window Help

& sl w8 a

_3Set up madel(s], ...
cadodecac

Temperatuie/C I25,0

Maximum numbe of terations l3ga

Extessive beta fmit IU.E

Weighling schems T
& julomatic
" diagonal
& relative

Betas Model seleclor

8938 | Remove 8| 1addFeegent | 2Removercagent|

Formua | LegBeta | H Dode Ca | | Denominacidn de los reactivos
H Dade 875 T 1 0 colint f[
K Dode 1511 2 G constant
H Dede 136 3 1 0 constant
H.Dode 2398 4 1 0 constant
H Doda 27.5081 5 1 0 constant
H Dode a8 & 1 0 constant
Dode Ca 40 a 1 1 refine
H Dode Ca 30 1 1 1 refine
H Dode Ca 140 2 1 1 raline
Wpedeca| 180 3 1 1 efve
H.Dade-Ca 220 4 1 1 1afing
H Doda Ca 260 5 1 1 tefine
H Dode Ca 250 & 1 1 rafine
H Dade Ca 140 i ki 2 ignore
H Dode £a 18.0 2 1 2 ignore .
H -Ducfa Ca EE? 3 1 E pnme . |

Figura A2.6. Vénta;la de edi:ci(';n del modelo.

Se selecciona el esquema de peso de los datos y sus errores de acuerdo con el método
utilizado para medir los datos (ver A2.6). Fl automdtico calcula el error tomando los
valores que se establecieron originalmente como errores  volumétricos y
potenciométricos, El segundo, diagonal, calcula los errores como independientes en cada
punto, y pata determinaciones espectrofotométricas se usan pesos diagonales vy relativos
de tal manera que se considera un error mayor cuando es menor la absorbancia de la

especie y menor cuando ésta €s mayor.

Se int_réducen los datos de concentraciéon en el menu de datos potenciométricos (Iigura
A2 7} que se invoca ya sea a través de: [Potentiometry] = [Edit data] o seleccionando
con el mouse el icono que ilustia una curva de titulacidén. Se Asigna una etiqueta a la
curva cuyos datos se definizdn, el volumen inicial de la muestra y el error en el valor de

mililitros de titulacion
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B Hyperquad20D0 - project file ¢ Wilidac\dodecatea\cad- 423 con - in . Lgii v 0l B
Fie Prajec! lmpod Hudel Poleniomely Hun Window Hep

~Determinacion de Constantes de Equilibrio

el B e 2wt @)

.t Patentiometnic tiiation data Cuve tob 3 om0 e RN TR
C sbel | e ¥ Thraten vpe
Lue Label [CafD)] phiel Tidtontyee | preyious Cuve | A2TE I
Irdial vome/ml {250 @ Vorsnatne 2 Aemaye Cuve f
Tive Ewer [0 003 AOC e -M JImport Curve

Titation conditions 1 Electiode Settings T Titration Jata

Figura A2.7. Menu de edicién de datos potenciométricos.

En los campos de color amarillo de Titration Conditions (Figura A2 8) se escriben los
milimoles correspondientes de cada 1eactivo v a su derecha si se utilizard como constante
o como variable a refinar. En el campo de la concentracion de la bureta, se declara la

concentracién normalizada de la sosa con signo negativo o la del acido con signo

positivo, en el rengldn del reactivo H

| ¥ Potentiometiic fitiation data. Curve’ T ol

Curve Label |CaD}pH=2 Titratian ype Previaus Curve I 1 Add Curve I
Iritial volume/m} [25.0 ® Yolumetic 2 Hemave Curve 1
Tibre Enior W © Cauleretic ——--—-—Jﬂaxt Curve I lmpoait Curve l

Titration conditions r Electiode Setlings T

Tikation Data

3Add Reagent l 4 Remave Reagent !

Reagent f Total millimoles Burette concenteation
H 0.525 tefine 01018 constant
Dede 0.02285 constant 80 canstant
Ca 0.025 constant Julls] sanstant

Figura A2.8. Edicién de datos potenciométricos. Condiciones de Titulacion.
En ¢l campo de la configuracion del electrodo (Figura A2.9) se debe asegurar que el tipo

sea de pH, v el reactivo al que es sensible: H. Estos campos cambian con un doble clic de

mouse en el campo, o con la barra espaciadora. Ademds

pendiente (Slope factor) que se obticne de la calibracién del electrodo, de acuerdo como

se menciona en el manual de uso del titulador. El error en el potencial es una

especificacion del electrodo

se debe incluir el factor de
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‘2 Pafentiometric tifration data. Curve T of 3 -

Initial voume/ml  [25.0 2 Remove Curve l
| 3
Tige Erter I——Mm; O Loulomatic Next Curve | 3 bt Curve i

Titradion conditions T Electiode Setlings I Titsation Bata

Curve Label l 2{D} pH=2 Thiation type Bravious urve ! 1Add Cuwve |
@ Yolumetric

B Add Elechiode [ § Asmave Electrode I

Electrons Standard Polential Slope
type Trensfened Value Error lactor Reagent
pH 1 0.0 0.003___copstant_ 0,334 H |

Figura A2.9. Edicién de Datos Potenciométricos. Configuracién del electredo

Finalmente, en el campo de datos de la titulacion (Figura A2 10}, se despliegan los
puntos que s¢ importaron. A la derecha existe una columna en la que se puede determinar
la exclusion de puntos de la curva, comunmente para disminuir en numero de datos que

se tomen en cuenta de una zona buffer al inicio ¢ final de la titulacién

-7t Palentiometic titralion data. Cuive F of -3
Cuve Labal = Tirati
uve L CafD) pH=2 Titration type Brevious Cusve l 1Add Curve
Intial volume/m! [25.0 @ Yolumetric 2 Remove Curve !
: C i f
Tire Eregt (0,003 © Loulometic Hext Curve Jimpont Curve f
Titration conditions T Electsode Settings ‘{ Titration Data
point | volure | g | inchde ::J Add Paint |
1 6o 1804 Eiclude
2 002 1805 Bemave Point I
d 0.04 1208  Exclude
4 aos 141
-8 0os 1813 Esclude
3 a1 1818
7 g1 1.818  Exclude
8 014 182
31 0s THZ3  Exclude
0 | Tais 1826
n 02 1822  Exclude
1o 1em =

Figura A2.10. Edicién de Datos Potenciométricos, Datos de la titulacién.

Mediante el botén Import Curve se puede importar datos que ya tengan el formato con
la extension *.ppd, es decir que fueron importados y guardados en un archivo nuevo de
hypeiquad Es recomendable hacer el célculo de las constantes utilizando
simultdneamente los datos de mas de una titulacién (los experimentos se hicieron por
triplicado), de manera que se disminuya la repercusion de los etrores personales Para

cada curva se establecerdn los detalles de concentraciones, volumen, temperatura de

trabajo vy errores.
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A2.4. Ajuste manual

Ya establecidos todos los parametros de los experimentos, se puede hacer una inspeccion
inicial de las constantes de formacién propuestas, mediante la ventana de ajuste manual

que se invoca con el icono de matraz bola (Figuta A2.11).

B Hypeiguad?000 *pofect He &\itulachdodecalcaléad-122 don i -
Ele Pioject Impon Mcdel Pcolentiomety Hun Widew Halp

lile I Data o cpboad log bata ) = '
Beglot]  prot o ctpbaad | [Br». ]

Speciation and pH ¢2ta from ¢ tindac\dadecsicalesd-1 23 ppd i cavers 3 CaDeHel 6
e s T peint 1152 Tare 10

4 % conc ﬂ
H10 X fieaH

' irec Dode |20 568

X free Ca
H Dade 0.3171
H.Dad= 0.600

i

]
-3
7
H,Oads 0,000
L6 W, Dode (s}
5
4
3

|

Hioude 000

% formetion refativis to Dode
8

H;DGdl U.MU
Dods Ca 731

A Poan Ca [DOCC

H,0ode €4 10.000

Ma0age €1 |0000
H,Dads Ca |000D
residuais in M o selecled dats peints HeDode Ca [0 0CE
2 . HyDode T4 [0.0C0

o ——— Y N ﬁ,— A bode i
. i _ . HpDsdv Cay

o 200 400 BCO =) 1000 HyDode €31, ]

O umeeay
" H.Dade Ca =
==

Figura A2.11. Ventana de ajuste manual

Esta seccidn es especialmente interesante y didéctica, pues se pueden observar los efectos
de cambiar los valores de constantes de estabﬂidad en la forma de la curva. El cambio se
puede hacer en la ventana de edicin del modelo o directamente en la ventana de ajuste
manual, ya que se despliega el valor de log de beta considerado en el modelo para aquella
especie que cuya curva de abundancia se encuentra cerca de la posicidn en que se hace
clic con el mouse Al hacerse una modificacion en el valor en esta ventana, se a_simila
esto en el modelo al activar.el botén Replot Se repre.sentan con rombos los puntos

experimentales y con una linea roja la curva tedrica, calculada con los pardmetros y

constantes de formacion propuestas.
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A2.5. Ajuste por minimos cuadrados

Ya con valores iniciales satisfactorios, mediante el icono de equilibrio con fondo verde se
activa el proceso de optimizacion de las variables por un método de minimos cuadrados.
Se genera un archivo de salida que es posible ver de manera inmediata en el visor que
viene con el programa, WINOUTNT (Figura A2 12): La piesentacion de los resultados
usualmente incluye en una ventana los resultados en texto, donde se incluye .en la seccién
general, la informacidn relacionada con los datos usados para el calculo, es decir,
archivos de dafos usados: el modelo y los datos de la titulacién Cuando durante el
célculo es necesario cambiar el modelo para ilegar a'.optimizar.vaxiables (es decir,
eliminar algunas constantes de formacién) es posible explorar los diferentes modelos a
través del elemento de menu Model que solo aparece en aquellos céalculos que usaron
mas de un modelo. Cada modelo contiene una seccion completa con los detalles de
iteracion para Iograf el refinamiento, Resultados: Los valores calculados y sus errores
para las constantes de estabilidad y concentraciones (usualmente, lo piimero en
desplegarse). Los coeficientes de correlacion entie los parametros 1efinados. Una tabla de
todas las concem‘méiones calculadas: total, libre y formando a las especies. Puede ser
copiado a una tha de célculo y usarse para graficar las curvas de distribucién de
especies. Valores observados y calculados de pH y de potencial en la titulacion,

conforme a la adicién de titulante.

- Se puede también observar el despliegue de una grafica de residuos en las medidas de
potencial en términos de unidades de desviacién estandar para cada punto. También una
ventana en la que €s posible ver las curvas de especiacion de acuerdo con las constantes

calculadas, y en la que se puede explorar la distribucion de clerta especie al seleccionatla

en el campo correspondiente
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% Viewiing the ourput file c-\titulac\dgea\dgead.resfT model onlp) 5. (/700 s o 70 0 0T e T T e L U A e
Fia Copy Vew MWindow Helb[F1)
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"
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std deun beta deviation
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3 T T T
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Bets B refined 1.6278E 12 0.4300 12.2116 9.6130
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Figura A2.12. Archivo de salida de Hyperquad2000NT visto en WINOUTNT

Se puede exportar el modelo resultante de la optimizacién a un archivo *.par, que se
puede adoptai nuevamente en el progiama Hyperquad2000NT al solicitarlo en el
elemento Project (Figura A2.13)

Flgura A2 13. Menu para establecer los com onentes del proyecto: datos vy modelo.

FB) ! terermeoniad 20003 pioiect lde & Witilackdodecalcalcad- 123 con
Eid Project] mpat Mode! Potertomeby fun Window  Haelp

=G B e 2 wie @
-t Select protect Mes ;s
1 e potentometic gt | Jinckide hzoanes gate

£ Fevave polentiomatiic data l 4 Rengve absaibance data

Croose Moged fle

edkclachdoder a\ra\cadonas ac par

Chease Patenticinetric data fla

e \Ruachdodecavealcad 123 ppd

Jf aChose buticn = duminated  when Ok 15 pressed Hyperquad wil termnate e i

. . ;L. 2
Si los valores de constantes que se generan tienen como valores estadisticos de ¢” menor

de 12.6, para asegurar una precision de al menos 95%, ademas de contar con valores

B R Y e
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bajos de o (cetcanos a 1) y de desviacién estdndar sobre los valores de alrededor del 1%,

se pueden ya usar por ejemplo como datos constantes para célculos subsiguientes, o como

valores finales

A2.6. Principio de funcionamiento del programa

El programa actua asumiendo los siguientes puntos’

[S—

(W8]

Paia cada especie formada en los equilibrios en disolucion existe una constante de
formacion.
Cada electfodo muestra un comportamiento pseudo Netnstiano:

E=E® + S log[X]
Se deben minimizar los ertores sistemdticos a base de un trabajo experimental
cuidadoso Las fuentes cié error sistematico son la calibracion del electrodo, el peso
de. la muestra,- las diluciones, la estandarizacion de los 1eactivos, variaciones en la
temperatura y la calidad del agua.
La variable independiente no debe estar sujeta a erro:r (volumen de titulante} Los
errores en la variable dependiente (el potencial medido) deben seguir una distribucion
normal
Existe un modelo del sistema en equilibiio que coincide con las oiasezvaciones
experimentales Lste es especificado por un conjunto de coeficientes por cada especie
que se forma. Los refinamientos basandose en minimos cuadiados se desarrollan en
términos de un modelo asumide Examinar una-secuencia de modelos debe resultar

en un mejor modelo que se asemeje mucho al modelo real, lo cual se denomina la

seleccidn de especies
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Anexo 2

El peso de los puntos se toma inversamente proporcional al inverso de la varianza

2
: 2 2 [OEY
-varianza- ¢° = o + o,
-V

ok . . .
donde . es la pendiente de la curva de titulacion, por lo que a los puntos cercanos al

punto de equivalencia, que son mas susceptibles de erroi, se les asigna un menor peso
Asi se forma una matriz de “pesos’ (W), que se introduce a las ecuaciones notmales -
estandar que se usan para minimizar la sumas de errores cuadraticos por refinamientos
iterativos de estimaciones iniciales de los pardmetros
AtwAas=A'We

En que s es un vector de desplazamientos para ser aplicados a los pardmetros, € es el
vector de residuos. A' es la transpuesta de la mattiz A. Se orienta la iteracion hacia la
convergencia mediante un método “steepest descent”.

La matiiz A se compone de las derivadas patciales de los potenciales respecto a los
parémetros. Si la dependencia del potencial respecto a los pardmetsos (p;) no es explicita,
se requiere de una derivacion implicita sobre [X], la concentracién del ion al que el

electrodo responde:

oL BE olx] _ S o]
Prap, Pralx)an, 7K ap,

Se obtienen valores de [X] a partir del modelo, resolviendo el conjunto no lineal de

ecuaciones de balance de masa aplicable a cada reactivo, para su comparacién posterior

con los valores medidos 74 es [a concentracidn total del reactivo A que se asume que
forma k especies complejas

Lo=lale 2af, (AL
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Los parametros involucrados son las constantes de formacién 3. Se pueden, sin embargo
refinar otros paiametros, considerando la relacidn entre la concentiacién total de los
reactivos y los otios patdmetios que si son optimizados por el calculo, como se mencioné

antertormente, se denominan peligrosos

7 :_f'IA-F-CAV
1 b3
by TV

nia esla cantidad inicial de reactivo A, Ca es la concentracion del reactivo en la bureta, vy
es el volumen inicial de la mezcla de reaccidon v v es el volumen agiegado de titulante

I:stos parametros “peligrosos” sélo deben ser optimizados por el calculo en el caso en que
sus valores no pueden ser estabiecidos con suficiente precision por algun método
“quimico” conocido.

El programa permite que se combinen diferentes tipos de curvas de titulacién.

Si después del refinamiento se encuentra que una constante estd mal definida -con una
desviacion estandar de mas de 33%. o con un valor negativo-, se genera automaticamente
un nuevo modelo, excluyendo a esa constante. Esto, frecuentemente logra que el célculo
convetja rapidamente, confirmando una hipotesis de que la constante no estaba bien
definida porque la especie correspondiente tenia ua efecto muy peqﬁeﬁo en los

potenciales medidos. debido a su baja concentracion global

A2.7. Referencias

1. Advanced Chemistry Developments; ACD Chemsketch Ver 3.0 (1997)
- P.Gans, A Sabatini, A Vacca: Hyperquad 2000, ver 2 I(N1) (2000)
3. de: Gans, P.. Sabatini, A & Vacca, A ;J Chem Soc Dalton Trans , 1985 p1195-1200
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= Anexo 3 =

Flucidacion de estructuras en
disolucion a partir de espectros NOESY

a traves de MARDIGRAS

En esta seccion s describe el procedimiento que se siguid particularmente en este trabajo
paia proponer las conformaciones en disolucion de los oligopéptidos.

Existen diferentes programas que pueden ser utilizados en las etapas que s.e plantean a
continuacién.' Por ejemplo, en el caso del procesamiento de espectros se puede utilizar
directamente el software con el que se obtiene (como VNMR:Varian) o con software
dedicado .al procesamiento de espectros de multiples dimensiones como NMRpipe-
NMRDraw, o Felix y posteriormente convertis el archivo de salida al formato del
px'ogzama en que se pueden asignar ¢ integiar las sefiales como Sparky o X_EASY para
poster"iormente utilizar los datos para calcular. dado el ruido en el espectro y las
diferentes posibilidades de tiempo de cornelacion en [a molécula, los limites inferior v
supetior de dis_tancias interatdmicas, esto, a través de un programa que genere y optimice
matzices de relajacion como MARDIGRAS(RaNDMARDI), o CALIBA . Finalmente estas
restricciones se consideran en un célculo de dindmica molecular que genera estructuras
que cumplen con dichas restricciones en programas como DYANA, DISGEO. X-PLOR o

CNS. Para visualizar las estructuras obtenidas se puede usar WebLabViewer, Mercury,

i
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Anexo 3 Condomueiones en diselucion por RAVN

Molmol, entie otros programas de visualizacién molecular. Finalmente para la inclusién
del cation en el entorno de coordinaciéon que tiene dispuesta la molécula del ligante, se
recurre a un programa de modelado molecular como puede ser Hyperchem, Spartan, etc.
La estrategia seguida en este proyecto incluyo el uso de NI\/IRDi.a\,\,2 -en algunos casos
Vomr’-, Sparky,’ MARDIGRAS,” Dyana,” Molmol” e Hyperchem *

Los manuales provistos en formato electiénico para cada uno de los programas, son una
ayuda excelente para ell uso de éstos Sin embargo, se provee a continuacion de
descripcion de funciones y sugerencias operativas que pueden. facilitar el uso de los

programas por el nuevo usuario

A3.1. Experimento de Resonancia

Para obtener informacion respecto a la estructura en disolucién de los compuestos en
estudio se puede recuniir a la deteccién de interacciones a larga distancia. Esto es
observable a través de experimentos de resonancia magnética nuclear disefiados para
obsérvar el Efecto Nuclear Overhauser (NOE), que se describié en los antecedentes
(152) Recordemos que la intensidad de las sefiales NOE es propoicional a 11y por lo
tanto de acuerdo a las sefiales observadas, es posible determinar distancias entre dtomos
no enlazados

Se debe tomér en cuenta que para moléculas grandes, la dependencia de NOE reSpécto al .
tiempo de correlacidn es importante. En espectros NOESY el efééto puede desaparecer o
hacerse negativq (ver Figura A3 1) Por ello se llega a trabajar con el experimento
ROESY, en el cual las mediciones se hacen en €l marco rotatorio, lo cual provoca que no

se presenten sefiales negativas El valor méaximo de incremento por NOE en las sefiales

es del 67%.
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E=—noEsY
- JroEsy

10

Aol ]
(O

Intensidad maxima de sefial NOE

Figura A3.1. Dependencia de la intensidad de la sefial NOE respecto al tiempo de
correlacion. Diferencia entre NOESY y ROESY

Por lo anterior se recomtenda que si no se observan sefiales en el espectro NOESY se

intente obtener un experimento ROESY

A lo largo del tiabajo experimentamos problemas también por los altos valores
resultantes de fuerza idnica (=0.03M), cuando pusimos un exceso del catién de estudio, o

después de adiciones recurrentes de 4cido y base para fijar un pH

T e e S T
1z a4 B x 1 ] 1 13 T T

Figura A3.2. Sugerencia para:la seleccién del tiempo de mezclado (1) 2 usarse en el
experimento NOE bidimensional.

Una variable importante que debe exploraise es el tiempo de mezclado T, que se puede

fijar observando el decaimiento de la fid en el espectio monodimensional con supresion

2
—_
L
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de agua (Figura A3.2) El valor debe ser tal que la sefial tenga atin algo de tiempo de

decaimiento.

A3.2. Procesamiento de espectros

Una vez obtenido el espectro debe procesarse, es decir, si es necesatio, hacer supresioén
digital del disolvente, apodizar. prediccion lineal, llenado de ceros (zero-filling), vy
entonces hacer la transformada de fourie:, pata entonces arreglar la f'as.e de ambas
dimensiones. Los programas utilizados pata la obtenciéon de los espectros tienen
posibilidad de manipular los archivos de salida para desplegatlos correctamente v es

posible guardar la informacidn del espectro ya procesado.

A3 21 Vamr
Por gj eniplo, en Vnmi© de Varian®, va teniendo el espectro desplegado correctamente,
se utiliza la instruceidn

set trace="{1’
y después de desplegar el espectro completo, se ejecuta la instruccion

flush

De esta manera se almacenan los datos del espectio procesado en el archivo phasefile, en
el directorio datdir del expeiimento de tiabajo. pues generalmente sélo se trabaja con el
archivo fid y con el procpar, que contiene los pardmetros utilizados en el experimento
Este ultimo archivo también es necesario para poder acceder al siguiente paso del
protocolo descrito en este anexo. pues para poder transformar el espectio al programa
Spatky se ejecutara el programa vnmr?ucsf en una ventana de DOS, o en el sistema Unix:

% vnmr2ucsf procpar phasefile espectr o ucst H H
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donde % corresponde al si'mbolo. de sistema Habiendo previamente copiado el programa
vami2ucsf provisto con Sparky al directorio en que se tienen los archivos procpar y
phasefile para el espectio que se ha procesado; especiro serd sustituido por el nombre
que se ﬁxetenda dar al archivo ¥y H H corresponde a los nicleos estudiados en cada
dimensién del espectro. Todos los espectros analizados en este trabajo para el estudio de
conformaciones son homonucleates de proton. El archivo con extension ucsf podra ser
leido por el programa Sparky

El programa Sparky, que incluye los programas para conversion de formatos, provee
tambtén en su archivo de ayuda las instrucciones para las conversiones de formato de

archivos provenientes de Bruker, Felix, y de NMRPipe.

A3.22 NMRPipe/NMRDraw

Hemos encontrado, sin embargo, que el procesamiento de eépectr‘o_s resulta mas sencillo a
través del programa NMRPipe*” en el que la secuencia de pasos del procesamiento es
mds clara y es posible interactuar con ambas dimensiones del espectio simuitineamente,
lo cual 1esulta muy practico paia arreglar la fase del espectro completo.

Es posible también dividir al espectro en secciones, 1o cual en este trabajo fue muy
impoitante al haber trabajado con espectros de un experimento denominado NOESYijr
(NOESY jump and return) en el caso del dodecapéptido para logtar una supresién de
agua mas eficiente, lo cual genera sefales positivas a [a derecha d.el agua y negativas a la

izquierda, y dificulta poner en fase a todo el espectro completo

Este programa es de distribucidén gratuita bajo solicitud a su autor via correo electrénico
{delagliof@spite.niddk.nih.gov) al que contesta con una clave de acceso a un servido fip
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El programa NMRPipe cuenta con una interfase gidfica denominada NMRDraw (ver
Figura A3.3) Este software trabaja en sistemas Unix o Linux®, y el procesamiento se
hace a través de macros El uso de comandos gidficos se hace mediante el botén derecho

del raton, soltandolo al llegar a Ia instruccidn deseada.

the Right Mouié Hutton fos Pull Dovwn Menus - Uan ') 16 quit the progia
o MMRDraw N¢ Fila Carrent

Plus: 38 v MisRsio g POUFMR e Facenm 130,

. . Py
Lot LT phasing: [ ds

Figura A3.3 Pantalla de NMRDraw

El menu Proc contiene el protocolo de conversidn de archivos fid de Varian® al formato
de NmiPipe (testfid). Mediante este, se lee el archivo fid y el procpar y habiendo

actualizado las variables se procede a la conversion de formato (Figura A3 .4),

MEPipe: Eanveition [ikiy

Spectronster Tnput: [ommrdalanibi fb hsqc $50825fdad | Input Protocol:  [Varan X
Output Protocel: [NMAPipe L]
Mutput Templzte: [E=Aipemmrdal a’ubi_M_tsqe_450825 Dinenzion Coumt: B 3
Dutput Script: Jria ksh Temperature (Kb: [298 3
seanis . y-axis

Total Points R+I: = LR H

¥alld Fointsty 512 H )

Requisition Mode:  {Complex Y [comilex N

Spectral Hidth Hz: 5399708 ¥ froz6am 3

Observe Freq MHz: 59,893 M%7 3

Center Pasition PPM; 4373 M sezE2 Ll

Ruis iabel: it ] Jets H

Read Paraneters ] Save Seript J Exccute Seript | Hide Soript I Clear Seript J Update Seript | Quit | Help 1

25 Convession Surpk Fest:7 L0 a5 E
|v-zfzpipe n 7ES/7 ipeimrdatagubl_tb_hiqe 950525 FLAZTIA AN
- 2024 yw 128 13
X .82 ot (YN
— s complax ~ywODE Corplex
—xv 5333 700 —yFe 2026400 %
~xB% 449 292  —ymms 125 765 A
—aCAR 4 773 -yoan 50 282 A
-xLAZ Wl -yLam B3y
—adin Z -agz States
~gut /E=/pipe/mirdatasubi_fb_hige 950835, £id/test £id —verh -ov
sleep 5

Figura A3.4. Ventana de Conversién de archivos fid de Varian a formato NMRPipe

* 5S¢ han tenido buenos resultados trabajando en una PC utilizando un programa xwindows como xwin32
para desplegado de interfases gréficas via remota. estando el programa instalado en una computadora con

Linux
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En este punto es posible desplegar el archivo * fid (File = Select file) para observar la
forma de las fids que pueden orientar respecto a las operaciones que setd necesario
aplicar a las funciones en el dominio del tiempo. En el ment Mouse existe la opcidn [1D

Horizontal] con la que se puede ver la traza de la dimensién £2 (Figura A3 5) .

Figura A3.5. Despliegue de la traza de la dimensién f2

Dentzo de la ventana File>Macro Edit existen va definidas secuencias bdsicas de

macros para el procesamiento de espectros, que se pueden ir aplicando en partes (Figura

CtMMBicas’ mmlmu:eﬂm Mrouse Bidton: v Edit Wirdas for

Saee)  Executsd  kal} o <iear)  Done}

Command Frefix | Macra Moot amrpeecxsh wait: vas [ e hela )
[ Macro waader o Sa : -

Bruier Canuersiony ry o~
Maclad Sruermians )
ather Conuersinns ~)
0 It at [
30 snputdutput r)

Procss 10 =}
_7rogass 30 r
Pracess s )

Teanifarms r

W rdawy L]
| Carrecaans ]

shiing ~

e

Figur‘é A3.6. Ventana “Macro Edit”
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a8

Por ejemplo, al solicitar en Process 2D: Basic 2D, aparece lo siguiente en la ventana de
edicidn de macros (las instrucciones deben estar entre | y \ para ser ejecutadas Se

describe la operacion respectiva sobre el archivo al lado derecho):

#!/bin/csh

Basgic 2D Phase-Sensitive Processing:
Cosine-Bells are used in both dimensions.
Use of "ZF -auto" doubles size, then rounds to power of 2.
Use of "FT -auto" chooses correct Transform mode.
Imaginaries are deleted with *-di” in each dimension.
Phase corrections should be inserted by hand

HE U e e R A Sk

nmrPipe —-in test. fid \ Leer el archivo de fids

i nmrPipe -fn SOL \ Ajustar las fids de la 1* D para suprimir el efecto de los 'H del agua

| nmxrPipe -fn SP -off 0.5 -and 1.00 -pow 2 -c 1.0 \ Apodizacidnalal1*P

| nmrPips -£fn ZF -auto \Llenadodeceros1*D : '

[ nmrPipe -fn FT -—auto \Transformada de Fourier a la primera dimension {1° D)
nmrPipe -fnn PS -p0 0.0 -pl 0.0 -di -verb \Correccibnalafasedela 1° D

nmrPipe ~fn TP \ Transponer, para comenzar a trabajar con la segunda dimension (2° D)
nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 1.0C -pow 2 -<¢ 1.0  \ Apodizacidnenla2*D
nmrPipe -In ZF -auto \ Llenadodeceros2'D
nerPipe ~fn ET —auto \ Transformada de Fourierala2*D

-tn PS -p0 0.0 -pl 0 0 -di -varb \ Correccion ala fasedela2*D

nmrPipe -fn POLY -auto N\ Correccidon alalinea basedela 2D

nmrPipe -frn TP\ Transponer, para voher a trabajar conla I’ D

nmrPipe —-In POLY -auto \ Correccion alalinea basedela 1" D
-ov -out test.ft2 Generar ef archivo de salida

|
;
|
i
[
| nmrPipe
f
!
f

Notese que es necesario hacer una correccién por la presencia del disolvente ya que a
pesar de las estrategias operativas (es decir, la eleccion del expézimento para minimizat la
intensidad de la sefial del agua en los espectros), al desarrollar el experimento en una
disolucidn acuosa (80%H-,0, 20%D,0), queda atin una alta interferencia po: la sefial de
'H,0 Ver Figura A3 7 a). Después de hacer la cotreccion del disolvente la fid adquiere ia

torma mas convencional (Figura A3.7 b}

L)
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o ’ ‘- LT o " . ! 01 0.4 a5 3.8 +3 12 11 .15 1.8 20
Figura A3.7. Fid original {a) v después de ser corregida por disolvente con una
funcion de convolucion (b).

Para dar forma a las sefiales se aplican las apodizaciones (las fids se multiplican por una
funcioén sinusoidal al cuadiado que comienza en 7/2 v termina en ) maximizando la
rélacién. .seﬁal 1uido, y para incrementar la resoiucién en el dominio de las frecuencias, se
aplica el llenado de ceros.

Se recomienda aplicar estas operaciones y la transformacion de Fourier, v postergar™ los
siguiéntes peiscs para establecer el valor de corzeccién en las fases de los espectros én la
primeta dimension

Se visualiza el trazo horizontal del primer espectro en la primera dimensién vy se ajustan
los parametios de fase de orden cero vy primer orden -p0 v pl-, de tal manera que las

sefiales del espectro se encuentien completas v con el mismo signo(ver Figura A3 8)

Las instrucciones se postergan a través de {a adicidn de un simbolo # al principio de la linea

221



ek ok

Dy s T A ey TP BRI
AT DY i GO IOn Y ﬁ\_?‘d:‘-

Anexo

&) Sin corregir la fase

b) Fase corregida !

S2 A EX e 44 43 S0tk A4 34 12 i ¥ e 2 rr oru [ 16 84 12t wx A1

Figura A3.8. Efecto de la correccién de fase.

Los valores obtenidos con este ajuste se aplican al stguiente paso de las lineas de

instrucciones sustituyendo a los valores 0.0 originales.
| nmrPipe -£fn PS -p0 0.0 -pil 0.0 -di -verb \

Se puede entonces seguir con los pasos del proceso descritos a través de las lineas de
comandos que siguen de acuerdo al protocolo presentado con anterioridad, hasta la linea
correspondiente a los pardmetios de correccion de fase para la 27 dimension. Para bbtener‘
los valotes correspondientes se trabaja con la traza vertical, ubicdndose en las regiones
del espectro que contienen sefiales

Finalmente se hace la correccion de las lineas base aplicando una funcién polinomial a

cada dimensién
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Figura A3.9. Espectro procesado y en fase

Una vez que el espectro se despliega adecuadément_e (Figwta A3.9), va fueia del
programa, en una ventana Unix o MSDOS, el archivo fest ft2 se convierte al formato
legible por Sparky (ucsf) mediante el uso del programa pipe2ucsf que se recomienda
copiar al ditectorio en el que se tiene al archivo resr ft2, simplemente mediante la
instruccion

% pipeZucst test {t2 espectro.ucst
donde % coiresponde al simbolo de sistema. fest puede haber sido sustituido por un

nombre que describa al espectro de trabajo, al igual que espectro

A3.3. Asignacion e integracion. Archives de entrada para cdlculo de

restricciones.

Debido a que los programas de calculo de iestricciones de distancias interatomicas

requieren de archivos de entrada que contengan la asignacion de las sefiales con su valor
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de volumen en el espectro NOESY, es de gian utilidad el uso de un software denominado
Sparky®” que puede tiabajar tanto en ambiente Unix como en Windows.

El programa lee el archivo * ucsf y genera un archivo *.save (comando fs) que contiene
las modificactones como asignaciones, lineas, colores, altura de corte en las curvas de
nivel, nimero de curvas, Valoresﬂ de integracion.

Paia que el especto sea desplegado en pantallé, es indispensabfe contar con el archivo
* yest, que es automaticamente solicitado al abrir el archivo * save (comando fo)

A la vez es posible generar archivos de texto con el formato necesario para actuar como
archivos de entrada para prograxﬁas como MARDIGRAS.

Con ¢l programa viene el manual en formato html que resulta muy completo y préctico.

A continuacion se describen las principales ventajas del uso de este programa, y algunas
recom_endaciones_:

Todas sus funciones pueden ejecutarse con una combinacién de 2 teclas.

Es posible desplegar gran cantidad de espectros simultineamente, con lo que se puede
comparar la presencia de una misma sefial en diferentes espectros. por ejemplo entre
TOCSY y NOESY.

Se puede registiar la asignacion de las sefiales (comando at) Se sugiere poner como
grupo el valor numérico de la posicion del residuo en la secuencia. lo cual serd util para
los pasos posteriotes

En el campo correspondiente a dtomo se describird qué tipo de protdn es, es decir H para

el protén del grupo amido del enlace peptidico, HA# si es alfa, HB#, HG#, HD#, HE#,
H7#, respectivamente pata los siguientes protones [3. v. 8, &, &, donde # serd | o 2 cuando

los protones de ese grupo pueden ser diferenciados

Y Disponible como prueba por 3 meses o al solicitarlo mediante hip//www coluesf edwhome/sparky
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A 3 { snlormny

Cuando mas de un protdén son magnéticamente equivalentes, la letra H es cambiada por:
M en el caso de metilo, Q en el caso de metileno y R en el caso de aromaticos
Se puede observar el movimiento del puntero del rafon de manera simultinea en las

ventanas desplegadas Io cual facilita la localizacidn de las sefiales andlogas.

566686 56
53140 &5
NuNHH Ny
| N HNE
w2 ogs Bai o, az H NN N
" ! : ]
.MB” d4H 27968471 hi: -1 0fie+00d Tw (hz): 3 ¥:ogg 5 g2

Eay F T R o =

Figura A3. 10, Comparamon de seiiales entre un espectro TOCSY v un NOESY dela
misma muesira

También se pueden copiar las asignaciones hechas en un espectio a uno que se esté
analizando (comando pd). Usualmente se asignan piimero las sefiales en un espectio
dependiente de los acoplamientos directos como COSY o TOCSY Para la asignacién
secuencial, es importante cotejat las seflales con el espectrb NOESY (Figura A3 10)
localizando las sefiales correspondientes-a la interaccion Hoy con el HNj+ (i = namero de
residuo), observable en cualquier estiuctuza secundaria del péptido,” ya que el péptido
que se trabajé contenia tres residuos de Acido glutdmico, dos 1esiduos glicina, v dos de
acido aspartico y una asparagina -cuyo patrén de correlacion total y desplazamientos

guimicos son equivalentes a los de [os aspdrticos-

D
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Cuando se esta trabajando con un grupo de espectros es recomendable guardar al grupo
como un proyecto (comando js), con lo que se puede seguir trabajandb con la misma
distribucién de ventanas que se decidié era util.

Para integrar cada sefial se debe mover el nivel de corte (comando ct, o con el rarén 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 integial (comanae pl) no
importa que se vuelva a mover el nivél de corte

El programa despliega junio con el trazo unidimensional (comando vS), la curva
correspondiente a la integral calculada (en color azul), con lo cual es posible constatar si

la integracion se ajusta a la forma de la sefial que se decide considerar (ver Figura A3 11).

R I 4156
PH X\ ZE ]
YA,
L r—-}r
( -4d13
8 HA’ 9 it
| \‘ -4
j I\\
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Figura A3.11. Visualizacién en Sparky de la traza y la integral calculada, asi como
de l1a escala de contornos

Una vez asignadas e integradas todas las sefiales que se encuentran fuera de la diagonal

en el espectto NOESY se genera el archivo en formato MARDIGRAS (comando mf).

ATOML aTOoM INTENSITY
HA 1 =21 1 2.655C0e+006
HH 1 382 1 03.02152+006
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En caso de existir mas de una seflal para vaitos étomos, que pudieran responder a la
presencia de otra conformacién de la molécula, es importante distinguirlas de tal manera
que sea posible descartarlas de un archivo Mardigias y descartar las andlogas en otro,
para podet determinar ambas conformaciones FEI uso de ©“ ° 7, como prima, no es
aconsejable pues en el archivo con formato para Mardigras se pierde este cardcter

Se recomienda revisar las asignaciones correspondientes a intetacciones entre hidrégenos
pertenecientes a aminoécidoé a 2 o mas residuos de distancia, buscando estas sefiales en
el TOCSY, pues es posible que haya un enror de asignacion. y serdn los que mds
repercutan en fijar una conformacion

Por otro lado, se prede generar un archivo de texto que contenga las caracteristicas de los
picos asignados, como relacion se;ﬁalztuido.. que puede ser utilizado como base para

establecer el error en el volumen de las sefiales para el siguiente paso.

A3.4. Calculo 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 relacion sedial ruido y
convertitlo a porcentaje. Para la normalizacién es mejor tomar en cuenta a aquellas
sefiales lo suﬁcientementé intensas parta abatir la fuente de error en la normélizaeién, por
16 que se consideran los datos que se cuenten con un error debajo de cierto limite, 10 o
15% de error. Se pone un 1 en la columna NORM de las seflales que seran consideradas

en la normalizacion v 0 cuando no. El archivo tendrd la extensién INT.1

REMARK CORRELATION TIME: ISOIROZIC 2 000nsec
HEADER Zn — 12 aa :
MIXING IIME: (O 200
BIOML ATQMZ INIENSITY ERRCR®  NORM
701 1

HA 1 HB1 1 2.e550e+000%
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Posteriormente, se elabora un archivo de texto que contendra los pardmetros de entrada

para que corta el programa Mardigras® °. Su nombre serd INP PARM

Las lineas indicadas como “(para ROESY)” en esta secuencia de comandos seran

excluidas en el caso de trabajar con NOESY. es decir, borradas

ROESY

PDB FILE sitioll.pdb
INT FILE CdlZ2 INT.1
PPM FILE CdlZ.ppm

JCP FILE Cd12.jc

CUT EILE CdlZo
FREQUENCY 200 139
CARRIER FRzZQUENCY 4.8
SPIN-LOCK FIELD 45.4545
MINIIN 2

MAXITN 20

NOISE ABSOLUTE UNNORMALIZED 2 le+04

NORMALIZE ALL
RANDMARDI 30
DYANA FORMAT

Se escribe en caso de trabajar con ROESY

Nombre del archivo PDB a utilizarse en el calcule
Nombre del archive INT.1 )

{para ROESY): & de las sefiales del espectro en ppm
{para ROESY): constantes de acopiamiento

Prefijo para los archivos que se generardn,

Frecuencia en que se desarrollé el experimento

(para ROESY): Ubicacién del transmisor (& del agua)
{para ROESY): Definido por el pulso de 90°, en us
Namero minimo de iteraciones

Niumero maximo de iteraciones

Coémo se considera el nivel de ruido

Opcion de normalizacién

Ejecutar RANDMARDI con N modificaciones en el archivo INT.1
Formato del archivo de salida para ser leido por Dyana,

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, corma in

Este a su vez incluiran la clave ISOTROPIC, LOCAL o MODELFREE, que denota el

modelo de difusién de espin a aplicarse a la molécula

HEADER Dodeca + M c.t.=
REMARK CORRELATION TIME:

ATOM 1M ASP
ATOM 2 CA ASP
ATOM 3cC AP

L

~1.649 -1 .731 4 639 1 00 4.00
_0.237 -1.556  4.257 1.00 4 00
0 515 —-2.800 4.227 1.00 400

Las ultimas 2 columnas corresponden al factor de ocupacion (en caso de que haya

sustitucion isotdpica (valores de 00 a 1.0)) v a los tiempos de difusidén atémicos en ns,

respectivamente

* El programa Mardigras se encuentra disponible desde la pagina http./picasso.nmr.uesf.edu-soffware
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Es recomendable correr calculos con PDBs de tres diferentes tiempos de contacto y de los

resultados de los 3 hacer un archivo conjunto de limites (se describiid en la siguiente

seccidn)

Para el nivel de ruido existen 3 opciones:
NOISE ABSOLUTE NORMALIZED 0.0025

Considerando al 1uido como absoluto y calculado de tal manera que la intensidad de una

sefial de la diagonal en un tiempo de mezelado de 0'sea 10,

NOISE ABSOLUTE UNORMALIZED 11660.0

Nuevamente el valor es absoluto, pero se encuentra en las mismas unidades de las
intensidades experimentales, normalmente se considera al valor del volumen de la sefal
mas pequefia observable en el espectro

NOISE RELATIVE PERCENT 0.0

Es relativo pues el poicentaje se considera constante y se aplica a cada sefial, siendo
proporcional a la intensidad del pico Esto es rara vez aplicable.
La instruccién NORMALIZE cuenta también con tres opciones

NORMALIZE ALL

Que todas las intensidades experimentales marcadas en el archivo de entrada deben ser
normalizadas, lo cual sc hace a paitii de intensidadcs calculadas

NORMALIZE FIXED

LA normalizacion se hace sobre distancias fijas, como protones de metileno
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NORMALIZE NON-COUPLED

La normalizacién se lleva a cabo con las intensidades de sefiales que no se encuentran
involucradas en fuertes acoplamientos J FEsta opcidn se recomienda para espectros
ROESY.

Respecto al proceso RANDMARDI, al declarar esta instiuccidén en el archivo de
parametros, se modificatdn N-1 veces las intensidades de entrada, re'Spe.cto al archivo
original, dentro de los limites del ruido y los errores relativos Con N=1 se trabajaia
unicamente con el archivo original, es decir como si no se incluyera la instruccidon
RANDMARDI

Respecto a los archivos requeridos en caso de que el espectio con el que se trabaja sea
ROESY, ademas de la linea aclaratoria al principio del archivo INP PARM, esta el
archivo de los desplaiamientos quimicos *.ppm cuyo formato es éomo"sigue‘ El ntimero

de atomo corresponde al asignado en el archivo PDB

ATOM 41 HA = ASP 1 3.764
ETOM 6 HB1 ASF 1 2 443
ETOM 7 HB2 ASE 1 2.549
Asi mismo se construye el archivo *.je

ETOM1  ATOM2 COUPT TNGCT

HA 1 HBZ % 5.470

EB1 1 HA 7.610

HB1 1 HB2 I -16.300

4zl 2 HA 2 -17.090

Para tener valores mds precisos tanto de desplazamiento quimico como de constantes de

acoplamiento, en tanto sea posible contar con un espectro de una dimensién de alta
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Figura A3.12, Simulacién de un espectro de alta resoiuci{’m,"‘10 de la que se obtienen
valores de desplazamiento quimicos y constantes de acoplamiento.

Respecto a las siguientes lineas correspondientes al uso de espectros ROESY, dependen

de cémo se desarrolld el experimento

CARRIER FREQUENCY se refieie a la posicidn en ppm en que se ubica el transmisor.
SPIN-LOCK FIELD es el valor en ps de la amplitud del pulso de 90°.

El programa corre al teclear la instruccion mardigras en el sistema

A3.5. Dinamica molecular restringida.

Los archivos de salida de los calculos con Mardigras de formato DYANA son como

sigue

AT O‘.‘*l_i AIOM j 10w_BNDS UP_BND3 sI E AVG_DS1 MIN DST MAX DSI MODEL_DSI #_Of_DSI
1 AS5P HA 1 ASp 4H 2. 849 3 06 o 03 3 43 2 =TS 3.08 2 84é 30

I BR3P HBZ 1 ASP H 2 B Z B8 0.1 2 .84 277 2 92 3.24 30

1 a3P HBZ i ASP HA 2 21 2.2z o o2 2 22 2 20 2 28 3.03 30

2 1Y¥Ys E 1 A3p Ha 2 &80 2 83 C o2 2.81 2.53 2.65 2 23 30

De este archivo se deben extraer las columnas de los atomos junto con LOW _BNDS vy

UP_BNDS en aichivos denominados * lol v * upl Iesrpectivamente.

" simulado con el programa gNMR ver 4 1, cortesia Dr Jesus Gracia
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La forma sencilla de eliminar las columnas que no se utilizardn a continuacién en
ambiente Windows es en MS-Woid con la tecla Alt arrastrar el puntero del ratdn por las
columnas seleccionandolas para posteriormente borrarlas
Asi se puede también seleccionar cada una de las columnas de interés para las
restricciones de la geometria vy copiatlas a una hoja de MS-Excel, en la que se pueden
tener los valores de distancia minima y méaxima de los calculos pata los diferentes
tiempos de cortelacion utilizados vy entonces ordenar los valores entre los ties de tal
maneta que en una columna queden todos los valores menores de limite inferior y todos
los valores mayotes de limite supetior en otra Esas columnas se pueden volver a pegar
en Word, sustituyendo a una columna ya seleccionada, de tal mancia que queden junto a!
par de atomos a los que describen De esta manera se le da mas flexibilidad al calculo de
Dinamica.
Algunas distancias al no ser restringidas tienen como valores de limites 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 deb.en, por tanto, hacer algunas modificaciones:

e Sustituir ASP por ASP-. GLU por GLU-, LYS por LYS+.

e la numeracion de los hidiogenos de metileno a partir del B noson 1y 72 sino 2y

3, por lo que se sustituye B2 por B3, G2 por G3 v posteriormente Bl por B2 v Gl
por G2
e Tos hidrégenos de amida peptidica se denominan HN en lugar de H.
o Todos los pseudodtomos en Dyana se caiacterizan por Q, por lo que hay que

cambiar R y M por Q (en Valina los metifos seran QG1 y QG2)

9]
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Después de estas modificaciones, el archivo deberd ser guaidado en formato texto

(ASCII}) Hay que notar que al tiansferirlo al sistema Unix, habréd errores de lectura

debido a la presencia de un caracter al final de cada linea (“M) que queda como 1esultado

de la edicién de los aichivos en Windows. Esto se puede eliminar abriendo el archive con

el editor de Unix: vi. Dentro de este editor se teclea la instruceion:

1,85/ $//

Que buscard del principio al final el Gltimo caracter de cada linea y lo sustituird por

“nada”. Finalmente con

Se guardan los cambios v se sale del archivo

Los archivos * lol y *.upl serdn utilizados por el programa Dyana?® siguiendo las

instrucciones de calculo que deben estar contenidas en el archivo ANNEAL dya

Dyanalib

#tf type=2

read seg archivo.seg

tread cco archivo.cco
read upl archivo.upl

read lol archivo.lol

distance modify

write upl Znl2 Olctlout upl
write 1ol ZnlZ QOlctlout.lol

211l 5C steps=6000

w o Znl2 0lctl infe=full

rvie
Lte all nawe=ZnlZ2 0lctl pdb

Archive que contiene pardmetros para el eilculo

Método de aproximacion al minimo

Archivo que contiene la secuencia del péptido

Archivo con los valores de constantes de acoplamiento
Archivo con las restricciones superiores en las distancias
Archivo con las restricciones inferiores en las distancias
Instruccion por la que las distancias que no requieresn
restriccién son eliminadas '

Las modificaciones hechas por el paso anterior se
almacenan en estos archivos que se convierten en las
restricciones reales

Numero de procesadores que se utilizardn en el caiculo
Niamero de conférmeros que generara el “templado
simulado” y numero de pasos de “cambio de temperatura™
Nombre v tipo del archivo de informacién del cilculo
Prefijo » formato de los archivos de estructura caleulados

El archivo dvana.lib contiene pardmetros energéticos para los tipos de adtomos y sus

enlaces en aminodcidos y bases nucleicas. de acuerdo con el campo de tuerza ECEPP

% Programa solicitable a Peter Giintert: dvana/Zmol bioi ethz ¢h. Costo de 200USD para uso académico
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El método de aproximacién al minimo de energia en las estructuras definido por el
numero 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, B coriesponde a un limite de
tolerancia que se debe definir en el archivo ANNEAL dya bajo la funcién tf beta.

Tabla A3.1. Variables de tipo de funciones de minimizacién en Dyana.

Término para Casos limite

Tipo | limites mdximos violados — N
Pequeiias violaciones Grandes viclaciones

(cf=b) (d=h) (d>>b)
2 2.2 -

| (d gb) (d— b A
2!‘) 4b2

2 (d—b) (d—b)y 4

El archivo * seq simplemente menciona a los aminoécidos (o bases nucleicas) que
forman parte de la secuencia que se calcula, poniendo junto al primer aminoacido, el
numero conespondiente al primer residuo def archivo de restricciones (en caso de que se
quieran analiza: fragmentos de macromoléculas) y separdndolos por un espacio o en

diferente linea cada uno Se presenta por ejemplo el archivo Sitioll seq:.

CBASP- 1 LYS+ ASN GLY ASP- GLY GLU- VAL SER PHE GLU- GLi-
Fn caso de pretender utilizar como restriccion pata la geometria, valores obtenidos de

constantes de acoplamiento escalar. se construye el archivo * cco:
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1 ASP- HA HB2 5.4

1 ASP- HA HB3 4.1

< 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 CY3S HN HA 6.2 1.0

Mediante la instruccién cale_all N steps=n se desarrolla un célcﬁio de dindmica
molecular en que un quinto de los n pasos declarados se desariollaian a una temperatura
inicial élta, para posteriormente set enftiados lentamente por los pasos testantes. Se
propondran N estructuras iniciales que seran minimizadas en un espacio de dngulos de
torsion.

El programa corre con la instruccidn rundyana < ANNEAL dya

Ademas de las estructuras que se almacenardn e.n formato PDB, se genetra un archivo
*ovw que. contendrd la informacién estadistica de violaciones a las resticciones

impuestas durante el calculo de las conformaciones

A3.6. Visualizacion de las estructuras y pardametros de ajuste.

Las esttuctuzas geneladas sc¢ pueden observar mediante diversos programas de
visuaHzaéién e incluso de cdlculo de estructuras quimicas como Molmol,*’ Web Lab
Viewe:r,” Mercury,* ya que el formato * pdb es muy versatil El programa Molmol ofrece
la posibilidad de 1evisar varias estructuras a la vez, con lo cual se puede ajustar a todas
las estructuras a que coincida mayoumente la conformacion de su cadena peptidica o a

una posicidén promedio De aqui se podrd obtener un valor de ajuste que se denominara

RMSD y que se explica en la seccién 6 2 1,

# Gratuito en http/Awww.mol.biol.ethz. cl. wuthrich software: molmol’
¥ Versiones de prueba disponibles en »www msi.com
* Gratuito en www cede,cam.ac.uk/prods mercury/index htm]
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La lectura de estructuras multiples se consigue mediante dos posibles estrategias:
abriendo uno a uno los archivos pdb: [File]>[Read Mol]->[PDB. ]; o esctibiendo en un
archivo de texto con extensién NAM la lista de nombre de aichivos pdb que se desea

leer simultdneamente, e invocando ese archivo NAM mediante [File]>[Read Mol

List]>[PDB.. ]

Figura A3.13. Pantall
moleculares)

del programa Molmol (visualizaciéon de estructuras

El ajuste de las estructuras respecto a la cadena peptidica se logia al pulsar el botén [bb]
ven [Edit]2>[Fit. ]2>® to_first Las moléculas se arreglaran de tal forma que minimicen
su desviacion respecto a la cadena peptidica de la primera de las mbléculas Si en lugar
de seleccionar [bb] se seleccionan todas las fnoI’écuIas completas [all], y se sigue el
mismo procedimiento de ajuste, se sobrepondidn las estructuras con una minima
desviacién respecto a la primera molécula. En ambos casos se despliega el valor de ajuste

en la parte inferior de la ventana
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A3.7. Inclusion del cation en los complejos.

FI mayor problema ha sido lograr incluir de manera confiable al cation en el entorno de

coordinacion que conforma el péptido. Finalmente se ha logiado, partiendo de la

estructura mas representativa de las multiples arrojadas por el calculo de dinamica

molecular descrito anteriormente.

Se cambia la extension del archivo de PDB a ENT (el formato es el mismo) paia que

pueda ser leido por el programa Hyperchem® (Figura A3.14)

Es necesatio éuprimir los pseudoatomos que ‘permanecen después de la determinacion
estructural, lo cual se logra mediante [Select]->[Molecules], se hace clic sobre la

molécula del péptido, vy con [Select]>[Complement Selection], quedan tnicamente

seleccionados los pseudodtomos que pueden borrarse con la tecla suprimir

Después de asegurase que los grupos terminales del péptido correspondan con los reales

(que estén amidados, po: ejemplo), se puede nuevamente seleccionar toda la molécula y

establecer su carga m_ediante [Build]=>[Set Charge]—=> -4, por ejemplo

Después se escoge de la tabla periddica al catién con el que se encuentra coordinada

experimentalmente la molécula: [Buﬂild]é[Defauit element], v se coloca mediante un-
clic en una posicién cercana al ligante. Se selecciona al ion y se le asigna la carga de la

misma forma que se hizo con el ligante |

Se mantiene seleccionado al ion para que en la optimizacion de geometria la

conformacién del ligante se mantenga constante. Se puede optimizar piimeramente por

mecanica molecular (MM+: [Setup]=>[Molecular Mechanics]>®©MM+), en la que el

i6n se ubicard de acuerdo a las cargas electrostaticas. Posteriormente se puede proceder a

[N
[S¥]
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una optimizacién basada en un método semiempirico (PM3:

empirical]> ®PM3).
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Clilorize the protron

[Setup]—>Semi-

Figura A3.14. Pantalla de Hyperchem. Optimizacién con centro metalico.
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