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5 OBJETIVOS

Muchos de los avances producidos en los ultimos aficel estudio de
las reacciones de catalisis enzimatica tienen cdemominador comun la
aceptacion general de que muchos de estos propesoen ser explicados
haciendo uso de los mismos mecanismos quimicossgqueonocen para
reacciones sencillas en disolucion. La investigacde los mecanismos
utilizados por los sistemas enzimaticos para gjenc@ccion catalitica requiere
la integracion de los resultados obtenidos en &ldés de tres aspectos
importantes:

1) La estructura del complejo enzima-sustrato.

2) El mecanismo de la reaccion no enzimatica en digmiuacuosa.

3) El efecto del entorno local de la proteina sobredtabilidad del

estado de transicidon para esta reaccion.

Nuestro interés, se centra en el segundo de estestas, el analisis del
mecanismo de procesos no enzimaticos en disolagiénrepresentan modelos
utiles de reacciones enzimaticas.

La primera etapa en numerosos procesos de caglgimatica implica
la ruptura heterolitica de enlaces C-H. En la miayde los casos, una base
general presente en el centro activo es responsigbla abstraccion de un
proton unido a un &tomo de carbono adyacente arupogcarbonilo. La
racemizacion de aminoacidos catalizada por enzipgatenece al tipo de
reacciones en las cuales se produce la desprobondeiun acido de carbono.
Los dos isomeros D- y L- de los aminoacidos soresestos en los sistemas
bioldgicos y este hecho proporciona una explicasiémple para la existencia
de racemasas que catalizan su interconversion. ddsnlos mecanismos
propuestos para explicar el modo de accion de esta@mas: (i)

Desprotonacion directa del aminoacido unido alreazpara formar el enolato
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correspondiente y posterior protonacion para geretraminoacido racémico.
(ii) Activacion del aminoacido mediante la formatide un ion iminio con el
piridoxal 5’-fosfato (PLP) que actia como coenziseguida de la abstraccion
del protén en la posiciéa del aducto para dar un carbanion estabilizado por

resonancia y protonacion no estereoespecificatde es
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Las enzimas que utilizan el piridoxal 5 -fosfatanmo cofactor juegan
un papel importantisimo en el metabolismo de losmaatidos, catalizando un
gran numero de reacciones entre las que se inclisyaacemizacion, la
descarboxilacion, la transaminacién, etc. Todogsegtrocesos enzimaticos
transcurren a través de la formacion de una bas8ctdf entre el grupo
carbonilo del piridoxal y el grupo amino del amioiold, que ayuda a

estabilizar el carbanidon generado en la posiciGra@ehte al nitrogeno de la
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imina. En este contexto, es posible predecir altefeatalitico de compuestos
carbonilicos simples, como la acetona o el fornfdlite sobre la reaccidon de
abstraccién de un proton del carbanale los aminoacidos. Sin embargo, a
pesar de la enorme importancia de estos procesns nwdelos sencillos de
las correspondientes reacciones enzimaticas, nce@pan la bibliografia
ningun estudio cuantitativo que proporcione una ideedle la magnitud de
dicha catdlisis. Los compuestos carbonilicos cagog deberian ser mas
efectivos como catalizadores de la transferenaopica desde el carbono
de los aminoacidos. Aunque se ha observado de faumdtativa que la
piruvamida, que representa un buen modelo del gpipvoilo presente en
algunas descarboxilasas, cataliza la desaminaciodescarboxilacion de
aminoacidos en medio acuoso, no se han realizatlmi@s mecanicistas
posteriores de estos procesos. Los estudios aiardg sobre la
desprotonacion de aminoacidos catalizada por etlopial y compuestos
analogos es también escasa y existen muy pocos dmte puedan ser
utilizados para estimar la reactividad como &cidesarbono de las bases de
Schiff de estos compuestos con aminoacidos. De &ldose desprende la
necesidad de profundizar en el estudio del compeetsto como acidos de
carbono de las bases de Schiff de aminoacidos &bonas simples y
compuestos carbonilicos conjugados.

El objetivo general del trabajo de investigaciored& tesis doctoral es
conseguir un mejor conocimiento de las reacciomegahsferencia protonica
de aductos tipo base de Schiff de aminoacidos oompuestos carbonilicos
electrofilicos, y obtener, mediante el estudio déas reacciones modelo,
informacion sobre el papel que desempefia el cafaotta catalisis enzimatica

de las reacciones de aminoacidos. Se pretende zalcagste objetivo
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investigando el efecto catalitico de tres tipos cdenpuestos carbonilicos
(cetonas simples, moléculas con el grupo piruvwidmalogos del piridoxal 5°-
fosfato) sobre la reaccién de desprotonacién dglittha en el carbona.
Mediante este estudio se proyecta obtener infodnasobre los siguientes
aspectos:

(1) Reactividad de las bases de Schiff de aminoaaidmo acidos de
carbono. Se determinaran las constantes de vetbpata la desprotonacion de
los iones iminio por bases. Seré de interés compareeactividad de estos
compuestos con la de otros acidos de carbono dariamgia biologica.

(2) pKa de estos acidos de carbono. Se intenta deterfamaonstantes
de acidez para la ionizacion de los iones iminituamdo como acidos de
carbono. Se pretende proporcionar una medida destibilizacion de los
enolatos de aminoacidos mediante la formacion deseaductos con
compuestos carbonilicos.

(3) Papel que desempenfan los distintos gruposdoalas presentes en
la molécula de piridoxal en la actividad catalitda esta coenzima en las
reacciones de aminoacidos. Se estudiara la catélisialente por moléculas
similares al piridoxal eliminando sistematicamemtiguno de sus grupos
funcionales. Los resultados obtenidos permitirAalar la contribucién
relativa de la base de Schiff y del anillo de piréda la estabilizacion del
carbaniéon formado como intermedio en estos procesos

(4) Origen de la catalisis observada para la razaeion enzimatica. Se
determinara qué fraccion de la catalisis observaala las racemasas de
aminoacidos que utilizan el piridoxal 5 -fosfatara coenzima es debida a la
activacion intrinseca de los protones en el carlodel aminoacido por este

cofactor electrofilico.



INRME BIBLIOGRAFICO

INFORME BIBLIOGRAFICO







11 FRRME BIBLIOGRAFICO

2. INFORME BIBLIOGRAFICO

2.1 Introduccion

Las enzimas catalizan las reacciones bioquimicéasergélulas de todos
los organismos, reacciones que constituyen la basmica de la vida. La
mayor parte de las enzimas son proteinas (unas goocaacidos ribonucleicos
o ribonucleoproteinas). En ellas los grupos catafitestan localizados en una
zona muy concreta, denominada centro activo, dlssuanen los sustratos que
posteriormente son convertidos en productos.

El primer objetivo de cualquier estudio mecanicistmsiste en la
descripcion de la accidn catalitica de la enzimiavel atobmico. Los  sucesos
fundamentales en la catalisis enzimética estan rrdetados por las
interacciones entre un sustrato y el centro aa®ioenzima, y constituyen la
base molecular del efecto catalitico observado. ibésracciones entre el
sustrato y el centro activo de la enzima puedendsetipo electrostatico,
hidrofobico y enlace de hidrégeno, y los grupodasitato, amino, imidazol,
hidroxilo, y tiol de las cadenas laterales de a®dmbos actian como
catalizadores acido-base, nucleofilicos y eledicoS. Puesto que el numero
de grupos funcionales de las cadenas lateralesia@acidos es muy limitado,
las propiedades quimicas de las enzimas han stdadidas, en su evolucion,
mediante la incorporacion de coenzimas que se alnemzima y proporcionan

propiedades fisicoquimicas que no posee la estauptoteica.
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Reaccion no Reaccion
B . ., catalizada catalizada . I11L1e11llento
Vidamedia Reaccion /st kst Enzima velocidad
= cat’ ®
— 10° 106 —}— Anhidrasa carbonica 7,7108
— 10°
- 10! 105 —
. J—Aminopeptidasa 6,8<101
3 Hidratacion de CO, —F= 10 _A—Mutarotasa 3,8%107
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3.6h Mutarotacion de la Galactosa — __ Triosa-fosfato isomerasa 1.0+10°
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1.9d Isomenizacion de triosa fosfato —§ . . ) ]
* ’ ) — Arginina descarboxilasa  6,9-10%
va —Ribonucleasa A 1.6x10%1
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L1 s
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Figura 2.1. Incrementos de velocidad en la catélisis enzoaaftn las escalas logaritmicas de
la figura se correlacionan las constantes de wddolcde orden uno para algunas reacciones,
con el nimero de recambiqg, para las mismas reacciones catalizadas por eszima

Las enzimas catalizan reacciones biolégicas a weldes que, en
general, son incomprensiblemente mas rapidas qgsecdarespondientes
reacciones no catalizadas. El incremento de veddcigue se produce en
presencia del catalizador con respecto al proceseatalizado ha podido
determinarse para algunos tipos de reacciones atican. Este factor de
incremento de velocidad puede medirse comparandonstante de velocidad
para el proceso no enzimatico con la constanteetticidad para la reaccion
enzimatica. Aunque dicha comparacion no siemprdéaeis de realizar, en

muchos casos es posible comparar constantes deidaglopara reacciones
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unimoleculares o pseudo-unimoleculares que trarstuen presencia y en
ausencia de la enzima. En la figura 2.1 se incl@agunos ejemplos. La escala
logaritmica de la izquierda recoge las constantegetbcidad de primer orden
y pseudoprimer orden, y tiempos de vida media pareonjunto de reacciones
no sujetas a catalisis enzimatica. En la escalariimgica de la derecha (mas
ampliada) se representan los valores ldg para las correspondientes
reacciones catalizadas por enzimas. El pararkgires elnimero de recambio
para una enzima, y se define como el nimero de cuale de sustrato
convertidas en productos, por molécula de enzimparyunidad de tiempo. La
eficiencia catalitica de un enzima se define aésagte la relaciomkea/Kn,
donde K, es la constante de Michaelis, que se corresporate la
concentracion de sustrato a la que la velocidadedecion es igual a la mitad
de la velocidad enzimatica maxima.

Las constantes de velocidad para las reaccionesnmimnaticas van
desde 10’ hasta 10 s, correspondientes a tiempos de vida media que van
desde 1 billon de afios hasta 5 segundos, respeetita. Las constantes de
velocidad para procesos enzimatidas, van de 10 a 10s?, lo cual implica
que el intervalo de constantes de velocidad pavaegpbs no enzimaticos es
aproximadamente diez o6rdenes de magnitud mas anple® el que
corresponde a los procesos enzimaticos.

El factor de incremento de velocidaésa/k, para las reacciones
enzimaticas descritas en el esquema de la figras2.desde 5xf0para la
reaccion de isomerizacién cis-trans en proteinastahax16° para la
descarboxilacion de un amino&cido. El mecanisnraweés del cual tiene lugar
esta isomerizacién es probablemente similar erplosesos no enzimatico y

enzimatico, ya que esta reaccion no implica laungptle enlaces covalentes.
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En el caso de la reaccion de descarboxilacion dec@idos, sin embargo, los
mecanismos enzimatico y no enzimatico son muyndagi En el proceso
enzimatico interviene una coenzima (el piridoxafdsfato) que se une al
aminoacido para formar una imina, y proporciona ctantribucibn mas

importante a la eficiencia catalitica de la enzilt@coenzima es un elemento
del proceso enzimatico, aunque introduce un carebicel mecanismo de
reaccion. De todas formas, los incrementos de iddipicos de las enzimas

son enormes independientemente del mecanismo cgdea

2.2. Catélisis enzimatica de las reacciones de trsfierencia
protonica en el carbono

Los enlaces C-H presentes en las moléculas bi@sdienen que ser
estables en agua para garantizar la viabilidadbsleistemas vivos, pero a la
vez es necesario que existan mecanismos de cagtizimatica que reduzcan
la escala de tiempos para la ruptura heteroliticdidhos enlaces en una gran
variedad de procesos metabolicos. El analisis datamsmo por el cual la
union de la biomolécula al catalizador enziméatieailita la reaccion de
transferencia proténica en el carbono requieretiegracion de resultados de
diferentes estudios. Estos incluyen la determimadgi@ la estructura del
complejo enzima-sustrato, la investigacion del misrao de la
correspondiente reaccion de transferencia prot@rcagua en ausencia de la
enzima, y el estudio del efecto del entorno localla proteina sobre la
estabilidad del estado de transicién para estaidat

El intervalo amplio de constantes de velocidad d#emm dos Kg)

observado para la transferencia protonica no-ericiande acidos de carbono a

! Richard, J. P.; Amyes, T. 12001 Current Opinion in Chemical Biolog$. 626-633.
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bases de Brgnsted en disolucion acuosa pone déestmla gran variedad de
barreras termodinamicas para la transferencia mieatdo Sin embargo, la
amplitud del intervalo de valores de la eficacigalkitica, k.o/Ky, para las
mismas reacciones catalizadas por enzimas es nmiehor, lo que demuestra
que existen grandes diferencias en el incrementoettidad, K.a/Ku)/Ks,
logrado por distintas enzimas en la desprotona#éacidos de carborfEstas
diferencias en el trabajo realizado por diferemesimad” se deben de tener
en cuenta a la hora de comparar su mecanismo dmazt la catalisis de la
transferencia protonica de acidos de carbono figrtebiles.

La reactividad relativa de diferentes acidos déa@am en reacciones de
transferencia protonica no catalizadas por enziwiese determinada por su
valor de K, El problema radica en determinar los valores ilepgara acidos
de carbono débiles en agua, debido a que la caacent de equilibrio de la
base conjugada es demasiado pequefia para podetadateon medidas
directas. Las constantes de acidez en el carbopaexten determinar a partir
de la relaciébn de constantes de velocidad paraaasferencia protonica

reversible del acido de carbono al disolvente (WOH,O) 0 a una base de
Brgnsted, junto con el valor de ple la especie que actia como base. Las
constantes de velocidad para la desprotonaciogidesade carbono débiles se
pueden determinar monitorizando la incorporaciordegterio en el acido de

carbono utilizando BD como disolventé® La constante de velocidad para la

protonaciéon rapida del carbanién formado se puestienar utilizando una

®Richard, J. P1984J. Am. Chem. So&06: 4926-4936.

®Bearne, S. L.; Wolfenden, RL995J. Am. Chem. So&17: 9588-9589.

* Taylor, E. A.; Palmer, D. R. J.; Gerlt, J. 2001J. Am. Chem. So&23: 5824-5825.

® Amyes, T. L.; Richard, J. P1992J. Am. Chem. So&14: 10297-10302.

® D'Ordine, R. L.; Bahnson, B. J.; Tonge, P. J.; &rsin, V. E.;1994 Biochemistry.33:
14734-14742.
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reaccion controlada por difusién como reloj paradasferencia protoni¢g, o
bien directamente estudiando la protonacién deatw®lgenerados mediante

fotdlisis de destelfy entre otros métodos.

2.3 El centro activo enzimatico como medio de reaén

Una gran parte del poder catalitico de las enzipragede de la
orientacion favorable del sustrato en el centrivaanzimatico, que favorece
la formacion del estado de transicion para la iéaccatalizada. Este centro
activo es una region especifica de la enzima eguk se encuentran los
residuos de aminoé&cidos que contribuyen a la uthébsustrato (y del cofactor
si lo hay) y aquellos que participan en la catksizimatica, también llamados
grupos cataliticos. El centro activo es una pastpupfia del volumen total de la
enzima. La mayor parte de los residuos de aminosadd la proteina no tienen
contacto con el sustrato y su funcion es la der daeestructura tridimensional
del centro activo, en la que participan una sedearhinodcidos que estan
alejados unos de otros en la estructura primarla dazima.

Los centros activos enzimaticos son generalmemiditigras o grietas
gue tienen un cierto caracter no polar, es deoin, una constante dieléctrica
efectiva menor que la del agua. Sin embargo, dntetior estdn presentes de
forma estructurada un namero limitado de cadenasalas de aminoacidos
con carga o polares, que a su vez interaccionariosogrupos polares o con

carga del sustrato. En el microentorno no polarcéektro activo, algunos de

" Amyes, T. L.; Richard, J. P1996J. Am. Chem. So#18: 3129-3141.

® Richard, J. P.; Williams, G.; Gao, 1999J. Am. Chem. Sp&21: 715726.

° Bakulev, V. A.; Chiang, Y.; Kresge, A. J.; Meng,; Morzherin, Y. Y.; Popik, V. V.2001
J. Am. Chem. Sp&23: 2681-2682.
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estos residuos polares adquieren propiedades akgsegue son esenciales
para la catalisis.

La barrera termodindmica para la transferenciadpich constituye la
contribucidbn mas importante a la barrera de adtivapara la desprotonacién
de un carbono en posicién alfa a un grupo carboailoel centro activo
enzimatico. La bibliografia recoge un gran numere e@videncias
experimentales que indican que ciertos grupos agidméasicos de las cadenas
laterales de aminoacidos son necesarios para albs@nma catdlisis eficiente.
Sin embargo, la catalisis de esta reaccion de dies@cion por acidos y bases
de Brgnsted en agua es generalmente deébil. No serdadizado muchos
estudios dirigidos a entender el origen de esteeatomen la magnitud de la
catalisis por acidos y bases de Brgnsted en rewmicatalizadas por
enzimas? La existencia de una mayor fuerza impulsora par@ansferencia
proténica del carbono a la base catalitica en ellioneenzimatico en
comparacion con el medio acuoso permitiria expliaaintensificacion de la
catalisis acido-base en presencia de la enzimeertito activo enzimatico es
un medio de constante dieléctrica muy inferior @éhagua, en el que estan
presentes una serie de grupos polares con la axiént adecuada para
proporcionar una estabilizacion electrostaticaas@bn enolato formado como
producto de la reaccién. La magnitud de esta iotéya electrostatica es
inversamente proporcional a la constante dieléctiel medio y, por lo tanto,
la estabilizacion del estado de transicion seraomay el medio enzimatico

que en disoluciéht****Ademas, la interaccién entre el estado de tramsigio

% Richard, J. P.1998Biochemistry37: 4305-4309.

! Richard, J. P.; Amyes, T. [12004Bioorganic ChemistrB2: 354-366.

'2 Simonson, T.; Carlsson, J; Case, D.2004J.Am. Chem. So&26: 4167-4180.

13 Antosiewicz, J.; McCammon, J. A.; Gilson, M. K996Biochemistry35: 7819-7833.
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un grupo polar de carga 0 momento dipolar opuestmtado de forma precisa
en el medio enzimatico sera mas favorable desgeirgb de vista entropico
que la correspondiente interaccién para la readsiiiolecular en agu¥.

La desprotonacion de &cidos de carbono cationianxluze a la
formacion de zwitteriones en los que la interac@tectrostatica entre cargas
opuestas puede ser considerada como una solvaiatédna, cuya magnitud
aumenta al disminuir la distancia entre las cargata interaccion favorece la
formacion de iluros por desprotonacion de acidosatbono catidnicos frente
a la formacion de los carbaniones correspondieptesdesprotonacion de
acidos de carbono neutros. Este hecho se ve dilega la gran acidez del
carbono de las cetonas catiénitasy de la forma zwitteriénica de los

aminoacidog?®17:18:19

2.4 Formacioén y estabilidad de los enolatos de anaacidos

Algunas racemasas de aminoacidos catalizan lacorteersion de los
isobmeros D y L del aminoacido mediante la abstéacae un proton del
sustrato unido al enzima para formar un enolaternm¢dio, el cual sufre una
reprotonacion no-estereoespecifica que genera #loanido racémico. La
desprotonacion en el carbono de la forma catidiédaminoacido conduce a
la formacion de un iluro, el cual esta fuertemessiabilizado por interacciones

de tipo electrostatico entre cargas opuestas situad atomos contiguos. La

1 page, M. I.; Jencks, W. R.971Proc. Natl. Acad. Sci. USAS: 1678-1683.

!> Tobin, J. B.; Frey, P. A1996J.Am. Chem. So&18: 12253-12260.

'8 Guthrie, J. P.1996Chem. Biol3: 163-170.

" Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.

'8 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.

¥ Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. Sot24: 8251-8259.
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magnitud de este tipo de interacciones aumentaisahiuir la constante
dieléctrica del medio. La informacidén existente lanbibliografia permite
comparar las barreras termodinamicas para la @ada desprotonacion en el
carbono de la forma catidnica de aminoacidos, tamdase gas como en
disolucion®

El efecto que un sustituyente —NM¢éiene sobre la acidez del oxigeno
de un &cido carboxilico depende de forma importdetenedio de reaccion.
Asi, cuando se sustituye un proton por un grupo eNMn el i6n acetato se
observa un pequefio descenso en la basicidad dmb garboxilato en agua,
AG,, = — 4 kcal/mol {pKa= 2,9), pero la disminucion es mucho mayor en fase
gas,AGy= — 109 kcal/mol (Figura 2.2, A). Esta diferenceaproximadamente
100 kcal/mol refleja la mayor energia libre de atdeion del catidon
trimetilamonio y del anion carboxilato cuando est&m moléculas distintas,
AGRw, respecto a la situacion en la que forman part&adeisma molécula,
cOmo ocurre en un zwitterion, que se puede coraidermalmente neutro,
AGEy (Figura 2.2). Esta diferencia energética se delopiea el acceso del
disolvente a los grupos cargados en el zwittergia eestringido por la union
covalente de estos grupos, y ademas la estabdizadel zwitterion por
interaccion con el disolvente se ve contrarresiaataun debilitamiento de la
“solvatacion interna” del zwitteridon por interacaiéntre las cargas opuestas en
un disolvente polar como el agua en comparacionfasam gas. La separacion
entre las cargas opuestas en el carbanién zwitteooresultante de la
desprotonacion del carbono alfa es menor que esgacie MeN'CH,COO
(Figura 2.2, B).

2 Williams, G.; Maziarz, E. P.; Amyes, T. L.; WooH, D; Richard, J. P2003Biochemistry
42: 8354-8361.
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Figura 2.2 Ciclos termodinamicos de las posibles desprotonasialel aminoacido glici
por el i6n acetato en fase gas y en disoluciénsatio

I Richard, J. P.; Amyes, T. 12004Bioorganic Chemistr2: 354-366.
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Como consecuencia de esta menor separacion desaesgde esperar
una disminucién del valor dAGhy (Figura 2.2, B) debido a una mayor
restriccion del acceso del disolvente a la carga yn aumento de la
compensacion de la “solvatacion interna” del zwidte en fase gas.

Hay que tener en cuenta que cuando la reacciém liugar en un centro
activo enzimatico no polar, solo es posible obgemva fraccion del aumento
en la fuerza impulsora termodinamica que se progaca la desprotonacion
en el carbono de la forma catidénica del aminoaebpasar de fase gas a
disolucion. Esto es debido a que: (i) La constaleéctrica “efectiva” en el
centro activo de la enzima es superior al valoDde 1 para fase gas, por lo
qgue la diferencia entre la estabilizacion del ewolavitterionico en el centro
activo no polar de la enzima con respecto a lab#igi@cion en agua sera
inferior a las 100 kcal/mol correspondientes a kyon estabilizacion que se
produce en fase gas con respecto a la disolucidosac(ii) El coste energético
asociado a la formaciéon de la base que desprotoamieodcido, un anion
tiolato? en el centro activo no polar es probablementeifgigtivo. (iii) La
forma catiénica del aminoéacido {M'CH,COOH) es la forma minoritaria en
disolucién acuosa a pH =7, y la protonacion delnadcido en el oxigeno
carboxilico también tendra un coste energético.eBibargo, solo es necesario
gue una pequefa parte del aumento de mas de lidddcan la estabilizaciéon
del carbanion zwitterionico observado al pasar ake fgas a disolucion se
manifieste en la catalisis de la formacion del atwkwitterionico en el centro
activo de la enzima para que dicha estabilizacémessente una contribucién
importante al aumento de velocidad observado panedccion enziméatica.

Asi, un 10% de esta energia de estabilizacion nm&xyiodria resultar en un

22 Koo, C. W.; Blanchard, J. SL999Biochemistny38: 4416-4422.
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incremento de velocidad superior & ¥6ces para la desprotonacién del &cido
de carbono.

Se puede concluir que las racemasas de aminoagigosctian sin
cofactor desempefian dos funciones clave: (a) addvorma mas abundante
del aminoéacido a pH fisiolégico, el zwitterion, pda enolizacion mediante la
protonacién previa o concertada del grupo carbtxila (b) favorecer la
estabilizacion intramolecular del enolato formadaomo intermedio

proporcionando un medio de baja constante diebéctri
2.5 Piridoxal 5’-fosfato como cofactor enzimatico

El éster fosfato de la forma aldehido de la vitan®, el piridoxal 5’-
fosfato (PLP), es el cofactor de muchas enzimascqtedizan reacciones de
aminoacidos y aminas. Las reacciones en las qtieiparson numerosas y es
considerado como uno de los catalizadores natumgdssversatiles. La primera
etapa en el mecanismo de catalisis covalente pBrd@hsiste en la formacion
de un ion iminio entre el aminoacido y el PLP. banfacion de este aducto
permite estabilizar el carbanion formado mediaatédlocalizacion de la carga
negativa en el anillo de piridina del cofactor.

La conversion de un compuesto carbonilico en unaaires una etapa
fundamental en numerosos procesos bioldgicos. imatién de iminas (bases
de Schiff) es una reaccion reversible que comieonda adicion nucledfila de
una amina al grupo carbonilo de una cetona o ueh&d para formar un
intermedio tetrahédrico. En una segunda etapalirtanacion de agua de la

carbinolamina, catalizada por &acidos generalesmigerobtener la imina



23 AMRME BIBLIOGRAFICO

(Figura 2.3F>?* Las iminas existen mayoritariamente en la formandiea
protonada o ion iminio en disoluciones acuosasragut.os iones iminio son
electréfilos con una reactividad muy superior aéaaldehidos y cetonas, ya
gue la protonacion del nitrégeno polariza el enla¢®ciéndolo mas reactivo
que el C=0.

En las reacciones enzimaticas en las que part&ipd.P es necesario
qgue la condensacién del aminoacido con el cofguéma formar la base de
Schiff ocurra a una velocidad igual o superior @éaetapas posteriores, que
implican la ruptura de enlaces C—C o C-H. En génefr®LP esta presente en
el centro activo de la enzima formando una bassatéf con el grupo amino
de un residuo de lisina, denominada aldimina istetra formacion de la
correspondiente imina con el aminoéacido, aldiminder@a, se produce
mediante un proceso de transiminacion, que tiegar la una velocidad mayor

que la reaccion del aminoacido con el PLP libre.

H,N-R’
H QNHR’ H °
Y — o —
H-A H

Figura 2.3 Mecanismo de formacién de iminas a través de uerrmedic
carbinolamine

Todos los procesos enziméaticos en los que partaipdP comparten
ciertas caracteristicas mecanicistas. La formadénuna aldimina entre el

aminoacido y el grupo aldehido del cofactor debilits enlaces con el carbono

> Malatesta, V.; Cocivera, M1978 J. Org. Chem43: 1737-1742.
24 Jencks, W. P1987. Catalysis in Chemistry and EnzymoloBpver Mineola, New York.
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alfa al grupo imino, ya que la ruptura heterolitieacualquiera de estos enlaces
con pérdida de H CO; o R permite obtener un enolato fuertemente
estabilizado por delocalizacién de la carga negativ el sistema conjugado.

El trabajo pionero del grupo de E. E. Snell alredede 1950 sobre la
reactividad de esta coenzima proporcioné el funa@onenecanicista necesario

para analizar su actividad enzimatica®
2.6 Modelos no enziméaticos de la catdlisis por pétoxal 5'-fosfato

La capacidad del piridoxal 5'-fosfato, PLP, pardaksgizar la carga
negativa en el carbono en alfa al nitrogeno dmlaa hace que, en ausencia de
la enzima, este cofactor catalice muchas de lascim®es en las que esta
implicado a nivel metabdlico. Sin embargo, estasec®nes modelo son, en
general, reacciones muy lentas, hecho que, jumtdacoomplicacion derivada
de la existencia de diferentes formas ionicas deallimina, dificulta
enormemente su estudib.

En los primeros estudios sobre el mecanismo derdasciones
catalizadas por la vitamina B6, E. E. Snell y ddentificaron el grupo
aldehido, el grupo fenol y el anillo de piridinanom las caracteristicas
estructurales de esta molécula que son esenciatassp actividad catalitica.
De los estudios llevados a cabo en su laborataiweslas reacciones no-

enzimaticas del PLP estos autores obtuvieron ¢agesites conclusiones:

2 Snell, E..E1944 J. Biol. Chem.154; 313-314.

% Snell, E..E; Leklem, J. E.; Reynolds, R. D981 Methods in Vitamin BNutrition 1-19,
Plenum, New York.

27 Metzler, D. E.; Ikawa, M.; Snell, E. EL954J. Am. Chem. So@6: 648-652.
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(i) El grupo aldehido del cofactor reacciona fgcieversiblemente con
distintos aminoacidos para formar las corresponesbases de Schiff, que
posteriormente evolucionan para dar los productagdccion.

(i) Un aldehido es un buen catalizador cuando @ose grupo
fuertemente atractor de electrones, como el ni@gkel anillo de piridina del
PLP, en posiciolrto o paraal grupo —CHO.

(i) La presencia del grupo hidroxilo adyacentegalpo aldehido hace
aumentar la actividad catalitica del PLP. Esto easidera debido a la
formacion de un anillo quelato de seis miembros mamtiene la base de
Schiff en una conformacion plana.

(iv) En sistemas modelo, los grupos 5-hidroximegtd-metil no juegan
un papel importante en la catélisis. Sin embargomedios enzimaticos el
grupo 5-CHOPQ?™ constituye un punto de unién de la coenzima adeéefa.

El efecto que producen los diferentes sustituyestdse la capacidad
catalitica del PLP es objeto de estudio de esterid.

2.7 Mecanismo de actuacion del PLP como catalizadode
reacciones de aminoacidos

En 1952 Braunstein y c&f.propusieron un mecanismo general para la
accion catalitica del PLP basandose en estudiandienas que utilizan este
cofactor para catalizar reacciones del metabolisdos aminoacidos. Este
mecanismo, que coincide con el propuesto por Sreelpartir del estudio de
reacciones no-enzimaticas, puede ser resumido c@&ih@iridoxal fosfato

reacciona para convertir el grupo amino de un stdisten una base de Schiff

2 Braunstein, A. E.; Kritzmann, M. GL952Dokl Akad NaulSSSR 85: 1115-1118.
2 Metzler, D. E.; Ikawa, M.; Snell, E. EL954J. Am. Chem. So@6: 648-652.
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que es electrénicamente equivalente a un carb@ui@centeSin embargo, la

base de Schiff de un aminoacido con un aldehidailkecomo por ejemplo el

acetaldehido) tiene la polaridad opuesta a la tegrapo C=0, asi que una

imina no podria sustituir a un grupo carbonilo @adtivacion de un proton en

posicion a ni en facilitar la ruptura del enlace C-C del aodicido. Es

necesaria por lo tanto la presencia de un grupoteimente aceptor de

electrones, como la piridina, conjugado con el gr@=N, de forma que los

electrones puedan fluir del substrato a la coenzima

H ©

R—:«CO0

H o
\I—COO
S @N
e N
09 Z H
_P. (0]
0” ~0 |\ ©
~
ol
H
R_~ S}
j’<COO
© N
o) N
g L
0° "0 |
~
ol
Base de Schiff

(Dos formas resonantes)

Figura 2.4 Piridoxal 5’-Fosfato (PLP), un coenzima especaigpas eacciones (

los aminoéacido
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2.8 Reacciones modelo que tienen al PLP como catalior

Se conocen en la actualidad las estructuras de &h2bnas que
utilizan el piridoxal 5’-fosfato como cofactor. lgran abundancia de enzimas
dependientes del PLP en sistemas bioldgicos eslalesin duda, a la utilidad
catalitica de este cofactor en las transformacigaésicas de los aminoacidos,
y no es por lo tanto sorprendente el niumero coraite de reacciones
guimicas no-enzimaticas que pueden experimentald@®inas formadas por
el PLP cona-aminoacidos. Se han identificado, a través delidestde
sistemas modelo, los siguientes tipos de reaccideesminoacidos en las que
participa el PLP.

1. Transaminacion (de aminoacido a cetoacido)

2. Intercambio del protén en posicién

3. Racemizacion del centro quiral en el carbono efcgrsa.

4. Ruptura del enlace C-C en la posicionf3 del aminoacido
(ruptura alddlica).

5. Reacciéon der—f eliminacion cuando el sustituyente en posi@on
es electronegativo.

6. Descarboxilacion en la posicién

7. Descarboxilacion en la posicign

El descubrimiento de estas reacciones, tanto eaneaias como en
presencia de enzimas, se produjo mas o menos &mealhente, aunque
algunas de ellas fueron descritas en primer lugasiggemas no-enzimaticos.
La gran ventaja del estudio de sistemas modelosmudion acuosa frente a
los correspondientes sistemas enzimaticos radida pasibilidad de observar

la reaccion en intervalos amplios de pH y asi palgerminar la reactividad
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de las distintas formas ionicas de la aldiminan#idmo tiempo, en ocasiones
es util hacer modificaciones en la estructura délP,P eliminando
sistematicamente alguno de sus grupos funcionBlesesta forma se puede
obtener informacién sobre el papel de los dististegtituyentes presentes en el
cofactor en la catélisis. El 5"-deoxipiridoxal (DP&s muy util como analogo
del PLP en estudios llevados a cabo mediante especpia RMN, debido a

las complicaciones que causa el grupo fosfato auaeditiliza esta técnica.

H
H
O._H 0 OH )
OH OH
HO ~ OH | A H,O5PO | A
| — — —
N N N
Piridoxal Piridoxal hemiacetal Piridoxal fosfato
NH; NH, Os_H
OH OH OH
HONS H2O3PO/\&/\ \&
— — —
N N N
Piridoxamina Piridoxamina fosfato 5'-Deoxipiridoxal
O_H O _H
X OH HO N OH
| @ | @
w w
cl® c1®
Cloruro de N-metil 5'-Deoxipiridoxal Cloruro de N-metil Piridoxal

Figura 2.5 Estructuras del piridoxal 5'-fosfato y algunosaies analogos utilizades
los estudios de reacciones modelo de este cofectimatico con aminoacidos.
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2.8.1 Transaminacion

Las reacciones de transaminacion y racemizaciénamdeoacidos
fueron las primeras reacciones en la que se defneszperimentalmente la
presencia de la base de Schiff formada con el P& papel como intermedio
de la reacciér® La transaminacién convierte @-aminoacido en uro-

cetoacido a través de una segunda base de Samdffdeada cetimina.

a-aminoacido

Nk 0
R-C-COOH H
| o
H RN
[
H__O H_ YN,
H
O
—
N N
Piridoxal Aldimina Intermedio desprotonado
en la posicion o
o-cetoacido

H 'Ea Po
g
o
HO | N
~
N
Piridoxamina Cetimina

Figura 2.6 Mecanismo de la reaccion de transaminacion catiipor piridoxal.

30 Metzler, D. E.; Ikawa, M.; Snell, E. EL954J. Am. Chem. So@6: 648-652.



CAPITULO 2 30

El intermedio de la reaccion es un carbanion priodugor la
desprotonacion de la aldimina en el carbeny que esta estabilizado por
delocalizacion de la carga negativa en el anillopoiiglina del cofactor. La
reprotonacion de este intermedio en el carbonoeft’cdfactor conduce a la
cetimina, que se hidroliza para formar la piridoksan 5'-fosfato y el
correspondienta-cetoacido.

Martell y col3 sugirieron que la tendencia a reprotonar el cadbaen
el carbonoa deberia predominar, ya que la aldimina formadaariest
estabilizada por conjugacion con el anillo aronmat®in embargo, la presencia
de grupos dadores de carga unidos a la poseci@awvoreceria la distorsion de
la nube electronica delocalizada, aumentando lat@pacion del carbanion en

la posicion 4’y por lo tanto la formacion de ursdimina.

2.8.2 Racemizacioén

La reaccion de racemizacion de araminoacido catalizada por PLP
viene precedida por la formacion de un carbaniés ta abstraccién de un
protén del carbono en la posiciande la base de Schiff. La reprotonacion del
intermedio carbanidnico en la misma posicion ocsimeestereoespecificidad.

Las enzimas que catalizan esta reaccion se denomat@emasas y
tienen gran importancia para las bacterias, pudstgian D-alanina y D-acido
glutdmico a partir de los isémeros ¥-La ruptura heterolitica del enlace del
atomo de hidrégeno en posicidna la base de Schiff es el punto de partida de

muchas de las reacciones dedeaminoacidos catalizadas por piridoxal.

%1 Martell, A. E.;1982Adv. Enzymol53: 163-199.
%2 Shaw, J. P.; Petsko, G. A.; Ringe, D997Biochemistry36: 1329-1342.
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2.8.3 Descarboxilacion

La reaccion de descarboxilacion de toaminoacidos es una reaccion
irreversible que suele aparecer con frecuencia daretapa final en la sintesis
de compuestos con un grupo amii&on muchas las enzimas dependientes
del piridoxal 5’-fosfato que catalizan esta reancidando lugar a la formacién
de aminas bioactivas. La catalisis por PLP de daaién de descarboxilacion
de acidoso-amino monocarboxilicos es muy dificil de obsergarsistemas
modelo®® ya que existen otras reacciones que se iniciadacdesprotonacion
del carbonax que ocurren a mayor velocidi.

En las aldiminas formadas entre msminoacidos y el PLP, el grupo
carboxilato esta coordinado a través de un enlachidtégeno al atomo de
nitrégeno protonado de la imina. La existencia s @nlace de hidrogeno
favorece la orientacion del grupo carboxilato eplaho del anillo aromatico.
La disposicion mas favorable para liberar el pactebnico enlazante por
superposicion con el sistenma de la base de Schiff seria una posicion
perpendicular al plano del anillo aroméatifoLa coordinacién del grupo
carboxilato con el nitrdgeno protonado de la inpaaerce ser suficiente para
prevenir la descarboxilacion en posicebn

Diversos estudios en sistemas modelo no-enzimatiansdemostrado
que el piridoxal 5’-fosfato cataliza una serie daaciones de los aminoacidos.
Sin embargo, una enzima dependiente del PLP caneetmuy especifica,

catalizando solo un tipo de reaccion. Este he@walh plantear la pregunta de

¥ Kalyankar, G. D.; Snell, E. E1962Biochemistry1: 594-600.

34 Dunathan, H. C1966Proc. Natl. Acad. Sci. USAB5: 712-716.

% Shaw, J. P.; Petsko, G. A.; Ringe, D997Biochemistry36: 1329-1342.
3 Tatsumoto, K.; Martell, A. E1977J. Am. Chem. S089: 6082-6088.
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como una enzima logra esta especificidad utilizandocofactor que puede
catalizar multiples reacciones. En respuesta acesstion, Dunathan propuso
en 1966 que las enzimas dependientes del PLP antilizfectos
estereoelectronicos para controlar la especificitagus reacciones. Segun su
hipotesis, la enzima situa el enlace que debe rompda aldimina externa
paralelo al sistema, de forma que el orbital p que se genera al roneper
enlace estd alineado con el sistetn@ara conseguir el maximo solapamiento
o-1. De esta forma, la energia del estado de tramsidi@minuye y la
velocidad de la reaccibn aumenta. Esta orientatadgmbién produciria una
geometria mas cercana a la del intermedio, minimiaael movimiento
molecular en la aproximacién al estado de transicln la figura 2.7 se
muestra la geometria de la aldimina mas favoradnla fa ruptura del enlace C-
H en la posicidro del aminoacido. Se consigue otra geometria adequeda

la ruptura del mismo enlace al rotar el aminoadido’.

o « La posicion del hidrégeno es o
00C, T)‘R la adecuada para su salida 00C R Pro-S
N ¥y~ Laadicién del protén ?\II/ H* ‘/
H /@X\.CH por la cara si H /@\C‘—H
1 — 1
@) O
10 @
N N
H ® H ®
Figura 2.7 Aspectos estereoquimicos de la catalisis enzim&bn PLP com
coenzima.

Las reacciones enziméticas de las bases de SehiHLd tienen lugar
normalmente sobre una misma cara de la estructatecalar relativamente

plana (figura 2.7). Este resultado es el esperada sinico grupo acido-base
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actla como aceptor de protones en una etapa y dadw de protones en una
etapa posterior. Esto conduce, naturalmente, aténeion de configuracion
observada en las etapas que incluyen desplazamiertansferencia de
protones desde una posicién de una cara a otreifmosie la misma cars.

2.8.4 a—P eliminacion

Martell y Tatsumot®’ realizaron estudios cinéticos de la reaccién de
eliminacién de grupos electronegativos en la pésifd de aminoacidos
(serina, fosfoserina §-cloroalanina). La catélisis por piridoxal depemigeuna
serie de factores que controlan las dos etapasuatetes de la velocidad, la
disociacion del proton en posiciém y el desplazamiento del sustituyente
electronegativo en posicidh La figura 2.8 muestra el mecanismo propuesto
para la reaccion dé-eliminacién de la forma monoprotonada de la aldani

La velocidad de la eliminacion del grupo electrateg en posiciorf
varia con el valor del pH debido a las difereneiageactividad de las distintas
formas protonadas de la base de Schiff. A valoeepld comprendidos entre
6,5y 10, la velocidad de la reaccion aumenta eap&hte con el pH, alcanzar
un valor maximo a pH entre 8 y 9, y disminuye aoxed de pH mayores. La
determinacion de las constantes de disociacion ade blases de Schiff
monoprotonada y diprotonada hace posible el caldeldas constantes de
velocidad especificas para cada espécieas constantes de velocidad

asignadas a las especies monoprotonadas son 6rdar8d.veces mayores que

3" Floss, H. G.; Vederas, J. @982New Comprehensive Biochemistry Stereochemig¢al3.
161-199. Elsevier, Amsterdam.

38 Tatsumoto, K.; Martell, A. E.; Motekaitis, R. 1981J. Am. Chem. So&03: 6197-6203.
% Metzler, D. E.; Longenecker, J. B.; Snell, E. 853J. Am. Chem. So@5: 2786-2787.



CAPITULO 2

las de las formas diprotonadas. El hecho de queilasgs monoprotonadas de
las bases de Schiff sean mas reactivas que lastaliadas se debe a los
efectos relativos sobre las dos etapas determmaaée la velocidad de
reaccion. Aunque para la especie diprotonada essperar una mayor

concentracion del intermedio carbanibnico,

disminuiria la velocidad de eliminacion del sustnte electronegativo. Este

ultimo efecto parece predominar.

Su maymarga positiva

o-aminoacido
X H

S)
H,C-C-CO0 . é HQ
|
N NI
@ /
H_O., H EN-
| '
sz —
N N
Piridoxal Base de Schiff
monoprotonada

Q
CH;COCOO NHg

T H,0
S
HzCzCl:—COO
NH,
H OA\|T| .
HO | A ©
~
N

Intermedio

Intermedio
a-desprotonado

Estado de transicion

Figura 2.8 Mecanismo para la catalisis por piridoxal deal@—eliminacibn de u

aminoacido con un grupo electronegativo en posigion
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2.8.5 Ruptura aldolica

La ruptura aldolica d@-hidroxi-a-aminoacidos en disolucion acuosa y
a temperatura ambiente ocurre de manera rapiddosesade pH altos, en
presencia de piridoxal e iones metélitbsa velocidad de la reacci6n
normalmente aumenta con el pH en medio alcalinstahalcanzar un valor
maximo a pH 10, a partir del cual se mantiene @mist Este comportamiento
indica la presencia de mas de una especie caalitia probable variacion de
la concentracion de dichas especies con el valpHde

Un sistema interesante es el que involucra algiaticomo catalizador
de las reacciones de [fenilserina’’ En este sistema, la ruptura aldélica
ocurre facilmente para formar benzaldehido, com® @& esperar, pero
paralelamente se produce también la eliminacionH@ para dar &cido
fenilpirdvico. Este resultado es interesante dade ¢l ién HO es un mal
grupo saliente y no es eliminado de la serina esgncia de piridoxal e iones
metélicos en condiciones de reaccion similaressauldizadas para 1§-
fenilserina.

Los estudios cinéticos de la reaccion de ruptutélish de una serie de
fenilserinas sustituidas en posicigmara indican que los sustituyentes
electronegativos (nitro, cloro, y grupos aminondie poca infuencia en la
velocidad de reaccion (conducen solo a un pequeifi@i@to) con respecto a la
fenilserina como compuesto de referefi€n general, los sustituyentes
atractores de electrones deberian contrarresefieeto retirador de carga del
nitrogeno de la aldimina. Los sustituyentes eledgativos aumentarian la

“0Longenecker, J. B.; lkawa, M.; Snell, E. F957J. Biol. Chem.226: 663-666.
4 Tatsumoto, K.; Martell, A. E21978J. Am. Chem. So&00: 5549-5553.
42 Marcello, J.; Martell, A. E.1982J. Am. Chem. So&04: 3441-3447.
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acidez del hidrégeno en posiciary estabilizarian el intermedio carbanidnico,
favoreciendo asi la eliminacion. Pero por otraggarh aumento en la atraccion
de electrones por parte del sustituyente en eloaiaVoreceria la disociacion
de un protdn del grupo hidroxilo adyacente al faml el movimiento del par
electréonico hacia el anillo para formar un dobldaes carbono-oxigeno,
haciendo mas favorable la ruptura aldolica frenta aliminacion. El efecto
pequeiio de los sustituyentes electronegativos dabvelocidad de reaccion
puede ser considerado el resultado de efectos ermdtericias opuestas que

practicamente se anulan.
2.9 Piridoxamina 5’-fosfato como coenzima

Si el piridoxal 5’-fosfato es el cofactor disefiguhra reaccionar con los
grupos amino de una serie de sustratos, la piridme5’-fosfato (PMP) actua
como coenzima en las reacciones de compuestosnéi&bs. Un ejemplo de
este tipo de funcién lo constituye la formacion 8g-dideoxihexosas
necesarias en la superficie de las células bactsfa

La formacion de cetiminas (similares a las aldim)nantre la
piridoxamina 0 compuestos analogosnycetoacidos da lugar a reacciones
como la descarboxilacion en posicipnla desfosforilacion en posicigho la
eliminacién de grupos electronegativos en la poésigy, ademas de la

transaminacion para transformarasxtetoacido en un-aminoéacido.

“3Rubenstein, P. A.; Strominger, J. 1974J. Biol. Chem.249: 3776-3781.
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3. Enolatos de la glicina: Efecto de la formaciénaliones
Iminio con cetonas simples sobre la acidez del camhbo en
posiciona al grupo amino

3.1 Introduccién

El interés que existe en caracterizar las barregasodinamicas y
cinéticas de la reaccion de desprotonacion debocarlen posiciém al grupo
amino de aminoacidds**® y péptidod’ en agua se debe a que esta
informacion nos puede ayudar a comprender el m&wanipor el cual las
enzimas catalizan la desprotonacién de aminoaéfd8$®“°Las enzimas que
catalizan la desprotonacién de ciertos aminoacidosno alaningd>>*
glutamatd®*® y diaminopimelatd no necesitan la asistencia de ningun
cofactor electrofilo que estabilice la carga negatiel carbono en posician
al grupo amino después de la desprotonacion. Lesltaglos obtenidos

,49,55

mediante métodos computacionaleexperimentalé' y por cristalograffa

* Rios, A.; Richard, J. P1997J. Am. Chem. So&19: 8375-8376.

“Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. So22: 9373-9385.
**Richard, J. P.; Williams, G.; Gao, 1999J. Am. Chem. Spd21: 715726.

“"Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. So24: 8251-8259.

“8Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.

“9Richard, J. P.; Amyes, T. R004Bioorg. Chem.32: 354366

*0 Spies, M. A.; Toney, M. D2003Biochemistry 42: 50995107.

*1 Spies, M. A.; Woodward, J. J.; Watnik, M. R.; Tgn#&!. D. 2004J. Am. Chem. Sqcl26:
74647475.

*2Gallo, K. A.; Tanner, M. E.; Knowles, J. R993Biochemistry 32: 39913997.

*3 Puig, E.; Garcia-Viloca, M.; Gonzalez-Lafont, Aluth, J. M.2006J. Phys.Chem. AL10:
717-725.

* pillai, B.; Cherney, M. M.; Diaper, C. M.; Suthend, A.; Blanchard, J. S.; Vederas, J. C.;
James, M. N. G2006Proc. Nat. Acad. Sci. U.S,AL03: 86683673.

% patrick, J. S.; Yang, S. S.; Cooks, R1866J. Am. Chem. Sqcl18: 231232.
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de rayos X° muestran que la conversién del aminoacido unitdopeoteina en
un intermedio de reaccion zwitterionico iluro esa&orecido por el medio
poco polar del centro activo enzimétréo.

El piridoxal 5-fosfato (PLP) es un catalizador atefilico
extraordinario para la reaccién de desprotonacibrelecarbono de losi-
aminoécidos en agi&™’y en centros activos enzimaticsd.a primera etapa
del mecanismo en la catalisis covalente por PLR &srmacion de una imina
con el aminoacido. La formacion de este aductoliteelbddos los enlaces del
carbono en posicién al grupo imino, debido a que la ruptura hetexditile
uno de estos enlaces y la consiguiente pérdida’d€€ o R produce un
carbanién que esta muy estabilizado por delocafimaie la carga negativa en
el anillo de piridina del cofactor.

En algunas enzimas que catalizan la descarboxilas@baminoacidos
esta presente el grupo prostético piruvoilo, lo sugiere que esta cetona es un
catalizador electrofilo efectivo de las reaccionge® transcurren a través de
intermedios carbaniénic852°3%* Sin embargo, poco se sabe sobre la
eficiencia catalitica relativa de compuestos caitloms sencillos respecto al

PLP en los procesos de catalisis electrofila de désprotonacion de

%% pillai, B.; Cherney, M. M.; Diaper, C. M.; Suthend, A.; Blanchard, J. S.; Vederas, J. C.;
James, M. N. G2006Proc. Nat. Acad. Sci. U.S A.03: 86683673.

" Richard, J. P.; Amyes, T. R004Bioorg. Chem.32: 354366

%8 Dixon, J. E.; Bruice, T. C1973Biochemistryl2: 4762-4766.

¥ Toth, K.; Richard, J. 2007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.

% Toney, M. D.2005Arch. Biochem. Biophys433: 279287.

. Tolbert, W. D.; Zhang, Y.; Cottet, S. E.; Benné&it,M.; Ekstrom, J. L.; Pegg, A. E.; Ealick,
S. E.2003Biochemistry 42: 23862395.

2 Graham, D. E.; Xu, H.; White, R. 12002J. Biol. Chem.277: 235023507.

% Bach, R. D.; Canepa, €997J. Am. Chem. So&19: 1172511733.

® Gallagher, T.; Rozwarski, D. A.; Ernst, S. R.; Kext, M. L.1993J. Mol. Biol, 230: 516
528.
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aminoacidos. Esto se debe principalmente a la fedtastudios modelo en los

que se utilicen compuestos carbonilicos sencifiés.

o O OMe (@] OMe
@
H3N H\@IH @jv@ BH*
3 Jj\ome /Nl ¥ H\Nl H
Me Me Me Me Me Me
1-H
0 O BH?
o H )
0 OJ\FHO OJ\@/HO
O Q (0] N N @)
o) ® H &Y 0 H oY
HsN\)J\O@ @ B @ (0]
—_—
2-H
BH* 0
H o
&3
H /IEIB\H
009
| o
HOON
H

Figura 3.1 Formacion de los iones iminio de la glicina mesileZ con acetond {H), de
la glicina con fenilglioxilato 2-H), de la glicina co®DPL y su posterior desprotonacion.

5 Owen, T. C.; Young, P. R., JI974FEBS Lett43: 308312.
 Young, P. R.; Howell, L. G.; Owen, T. €975J. Am. Chem. S087: 65446551.
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Una cetona simple como la acetona posee una frasaificativa del
poder del PLP como catalizador de la desprotonatedamminoacidos, debido a
la gran acidez del carbono del aducto i6n imitibl (figura 3.1)°" En este
capitulo se exponen los resultados obtenidos eimvestigacion sobre la
catalisis por bases de Brgnsted de la desprotandeib-H y sobre la catalisis
de la desprotonaciéon de glicina por fenilglioxila¢bgura 3.1). Cuando
comparamos la catdlisis por fenilglioxilato de Esprotonacion de la glicina
con la catélisis por 5-deoxipiridoxal (DP¥)se puede ver que la acidez del
carbono en posiciéa al grupo imino de los aductos de fenilglioxilatH,
figura 3.1) y DPL son similares. Por lo tanto, sege aumentar la acidez del
carbono en posicion al grupo amino de los aminoacidos formando iones
iminio con compuestos carbonilicos de estructurashm mas sencillas que el
PLP. Sin embargo, el DPL es mucho mejor catalizdéda desprotonacion de
la glicina que el fenilglioxilato a pD 7, por lo gudebe poseer otras
propiedades que le confieren un papel Unico confiactar en la catalisis de

reacciones bioorganicas.
3.2 Seccion Experimental

3.2.1 Materiales. Los compuestos comerciales que se citan a
continuacion fueron adquiridos a la compafia Ahdriécido clorhidrico
deuterado (37 wt %, 99,5%D), deuteroxido potas#® Wt %, 98 + % D),
hidrocloruro de la glicina metil ester, hidroclasurde quinuclidina, 3-

quinuclidinol, hidrocloruro de 3-cloroquinuclidind,,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-

®"Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.
% Toth, K.; Richard, J. 2007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.
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propanol (HFIP), y 2,2,2-trifluoroetanol (TFE). Lglicina y el acido
fenilglioxilico fureron adquiridos a Fluka. Las quclidinas sustituidas en la
posicion 3 fueron purificadas por recristalizaci@on los siguientes
disolventes: hidrocloruro de quinuclidina, etan8kguinuclidinol, acetona;
hidrocloruro de 3-cloroquinuclidina, metanol/propbi:1 (v/v). Los demas

reactivos fueron utilizados sin ninguna purificacawicional.

3.2.2 Métodos generaledDebido a que las reacciones tienen lugar en
agua deuterada como disolvente, los protones adiltss glicina, hidrocloruro
de glicina metil ester, PO, KH,PQy, los hidrocloruros de quinuclidina y 3-
cloroquinuclidina y el protéon del grupo alcohol d&iquinuclidinol fueron
intercambiados por deuterio disolviendolos en,OD y evaporando
posteriormente el disolvente a baja presion. BEstegso se repitidé al menos en
otras dos ocasiones, y se finalizdé con el secadaci, a una temperatura de
50 °C, durante aproximadamente 12 h8td8/*"?El 4cido fenilglioxilico, el
acido metoxiacético, el hexafluoroisopropanol (HFIR el trifluoroetanol
(TFE) fueron disueltos directamente enQD produciendo un aumento de
menos de un 1% en el contenido de protio del desé:

Los tampones fosfato se prepararon mezclando $adudiones stock
de KkDPQ, y KD,PO, en DO al = 1,0 (KCI) para dar la relacién acido/base
deseada. Los tampones acetato se prepararon disddvlia forma basica del
tampon en BO, que contenia la cantidad de KCI necesaria paedayjfuerza
i6nica fuese la unidad, seguida de la adicion d¢ B#Sta dar la relacion

% Rios, A.; Richard, J. P1997J. Am. Chem. Sot19: 8375-8376.

Y Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.

" Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.

"2 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. So¢24: 8251-8259.
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acido/base deseada. Los tampones de metoxiacddEtR, y TFE se
prepararon disolviendo sus formas acidas con KCIDgh seguido de la
adicion de KOD para dar la relacion acido/base atésal = 1,0 (KCI). Las
disoluciones de Ilos cationes quinuclidina, 3-quiduml, y 3-
cloroquinuclidina en tampones fosfato a pD 7,6 m@a@raron mezclando las
disoluciones del i6bn amonio terciarib< 1,0 KCI), el tampon fosfatd € 1,0
KCl) y 1 M de KCI para dar una concentracion tolatampéon de 0,1 M.

Los valores de pH y de pD se determinaron a 25%0do un pHmetro
modelo Orion 350 equipado con un electrodo RadiematiC4006-9 . =
0,78). Los valores de pD se obtuvieron afadiendaifidades al valor de pH
observado en el pHmetfd.La concentracién de i6n deuteréxido a cualquier

pD fue calculado usando la ecuacion 3.1, dakges 108

es el producto
ionico del agua deuterada a 25 °Qpy es el coeficiente de actividad aparente
del DO en las condiciones experimentafé’
10PP—PKw
[DO"] = —— (3.1)
YoL
3.2.3 Andlisis espectroscopico RMNH. Los espectros de RMM a

500 MHz en DO fueron registrados en un espectrometro Bruker
AMX500.7"""879En todos los casos, el tiempo de relajacion gmitsos fue

al menos 10 veces superior al tiempo de relajad®rios protones de los

3 Glasoe, P. K.; Long, F. A960J. Phys. Chem64: 188190.

" Glavas, S.; Tanner, M. EL999Biochemistry38: 4106-4113.

S Rios, A.; O'Donoghue, A. C.; Amyes, T. L.; Richadd P2005Can. J. Chem 83: 1536
1542.

8 Rios, A.; Richard, J. P1997J. Am. Chem. So&19: 8375-8376.

" Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. So¢22: 9373-9385.

8 Richard, J. P.; Williams, G.; Gao, 1999J. Am. Chem. Sp&21: 715726.

" Amyes, T. L.; Richard, J. R992J. Am. Chem. Sp&14: 1029710302.
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sustratos que estan siendo examinades (& s para la glicina metil éster y la
glicina). Los espectros fueron obtenidos con urharde barrido de 2600 Hz,
un angulo de pulso de 90°, y un tiempo de adqaiside 6 s. Las lineas base
fueron corregidas antes de la integracion de losspiLos desplazamientos
quimicos de las sefales se referenciaron con respdas sefales de HOD a
4,67 ppm 6 (CH)sN" a 2,94 ppm.

3.2.4 Determinacion de las constantes de equilibriba posicion del
equilibrio en la formacién de iminas de la glicipaglicina metil ester fue
determinada por andlisis de RMN a 25 °C. La formacion de la imina de la
glicina metil éster fue monitorizada en disoluc®rpie contenian 0,1 M de
glicina metil ester y 3,0 M de acetond=a 1,0 (KCI). La formacion de la imina
de la glicina se monitoriz6 en disoluciones queteoian entre 0,1 - 2,0 M de
glicina y 0,8 M de fenilglioxilato 4 = 1,0 (KCl). En todas las disoluciones se
mantuvo constante el valor del pD usando una cara@én 0,10 M de los
siguientes tampones: acido metoxiacético, pD 3};B:acido acético, pD 4,5 —
6; fosfato, pD 6,2 — 8; HFIP, pD 8,9; TFE, pD 123: La glicina metil ester
tuvo el doble papel de reactivo y tampdn en loseerentos a valores de pD
mayores que 8. La hidrdlisis del éster a valorep@enenores que 8,8 no fue
significativa (< 6%) durante el tiempo necesarioapabtener el espectro de
RMN (aproximadamente una hora), pero a valoresiisyperiores la ruptura
del éster impidid la determinacion de las constarte equilibrio para la
formacion de la imina / idén iminio.

Los valores de la constante de equilibrio observ#dayonss para la
formacion de la imina fueron determinados a paida relacion de las areas

integradas de los picos de los protones del grugiileno del producto imina
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(A%aD), y del reactivo glicina 6 glicina metil estect(éﬁ'z, ecuacion 3.2). Las

concentraciones relativas de equilibrio de la inghana—fenilglioxilato a pD
> 8 se determinaron 24 h después de la mezclasdeedativos para asegurar

gue se habia alcanzado el equilibrio quimico.

[X = DIy At
(Kadd)obsd = Iy =y
[Gly]r[Cetona] ACHZ[Cetona]

X =12 (3.2)

La velocidad de intercambio por deuterio del hiérdm del grupo
metileno de la glicina catalizado por fenilglioxdaa valores de pD entre 12 y
13 es similar a la velocidad de formacion de lanamiSin embargo, los analisis
de RMN 'H muestran que el enriquecimiento por deuterio @& drupos
metileno de la glicina y de la imina formada conilfgioxilato es el mismo
teniendo en cuenta el error experimental. Asi puasrelacion de las
concentraciones de glicina y de su imina con ebrafénilglioxilato se pudo
determinar como la relacion de la suma de las antagradas de los picos de

los grupos — Chi- y — CHD — obtenidos de los anélisis de REHN

3.2.5 Medidas cinéticas.Todas las reacciones de intercambio por
deuterio se realizaron en,® a 25 °C yl = 1,0 (KCI). Las reacciones se
iniciaron mezclando las disoluciones del acido adano, el catalizador, y el
tampdn al mismo valor de pDly= 1,0 (KCI), para obtener una concentracion
final del acido de carbono de 15 mM. Se observodisrainucion lenta del pD

durante la reaccion de intercambio por deuteritadgicina metil ester, debida
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a la reaccion de hidrélisis del ést®El pD de estas disoluciones se monitorizé
durante toda la reaccion manteniéndolo en el valeoral (0,05 unidades)
mediante la adicion de alicuotas de una disoluzitthde KOD. En la reaccion
de intercambio por deuterio de la glicina catal&adr fenilglioxilato se pudo
observar una pequefa disminucion en el valor de((p0O8 unidades en dos
semanas) en aquellos casos en los que la condéntoectampon es pequefia,
en cualquier caso una disminucién mucho menor quias reacciones de la
glicina metil éster. Durante el transcurso de lace&n no se observo la
aparicion de nuevas sefiales en los espectros de 'RIWNtampoco se vio una
desviacion en las representaciones de los datésaua para esta reaccion.

La figura 3.2 muestra espectros RMM a 500 MHz de la glicina metil
éster obtenidos durante la reaccion de intercapiriaeuterio de los protones
en posiciém en presencia de acetona (0,05 M) a pD = 5,6 (tanedacetato
0,25 M) en DO a 25 °C y = 1,0 (KCI).

8 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.
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Figura 3.2 Espectros RMN'H a 500 MHz de la glicina metil éster
obtenidos durante el intercambio por deuterio de pootones en
posiciona en presencia de acetona (0,50 M) y tamp6n de taceta
(0,25 M, pD =5,6) en D a 25 °C Y = 1,0 (KCI). A la derecha de
cada espectro se indica la fraccion de aminoaciolcogteuterado y el
tiempo transcurrido desde el inicio de la reaccEIndltimo espectro
corresponde a la glicina procedente de la hidsdtisl éster que tiene

lugar durante la reaccion de intercambio.
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El intercambio por deuterio da lugar a la desaparidel singlete
debido al grupo — CH- del substrato y a la apariciéon de un tripletampo
mas alto debido al grupo — CHD — del prodiftdas reacciones fueron
seguidas durante el intercambio por deuterio decam 20 a un 90 % del
primer proton en posicion del sustrato, y el progreso de la reacciéon, R, se
calculo utilizando la ecuacion 3.3, dondg,;,y Acuyp Son las areas integradas
de los picos de los grupasCH, y a-CHD, respectivamente. Las constantes de
velocidad de primer orden observadas para el emen® de un solo proton del
grupo a-CH, del sustratoko.psg S€ calcularon a partir de las pendientes de las
representaciones semilogaritmicasRi&ente al tiempo (ecuacion 3.4), y los
valores de la constante de velocidad de primernopdga el intercambio del
primer proton en posiciém para dar el producto monodeutera#tg, se

calcularon comey = 2 Kopsa® -

Ach
R= — 2CH (3.3)
Ach, + Acup
LnR = _kobsd t (34)

Las velocidades de las reacciones de intercambro deoterio e
hidrolisis de la glicina metil éster en presen@aadetona son similares a pD =
7,6. El enriquecimiento en deuterio del producto lde hidrélisis fue
determinado por anélisis RM después de mas de 10 tiempos de vida media
para la reaccion de hidrélisis. Los valorekge= 2 kopsgfueron determinados a

partir de las areas integradas del singlete deddidoupoa-CH, de la glicina y

8. Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.
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del triplete debido al grupo-CHD de la glicina usando la ecuacion 3.5
obtenida para el esquema mostrado en la figurad8r&lek,yq es la constante
de primer orden para la hidrdlisis de la glicinaihéster bajo las condiciones
experimentales. Los valores #gq fueron calculados utilizando la ecuacion

3.6, dondefp: es la fraccion del sustrato presente en la disbiuen la

forma reactiva de amina protonada, y las constatgegelocidad de segundo
orden kg)nya para la catalisis por bases generales de la teadea hidrolisis
(Tabla A1) determinadas anteriormefft&e realiz6 un experimento de control
a pD 6,6 para comprobar que no hay cambio éndd+5%), en presencia de
una concentracion fija de tampon fosfato, cuandoolecentracion de acetona
aumenta de 0 a 0,2 M. Esto significa que la acetooa cataliza

significativamente la reaccion de hidrolisis dgliaina metil éster.

knya
Acu, 1
2Acup 2

kinga = ) ((pdnyalBDfyps  (36)

kex = (3.5)

8 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.
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H D D

| /O 2k | /O k | /,
+ L obsd + A’ obsd + A
DsN E C\OCH3 DsN E C\OCH3 DN g C\OCH3

khyd khyd khyd

e P o P 0
D;N-C-C7 - DsN-C-C7 - D;N-C-C7 -

|1| o |l| 0] [l) 0]

Figura 3.3 Reaccién de intercambio por deuterio de los pexan posiciéa al grupo amin
de la glicina metil éster y las respectivas reawesade hidrélisis para formar glicina.

3.3 Resultados

3.3.1 Constantes de equilibrio para la formacion déa imina. El
desplazamiento quimico de la sefal del grup&H, del sistemal/l-D
(imina / imina N-protonada de la glicina metil esten acetona) varia con el
pD, tal como podemos ver en la figura 3 ( ), dexddealor de 4,18 ppm a
pD 8,8 hasta 4,73 ppm a pD 4,5. Este cambio esl@ebla protonacion del
nitrégeno iminico.

Los datos experimentales se pueden ajustar ponmsncuadrados a la

ecuacion 3.7, obtenida a partir del esquema diguaf 3.5, donde (j¢> =

4,73 y623H2 = 4,18 ppm son los desplazamientos quimicos dglogm-CH,
observados a valores de pD bajo y altokyi(o = 10" M se calcula tratando

esta constante de acidez como un pardmetro variablénea en la figura 3.4
muestra el resultado del ajuste.

Gen )b s = 6(131-{2 (Ka)1-p + Séﬁ?aD
CHaJobsd ((K2)1-p + ap)

(3.7)
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La figura 3.4 muestra también la variacion con ) el
desplazamiento quimico de la sefial del grupo nmetien posiciéru al grupo
imino del sistem&/2-D/2-D, (imina /imina N-protonada/ imina diprotonada de
la glicina con fenilglioxilato¥. El valor del desplazamiento quimico cambia al
disminuir el valor de pD por la protonacion derdgteno del grupo imino y de
uno de los grupos carboxilato.

Los datos experimentales se ajustan por minimosiradas a la

ecuacion 3.8, obtenida a partir del esquema deglaaf 3.6, dondégy; ? =

4,51,6(23;3 = 4,33, ySf:H2 = 4,11 ppm son los desplazamientos quimicos para
los grupos metileno de las diferentes formas iGgamla imina, YK,)2-p, ¥

(Ky)2-p son las constantes de acidez p&d®, y 2-D (Tabla 3.1)

determinadas a partir del ajuste de los datos erpetales. La linea trazada a

través de los circulos en la figura 3.4 muestraslltado del ajuste.

_ 2-D
S%Hz(Ka)Z—D(Ka)Z—DZ + S%HE(Ka)Z—DZ ap + SCHZZalz)

((Ka)2-p(Ka)2-p, + (Ka)2-p,ap + af)

(SCHZ)gbsd = (3.8)
Hay una incertidumbre relativamente grande en Er\de (K,)2-p,.

debido al limitado numero de datos para la fornraaé la imina a valores

bajos de pD (figura 3.4). La figura 3.6 muestrgiatonacion del carboxilato

de la glicina en la espec2D por simplicidad, sin embargo, no hay suficientes

8 |a hidratacion del grupo carbonilo del fenilgliato debe ser poco importante (<< 1%) ya
que so6lo un 5% del anién piruvato se encuentraatadp en agua [ Esposito, A.; Lukas, A,;
Meany, J. E.; Pocker, YL999Can. J. Chem77: 11081117] y la sustitucion del grupo metilo
por fenilo en el piruvato debe causar una dism@mceén la constante de equilibrio de
hidratacion similar a la observada para el aceltddibe(~130 veces) [Guthrie, J. 2000J. Am.
Chem. Socl22: 55295538



53 CAPITULO 3

datos para distinguir la protonacion en esta paside la protonacion del

carboxilato en posicioa al grupo imino.

4,8

4,7 1

4,6 1

4,5 1

4,4 -

2

(Oci )obsa/PPM

4,3 1

4,2 1

4,1 A

2 4 6 8 10 12
pD

Figura 3.4 Influencia del pD sobre elesplazamiento quimico del grt
metileno de la imina formada en presencia @), 0,1 M glicina met

éster y 3 M acetona@® ), glicina (0210, dependiendo del valor del pC
0,8 M fenilglioxilato a 25 °C y = 1,0 (KCI).
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En la seccidn experimental se describe la detemidnamediante
anélisis de RMNH de las constantes de equilibrio aparertag)nss para la
adicion de glicina metil éster a acetona o paraadicion de glicina a

fenilglioxilato para formar las correspondientesnas en RO a 25 °C.

hoH O (koo)1.0[DO] +
olBl P
D3g>S(OCH3 }@‘&(OCH?}H’ D3N>S(OCH3
o) (KaddMD ® 0
ap/(Kadwmeoclyd ap/(Ka)1-p
o
H H
OCHj, OCHjs
DN&( &(
2 e} (Kadcbl >>

Figura 3.5 Esquema del equilibrio de formacion del ion imidmla acetona con glicina m
éster en equilibrio con su forma no protonada ydaterior reaccion de intercambio
deuterio de un proton del carbono en posicid@l nitrégeno del i6n iminio

La figura 3.7 muestra la variacion con el pDlog(K,44)obsa Para la
adicion de la glicina metil éster a la acetonra ( )dg la glicina al
fenilglioxilato (@), la linea trazada a través de tdangulos muestra el ajuste
de los datos para la primera reaccion a la ecu&®(X = 1), obtenida a partir
del esquema de la figura 3.5. Este ajuste se ¢éealitizando los valores
(Ka)wveocyp = 3,3 x 10 M,! (Ko)1.0 = 5,0 x 1 M y permiti6 obtener un valor
de Kaddr-o = 0,0033 M! para la formacién del i6n iminib-D (Tabla 3.1).

La linea trazada a través de los circulos muestaguste de los datos
para la segunda reaccion a la ecuacion 3.9 (X —olXgnida a partir del

esquema de la figura 3.6. El ajuste se realizézatitio los valoreskp)cyp =
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4,5 x 10" M,** (Ko)2-0 = 6,5 x 10 M, y permitié obtener un valor d&Jug--o
= (1,0 £ 0,1) x 10 M™ para la formacién del ién imini2-D (Tabla 3.1).

ap + (Ka)x—D> (3.9)

(Kadd)obsa = (Kadd)x-p <aD + (Ka)glyp

También podemos ver en la figura 3.7 los valoregkdg)onsq para la
adicién de glicina a 5'-deoxipiridoxal obtenidos laebibliografid®y que se
muestran a modo de comparacion.

H D

(koo)2.0lDOT + , B (koo)2.0,[DOT +

(ke)2.olB] 0 \ ke)2.0,[B]
0
H><( ] @COO@ Q HoH ap/(Ka)2-p, Q H><;(
© o _ op
D N _— —_— N
© ®o0c é\‘iﬁg © e o)
2-D

o (KadJZ-D 00C 2D
Y2

ap/(Ka)2-p

O™ m,
0 (Kadd2 ©ooc NXW

Figura 3.6 Esquema del equilibrio de formacion del ion imimdel fenilglioxilato col
glicina en equilibrio con sus diferentes formastpnadas y la posterior reaccion
intercambio por deuterio de uno de los protongsosiciona al grupo imino.

8 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. So¢22: 9373-9385.
® Toth, K.; Richard, J. R007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.
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2,0

10 ®

Iog (Kadcp obsd

Figura 3.7 Dependencia logaritmica dKagdonsa(M™) con el pD para
conversion de glicina y glicina metil ésensus correspondientes imil
en DO a 25°C Y = 1,0 (KCI). Reaccién de lglicina con fenilglioxilat
(@). Reaccion de lglicina metil éster con aceton? )e&tcion de |
glicina con 5’deoxipiridoxal en HO (H).
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3.3.2 Constantes de velocidad para el intercambimpdeuterio

3.3.2.1 Catélisis por acetonakEl intercambio por deuterio del primer
protén del grupo metileno de la glicina metil ésgarD,O a 25 °C | = 1,0
(KCI) fue seguido por RMNH (500 MHz)%*®" La dependencia lineal dey
con la concentracion total del tampdon acetato (pbB6)5cuando vamos
aumentando la concentracion fija de acetona setrauss la figura 3.8 A. Las
ordenadas en el origen de estas correlacionessporrden &, = k,, f;.p (tabla
3.2) para el intercambio por deuterio catalizadogbalisolvente, dondg.p es
la fraccidon de glicina metil éster presente erolant idn iminiol-D y k, es la
constante de velocidad de primer orden aparenta [samreaccion con el

disolvente®

_ (Kaaa)x-plCetona]

fx-p = (1 B (Kazl(];)ly_,))

(3.10)

% Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.

8 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. So&24: 8251-8259.

8 La fracciéon de glicina metil éster presente coirb viene dada por la ecuacién 3.10

(X = 1), obtenida del esquema mostrado en la figusaconsiderando que la concentracion de
imina / ion iminio es despreciable porque menosile% del aminoacido se transforma en
imina / ion iminio en presencia de una concentradié acetona de 0,5 M a pD inferior a 8.
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k,/10°s*

0.0 1 1

*1C

7 <l
k. /10" S

30

(kB)obsd/lO-7 S-l

0 0 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6

[acetona] /N

0,0 0,1 0,2 0,3

[Tampon, /M

Figura 3.8 (A) Influencia de la concentracién total de tampén € ke, (s?) para €
intercambio del primer protén del grupo metilenolaglicina metil éster en presencic
acetona yde tampon acetato (pD 5,56) eL,O a 25 °C yl = 1,0 (KCI). /@) 0,05 V
acetona; ¥ )0,10 M acetona; ) 0,25 M acetona; &) 0,50 M acetona. (I
Representaciode las ordenadas en el origen de las correlacidads figura S8A (ko)
frente ala concentracion de acetona. La pendiente de Uaig8B proporcionzel valor dt
(Kw)obsa (M %) para la reaccién de intercambio por deuteriolizada por acetona a |
5,56. (C)Representacidide las pendientes de las correlaciones de la fi§iBA (Kg)obsc

frente a la concentracion de acetona. La pendiente propuacic(ky),ue

(M2 s%) para la reaccién de intercambio por deuteriolizaida po tampén y acetonapD
5,56.
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Al representar los valores K, (tabla 3.2) frente a la concentraci
total de acetonaomo se muestra en la figura 3.8 B, se obtuna line recta,
cuyapendiente es igual a la constante de velocidaceafe (Ky)obsda = 2,7 X
10® M's? parala reaccién de desprotonacide la glicina metil éster pcel
disolvente catalizada por acetona a pD 5ecuacion 3.1l La ecuacior3.12,
que procede de lacuacione3.10 y 3.1]1 muestra la relacion entrky)obsday
ky para la desprotonacion 1-D por el disolvente BD. Al sustituir los valore
de Ku)obsa= 2,7 X 1® M's, (Kagg) 1.0 = 0,0033 M, (Ka)ayp = 3,3 x 10° M
y ap = 10°°° M en la ecuaciér3.12 obtenemos el valor da constante d
velocidad aparente de primer orden para la reacmarel disolven, k, = 8,2
x 10°s™,

k= (K)edCotonalk f,  (311)
K
(k\N)Obsd(l"'(‘;)DGlWDj
k, = (Kasd)x-o (3.12)

Si se haceaun analisis similar de los datos paemisma reaccion €
tampén fosfato a los valores de pD 7,64 y 6,6114t3.2) se obtienen lc
valores dek, = 9,3 x 1(* s*y k, = 1,0 x 10 s*, respectivament

En lafigura 3.9 podemos ver el perfil con el pD tty k, para la
desprotonacion dé-D en DO (®). La lineade pendiente unidad muestra «
la desprotonacién d1-D es por DO ((kpo)i-p, figura 3.5. El ajuste no linal

por minimos cuadrados de las constaide velocidad aparers k,, para la
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reaccion con el disolver a la ecuacion 3.13, en la qiig = 1C**%" M? es el
producto iénico del ;0 a 25 °C, yo. = 0,79 es el coeficiente de activic
aparente de DOen las condiciones experimentales, proporcionaalor\de
(koo)1.0 = 13.000 M's* para la desprotonacién deD por DO.%°

logk, = Iog(w)+pD (3.13)
oL
-2,0
4.0 |
FT\
L
(@)
o
-8,0 -
_10’0 L L L L L L L
5 6 7 8 9 10 11 12
pD

Figura 3.9 Representacion de Ick, (s) frente alpD para el intercambio por deuterio
(@) el primer hidrogeno del gruga-CH, de1-D; (A) el primer hidrégeno del gruga-CH,
de 2-D;(H) el primer hidrégeno del grupa-CH, de la glicina metil ést«N-protonada?’
(V) el primer hidrégeno del grufa-CH, de la glicina N-protonad.

% Rios, A.;Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2001J. Am. Chem. So#23: 7949-
7950.
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L Amyes, T. L.; Richard, J. P1996J. Am. Chem. So&18: 3129-3141.
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Las pendientes de las correlaciones de la figuBaA3corresponden a
(ks)obsd = (ks)1-p fs f1.0 (tabla 3.2) para la reaccion de intercambio poteteu
catalizada por tampdn a una concentraciéon dadaetera, dondekg),;.p es la
constante de velocidad de segundo orden para faadesacion de 1-D por la
forma basica del tampdnfy es la fraccion del catalizador en forma basica. Lo
valores de Kg)onsds @aumentan linealmente con la concentracion de aagto
como se puede ver en la figura 3.8C, y la pendidatesta correlaciéon es la
constante de velocidad aparente de tercer ordenlpatesprotonacion de la
glicina metil éster catalizada por acetona y parébn acetato(ky)psq = 1,6
x 10° M? s? (tabla 3.2). Al sustituitks)opsq €N la ecuacion 3.14, coKig:-
p=0,0033 M, fz = 0,75, Ka)aly.o = 3,3 x 10 M y ap = 10°>°°M se obtiene el
valor de kg)1.0 = 6,5 x 10 M s? para la desprotonacién deD por el i6n
acetato (figura 3.5).

(i assa (1 + F22-0)
fe(Kadd)1-p

(kg)1-p = (3.14)

Un tratamiento similar de los datos para la reacaatalizada por
tampoén fosfato a los valores de pD 7,64 y 6,61l4t&02) proporciona los
valores de(kg)opsqa QUE Se resumen en la tabla 3.2, y cuando se llavan
ecuacion 3.14, como se describié para la reacctalizada por i6n acetato, se
obtienen los valorekg)1.0 = 4,7 x 10 M™* sy (kg)1.0 = 4,8 x 10 M s’ para
la desprotonacion de-D por el dianion fosfato a los valores de pD 7,@&164,
respectivamente.

Los valores de las constantes para el intercambio por deuterio del
primer proton en posicion de la glicina metil éster a pD = 7,64 (0,1 M de
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tampodn fosfato) en presencia de acetona y quinnali@-quinuclidinol 6 3-
cloroquinuclidina se pueden ver en la tabla A2.

En la tabla 3.3 se resumen los valores lg§dsq para la catdlisis por
estas aminas terciarias de la reaccion de intelicapay deuterio de la glicina
metil éster, que fueron determinadas como las petel de las regresiones
lineales dekex frente a la concentracion total de las formasaagithasica de la
amina. Los valores dekd)1p (tabla 3.3) fueron calculados a partir de los
valores de Kg)opsgde la misma forma que para la reacciéon catalizantaep

anion acetato.

3.3.2.2 Catalisis por fenilglioxilato.El intercambio por deuterio del
primer proton en posicioa de la glicina fue estudiado en®@a 25 °C \l =
1,0 (KCI) utilizando tampones de fosfato para masteconstante el valor del
pD del medio de reaccion (pD 6,49 — 7,65). En ldataA3 se recogen los
valores de las constantes de velocidad observkgapara el intercambio por
deuterio en presencia de varias concentracioneferdiglioxilato y tampdn
fosfato a pD 6,49, 7,05y 7,65, determinadas t@mo se indica en la seccion
experimental.

La figura 3.10 muestra el efecto de un aumentaerohcentracion de
tampdn fosfato sobre la constante de velocikada pD 7,65 y a diferentes
concentraciones fijas de fenilglioxilato. La ordeaaen el origen de las
representaciones lineales corresponde a la coaestdat primer orden
ko = kw f2.p (tabla 3.4) para el intercambio catalizado porisbldente a un
valor de pD 7,65, dond&p = (Kagd2-p [fenilglioxilato] es la fraccién de

glicina presente en la forn#&D, calculada usando la ecuacién 3.X0< 2,
1>> (Ka)aly-n/ ap))-
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0,00 0,05 0,10 0,15

[tampdn]. /M

Figura 3.10Influencia de la concentracion total de tampon & key (S7)
para el intercambio por deuterio del primer prad&hgrupo metileno ¢
la glicina en presencia de fenilglioxilaa pD 7,65 en BD a 25 °C yl =
1,0 (KCI). (@) 0,1 M fenilglioxilato; ¥) 0,20 M; @) 0,25 M; @A) 0,4(
M; (®) 0,50 M
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Los valores dek,, calculados utilizando la ecuacién 3.15 para las
reacciones a diferentes concentraciones fijas mgliexilato se recogen en la
tabla 3.4. A valores de pD 7,05 y 6,49 se han adbdenn namero menor de
datos experimentales, debido a que la reacciomtdecambio por deuterio es
lenta y sOlo puede ser detectada a concentracattassde fenilglioxilato.

El ajuste lineal a la ecuacion 3.16 de los valates, a distintas
concentraciones de DQroporciona la constante de velocidad de segundo
orden kpo)..o = 1,7 x 10 M™ s* para la desprotonaciéon &D por DO
(esquema de la figura 3.6) y la constante de wddacde primer orderk()o, =
3,1 x 10* s* para la desprotonacién @D independiente del pD 6 para la

desprotonacion d2-D, por DO (cinéticamente equivalente).

ko
K =", (3.15)
kw = (kw)o *+ (kpo)2-p[DO7] (3.16)

Las constantes de velocidad aparentes de seguddn, ds)opsa Para
la desprotonacion de la glicina catalizada por tamep proceden de las
pendientes de las correlaciones de la figura E&tas constantes corresponden
a (ks)obsd = Ks fg f2.p, dondekg es la constante de velocidad de segundo orden
para la desprotonacion @D por DPO%~ (figura 3.6) yfg es la fraccion del
tampdn en la forma béasica. Los valoreskgdejue se recogen en la tabla 3.4
fueron calculados a partir de los valores Kgofsq, utilizando los valores
correspondientes dg, calculados a partir del pD y dekpdel tampdn, ¥,.p =
(Kagad2-p [fenilglioxilato]. En la tabla 3.6 se resumen lasnstantes de

velocidad de segundo orden determinadas para peialesacion de-D.
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3.4 Discusion de los resultados

El intercambio por deuterio del hidrégeno del grupetileno de la
glicina metil éster en D catalizado por acetona se monitorizé a 25°C y pD
neutro como se indicé en el apartado 328 No se observé catélisis (<1%)
por acetona de la reaccion de intercambio por deudel hidrégeno del grupo
metileno de la glicina después de un mes de inocatel aminoacido con
acetona (1 M) en D a pD 7,8 y 25 °C.

Los experimentos realizados en un intento de caiaat la catalisis
por piruvato (analogo del grupo prostético piruepiltiizado por algunas

enzimas en reacciones de descarboxilacion de aoidusE®®*® de |

a
reaccion de intercambio por deuterio del hidrogdabgrupo metileno de la
glicina, fallaron debido a que la reaccion de cosdeion aldélica del piruvato
compite con la primera. Por ese motivo, se escegifenilglioxilato como

modelo del piruvato que carece de atomos de hidbgeidos en posicidm.

3.4.1 Caminos de reaccionLos datos cinéticos para la reaccion de
intercambio por deuterio de la glicina metil éstatalizada por acetona fueron
ajustados a un mecanismo en el cual la indifia sufre una desprotonacion
irreversible por la base conjugada del disolveB@;, y por otras bases de

Brgnsted.

® Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. So¢22: 9373-9385.

% Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. So¢24: 8251-8259.

% Tolbert, W. D.; Zhang, Y.; Cottet, S. E.; Benn&tM.; Ekstrom, J. L.; Pegg, A. E.; Ealick,
S. E.2003Biochemistry 42: 23862395.

°” Graham, D. E.; Xu, H.; White, R. 12002J. Biol. Chem.277: 235023507

% Gallagher, T.; Rozwarski, D. A.; Ernst, S. R.; Kext, M. L.1993J. Mol. Biol, 230: 516
528.
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Para la desprotonacion @eD por el disolvente y por bases generales se
observan dos rutas. La ruta dominante a pD 7,8& desprotonacion d2-D
por DO vy dianién fosfato. Cuando el pD disminuye hast®6la constante de
velocidad aparente para la reaccion del disolveataproxima al valor limite
de ky = 3,1 x 10* s y la constante de velocidad aparente para la idacc
catalizada por tampones aumenta (tabla 3.4). Emtece indicar que existen
otras rutas importantes para la reaccién de estssshcor? a valores de pD
bajos.

La figura 3.9 muestra una representacion dekjofyente al pD para la
desprotonacion de-D (A) la linea muestra el ajuste de los datos a la@én
3.16 utilizando los valoreskdo)oo = 1,7 x 16 M * sty (ku)o = 3,1 x 10*s?
para la reaccién catalizada por D@ para la reaccion independiente del pD,
respectivamente. No se observa una curvatura siemlal intervalo de pD 5-7
para los perfiles pD-velocidad de la desprotonaaiéh carbono de otros
derivados de aminoacidos mas simpfes8? Esto sugiere que el DOes
normalmente mucho mas reactivo que el DOD para$prdtonacién de los
atomos de carbono en posicidral grupo amino y que la reaccion permanece
de primer orden en [DQen el intervalo de pD 5-7. Por lo tanto, podemos
sugerir que el nuevo camino observado a pD bajaesponde a la
desprotonacion de la segunda forma i6nica del matbgp-D,) por DO (figura
3.6). La constante de velocidad observada pararestaion es independiente
del pD cuando el pD es mayor qu,),-p, (tabla 3.1) porque el descenso de
la concentracion de D@l disminuir el pD es compensado por el aumento en

la concentracion del acido de carbod,. La ecuacion 3.17 nos da la

“Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. So¢22: 9373-9385.
19 Richard, J. P.; Williams, G.; O'Donoghue, A. C.mgies, T. L.2002J. Am. Chem. Soc
124: 29572968.
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relacion entre la constante de velocidad aparedipendiente del pDky)o, Y

la constante de velocidadkpp),-p, correspondiente a la reaccion de
desprotonacion de la forma idnica minorita2i®, por el i6n deuteroxido. Un
valor de (kpo)2-p, ~ 3x 108 M s* (Tabla 3.5) fue calculado utilizando la
ecuacion 3.17, el valor experimental dg){, K. = 10™*%" M? jo. = 0,78 y
(Ka)2-p, = 1,7x1073 M (tabla 3.1).

_ (kpo)z-p,Kw

(ewdo = (Ka)2-p,YoL (3.17)
_ (kg)2-p,apn
kg = (k)2-p + —(Ka)Z—Dz (3.18)

La constante de velocidad aparente de segundo dwglgpara la
desprotonacién d2-D por DPQ?* aumenta cuando disminuye el valor del pD,
debido también a la presencia de un segundo cadenceaccion para la
desprotonacién del acido de carbono fuér®, por DPQ? (figura 3.6). La
ecuacion 3.18 proporciona la relacion entre lasstzontes de velocidad
aparentegg y las constantes de velocidad de desprotonaci@Réks)z..0) ¥
2-D; ((kg)2-p,) por DPQ?. La representacion de frente aap es lineal. La
ordenada en el origen de la recta correspondecanistante de velocidad de
segundo orden para la desprotonacién del i6n ingiflopor DPQ?, (Kg)2-p =
2,8 x 10 M s (tabla 3.5). A partir de la pendiente, y teniendocaenta el

valor de (K,)z2-p, = 1,7x107*M (Tabla 3.1), obtenemos la constante de
velocidad de segundo orden para la desprotonacig-b, por DPQZ,
(kg)2-p, = 1 x 16 M s* (tabla 3.5).
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La incertidumbre n los valores de las constantes de velocidad qt
han estimado para la desprotonacion del acido dmia2-D, por DC y por
DPQO” es grande. iE primer luga, hay que tener en cuerimincertidumbre

inherente al valode (K,),, deerminado mediante el ajuste de los d

mostrados en la figura 3.@) a la ecuacion 3.8. EBsegundo lugi, en2-D hay
dos grupos carboxilaipara los cuales se desconsaebasicidad relativa y, p
lo tanto, cual de ellos se protonara en primerrluLos datos experimentale

no permiterdistinguir entre las dos formposibles d&-D..

3.4.2 Correlaciones de Brgnstec La correlacion de Brgnsted des
constantesle velocidad de segundo orcks para la desprotonacion 1-D por
bases generales,ostreda en la figura 3.11€ ), se obtuvo dos datos de
tabla 3.5. Lapendiente ¢ esta correlaciéon?= 0,83 + 0,01, es mer que el
valor def= 0,92 + 0,04 para la desprotonacion de la glicmetil éster I-
protonadd’* (figura 3.11 (A)). La disminucién en el valor g8 de Brgnsted
observada para-D en comparaciéon con la glicina metil éste-protonada es
consistente comn desplazamier tipo Hammond aun estado de transicic

mastemprano para la desprotonacién del acido de carbsfuerte.%

3.4.3 Catalisis electiofila de la desprotonacion de la glicinaUn
objetivo que nos fijamc en este trabajo da determinacion del efectde
diferentes catalizadores eledilos sobre la acidez del carbono de la glici

La formacién de una imina entre la acetona vy leirgdi metil éstemultiplica la

constante de velocidede segundo ordekno para la desprotonaci¢por DO

101 Rios, A.;Amyes, T. L.; Richard, J. F 2000J. Am. Chem. So&22: 9373938,
192 Hammond, G. S1955J. Am. Chem. Sp@7: 334338.
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del carbono en posici¢a al grupo amino por un factor de 22(figura 3.12).
Esto refleja la difeencia de 7 unidades en el valor dK, del carbon, que

pasa de 21 ela glicina metil éster protonada en el nitrégerigigara la imini
1-H.1%

8,0
4,0 °
FT\
_:fn
= A
= 00
Y
&
(@]
o
4,0
'8,0 1 1 1 1
4 8 12 16
PKgp *+ 10g(p/a)

Figura 3.11 Correlaciones de Brgnsted para
desprotonacion d1-D (@) y de la glicina metil éster N-
protonad (A) por bases generales y Dén DO, dondi
g y f son ¢ nimero de centros basicos quimicam
equivalentes en el reactivo e hidrégenos &
equivalentes en el produ, respectivamente.

103 Rios, A.;Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2001J. Am.Chem. So123: 7949-
7950.
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Por otro lado, la formacion de una imina entre lgirgp y el
fenilglioxilato produce un aumento mucho mayor @tcdnstante de velocidad
de segundo ordefpo multiplicAndola por un factor de 2,2 x ®10Este
incremento es 50 veces mayor que el efecto quaupeokh formacion de una
imina con la forma del 5’-deoxipiridoxal ionizada el oxigeno (figura 3.12).
Combinanddpo = 1,7 x 1dM™ s? para la desprotonacién @8eD con un valor
estimado del efecto isotopico del disolventekdgkio = 1,5 se obtiene un
valor dekyo = 1,1 x 1d M s* para la desprotonaciéon @&H por el i6n
hidréxido en HO (figura 3.6)!°* La ecuacién 3.19 proporciona una
correlacion lineal logaritmica entkgo y la acidez del carbondKpy para la
desprotonacion de cetonas y ésteres cationicos.

(3.19)

10,2 — log ko
PKch = ( )

0,44

Con esta correlacién y el valor #go = 1,1x1¢ M™'s® obtenemos un
valor de 14 para el del carbono d@-H. El pK, de este i6n iminio es 15

108 & incluso menor

unidades menor que el del carbono de la glicika 29)
que el valor de g, de 17 estimado para el adu8tti,.'>® Como comparacion,
la formacion de una imina con la acetona produde gpa reduccion de 7
unidades en ell, de la glicina metil éstéf? La fuerte acidez del carbono de

2-H muestra la estabilizacion de la carga negativacddbanién4, debida

194 Este valor del efecto isotopico corresponde attefésotépico secundario del disolvente
determinado para la desprotonacion de la acetondfo a 25 °C (Pocker, Y1959 Chem.
Ind, 13831384)

195 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-

7950.

1% Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So¢22: 9373-9385.
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presumiblemente a la delocalizacion de la cargathegen los sustituyentes

deficientes de electrones di¢figura 3.13).

o} H O
HaN HiC N®
S TOMe  PTNZ Ty TOMe
HH H4C HH -H
ko M 's7) 4,1 9x10%
pK, 21 14
H 0
Hﬁ)ko@
0 O H O H N®
~H
e Mo ol N® Ml o C
0" o O
HH HH o \®| 3-H,
d
H
ko M 's7) 4,5%x 107 1,1x10* 750
pK, 29 14 17

Figura 3.12 Constantes de velocidad de segundo orden padasirotonacion por it
hidroxido del grupo metileno de la glicina metita&¢sprotonada en el nitrégefiby de s
aducto con acetort®’y de la glicind®, y de sus aductos con fenilglioxilato y DEY.

Es importante distinguir la reactividad absolutdatrea de los
compuestos carbonilicos que actian como catalieadie la desprotonacion
de estos aminoacidos, de la acidez relativa degtapos metileno de los
aductos i6n iminio de dichos compuestos (figura2B.1Asi, el 5'-
deoxipiridoxal (DPL) es mucho mejor catalizadorldedesprotonacion de la

97 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. Sot24: 8251-8259.

198 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.

19 Toth, K.; Richard, J. R007J. Am. Chem. Sqcl129: 30133021.
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glicina que el anion fenilglioxilato, a pesar deeal carbono de su aducto con
la glicina tiene una acidez inferior

O en @ o
© © S N ©
o /N%o ~— 0o ¢ ﬁ)ko
H

Q
O @E') O
Q
@O AN N%O -
H

Figura 3.13 Formas resonantes del carbanion formado al e

un protén en posicidn al grupo imino del aducto formado |
glicina y fenilglioxilato.

A efectos comparativos, en la figura 3.14 se maad#as constantes de
velocidad para la desprotonacion catalizada pdiselvente de la glicina metil
éster y de la glicina, y las constantes de velocmaservadas en presencia de
una concentracion 0,01 M del compuesto carboniliddizado como
catalizador. En la primera fila se puede observae ta adicibn de una
concentraciéon 0,01 M de acetona da lugar a undisiaténoderada de la

desprotonacion de la glicina metil éster a pD &,pesar de la fuerte acidez del
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carbono del aducto i6n iminio. Esto es debido algumnstante de formacion

de la imina es poco favorable.

e O e O o
DsN DsN
3 %OMe 3 %OMe + )J\
H H H H (0.01M)
k(s 4x107 3x10°8
pD 7,6
H__O
e 1 S e 9 ° i o ° 1 o
DQ,N),)J\O D3N>’)J\O . Ph)k[( DSN))kOe s
H H H H o) H H NG
0,01M) H
(0,01M)
k(s 6x107 1,5x10° 1.9x10° (ref 110)
pD 7.6 (pH7,1)

Figura 3.14 Constantes de velocidad para la desprotonacioa décina y glicina metil ést
catalizada por disolvente, y constantes de veldcidesservadapara el proceso catalizado
distintos compuestos carbonilicos con una concantrd®,01 M.

Sin embargo, se observa un aumento de velocid2%@eeces para la
catalisis de la desprotonacion de la glicina pax oancentraciéon 0,01 M de
fenilglioxilato, un catalizador mucho mas efectoyoe la acetona. Esta catélisis
es inmensamente inferior al aumento de 3x&@es observado para la catalisis
de la desprotonacion de la glicina por una conaeitn 0,01 M de DPL a pH
7,1, donde la constante de velocidad estimada lpadesprotonacion de la

glicina catalizada por disolvente es sélo de 5% H3.***

10Toth, K.; Richard, J. 007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.
1 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.
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La gran diferencia que se observa en la actividddlitica del DPL
como catalizador comparada con la del fenilglidrilase debe a que la
constante de formacion de la imina con el DPL eshounas favorable. De
hecho, la imin2-D es sélo apenas detectable por Rit\en disoluciones que
contienen glicina en concentraciones del orden,@élly anidn fenilglioxilato
0,8 M, mientras que la reaccion de 0,01 M de giicgon 0,010 M de DPL a
pH 7,1 da lugar a la conversién del 80% del DPB-¢#p.'*?

Estos resultados muestran que una de las razonefapaue los
catalizadores enzimaticos utilizan preferentemehgaridoxal 5’-fosfato como

14115 an Jas diferentes

coenzima frente al grupo prostético piruvdif
reacciones de los aminoacidos, se debe a la giaidaaf del cofactor
piridinico comparado con las-cetoacidos por la adicién al grupo amino para
formar una imina. Esta razén fue sugerida previaenen un estudio publicado
sobre la formacién de iminas con el P{P.

Como conclusién se puede decir que las iminas fdasaentre el
piridoxal y aminoacidos estan fuertemente estaull®s por interacciones
intramoleculares entre el anillo de piridina, lastguyentes del anillo y el
nitrégeno del grupo imindY comparado con las interacciones
intramoleculares correspondientes en las iminasddas entre aminoacidos y

cetonas o aldehidos sencillos.

12Toth, K.; Richard, J. 2007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.

13 Tolbert, W. D.; Zhang, Y.; Cottet, S. E.; Benné&tM.; Ekstrom, J. L.; Pegg, A. E.; Ealick,
S. E.2003Biochemistry 42: 23862395.

14 Graham, D. E.; Xu, H.; White, R. 2002J. Biol. Chem.277: 235023507.

115 Gallagher, T.; Rozwarski, D. A.; Ernst, S. R.; Kext, M. L.1993J. Mol. Biol, 230: 516
528.

16 Gout, E.; Zador, M.; Beguin, C. G984Nouv. J. Chim.8: 243250.

" Hammond, G. S1955J. Am. Chem. Sp@7: 334338.
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4. Efecto de los sustituyentes sobre la estabilidad
termodinamica de iminas derivadas de la glicina y ldehidos
aromaticos. Importancia de la estructura del piridokal 5'-
fosfato en su actividad catalitica.

4.1 Introduccion

Tal y como se vio en el capitulo anterior, la méyate las enzimas
implicadas en el metabolismo de los aminoacidokzami al piridoxal 5'-

fosfato (PLP) como cofactgt® 120

aunque hay un pequefio grupo de
descarboxilasas de aminoacidos, en las que un gmastético piruvoilo sirve
de cofactor?'Se sabe que la catalisis covalente por PLP tieye ki través de
la formacion de una imina con el aminoacido. Esterimedio de reaccion es
comun a todas las transformaciones de aminoacigpsndientes de PLP. La
ruptura de uno de los enlaces del carbono en posicial grupo imina, con
eliminacion de A, CO,, o R, conduce a la formacion de un carbanion que
esta fuertemente estabilizado por delocalizacioh pde electronico en el
sistemartdel PLP.

En nuestro grupo de investigacion estamos inteossad determinar
las barreras termodinamica y cinética de la despauién de atomos de

123124 en analizar los

carbono en posiciéa al grupo amino de aminoacid
efectos que producen en dichas barreras las madidites covalentes

utilizadas por las enzimas para promover las reaesi de los aminoacidos. La

18 John, R. A1995 Biochim. Biophys. Act&248: 81-96.

119 Jansonius, J. NL998 Curr. Opin. Struct. Biol8: 759-769.

120 Eliot, A. C.; Kirsch, J. F2004 Annu. Re. Biochem73: 383-415.

12Lyvan Poelje, P. D.; Snell, E. E99Q Annu. Re. Biochem59: 29-59.

122 Rios, A.; Richard, J. P1997J. Am. Chem. So&19: 8375-8376.

123 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.
124 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. Sot24: 8251-8259.
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acetona es un catalizador eficiente de la despaotdn del grupo metileno de
la glicina metil éster, como resultado del menidx para la desprotonacion en
el carbono del i6n iminio -y = 14) comparado con la desprotonacion de la
glicina metil éster N-protonadakpy = 21)*°. Este aumento de acidez de los
protones en posiciéa al grupo amino, es una fraccion importante dettefe
acidificante que produce la formacion de iones imientre aminoacidos y
PLP. El andlisis de la catalisis de la desprot@maile la glicina por
fenilglioxilato (modelo del grupo prostético pirul@m permitié estimar un g,
para la desprotonacion en el carbono del correspotedion iminio unas 15
unidades inferior al g, de la glicina (Kcn = 29)'*°. Esto demostré que los
aductos de aminoacidos con fenilglioxilato y cond&bxipiridoxal (DPL,
analogo al piridoxal}®’ tienen una acidez similar en el carbono en pasieio
al grupo imino. Aun asi, el DPL es mucho mejor Iceador de la
desprotonacion de la glicina que el fenilglioxilakebido a que la constante de
equilibrio para la conversion del aminoacido y €Llen el idGn iminio reactivo
es mucho mas favorable. Esto corrobora la hipétesigue una de las razones
por las que las enzimas han escogido el PLP corfactoo frente a otros
compuestos carbonilicos mas simples, es su mayodad para la adicion al
grupo amino para formar una imitf&.

La estabilidad y las constantes de disociacionisolution acuosa de

las iminas derivadas de aminoacidos-gidroxiaril aldehidos incluyendo el

125 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.

126 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T. Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

27 Toth, K.; Richard, J. 007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.

128 Gout, E.; Zador, M.; Beguin, C. G984Nouv. J. Chim.8: 243250.
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PLP ha sido estudiada por diversos autbiel?131132133.134135.13 |og
primeros trabajos se ha propuesto la existenciardenlace de hidrogeno
intramolecular entre el anién fendxido y el nitrdgeiminico protonado en

iminas de aminoécidos y PL'?.

H__O H__O H__O H__O
5 éOH 6\%
P
N
OH

1 2 3 4

Figura 4.1 Aldehidos utilizados para determinar el efecto de lositaysentes en 1
anillo de benceno sobre la constante de equilideidormacion de iminas entre
glicina y estos aldehidos. Benzaldehidasalicilaldehido ¢-hidroxi benzaldehidog,
p-hidroxi benzaldehid8, piridincarboxaldehidd

Sin embargo, estudios recientes por RMN sobre los equilibrios
acido-base de aldiminas del PLP en disolucion acsaogieren que este enlace
de hidrégeno intramolecular no existe y que lospgsufendlico e iminio
forman enlaces de hidrégeno con moléculas de H{uzn este trabajo se

describe una comparacion de las constantes debegupara la formacion de

1291 each, B. E.; Leussing, D. 11971 J. Am. Chem. S063: 3377-84.

130 French, T. C.; Auld, D. S.; Bruice, T. €965 Biochemistryd: 77-84.

L Auld, D. S.; Bruice, T. C1967, J. Am. Chem. S089: 2083-9.

132 Felty, W. L.; Ekstrom, C. G.; Leussing, D.197Q J. Am. Chem. S062: 3006-11.

133 Metzler, C. M.; Cahill, A.; Metzler, D. E198Q J. Am. Chem. Sot02: 6075-82.

134 Shanbhag, V. M.; Martell, A. EL99Q Inorg. Chem29: 1023-31.

1% vazquez, M. A.; Echevarria, G.; Munoz, F.; Donodg,Garcia Blanco, 1989 J. Chem.
Soc., Perkin Trans. 2617-1622.

138 Metzler, C. M.; Cahill, A.; Metzler, D. E198Q J. Am. Chem. Sot02: 6075-82.

137 Sharif, S.; Huot, M. C.; Tolstoy, P. M.; Toney, R.; Jonsson, K. H. M.; Limbach, H.-H.
2007, J. Phys. Chem. B11: 3869-3876.
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iminas entre la glicina y benzaldehidos sustituimos un grupo hidroxi en las
posiciones orto y para (figura 4.1). Esta comparaproporciona evidencia de
la existencia de un enlace de hidrogeno intramtdeaentre el oxigeno del
fenolato y el nitrdgeno del iminio y permite estmteafuerza de este enlace de
hidrogeno. Nuestros resultados sugieren que elndmo de la glicina con el
PLP esta estabilizado en la misma medida por estace O---H-N

intramolecular.

4.2 Seccion experimental

4.2.1 Materiales.Los siguientes compuestos fueron suministrados por
Aldrich:  Benzaldehido 1), 4-hidroxibenzaldehido 3J, 4-piridin-
carboxaldehido 4), 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE), acido clorhidrico deuteradd7 wt %, 99,5% D),
deuteroxido potasico (40 wt %, 8+% D) y agua dewtar(99,9% D) . La
glicina y el salicilaldehido2) se compraron a la casa comercial Fluka. Todos
los demas reactivos organicos e inorganicos eranladenayor pureza

disponible.

4.2.2 Métodos generaled.os protones acidos de la glicinggHP Oy, y
KH,PO, fueron intercambiados por deuterio antes de atlhz en la
preparacion de disoluciones de estos compuest@@ni*® Las disoluciones
de los aldehido® y 3, acido cloroacético, HFIP y TFE se prepararon
disolviéndolos directamente en® (99,9% D), lo que resulté en un aumento

de menos de 1 atom % en el contenido proético delhdnte.

138 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. Sot24: 8251-8259.
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Los tampones de fosfato se prepararon mezclandocdasidades
adecuadas de disoluciones stock dBRO, y KD,PO, en B,O al = 1,0 (KCI)
para dar la relacion acido/base deseada. Los tassmmacetato y pirofosfato
se prepararon disolviendo la forma basica del tanypél KCIl en DO, seguido
de la adicion de DCI hasta obtener la relacionalbase deseadala= 1,0
(KCI). Los tampones de cloroacetato, HFIP, y TFEpsapararon disolviendo
sus formas acidas y KCl en,@, afiadiendo a continuacion el KOD necesario
para obtener la relacion acido/base deseadalg0 (KClI).

El valor del pH de las disoluciones se determirg&b &C utilizando un
pHmetro Orion modelo 350 equipado con un electrodon 7103 BN. Los
valores de pD fueron calculados sumando 0,4 ungdadas lecturas de pH del

pHmetro'*

Se determind un valor d&Kpaparente deKyp = 8,87 para en
D,O a 25 °C yt = 1,0 (KCI) por valoracion potenciométrica de wisolucion
10 mM del sustrato con KO

4.2.3 Andlisis RMN*H. Los espectros RMNH a 500 MHz, fueron
realizados en BD a 25 °C en un espectrometro Bruker AMX500. Ehpie de
relajacion entre pulsos fue al menos 8 veces n@y®el mayor de los tiempos
de relajacion de los protones de interés. Los ég®ese obtuvieron con un
ancho de barrido de 60000 Hz, un angulo de puls®08ey un tiempo de
adquisicién de 6 s. La linea base de los espedeogorrigio antes de
determinar las areas integradas de los picos, gdsplazamientos quimicos de

los protones se referenciaron con respecto a i defi(CH)4N* a 2,94 ppm.

139 Glasoe, P. K.; Long, F. A960J. Phys. Chem64: 188190.
140 Albert, A.; Serjeant, E. PThe Determination of lonization Constanrd ed.;1984
Chapman and Hall: London,.
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12

10 A

log ([B J/[BD])
Figura 4.2 Valoracién potenciométrica d2en DO a 25 °C yl = 1,C
(KCI). La linea rectaepresenta el ajuste de los datos experimentdk
ecuacion pD =Kgp + log ([B] / [BD)).

4.2.4 Determinacion de las constantes de equilibriba posicién del
equilibrio para la adicion de glicina a los aldefsid-4 para formar las
correspondientes iminas en@ a 25 °C yl = 1,0 (KCl) se determind por
espectroscopia RMRH. La formacién de una imina entre la glicina ya@anho
de estos aldehidos aromaticos se monitorizé erludisoes que contenian:
0,1-2,0 M de aminoacido y 5-20 mM de 0,1-0,5 M de aminoéacido y 5-10
mM de 2; 0,3-1,0 M de aminoacido y 50 mM d& o 0,001-2,0 M de
aminoacido y 0,005-1,0 M dé. El valor del pD de estas disoluciones se
mantuvo constante usando 0,10 M de las siguientadudiones tampon:
cloroacetato pD 3,2-4,5; acetato pD 4,2-6,0; fasfdd 6,0-8,0; pirofosfato pD
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8,4-8,9; HFIP pD 9,0-11; TFE pD 12,2-13,7. La glise utilizé también
como tampon en algunos experimentos en el intedaloD 9,5-11,4.

La relacion de concentraciones de equilibrio delctnl imina y del
aldehido 6 del aducto imina y el aminoacido serdetearon entre una y dos
horas después de la mezcla de los reactivos. Eestedp de tiempo fue lo
suficientemente largo para asegurar que se alcatemncondiciones de
equilibrio, como se pudo comprobar en experimedsontrol en los que la
relacion de concentraciones se determiné de nudvb Bespués de haber
comenzado la reaccion.

Los valores de las constantes de equilibrio obss/&aq4qobsd para la
formacion de iminas con los aldehidh2, o0 3 se determinaron a partir de la
relacion de las areas integradas de los picos rdébrp metinico de la imina
(AX-™) y del aldehidoA4Y) usando para ello la ecuacion 4.1, dond¥-IM ]e,
[X]e, ¥ [Gly]le son las concentraciones totales de equilibrioadémina, del
aldehido, y de la glicina, respectivamente. La eatracion de aminoacido en
el equilibrio fue calculada utilizando la ecuaci#g, donde [Gly] y [X]+ son
las concentraciones totales del aminoacido y aflbelhéspectivamente.

Kosd)opag = X-IM], AF™
addJobsd T X1 [Glyl. — AX[Glyle

X=123 (41

[Gly]e = [Gly]y — [X — IM], =
X-IM

AH
Glylr — Xt =——==w| X=1,2,3 (4.2
[ Y]T [ ]T (Aﬁ +Aﬁ_IM> ( )
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Los valores de las constantes de equilibrio obs@s/&addobsd (M™)
para la formacion de la imina con el aldehddse determinaron a partir de la

relacion de las areas integradas de los picos smmnelientes a los protones

metileno de la imina4g;™) y de la glicina‘(lglﬁ'z) de acuerdo con la ecuacion

4.3, donde4-IM]e y [4]e son las concentraciones de la imina y aldehidel en
equilibrio, respectivamente. La concentracion deéélido en el equilibrio se
calculd utilizando la ecuacion 4.4, donde [Gly][4]T son las concentraciones
totales del aminoacido y del aldehido, respectivaegKyy €s la constante de
equilibrio aparente para la hidratacién del aldehéteterminada por RMRH

en las condiciones de cada experimento.

[4- Ml ACw,"
. _ _ 4.3
(Kadd) obsd [4][Gly]. A(C;gz [4]c -

1 A
[4]e = 77— ([4‘]T ST T—— [Gl}’]T) (4.4)
(14 Knya) Acgz + AéHIZM

4.3 Resultados

El valor del desplazamiento quimi€éy) ;!N de la sefial del proton

metinico del-IM (imina de la glicina con benzaldehido, figura 43CH,
X=1) aumenta desde 8,07 a 8,62 ppm cuando pasama@dadesvde pD altos a
pD = 5,0, debido a la protonacién del nitrégenaiou (figura 4.5).

La dependencia del desplazamiento quinfig) ;¥ con el valor del

pD viene descrita por la ecuacion 4.5, obtenidaaidirpdel esquema de la
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figura 4.3, dondeSg™ y §1~™-D son los desplazamientos quimicos del
hidrogeno metinico dé-IM y 1-IM-D, respectivamente, YK{i1.mp €S la
constante de acidez del nitrégeno iminico.

La linea en la figura 4.5 muestra el ajuste noalingor minimos
cuadrados de los datos experimentales a la ecudciorutilizando el valor
54~™ = 8,07 ppm observado a valores de pD alto, y tratafdM P y (K,)1-
M-D COMO parametros variables. El valor dE p(u.0 obtenido de este ajuste

se recoge en la tabla 4.1.

- P D 08
[©) Z \ 2
coO \_/ — N
@ 2 H @
DN—/ - - ZQ—(
(Kadd)X-1M-D H
X-IM-D
ap/(Ka)Gyp ‘ ap/ (Ka)X-IM-D‘
o o D 08
S Z \ 2
CO, NWARY = N5
K,49) H
(Kadd)x-1m XIM

Figura 4.3 Equilibrio de formacién de una iminantre la glicina y ¢
benzaldehidoZ = CH, X = 1) o entre la glicina el piridincarboxaldehid
(Z=N, X=4)

La variacion del desplazamiento quimi¢éy)?,!¥ de la sefial del
protdbn metinico deR-IM (imina de la glicina con eb-hidroxibenzaldehido,
figura 4.4, X=2) al variar el pD (figura 4.5), es debida a la pnatcion del
nitrégeno iminico y del oxigeno del fenoxido. Lostab experimentales se
ajustaron a la ecuacion 4.6, obtenida a partiedglema mostrado en la figura

5.5, utilizando el valor des2™™-P = 8,09 ppm para el desplazamiento
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quimico del proton metinico de-IM-D determinado de los datos
experimentales a valores de pD intermedio. La larek figura 4.5 muestra el

ajuste a dicha ecuacioén, que proporciond valoressgie" 2 =

8,48 ppm vy
52~™ = 8,38 ppm para los desplazamientos quimicosroébp metinico d@-

IM-D, y 2-IM, respectivamente, y los valores de las constasgesacidez
(Ka)2-m-p, Y (Ka)2-mm-p para2-IM-D, y 2-IM-D, respectivamenteque se

resumen en la tabla 4.1.

SX-IM _ §X M(K)x-m-p + 6* ™ Pqy,
ons ((Ka)x-mm-p + ap)

X=14 (4.5)

X-IM _
6obsd -

_ S ™M (K x-m-p (Ka)x-m-p, + 6 ™ P (K))x-m-p,ap + 6* ™ Pza
((Ka)x-m-p (Ka)x-mmM-p, + (Ka)x-mmM-p,ap + ap)
X=23 (46)
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o
o DO (Kadd)x-m-p2  pg D, N@_/COZ
DN—/ '
X-IM-D,
ap/(Ka)x-p ap/(Ka)x-m-m
o o (Kadd)X-1M-D S D\NGJJCOZ
DsN—/ '
X-IM-D
ap/(K a)GlyD ap/(K)x-1m-p
o Q
D,N—/ '
X-IM

Figura 4.4 Equilibrio de formaciéon de una imina entre la iglic y el o-hidroxi
benzaldehidoX = 2) o entre la glicina con @thidroxi benzaldehidoX = 3).
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8,6 1

8,2 1

4 6 8 10 12 14
pD

Figura 4.5 Influencia del pD sobre el desplazamiento quintiebproton
metinico de las iminas formadas enCDconteniendo: @ ) 0,1-2,0 M
glicina 'y 5-20 mM del; (A) 0,1-0,5 M glicinay 5-10 mM de 2 a 25°C y
1=1,0 (KCI). Las lineas trazadas muestran el ajudte los datos
experimentales a la ecuacién 4.5, obtenida a pdefiresquema de la

figura 4.3 @ ) o0 a la ecuacién 4.6 que puede obsendel esquema de la
figura 4.4 (& )
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3—-IM
obsd

El cambio del desplazamiento quimi€fyy, de la sefal de los

hidrégenos metilénicos deB-IM (imina de la glicina con p-hidroxi-
benzaldehido, figura 4.4, X 3) con el valor del pD (figura 4.6) se debe a la
protonaciéon del nitrégeno iminico y del oxigeno tiidxido. Se realizé un
ajuste no lineal por minimos cuadrados de los datqmerimentales a la

ecuacion 4.6, utilizando para ello los valorég;™ = 3,90 ppm ﬁgﬁ;M_Dz =

4,20 ppm para los desplazamientos quimicos dprtiisnes del grupa-CH,

de 3-IM y 3-IM-D,, respectivamente. La linea en la figura 4.6 maestr

IM-D
2

resultado del ajuste, que proporcioniyy = 4,00 ppm para el

desplazamiento quimico de los hidrégenos del gay@H, de 3-IM-D vy los
valores de las constantes de acit}€d)s;_im-p, Y (Ka)3-im-p para3-IM-D, y
3-IM-D que se recogen en la tabla 4.1.

La variacion del desplazamiento quimi@y,)speq de la sefial de los

protones del grupo metileno dé-IM (imina de la glicina con el 4-
piridincarboxaldehido, figura 4.3, Rk X=4) con el valor del pD (figura 4.6)
es debida a la protonacién del nitrdgeno iminico.

La linea mostrada en la figura 4.6 correspondguateano linal de los

datos experimentales a la ecuacion 4.5, utilizagidealor 525! = 4,09 ppm

para el desplazamiento quimico de la hidrdlisis glelpo a-CH, de 4-IM
obtenido experimentalmente a valores de pD altte &siste permitié obtener

Ser P = 4,27 ppm para el grumoCH; de4-IM-D y el valor de la constante

de acidezK,)s1m-p que se recoge en la tabla 4.1.
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4.3
4,2 4
=
o
o
ho] 4,1 =
8
(@)
AN
5
Ko
N
4.0 4
3,9 -
) ) ) ) )
2 4 6 8 10 12 14
pD

Figura 4.6 Influencia del pD sobre el desplazamiento quintiedos
hidrégenos del grupo metileno de las iminas forrmada DRO
conteniendo: ¥ ) 0,3-1,0 M glicina y 50 mM d@g(m) 0,001-2,0 M
glicina y 0,005-1,0 M dd a 25 °C d=1,0 (KCI). Las lineas muestran
el ajuste de los datos experimentales a la ecuatinobtenida a
partir del esquema de la figura 4.8 ( ) o a la eidue4.6, obtenida
a partir del esquema de la figura 4% ().
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Las constantes de equilibrio aparentégdonsq para la adicion de la
glicina a los aldehidos aromaticbst para formar las consiguientes aldiminas
en DO a 25 °C fueron determinadas por RM tal y como se describe en la
seccidn experimental.

En la figura 4.7 se muestra el cambio con el valer pD de
log (Kadgobsapara la adicion de la glicinala(®), 2 (A), 3 (V) y4 (W). La linea
a través de los circulo®( ) representa el ajustslelatos para la primera
reaccion a la ecuacion 4.7 (X5 obtenida a partir del esquema de la figura 4.3,
utilizando Kz)1.m-0 = 5,13% 107 M (tabla 4.1) y tratandd<§)eiyo = (3,9 = 0,5)

x 10" My (Kagdrmo = (3,3 + 0,4)x 10° M como parametros variables. Los
datos para la formacion de la imina de la glicind ¢A) se ajustaron a la
ecuacion 4.8 (X2) derivada de la figura 4.4, utilizand®,);-m-p,= 2,8 %
10° My (K)2am-o = 7,4% 107° M (tabla 4.1), y tratand@,dq4)2-m-p, = (3,4
+0,1)x 10° MY, (Koeyp = (3,1 + 0,2)x 10" M y (Ka)2p = (1,32 + 0,06)
10° M como pardmetros variables. Este ajuste apammesentado por la
linea continua que atraviesa los tridngulas ( )eefigura 4.7. Los valores
observados de la constante de equilibrio parait@déedde la glicina 8 para
formar la correspondiente imin® ( ) se ajustaronbi@m a la ecuacion 4.8
(X=3), usando Kaeyo = 3,9 % 10" M y (KJsp = 7,4 x 10° M para las
constantes de acidez del zwitterion de la glicin@-, respectivamente,
(K)3-m-p,= 2,5% 10’ M ¥ (Kasamo = 6,9% 10™ M (tabla 4.1) para las
constantes de acidez del ion iminio, y trataflgyq)3-im-p, = (8,7 £ 0,9)x
10® M™ como pardmetro variable. Por dltimo, la linea Gimviesa los
cuadrados de la figura 4.R ( ) representa el ajistios datos experimentales

para la reaccion de la glicina cdra la ecuacion 4.7 (X4, con Ka)eiyp = 3,9
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x 10" M, (Ka)aamo = 1,1x 10° M (tabla 4.1), y tomanddéads-mo = (2,0 *

0,4)x 10° M™* como Gnico parametro variable.

ap + (Ka)X—lM—D> X=14 “.7)

K = (Kada)x-m-
(Kadd)obsd = (Kadd)x-m D( ap + (Ka)aiyp

(Kadd) obsd

ap + ap(Ka)x-mm-p, + (Ka)x-1m-p, (Ka)x-1M-D )
a? + ap((Ka)ayp + (Ka)x-p) + (Ka)aiyp (Ka)x-p
X =23 (48)

= (Kadda)x-1M-D, (
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3,0

2,0

Iog (Kadcpobsd

Figura 4.7 Dependencia logaritmica dE.{Josss (M™) con el pD para
la conversién de glicina a las correspondientesnatids en DO a 25
°C y1 = 1,0 (KCI). Los datos experimentales para la céacde la
glicina con @ )1, (A) 2, (¥ )3y (M) 4 se ajustaron a las ecuaciones
47 (@, X=1; W, X=4)y4.8 (A ,6 X2, ¥, X=3),y los valores de las
correspondientes constantes de equilibrio se raseméa tabla 4.1.
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4 .4 Discusion

Las iminas formadas por aminoacidos y aldehidosmaticos
sustituidos tienen un particular interés en quinyicen bioquimica debido a
gue constituyen modelos sencillos para caracteezabpmportamiento de las
iminas mas complejas del cofactor enzimatico PL&suRa en general dificil
detectar la formaciéon de iminas en disolucion aausmaun valor de pH por
debajo de 7 debido a que las constantes de equipbra la conversion de la
amina y cetona o aldehido en el correspondientetadmina son muy
pequefias. De hecho, la mayor parte de la informadiéponible sobre la
estabilidad de iminas en disolucién acuosa se reefee las especies no
protonadas. Los datos determinados en este trab&o en concordancia con
los datos termodindmicos mas limitados publicados anterioridad por
Leussing y Bai para la adicién de la glicina aléansalicilaldehidt™ y por
Bruice y sus colaboradores para la reaccion delnglio con la piridina-4-
carboxaldehidd??

Los equilibrios para la formacion de iminas engrglicina y el PLP
DPL'31% g el analogo simple del coenzima, 3-hidroxipiradiraldehidd®®
han sido bien caracterizados. La tabla 4.2 resomedlores bibliograficos de
las constantes de equilibrio de formacion de l&asrehtes formas idnicas de

estos aductos imina junto con sus valoreskie p

11| eussing, D. L.; Bai, K. S1968 Anal. Chem40: 575-81.

142 French, T. C.; Bruice, T. 1964 Biochemistry 3: 1589-96.

3vazquez, M. A.; Echevarria, G.; Munoz, F.; Donaso Garcia Blanco, A989 J. Chem.
Soc., Perkin Trans. 2617-1622.

44 Metzler, C. M.; Caihill, A.; Metzler, D. E198Q J. Am. Chem. Sot02: 6075-82.

S French, T. C.; Auld, D. S.; Bruice, T. €965 Biochemistry4: 77-84.
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147vazquez, M. A.; Echevarria, G.; Munoz, F.; Donog Garcia Blanco, A989 J. Chem.

Soc., Perkin Trans. 2617-1622.
148 Metzler, C. M.; Cahill, A.; Metzler, D. EL98Q J. Am. Chem. So&02: 6075—-82.

18 Erench, T. C.; Auld, D. S.; Bruice, T. €965 Biochemistry4: 77-84.
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4.4.1 Fuerza del enlace de hidrégeno intramoleculaen aldiminas
del PLP. Las iminas formadas por adicion de aminoacidoBL& son muy
estables, y existen mayoritariamente como ionesi@ren disolucién acuosa
por debajo de pD 10 (tabla 4.2). Esto contrastal@@stabilidad mucho menor
del i6n iminio estructuralmente mas sencillo formagor la glicina y el
benzaldehido, que tiene un valor aproximado Kigde 6 (tabla 4.1). La baja
acidez de los iones iminio del PLP se ha atribgieoeralmente a la existencia
de un enlace de hidrogeno fuerte entre el ion mmynél oxigeno del fenolato.
Sin embargo, en un estudio reciente de la deperadean el valor del pH del
desplazamiento quimico de RMRN de las aldiminas del PLP en disolucién
acuosa, Limbach y colaboradores concluyeron queabtemente este enlace
intramolecular no existe, y que los grupos iminio fgnolato estan
preferentemente enlazados a moléculas de 4gEsto lleva a preguntarse si
las o-hidroxiaril aldiminas estan realmente estabilizager un enlace de
hidrégeno intramolecular en disolucién acuosa, gssasi, como es de fuerte
este enlace, o si la gran estabilidad de estossionmio puede ser debida
Unicamente a efectos electrostaticos y de rescaaali sustituyenterto-
fendxido. Este problema puede clarificarse si caarpas los efectos de los
sustituyentesorto-fenéxido y para-fenéxido sobre la basicidad del aducto
imina formado entre la glicina y el benzaldehidguffa 4.8), ya que el efecto
del sustituyent@ara-fenoxido proporciona una estimacion de la estzdmion
por resonancia del ion iminio en ausencia de cuddqateraccion directa por

enlace de hidrégeno.

19 Sharif, S.; Huot, M. C.; Tolstoy, P. M.; Toney, B.; Jonsson, K. H. M.; Limbach, H.-H.
2007, J. Phys. Chem. B11: 3869-3876.
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El efecto de distintos sustituyentes X en el andimmatico del
benzaldehido sobre la constante de equilibrio lgaadicion de la glicina a este
aldehido Kaqg y sobre el valor del K, del i6n iminio correspondiente, se
resumen en la tabla 4.3. La adicion de un sustitieye O™ al benzaldehido
produce un aumento en eKpdel i6n iminio de 3,9 unidades (figura 4.8B).
Este cambio corresponde a la suma de las intereeiestabilizantes por
resonancia y electrostaticas de este sustituyemteelcnitrogeno iminico, que
son mayores en el i6n iminio que en la imina neuaando el sustituyente
esta en posicioorto (figura 4.8A), el efecto sobre la acidez del iGnnim es
1,9 unidades superior al observado para el sustiteyen posiciopara (figura
4.8B), lo que podria reflejar una estabilizaciéiciadal del i6n iminio por
formacion de un enlace de hidrégeno intramolecelatre el oxigeno del
fenolato y el nitrégeno iminico. El efecto globabservado para cada
sustituyente puede utilizarse para estimar la fudezeste enlace de hidrogeno
intramolecular después de realizar una correcciéra pener en cuenta la
diferente estabilizacion del nitrégeno iminico pas sustituyentes-O" y p-O~
a través de interacciones electrostaticas y deaapsia.

El efecto que tiene el sustituyerpegD™ sobre el valor del K, de la
benzilamina (figura 4.9%**'es de 0,5 unidades, lo que corresponde a una
energia de estabilizacién de 0,7 kcal/mol, y projooia una estimacion de la
interaccion polar que existe entre este sustiteygnta carga positiva del
nitrogeno del ion iminio. Se puede calcular un wvale 4,6 kcal/mol para la
diferencia en estabilizacion del ion iminio commracon la imina neutra

mediante interaccion resonante con el an@@, restandole al efecto

150 Bunting, J. W.; Stefanidis, [1.99Q J. Am. Chem. So&12:; 779-86.

151 Hine, J.Structural Effects on Equilibria in Organic ChennistJohn Wiley & Sons1975,
New York.
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estabilizante global de 5,3 kcal/mol observado pasaustituyentg-O™ (figura

4.8B, figura 4.9) la contribucion electrostatictiraada.

OeD COe COe D CO® COe
@ 2 2 \N®—/ 2 _ 2

N—/ N— N
O o 0 - O
H ! H H

AG® =+ 8,0 kcal/mol AG® =+ 5,3 kcal/mol

w)

Oe C% D COe ! C% Coe
2 qC) 2 NJ 2 \N®—/ 2

—/ ° / |
N N !
H H | H H

Figura 4.8 Comparacion del efecto del sustituyenteoei® o para sobre la basicidad de
imina formada entre la glicina y el benzaldehidstituido.

Este valor proporciona un limite superior para liéerdncia en
estabilizacion por resonancia del ion iminio defite en electrones con
respeto a la imina por interaccion con el sustitg®-O". Sin embargo, el
analisis de los datos en la tabla 4.3 muestra befeeto del sustituyente-O~
sobre la constante de equilibrio para la adicién deién glicina al
benzaldehido para formar la imina neutra (figutktDA) es aproximadamente
el 70% del efecto del sustituyeneO™ sobre la misma constante de equilibrio
(figura 4.10B). Esto indica una mayor estabilizacd®el grupo carbonilo del
aldehido que del grupo imina del producto por adeidn resonante con un
sustituyentgp-O~ comparado con un sustituyerde)™. Una estimacion de la
diferencia en estabilizaciéon por resonancia del ildmio del benzaldehido
comparado con la imina neutra por interaccion doeman orto-O™ se puede
obtener como el 70% del efecto resonante totalreéde para el anidépara-

O, que corresponde a (0,70)4,6) = 3,2 kcal/mol.
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152 Sharif, S.; Huot, M. C.; Tolstoy, P. M.; Toney, B.; Jonsson, K. H. M.; Limbach, H.-H.

2007, J. Phys. Chem. B11: 3869-3876.
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El ién iminio del salicilaldehido5) puede ser estabilizado también por
una interaccion Couldmbica a través del espaciceegit nitrdgeno cargado
positivamente y el anion fendxido cargado negatesater Una aplicacion
sencilla de la ley de Coulomb nos permite determimaelacion de energias
electrostaticas en los dos iones imiftioy 6. Si se considera que no hay
diferencia en la constante dieléctrica efectivan yaemagnitud de las cargas en
ambas interacciones, entondegEs =r¢/rs, donders y rg son las distancias
entre cargas opuestas By 6, respectivamente. Las estructuras calculadas por
meétodos computacionales p&rg 6 (figura 4.11) muestran que los dos centros
cargados estan a una distancia de 2,6 y 6,5 Aectgpmente, y por tanto,
Es/Es = 2,5. Al usar el valor de 0,7 kcal/mol estimaddeaormente para la
interaccion entre el nitrdgeno cargado positivamgnel anionp-fendxido en
6, obtenemos un valor de 1,8 kcal/mol para la ic@ém entre estos dos
grupos erb. Se puede suponer que los efectos estéricos spredables dada
la conformacién substancialmente plana de estagamals. Si restamos las
contribuciones de los efectos de resonancia y rektéticos a través del
espacio del efecto total de 8,0 kcal/mol que ditsiyenteo-O™ ejerce sobre la
acidez del i6n iminio del benzaldehido (figura 4).8l& energia restante (8,0 —
3,2 — 1,8) = 3,0 kcal/mol puede ser atribuida adatribucién del enlace de
hidrégeno a la mayor estabilizacion del i6n imicimmparado con la imina

neutra.
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pK, (H,0) pK, (H,0)
D . CO
® @ CO2
NH, N—/
OF o O e
H
D. CO
@ @ CO2
NH N—/
o 3 o 10,2
H
ApK, 0,5 3,9

Figura 4.9 Efecto del sustituyente cargado en posigéra sobre el valor delk, de
la benzilamina en agua y de la imina formada pozalelehido y glicina en J0.

Los enlaces de hidrogeno intermoleculares en digoiuacuosa son
normalmente muy débiles debido a que las molécdasagua compiten
eficientemente en la solvatacién de los grupos cacig basicod® Sin
embargo, las interacciones de enlace de hidréganagaa pueden hacerse
significativas cuando el dador acido y el aceptaésitp estan en la misma
molécula y forzados a wuna geometria apropiada pestricciones
moleculares®*'*° Este es el caso del ién imini, para el cual hemos
demostrado que esta estabilizado por un enlacéd&gkno intramolecular en
disolucién acuosa. La energia de esta interacaidreplace de hidrégeno es
aproximadamente 3 kcal/mol superior al valor predipara una interaccion
electrostatica simple entre el cation iminio y eiéa fendxido y no es muy

distinta del valor estimado de 4 kcal/mol para teergia de estabilizacion

%3 Stahl, N.; Jencks, W. R986 J. Am. Chem. So08: 4196—205.
%4 Frey, P. A.; Cleland, W. 1998 Bioorg. Chem26: 175-192.
15 Hibbert, F.; Emsley, 1990 AdV. Phys. Org. Chen26: 255—-79.
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implicada en la formacion de un enlace de hidrogetramolecular en el caso
del anién salicilato®) en agud® En ambas moléculas, la naturaleza especial
del enlace de hidrégeno interno parece estar fuerite relacionada con la
existencia de conjugacién directa entre los grgweptor y dador del enlace de
hidrogeno (figura 4.12). Sin embargo, a pesar dedngnumero de
investigaciones sobre este tipo de estructidraso hay un acuerdo general
sobre si la fuerza extra de este enlace de hidodgeramolecular es debida a
la estabilizacién por resonanci;**%o el resultado de la orientacién favorable

y la coplanaridad de los grupos aceptor y daffor.

Oe COe : CO@
2 2
o N—/ Lo 0 N—/
Lo 04 - O
H H : H H
AG®=+ 19 keal/mol | AG® = +2,7 keal/mol

© e
0 CO,

! o

| CO,
N—/ 0 Lo N—/ o
o8 O - O
H H ! H H

Figura 4.10 Comparaciéon del efecto del sustituyente en pasiciio o para sobre ¢
equilibrio para la adicién del anién glicina al beldehido para formar una imina neutra.

156 Hermans, J., Jr.; Leach, S. J.; Scheraga, H983 J. Am. Chem. So85: 1390-5.

157 Sobczyk, L.; Grabowski, S. J.; Krygowski, T. RD0O5 Chem. R¥. 105: 3513-3560.
158 Gilli, G.; Bellucci, F.; Ferretti, V.; Bertolasy/. 1989 J. Am. Chem. Sot11: 1023-8.
19Gilli, p.; Bertolasi, V.; Ferretti, V.; Gilli, G200q J. Am. Chem. Sot22: 10405-10417.
180 5anz, P.; Mo, O.; Yanez, M.; Elguero2007, J. Phys. Chem. A11: 3585-3591.
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El efecto de un sustituyenteO™ sobre el valor delky, del i6n iminio
formado entre el 4-piridin-carboxaldehido y la giac(tabla 4.4) es una unidad
menor que el efecto del mismo sustituyente sobreakdr del K, del ion
iminio del benzaldehido (tabla 4.3). La menor aitaion proporcionada por
este sustituyente cuando el anillo fenilico es twido por un anillo de
piridina refleja la transferencia de carga negatiVaitrogeno piridinico, lo
cual reduciria el grado de estabilizacion por rescia debido a la
delocalizacién de la carga negativa en el grupoimjimio de 8. No es de
esperar que se produzca un cambio significativdaefuerza del enlace de
hidrogeno intramolecular en el i6n iminboal introducir un anillo de piridina
para dar lugar 8. La sustitucion del C-4 del anillo por N conduceairza
disminucién de 1,3 unidades en el valor déd, pdel i6n iminio del
benzaldehido (tabla 4.3). Este descenso es similar disminucion de 1,4
unidades en el valor deKp al pasar del fenol i = 10,0) a la 3-hidroxi-
piridina (K, = 8,6)% Esto sugiere que, como consecuencia de la intoiduc
del nitrégeno piridinico, la acidez del dador daea de hidrogeno y el aceptor
aumenta en la misma proporcion, de forma que ltléra del enlace de
hidrogeno no se ve afectada significativamenteegta sustitucion.

Concluimos por tanto que la energia de estabibireicivolucrada en la
formacion de un enlace de hidrégeno interno enidoss iminio del PLP en
agua deberia ser similar al valor de 3 kcal/motresto pareb. Nuestros datos
son por lo tanto consistentes con la existencialisalucion acuosa de un
enlace de hidrogeno intramolecular en iones imitledvados de-hidroxiaril

aldehidos y aminoécidos.

161 Metzler, D. E.; Harris, C. M.; Johnson, R. J.;®aD. B.; Thomson, J. A1973
Biochemistry12: 5377-92
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o 26A 5 s o

OiﬂNGJ_/ coO, . , H‘N@J co,
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Figura 4.11 Comparacion de las distancias entre los centraggadal
cuando el sustituyente”@sta en posicidnrto o para. Lasestructura
han sido determinadas por métodos computacionales.

Limbach y colaboradores obsevaron que el desplaramguimico de
>N para el 4&tomo de nitrégeno protonado de la irdilgpiridoxal en CBOH
disminuia desde 238 ppm para la aldimina a 154 para su complejo por
enlace de hidrégeno con el &cido perfluorobutiEmura 4.13A)*%% Esto
indica que la protonacion parcial del nitrdgenadpiico esta acoplado con un
desplazamiento del protén desde el oxigeno delxfdadhacia el nitrégeno
iminico en el enlace de hidrogeno intramolecular-2MMH— fuertemente
covalente. En cambio, en agua, el desplazamienioicp de d = 146 ppm
para el nitrégeno iminico observado a un valor Eelp, al cual el anillo de
piridina esta desprotonado, es consistente coadatotal protonacion de este
nitrégeno™®® El desplazamiento quimico d&N para este nitrégenaE 146
ppm) no muestra un cambio detectable cuando semdigenel valor del pH en
agua desde 10 (<<1% de protonacion del nitrogera geidina) a 6 (60% de
protonacién del nitrégeno de la piridin®f por lo que puede considerarse que
el proton del i6on iminio permanece esencialmentacemario cuando se

protona el nitrdgeno de la piridina. Estos resasademuestran que, o no hay

162 Sharif, S.; Denisov, G. S.; Toney, M. D.; Limba¢h;H. 2007, J. Am. Chem. So0d 29:

6313-6327.
183 Sharif, S.; Huot, M. C.; Tolstoy, P. M.; Toney, B.; Jonsson, K. H. M.; Limbach, H.-H.
2007, J. Phys. Chem. B11: 3869-3876.
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interaccion directa por enlace de hidrégeno ertieneiminio cationico y el
anion fenoxido en agua, o que el enlace de hidagetmamolecular entre
estos atomos en agua se comporta como un par j@unouna transferencia

protonica minima del nitrogeno al oxigeno.

S S e
O—H\ ® CO, O-H CO,
W, 7 N
\ / - »
H H
5
@
O-H ¢ O-H ¢
\ / \O
- » _
(@] O@
7
S e e
O ‘H\ ® CO, O ‘H\ CO,
A\ NJ ; 7 NJ
N 4 ) ~ N
— H — H
8

Figura 4.12 Formas resonantes de diferentes fenegtabilizadc
por enlace de hidrégeno intramolecular con conjidgadirect:
entre los grupos dador y aceptor.

En este trabajo estimamos que la magnitud de laraiction
estabilizante entre el cation iminio y el anidn&eido es aproximadamente 3
kcal/mol mayor que para una simple interaccion tedetatica entre los
correspondientes iones libres, lo que proporcioma evidencia fuerte de la
existencia de un enlace de hidrogeno intramolecu@@f NH— en agua. La

estabilizacion de 3 kcal/mol refleja sin duda uadgr pequefio de transferencia
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proténica del nitrégeno al oxigeno. Los datos dgpldeamientos quimicos de
5N ponen de manifiesto que la posicién del protéeste enlace de hidrégeno
no cambia de forma apreciable con la protonacidradiélo de piridina. Sin
embargo, un desplazamiento grande del protéon helciaitrogeno no es
posible, ya que el cambio en disolvente del metahafua ha dado lugar ya a
un movimiento en la posicion del proton del oxigeaonitrogeno como
consecuencia del cambio en las basicidades redatieboxigeno del fendxido

y del nitrégeno iminico (figura 4.13).

A - Metanol B - Disolucion acuosa
CH, GHs oCHs
/N‘H = ‘|T| /N\H
! [ | o)
HO S HO | - ° HO 0
N™ "CH, N™ "CHs N~ “CH,
H
Q
O\H/C3F7
O
0 =238 ppm & =154 ppm 0 =146 ppm

Figura 4.13 Desplazamientos quimicos de RMNI del nitrégeno protonado de la imina
piridoxal en metanol y en disolucién acuosa.

4.4.2 Otros efectos de los sustituyentes sobre Istabilidad de los
iones iminio. El analisis de los resultados resumidos en la #@idlaonduce a
una serie de conclusiones interesantes que coenieah efecto de los
sustituyentes en el anillo sobre la estabilidadbdaones iminio del piridoxal:
(@) En primer lugar, la acidez del ion iminio degdl&cina y el DPL es 2,1
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unidades menor que la del i6n imirgp lo cual pone de manifiesto que la
introduccion de los grupos metilo en el anillo dedma da lugar a una
estabilizacion del ion iminio 2,9 kcal/mol mayoregla correspondiente a la
imina neutra. El efecto de estos sustituyentesréadie electrones contrarresta
el efecto acidificante del nitrégeno piridinico trey de forma que el valor del
pK, del ion iminio del DPL en agua es similar al dah iiminio 5. (b) En
segundo lugar, los valores d&ppara los iones iminio formados entre la
glicina y el DPL (11,2) o entre la glicina y el PI(f1,3) son similares. Esto
indica que el grupo fosfato no proporciona unalaistacion adicional del ion
iminio con respecto a la imina neutra y sugiere gsi& grupo no juega un
papel significativo en la gran estabilidad de laias del PLP. Esto esta de
acuerdo con la suposicion de que la funcion depagrosfato en el PLP es
servir como anclaje del coenzima a la proteinaokiliminio formado por la
adicion de glicina al piridoxal no es un buen sistale referencia para evaluar
el efecto del grupo fosfato, ya que el valor metelr K, medido para este
compuesto (10,8) se cree que es debido a la éstaidin de la imina neutra
por enlace de hidrégeno entre el nitrogeno de lmany el grupo 5'-

hidroxi.16416°

(c) En tercer lugar, hay un aumento de aproximadden 6
kcal/mol en la fuerza impulsora termodinamica pardormacion de un ion
iminio entre el zwitterion de la glicina y el betdghido al afadir un
sustituyenteo-O™ al anillo de benceno (tabla 4.3). Este valor repméa una
fraccion importante de la diferencia de 7,4 kcal/erola fuerza impulsora para
la adicion del zwitteridén de la glicina a la formmes basica del PLP comparado

con el benzaldehido, y sugiere que el anion fermdpigsente en la molécula

184 Metzler, C. M.; Cahill, A.; Metzler, D. E198Q J. Am. Chem. So&02: 6075-82.
185vazquez, M. A.; Echevarria, G.; Munoz, F.; Donako Garcia Blanco, F.989 J. Chem.
Soc., Perkin Trans. 2617-1622.
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de cofactor proporciona la mayor parte de la elstabion extra observada en
los iones iminio del PLP comparado con los aduded$enzaldehido.

En el capitulo anterior vimos que la constante geilierio para la
formacion de un i6n iminio con el fenilglioxilatanpdelo para el grupo
prostético piruvoilo de algunas enzimas que catalia descarboxilacion de
aminoacidos) es menos favorable que para la fodmat# iones iminio con el
PLP. Debido a la existencia de una interacciontest@tica estabilizante entre
el grupo carboxilato del fenilglioxilato y el grupan iminio catiénico, seria de
esperar un descenso en la acidez del ion iminidetdllioxilato comparado
con el ion iminio del benzaldehido. Sin embargb,ctano se muestra en la
tabla 4.3, estos dos iones tienen valores Klempuy parecidos. Estos datos
muestran que el sustituyente-CO,  proporciona una estabilizacion muy
pequefia o despreciable de la carga positiva cercefiedo a que el efecto
atractor de electrones del grupo carbonilo se kbgaicon el efecto de campo
de este sustituyente anionico. A modo de comparatadintroduccion de un
grupo —CQ en el carbono de la metilamina produce solamema u
disminucién de 1,1 unidad en su valor d&,pasando de 10,8 a 9,7 para el

zwitterién de la glicind®®

188 Heo, C. K. M.; Bunting, J. WL994 J. Chem. Soc., Perkin Trans.2279-2290
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Laughton, P. M.; Robertson, R. E. $oluteSoMent Interactions Coetzee, J. F., Ritchie,

C. D., Eds.; Dekkerl969 New York, p 399.

167

18 Bunting, J. W.; Stefanidis, [1.99Q J. Am. Chem. So&12: 779-86.

19 50bczyk, L.; Grabowski, S. J.; Krygowski, T. BD0O5 Chem. R¥. 105: 3513-3560.

0 Hibbert, F.; Emsley, 1990 AdV. Phys. Org. Chen26: 255-79.
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4.4.3 Catalisis enzimaticaHemos encontrado que el sustituyente 2-O
en la coenzima PLP produce una estabilizacion 8al/rkol mayor en el ion
iminio de la glicina que en la correspondiente mmineutra. Esta mayor
estabilizacion contribuird directamente a la csiglipor PLP de la
desprotonacion de aminoacidos en disolucion y exemtro activo del enzima
en el caso de procesos de catalisis enzimatica.ifstraccion estabilizante es
en parte compensada por la interaccion desfavorahle el sustituyente
aniénico 2-O y la carga negativa que aparece al formarse élanan del
a-aminoacido estabilizado por piridoxal. Por ejempdgprotonacién del grupo
2-O en el DPL da lugar a una disminucién de 100 vereta constante de
velocidad de segundo orden para la desprotonaeidiom iminio de la glicina
por el anién acetatd?

La pequefia diferencia de 0,6 veces en la estatbitlddos iones iminio
del 4-piridin carboxaldehido comparado con el blletddo (tabla 4.3) y la
actividad similar de la cetona aromatica fenilgliato y DPL en la catalisis de
la desprotonacién del zwitterion de la gliciffasugieren que el nitrégeno del
anillo de la piridina no tiene una gran contribucién la actividad del PLP
como catalizador de la desprotonacion de aminoaci®n embargo, hay
evidencias de que las enzimas que usan el PLPotamtel estado de
protonacion del cofactor en el anillo de piridipaya dirigir la evolucion del
intermedio carbaniénico unido al enziffa.El anillo neutro de piridina
favorece la protonacion del carbanion en el atoenoastbono en posicidn del

aminoacido, mientras que la protonacion del nitndgpiridinico favorece la

"' Toth, K.; Richard, J. 007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.

12 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

173 Toney, M. D.2005Arch. Biochem. Biophys433: 279287.
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delocalizacion de la carga negativa hacia el carlmmposiciora al anillo de
piridina, necesaria para la catalisis de la reaccdé 1,3-isomerizacion por
transaminasas. Finalmente, sugerimos que un papgbriante del grupo
fosfato del cofactor PLP es el de proporcionar giaede uniért/* que puede
ser utilizada para la estabilizacion del carbamnrposiciona al grupo imino

en reacciones catalizadas por enzimas dependemtesP.

174 Morrow, J. R.; Amyes, T. L.; Richard, J. 7008 Acc. Chem. Redl: 539-548.
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5. Efecto de los Sustituyentes en la Catalisis Eteafila
por el Grupo Carbonilo: Descripcion del Aumento deVelocidad

en la Desprotonacion de la Glicina catalizada por [EP.

5.1 Introduccion

Durante los ultimos 15 afos nuestro grupo de igasbtn ha
trabajado en la caracterizacion de las barreragicany termodinamica para la
desprotonacién del carbono en posiaital grupo amino de aminoacid6s*’®
(figura 5.1) y péptiddg’ en disolucién acuosa y en el andlisis del mecanismo
gue emplean las enzimas para disminuir estas harer la catalisis de la
desprotonacién de aminoacidd®!’® La seleccién natural de pequefias
moléculas como catalizadores ha visto la evoludéh piridoxal 5’-fosfato
como cofactor de un gran nimero de enzifid8>*#11828%ye catalizan la
desprotonacion del carbono en posictbnal grupo amino de aminoacidos
como primera etapa de reacciones mas complejass Eestcciones enzimaticas

F;l4,185,186 é]ﬁ?,188,189,190,191,192de|

incluyen la racemizacid y descarboxilaci

5 Rios, A.; Richard, J. P1:997J. Am. Chem. Sot19: 8375-8376.

% Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.

" Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2002J. Am. Chem. Sot24: 8251-8259.

8 Richard, J. P.; Amyes, T. R004Bioorg. Chem.32: 354366

179 Toney, M. D.2005Arch. Biochem. Biophys433: 279287.

180 John, R. A1995 Biochim. Biophys. Act&248: 81-96.

181 Jansonius, J. NL99§ Curr. Opin. Struct. Biol8: 759—769.

82 Eliot, A. C.; Kirsch, J. F2004 Annu. Re. Biochem73: 383-415.

183 Christen, P.; Mehta, P. R001, Chem. Recl: 436-447.

84 3Sun, S.; Toney, M. DL999 Biochemistry38: 4058-65.

18 Watanabe, A.; Yoshimura, T.; Mikami, B.; Hayadti; Kagamiyama, H.; Esak, 12002 J.
Biol. Chem277: 19166-19172.

18 Major, D. T.; Gao, J2006 J. Am. Chem. Sot28: 16345-16357.

187 Zhou, X.; Toney, M. D1999 Biochemistry38: 311-320.

8 Zhou, X.; Jin, X.; Medhekar, R.; Chen, X.; Dieckma T.; Toney, M. D.2001
Biochemistry40: 1367-1377.
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aminoacido, la transaminacion para formar axecetoacido y piridoxamina
5'fosfatg 93194195195 sustitucion de un buen grupo saliente en &cjgm B

al grupo amino a través de la eliminacién del grepliente de un carbanion
estabilizado por el piridoxal para formar un alquectivado, que sufre la
adicién de un segundo nucle6fil6*®® y la adicion aldélica del carbanién
estabilizado por piridoxal al formaldehfddo acetaldehidd®

Los primeros estudios realizados en nuestro grugpandestigacion

sobre la catalisis de la desprotonacion de amidoacise centraron en
determinar el efecto de la presencia de gruposlalgn el nitrégeno del grupo
amino y en el oxigeno del carboxilato sobre la exidel carbono alfa de la

201,202

glicina (figura 5.1). El siguiente paso consistio en examnia catalisis

electréfila de la desprotonacion de la glicina netier por acetond,(figura

189 Jackson, L. K.; Brooks, H. B.; Osterman, A. L.;I@mith, E. J.; Phillips, M. A200Q
Biochemistry 39:11247-11257.

19 jackson, L. K.; Brooks, H. B.; Myers, D. P.; Bp#, M. A. 2003 Biochemistry42: 2933-
2940.

191 Fogle, E. J.; Liu, W.; Woon, S.-T.; Keller, J. WLoney, M. D.2005 Biochemistry44:
16392-16404.

1921 in, Y.-L.; Gao, J201Q Biochemistry49: 84-94.

193 Kirsch, J. F.; Eichele, G.; Ford, G. C.; VinceM, G.; Jansonius, J. N.; Gehring, H.;
Christen, P1984 J. Mol. Biol.174:; 497-525.

19 Hayashi, H.; Kagamiyama, H997, Biochemistry36: 13558-13569.

19 Hayashi, H.; Mizuguchi, H.; Miyahara, I.; Islam,.NW.; Ikushiro, H.; Nakajima, Y.;
Hirotsu, K.; Kagamiyama, H2003 Biochim. Biophys. Acta647: 103-109.

1% Lju, W.; Peterson, P. E.; Langston, J. A.; Jin, Zhou, X.; Fisher, A. J.; Toney, M. D.
2005 Biochemistry44: 2982-2992.

¥ Miles, E. W.2001 Chem. Recl: 140-151.

1% Dunn, M. F.; Niks, D.; Ngo, H.; Barends, T. R. Mbchlichting, 1.2008 Trends Biochem.
Sci.33: 254-264.

19 5chirch, V.; Szebenyi, D. M. Eurr. Opin.2005 Chem. Biol9: 482-487.

20 paiardini, A.; Contestabile, R.; D’Aguanno, S.;s€arella, S.; Bossa, 2003 Biochim.
Biophys. Actdl647: 214-219.

20! Rios, A.; Richard, J. P1997J. Am. Chem. Sot19: 8375-8376.

2 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.
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204

5.1), 203204 a través

y analogos del piruvoilo, como el fenilglioxila(G),
del correspondiente idn iminio (por ejemplslMH ). Por dltimo, se investigd
la catalisis por 5'deoxipiridoxalDPL, figura 5.2) de la desprotonacién de la

glicina en un intervalo amplio de (%

HH O HH O

?O H!‘_'O < <
U R 5 G

HN O MesN H;N OMe MeN  OMe

0
o HH O
O@ O:< Rl )? /<
»=Ne 0©
R? H
PG 1 1-IMH

Figura 5.1 Estructura del zwitterion glicina y de varios de anglogos utilizados |
el estudio cinético de la desprotonacién de lobaars en posiciém al grupc
amino de distintos aminoacido®G: fenilglioxilato; 1. acetona, compues
carbonilicos  utilizados como catalizadores elditicos de reacciones

desprotonacion de aminoacidos a través de inteomeatt reaccion comb-IMH :
I16n iminio formado por la adicién del zwitteridriggha a una cetona o aldehido.

23 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.

204 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

2% Toth, K.; Richard, J. 2007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.



CAPITULO 5 124

H__O H._O
0P 0P
0,,0" N | z | o
NS
H NG H NG
H H
PLP DPL 2 3

PLP-IMH , DPL-IMH », DPL-IMH 2-IMH 3-IMH

Figura 5.2 Aldehidos utilizados como catalizadores en el éstde la desprotonacion «
carbono en posiciom al grupo amino de la glicinaPLP: piridoxal 5fosfato; DPL: 5’
deoxipiridoxal; 2: benzaldehido;3: salicilaldehido.PLP-IMH ,; DPL-IMH ,; DPL-IMH ,
2-IMH ; y 3-IMH, son los iones iminio formados por la adicion zwitterion glicina a lo
aldehidos anteriores.

La catalisis efectiva por acetona de la desproionagel carbono en
posiciéna al grupo amino de la glicif¥ muestra que el grupo carbonilo del
PLP es la fuente esencial de su poder catalitieocatalisis por el grupo
carbonilo es asistida por otros grupos funcionalek cofactor, y los mas
importantes son el nitrégeno piridinico y el sustnte 2-O en el anillo de
piridina. Se ha especulado mucho sobre el papel dgsempefian estos
sustituyentes en la catélisis de la desprotonadébrcarbono en posiciom al

grupo amind”’, pero la funcién de los distintos sustituyentes hao sido

2% Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.
297 Jencks, W. P1987. Catalysis in Chemistry and EnzymoloBaver Mineola, New York.
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evaluada de forma rigurosa. La comprension de Ifectes de estos
sustituyentes proporcionara una asistencia imprtgara el desarrollo de
moléculas pequefias como catalizadores efectivasses reaccion€s, y al
mismo tiempo permitird avanzar en el entendimielgiomecanismo de accién
de las enzimas que utilizanRLP como cofactof®®

El grupo 5'fosfato dePLP no parece activar de manera importante al
cofactor para la desprotonaciéon @eaminoacidos. El papel mas probable de
este grupo funcional es el de proporcionar enedgaenlace para la
estabilizacion del complejo de Michaelis y de lestados de transicion de
aquellas reacciones en las cuale®leP participa como cofactdr??*?1?L g
estabilizacion del carbanion detaminoacido por delocalizacién de la carga
negativaen el nitrogeno del catién piridinio d@PL-IMH , deberia ser mucho
mayor que la obtenida por delocalizacion en ebgéno neutro del anillo de
piridina de DPL-IMH o en el anillo fenilico d&-IMH . Sin embargo, el
carbanién del aminoacido esta ya ampliamente dé&tada lo que deberia dar
lugar a una atenuacion del efecto del nitrogenidmiab del anillo de piridina
sobre la estabilidad del carbanf@AEn este capitulo se recogen los resultados
de los experimentos que permiten comparar lasidaties delDPL y del
salicilaldehido 8) como catalizadores de la desprotonacion de d¢ingli

El sustituyente 2-Odel DLP y del salicilaldehido, activa estos

aldehidos para la catalisis mediante la estabibnade los iones iminio de la

28 Felten, A. E.; Zhu, G.; Aron, Z. 201Q Org. Lett.12: 1916-1919.

29 Toney, M. D.2005Arch. Biochem. Biophys433: 279287.

#%Morrow, J. R.; Amyes, T. L.; Richard, J. 7008 Acc. Chem. Red1: 539-548.

21 Denesyuk, A. I.; Denessiouk, K. A.; Korpela, Tohdson, M. S2002 J. Mol. Biol. 316:
155-172.

22Richard, J. P.; Amyes, T. L.; Crugeiras, J.; R®s2009 Curr. Opin. Chem. Biol13: 1-9.
23 Bordwell, F. G.; Fried, H. E1981, J. Org. Chemd46: 4327-4331.
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glicina, DPL-IMH , y 3-IMH, por la formacién de un enlace de hidrégeno
intramolecular con el nitrégeno del grupo imfld. Este efecto esta
probablemente atenuado, ya que la transferenoig@mca parcial desde el
nitrégeno catiénico al oxigeno da lugar a una disition en la carga sobre el
nitrdgeno y por lo tanto a una reduccion en lab#i&tacion electrostatica del
carbanién deti-aminoacido. Se presentan en este capitulo lo#tadea de un
estudio de la desprotonacién de la glicina catdéizaor los aldehiddady 3 que
define la contribucion de este sustituyente 2-® la catalisis de la
desprotonacion de la glicina poPL.

5.2 Seccion Experimental

5.2.1 Materiales.La glicina y el salicilaldehido fueron adquiridosaa
compafiia Fluka, mientras que el benzaldehido, ¥l,B,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP), el 2,2,2-trifluoroetanol (TFE),&dido clorhidrico deuterado
(37 wt %, 99,5% D), el deuteroxido potasico (40%wt 98+% D), el agua
deuterada (99,9% D), y la acetong{®@b,9 atom % D) se compraron a Aldrich.
Todas las demas sustancias, tanto organicas coamngaincas, eran grado
reactivo y se utilizaron sin ningun tipo de pu@odn adicional.

5.2.2 Métodos generalekos protones acidos de la glicinggHPO, y
KH.PQ,, se intercambiaron por deuteéidantes de preparar disoluciones de
estos compuestos en,®. El salicilaldehido, HFIP y TFE se disolvieron
directamente en {©, lo que dio lugar a un aumento inferior al 1% etn

contenido de protio del disolvente.

214 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; RichardPJ2009 J. Am. Chem. Sod.31: 15815-
15824.
“5Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.
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Los tampones de fosfato se prepararon mezclandtudisnes stock de
K.DPO, y KD,PO, en DO al = 1,0 (KCl) para dar la relacion acido/base
deseada. Los tampones de pirofosfato y carbongtcepararon disolviendo la
forma basica del tampdén en® que contenia la cantidad de KCI necesaria
para que la fuerza idnica fuese la unidad, segiedk adicion de DCI hasta
dar la relacion acido/base deseada. Los tamponesiFlP, y TFE se
prepararon disolviendo la forma &cida y la cantidddcuada de KCI en,D
seguido de la adicién de KOD para dar la relacdddbase deseadd & 1,0
(KCI).

Los valores de pD se determinaron a 25 °C usanguametro modelo
Orion 350 equipado con un electrodo Radiometer @64€. Los valores de
pD se obtuvieron afadiendo 0,4 unidades al valopldeobservado en el
pHmetro?*® La concentracién de i6n deuteréxido a cualquiefydcalculada

0'*®" es el producto i6nico del agua

usando la ecuacién 5.1, dondg = 1
deuterada a 25 °C p. = 0,78 es el coeficiente de actividad aparentadtel
li6xido en las condiciones experimentalts.
10PP—PKw
[DO7] = ——— (5.1)
YoL

5.2.3 Andlisis espectroscopico RMNH. Los espectros de RMM a
500 MHz fueron registrados en,® utilizando un espectrometro Bruker
AMX500%17%!8 En todos los casos, el tiempo de relajacién gnitsos fue al
menos 10 veces superior al tiempo de relajacionlems de los protones de

interés. Los espectros fueron obtenidos con uncadehbarrido de 2600 Hz,

% Glasoe, P. K.; Long, F. A960J. Phys. Chem®64: 188190.
27 Amyes, T. L.; Richard, J. P1996J. Am. Chem. So#18: 3129-3141.
218 Amyes, T. L.; Richard, J. P1992J. Am. Chem. Sot14: 10297-10302.
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un angulo de pulso de 90°, y un tiempo de adquiside 6 s. Las lineas base
fueron corregidas antes de la integracion de loespiLos desplazamientos
quimicos de las sefiales se referenciaron con fespda sefial de (GHiN" a
2,94 ppm.

5.2.4 Determinacion de las constantes de equilibrid_a posicién del
equilibrio para la adicion de glicina a la acetopara formar la imina
correspondiente a 25 °C eny | = 1,0 (KCIl) se determind por

H,?*?%® monitorizando la formacion de la imina en

espectroscopia RMN
disoluciones que contenian 0,1 M de glicina y 1,0d& acetona & = 1,0
(KCI). El valor del pD se mantuvo constante afadier®,10 M de las
siguientes disoluciones tampon: fosfato, pD 6,1,0; Birofosfato, pD 8,6 —
9,5; carbonato, pD 10,0 -11,1; y TFE, pD 12,0013

Los valores de la constante de equilibrio obser&dayonsq para la
formacion de la imina se determinaron a partir @edlacion de las areas

integradas de las sefales de los protones metilena imina (lé;IIZM) y de la

glicina mg‘gz) de acuerdo con la ecuacién 5.2, doridéM Je y [Gly]e son las

concentraciones totales en el equilibrio de la @&nip de la glicina,
respectivamente. La relacién de concentracionesqidibrio se determiné
entre 1 y 2 horas después de la mezcla de losvescexcepto a pD mayor
que 8, donde se esperd 24 horas para asegurae aleasizara el equilibrio
quimico. A pD = 13 se produjo la incorporacién deuteério en la glicina
catalizada por acetona durante este periodo deaesia embargo, el analisis

29 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

20 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Richard? 2009 J. Am. Chem. So&31: 15815-
15824.
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de RMN 'H mostré el mismo enriquecimiento de deuterio em dpupos
metileno de la glicina y de su imina dentro debeaxperimental. Asi pues, la
relacion de las concentraciones de equilibrio datt imina y de la glicina en
estas condiciones se calculé como la relacion drutaa de las areas de los

picos debidos a los grupos -&h -CHD-.

[1-1M], Aty
(Kadd)obsd = Gl = —4ly
y]e[Acetona] Acg, [Acetona]

(5.2)

5.2.5 Medidas cinéticasTodas las reacciones se llevaron a cabo en
D,O a 25 °C y = 1,0 (KCI). Las reacciones de intercambio portelen de la
glicina en presencia de acetona& e iniciaron mezclando disoluciones del
acido de carbono, el catalizador y el tampén ahmivalor de pD y = 1,0
(KCI). La concentracion final del aminoacido estwammprendida entre 5y 15
mM. Las reacciones de intercambio por deutericadgitina en presencia @e
en disoluciones alcalinas de® se iniciaron mezclando las disoluciones del
acido de carbond, y KOD a la misma fuerza iénica € 1,0 (KCl)) hasta
obtener una concentracion final de glicina de 5 mM.

El intercambio por deuterio del primer proton delgp metileno de la
glicina fue seguido por espectroscopia REtNa 500 MHz, monitorizando la
desaparicién del singlete debido al grupo —,GHdel aminoacido y la
aparicion de un triplete a campo mas alto debidgrapo — CHD — del

producto monodeuteradd-?*>?**E| progreso de la reacci6R, se calculd

21 Rjos, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.

?2Rjos, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. Sot23: 7949-
7950.

23 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.
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utilizando la ecuacion 5.3, dondgy,y Acyp SON las areas integradas de los

picos de los gruposi-CH, y a-CHD, respectivamente. Las reacciones en
presencia de acetoray 3 se siguieron durante el intercambio por deuteeio d
un 20 — 30 %, 40 — 90 % y 60 — 90 %, respectivaemetdl primer proton del
grupo metileno del sustrato. En todos los casosbservd una mezcla en
equilibrio de la glicina y la correspondiente imican anterioridad a la

formacion de una cantidad significativa de glicileauterada.

Ach
R= — 2CH (5.3)
Ach, + Acup
InR = _kobsd t (54)

Las representaciones semilogaritmicas del progilesta reaccionR,
frente al tiempo de acuerdo con la ecuacion 5efpfulineales, con pendientes
negativas iguales lansg que es la constante de velocidad de primer godem
el intercambio de un Unico protdn del grupo metileel sustrato. Los valores
de la constante de velocidad de primer orden panstercambio del primer
proton del grupo metileno para dar el producto ndenterado, ke, Se

calcularon comdey = 2 Kopsg

5.3 Resultados

5.3.1 Constantes de equilibrio para la formacion deminas. La

figura 5.1 muestra la variacion con el pD del despmiiento quimico de la
sefial de los hidrégenos del grupo metilé&gHZ)(1);:;l de la mezcla d&-IM y

1-IM-D (figura 5.3) que se forma en® por reaccion de 0,1 M de glicinay 1
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M de acetona a 25 °C ¥ = 1,0 (KCI). El cambio observado en el
desplazamiento quimico del grupeCH, se debe al cambio en el estado de
protonacién del nitrégeno de la imina. La linea trama en la figura 5.4
corresponde al ajuste no lineal por minimos cuadrade los datos
experimentales a la ecuacion 5.5, obtenida paesaliema de la figura 5.3,
donde (a)5¢yi P = 4,05 ppm Y8¢H" = 3,69 ppm son los desplazamientos
quimicos del grupo metileno observados en el lindiége pD bajo y alto,
respectivamente, y (b) el valor de la constantedéez Ko)im.o = 10%% se

determiné tratando esta constante como parametiabiedel ajuste.

1-IM 1-IM-D
8cu, (Ka)1-mm-p +8cu, ap

Scu,)obsd = 5.5
(Och; Jobsd ((Ka)1-mm-p + ap) (3-2)
HOH o H (kDO)l—IM—D[Ds-] YWD .
D3N><f(o }é\?ﬁﬂ/ kg)1-m-p [B] D3§'><H/O
® 0 (Kadcbl IM-D o
1-IM- D
ap/(Kdalyp ap/(Ka)1-1m-p
o
H><;(oo y\w
oan o (Kagd1-m }
1-IM

Figura 5.3 Esquema del equilibrio de formacién del ién imihimina por condensacién de
glicina con acetona, y reaccion de intercambiodmarterio de un protén en posicidral i6r
iminio en1-IM-D.
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Los valores de la constante de equilibrio aparéKtgq)onss para la
adicion de la glicina a la acetona para formamlaespondiente imina en,D
a 25 °C fueron determinados por andlisis de Ri¥Ncomo fue descrito en la
seccidn experimental. La variacion con el valorgi2ldel log Kadgobsapara la
adicion de la glicina a la acetona se muestra diguaa 5.5. La linea muestra
el ajuste de los datos a la ecuacion 5.6, obtegpada el esquema de la figura
5.3, donde K)ayp = 3,5 x 10" M, (Ka)1mo = 2,3 x 10° M (Tabla 5.1) y el
valor de Kagd1mmo = 0,0056 M para la formacién d&-IM-D se determiné

tratando esta constante como un parametro variable.

ap + (Ka)l—IM—D>

K = (Kadad)1-mm-
(Kadd)obsd = (Kada)1-m D( ap + (Ka)aiyp

(5.6)

Tabla 5.1 Constantes de equilibrio para la adicion de lamgi@ la acetona en,D 2

Forma i6nica glicina Imina  pKaey®  PExamp © Kaga® (M)

*D;NCH,COO  1-IMD 10,44 + 0,03 9,64 +0,03 (5,6 +0,1)x 10°

D,NCH,COO 1-IM (3,5 + 0,5)x 102

aA25°C yl = 1,0 (KCI).” Constante de acidez del aminoacido e® B 25 °C yt = 1,0 (KCI)
determinada mediante valoracién por espectrosd®lpitd *H. © Constante de acidez aparente
en DO a 25 °C yt = 1,0 (KCI), determinada mediante valoracién mpestroscopia RMRH
como se describe en el textbConstante de equilibrio para la adicién del amiit a la
acetona para formar la correspondiente imina.
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41
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< 391
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)
3.8
37 -
) ) ) ) )
4 6 8 10 12 14
pD

Figura 5.4 Variacion con el valor del pD del desplazamientorico
[(5CH2)obsd (ppm)] de los hidrégenos del grupo -£Hie la imin:
formada en BO con 0,1 M de glicinay 1 M de acetona a’@5andl

= 1.0 (KCI). La linea muestra el ajuste de los sl@&xperimentales
la ecuacion 5.5.
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©
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21}
o
24 ] ] ] ]
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pD

Figura 5.5 Influencia del pD sobreKgggobss Para la conversion
la glicina en la imina de la acetona esODa 25 °C y = 1.0 (KCI)
La linea se obtuvo utilizando la ecuacién 5.6y constantes
equilibrio de la Tabla 5.1.
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5.3.2 Reacciones de intercambio por deuterio

5.3.2.1 Catdlisis por acetonakEl intercambio por deuterio del primer
protén en posiciém al grupo amino de la glicina en,® a 25 °C y = 1,0
(KCI) fue monitorizado por espectroscopia RMM (500 MHz) de la forma
descrita en la seccién experimerftdl’?®> Los valores de la constante de
velocidad de primer orden observa#lg, para el intercambio por deuterio, a
varias concentraciones de acetona y tampén HFIP 8,B; 9,9; y 10,5 se
recogen en la tabla C1 del apéndice. La figurantuéstra la influencia de la
concentraciéon del tampon HFIP (50 % base libreyesadd valor deke, a
diferentes concentraciones fijas de acetona. Lédsnadas en el origen de estas
correlaciones lineales son las constantes de deldaile primer ordek, = ky
fi.v-p (tabla 5.2), para la reaccion de intercambio muterio catalizada por el
disolvente a una concentracion dada de acetonaedppc es la fraccion de
glicina presente como el i6n iminielM-D (ecuacién 5.7, obtenida a partir del
esquema de la figura 5.3 suponiendo que la coraméitr de la imina/ion
iminio es despreciable, puesto que so6lo el 1% dglittha se convierte en
aducto imina/ién iminio en presencia de 0,5 M det@ta a pD 10,5) k, es la
constante de velocidad aparente de primer ordera lpareaccion catalizada
por el disolvente. Los valores dg calculados comd, = k, /fiimp, S€
recogen en la tabla 5.2, para reacciones a diEgenbncentraciones de

acetona.

*?*Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.
% Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.
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0,0 | |
0,0 0,1 0,2
[tampdn] /M

Figura 5.6 Influencia de la concentracion total de tampon déP
sobre ke, (s') parael intercambio del primer protén del grt
metileno de la glicina en presencia de acetona &,8B ([RO] /
[ROH] = 1,0) en DO a 25 °C yf = 1,0 (KCI). (@) 0,10 M dk«
acetona; @ ) 0,25 M de acetona () 0,50 M de acetona
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_ (Kada)1-mm-pacetona]

1-IM-b = <1 (Ka)GlyD>
T

(5.7)

Los datos experimentales para las reacciones semri@ de tampones
de HFIP al 20 y 80% de base libre se analizan ddonsimilar (tabla C1),
obteniendo un valor d&, = 1,6 x 10° s’ y k, = 2,2 x 10* s* para la
desprotonacion del ién iminio a pD 9,27 y 10,48pextivamente. El perfil de
velocidad (logk,) frente a pD para la desprotonaciénldévi-D en D,O se
puede ver el la figura 5.™( ). La linea de pendiamidad muestra el ajuste
por minimos cuadrados de los datos a la ecuac&rublizando Kpo)1-m-p =
4,2 M's? para la desprotonacién ddM-D por DO (figura 5.3), dondé&,, =
108" M? es el producto i6nico del agua deuterada a 25 & 0,78 es el
coeficiente de actividad aparente del i6n lioxidgobnuestras condiciones

experimentales.

kpo Ky

log kyy = 1og< ) +pD  (58)

YoL

Las pendientes de las correlaciones lineales tiguea 5.6 son iguales
a Kouobsa= (ks)1-m-p fs f1m-p para la reaccion de intercambio por deuterio
catalizada por tampodn a una concentracion dadaeterea, dondekg);..m-p €S
la constante de velocidad de segundo orden patesiarotonacion dé-IM-D
por la base del tampdn (figura 5.3)ges la fraccién del catalizador en su
forma basica. Los valores dtg recogidos en la tabla 5.2 fueron calculados a
partir de los valores dés)onsq Utilizando los valores apropiadosfde f1.iv-p.

La media de los valores #tg determinados a diferentes fracciones de base del
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tampén proporciona un valor déglmo = 2,4 x 10° M?s® para la

desprotonacion de&-IM-D por la forma basica de HFIP (figura 5.3).

-2,0

L
1 7

log ) (s)

12 14

-10,0 : :
6 8

Figura 5.7 Representacion de Idg, (s?) frente al pD para el intercambio por deuterid de
primer hidrégeno del grupo metileno d& (1-)M-D; (A) 2-IM; (@) 3-IM-D; (V) glicina N
protonad&® (OJ) glicina metil éster N protonadal) el i6n iminio formado a partir de
glicina metil éster y la acetoRd:*?®

226 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

22’ Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.

28 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.
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5.3.2.2 Catdlisis por benzaldehido (2El intercambio por deuterio del
primer proton del grupo metileno de la glicina eresencia de2 a varias
concentraciones de idn deuteréxido e® 25 °C y = 1,0 (KCI) fue seguido
por espectroscopia RMN (500 MHz). La tabla C2 del apéndice recoge los
valores de las constantes de velocidad de printemdey para la reaccion de
intercambio por deuterio y los valoresfdqy, la fraccion del aminoacido que
se convierte en imina (figura 5.8) bajo las comdies experimentales,
determinados por andlisis espectroscépico RiNle mezclas de glicinad
en D,O**°. Las constantes de velocidad para la desprotamaeiGaducto imina
catalizada por el disolventd, = ke / f2m, aumentan linealmente con la
concentracion de ion deuteroxido. La pendientestie @rrelacion proporciona
un valor de po)>-m = 2,90 x 10 M's?) para la constante de velocidad de
segundo orden correspondiente a la desprotonaei@rild catalizada por idn
deuteroxido. La figura 5.74 ) muestra el perfilldg k,, frente a pD para la
desprotonacion de-IM en DO. La linea de pendiente unidad muestra el
ajuste de los datos a la ecuacién 5Bdb.m = 2,90 x 10" Ms?). No fue
posible determinar el valor de la constante decigdal de segundo orden para
la desprotonacion d&IM-D por DO debido a que la reaccion de intercambio
por deuterio es demasiado lenta para ser monit@iza valores de pD
inferiores a 11, donde la concentracion @dM-D empezaria a ser

significativa.

22 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Richard? 2009 J. Am. Chem. So&31: 15815-
15824.
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0 E\)k o
¢ >~ H 0
HH o H Ho N (kpo)2-iv [DO7] HD ¢

(Kagd)2-M

2-IM

Figura 5.8 Equilibrio de adicion de la glicina al benzaldehidoeaccion de intercambio |
deuterio de un protén en posiciaral grupo imino de-IM .

5.3.2.3 Catalisis por salicilaldehido (3)El intercambio por deuterio
del primer protén del grupo metileno de la glicera D,O a 25 °C yi = 1,0
(KCI) fue examinado en disoluciones tamponadasHiaP (pD 9,3 — 10,5).
Los valores de la constante de velocidad obserdagaimer orderk.y para la
reaccion de intercambio por deuterio en presereiaatias concentraciones de
3 y HFIP a valores de pD 9,3; 9,8; y 10,5 se presemin la tabla C3 del
apéndice. En esta tabla se recogen también losegadief; .o, fraccion de la
glicina total que se convierte en el ion iminioateao (figura 5.9) a cada
concentracion da al valor de pD dado. Estos valores se determinemamo se
explicé en apartados anteriores, por espectrosd®pibl ‘*H de mezclas de
glicina y 3*°. La dependencia lineal dey con la concentracién total del
tampon HFIP (pD 9,8) para reacciones a dos cora®atres fijas de3 se
puede observar en la figura 5.10. Las ordenadaslearigen de estas
representaciones lineales son las constantes deidedi de primer ordek, =
kw f3um-p (tabla 5.3), para el intercambio catalizado patigblvente al valor de
pD indicado, dondé, es la constante de velocidad aparente de prime&nord
para la reaccion con el disolventefsy.po es la fraccion de glicina presente

como el ion iminio3-IM-D (tabla C3). Los valores dg, calculados comé&,,

230 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Richard? 2009 J. Am. Chem. So&31: 15815-
15824.
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=Kk,/ fzum-p para reacciones a dos concentraciones diferert@ésel recogen
en la tabla 5.3. Un tratamiento analogo de lossatperimentales para las
reacciones a valores de pD 10,5y 9,3 (tabla ®B8)jbe obtener los valordg
=1,1x 10° s* y k, =7,8 x 10" s?, respectivamente. La representaciérkge
frente a la concentracion de D@s lineal y su pendiente proporciona la
constante de velocidad de segundo ordewm){m.o = 0,19 M' s! para la
desprotonacion d&-IM-D por el i6n deuteroxido. La figura 5.@ ( ) muestra la
representacion de loky, frente al pD para la desprotonacion 3M-D en
D,O. La linea de pendiente unidad trazada a travé®seatos se calculo
utilizando la ecuacién 5.8 y el valdoh)smo = 0,19 M* st

©
) o ) o
@—4 H%o@ (kpo)3-1m-p [DO] +
e\ S H RN (kB)3-tv-p [B] any s
=~ D
D3N>S( — e Da”&(
0

o (Kadd)3-IM-D

3-IM-D

Figura 5.9 Equilibrio de adiciéon del zwitterién de la glicira salicilaldehido y posteri
reaccion de intercambio por deuterio de un protopasiciona al idn iminio de3-IM-D .

Las pendientes de las correlaciones lineales digdsa 5.10 son las
constantes de velocidad aparentes de segundo pKE&Hobsd = (Ks)3-m-p T
f3.um-p, para la reaccion de intercambio por deuteriolizatda por tampoén a la
concentracion dada 08 donde Kg)s.m-p €S la constante de velocidad de
segundo orden para la desprotonacion3dél-D por la forma basica del
tampodn, g es la fraccion del catalizador en su forma basioa.valores dég
gue se muestran en la tabla 5.3 fueron calculadoarta de los valores de
(Koudobsa Tz Y faamo. El valor g)smwo = 2,9 x 10° M's? para la
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desprotonacion dd-IM-D por la forma basica del HFIP se calculé como la

media de los valores dg determinados a diferentes fracciones de base del

tampon.
30
—
'‘n
© 20 F
o
—
~~
)
X
10|
00 1 1 1
0,00 0,05 0,10 0,15
[tampdn] /M

Figura 5.10 Influencia de la concentracion total de tampoi
HFIP sobreke, ( s*) para el intercambio por deuterio del pri
proton del grupo metileno dda glicina en presencia
salicilaldehido a pD de 9,8 en@a 25 °C y = 1,0 (KCI). @) 1C
mM de 3; (O) 52 mM de3.
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5.4 Discusion de los resultados

La acetona k), el salicilaldehido J) y el benzaldehido2j son
catalizadores efectivos de la desprotonacioén dbbo® en posicion al grupo
amino de la glicina en f®. Esta reaccién conduce al intercambio del
hidrogeno de la glicina por deuterio del disolverqae se monitoriza por
espectroscopia RMRH. La observacién que las reacciones de intercapinio
deuterio son de primer orden en la concentracideatalizador electrofilico e
ion deuteroxido, indica que transcurren a travéeladermacion de la imina 6
ion iminio de la glicina, que sufre la desprotodagbor el ibn deuterdxido para
formar el correspondiente enolato (figuras 5.3,689). La tabla 5.4 muestra
las constantes de equilibriqqq para la formacion de aductos entre la glicina y
1, 2 6 3 y las constantes de velocidad de segundo oldgnpara la
desprotonacion de estos aductos. Las constantedabtédad de segundo orden
kio = 2,9 M's? 0,13 Mis'y 20 x 10" M's? (tabla 5.5), para la
desprotonacion de-IMH, 3-IMH y 2-IM, respectivamente, por el ion
hidréxido en agua fueron calculadas utilizandovalres experimentales de
Koo Y un valor estimado para el efecto isotépico sdatin del disolvente de
koo / kyo = 1,46. Este valor del efecto isotopico secunddeiodisolvente para
la desprotonacion d&-IM-L, 3-IM-L y 2-IM por el ion lioxido se supone
igual al medido para la desprotonacién de la aegtBrEn la tabla 5.5 se
recogen los valores dgo para la desprotonacion de la glicina y algunosuie
derivados determinados en los estudios que forraete pe esta tesis doctoral

y en trabajos anteriores de nuestro grupo de iigeeson3>233234

21 pocker, Y1959Chem. Ing 13831384)
232 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.
23 Toth, K.; Richard, J. R007J. Am. Chem. Sqc129: 30133021.
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Tabla 5.4. Constantes de equilibrio para la adicién de gli@neompuestos carbonilicos en
D,0, y constantes de velocidad de segundo dkgepara la desprotonacion en el carbono de
los aductos imina 6 ién iminfb.

. A i Kadd” (Kagd" ¢ koo
Aldehido Acido de Carbono (M'l) (M'l) (M'l s'l)

H |:| 0O
>—<‘ 2 3
O:< >_N\@ 0O 3,5x10 56x10 4.2
H

H O
g G)

T HE/EN 44° 0,003 2,90 x 10'

H N 1,76° 72¢ 0,19

2A25°C yl = 1,0 (KCI)."” Constante de equilibrio para la adicion de la fotmasica del
grupo amino de la glicina al compuesto carbonilig@onstante de equilibrio para la adicion
de la glicina en forma zwitteriénica al compuesasbonilico.? Constante de velocidad de
segundo orden para la desprotonacién en el carlbehcaducto i6n iminio por el ién
deuteréxido en BD. ¢ Datos de la referenéi.

234 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

2% Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Richard? 2009 J. Am. Chem. So&31: 15815-
15824.
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5.4.1 Valores de g, de los acidos de carbonolLa figura 5.11 M )
muestra la relacion lineal de pendiente 0,44 efdee valores corregidos
estadisticamente de lokpy para la desprotonacion de cetonas y ésteres
catiénicos y los valores d&pde los &cidos de carbofts.Los valores de I,
para 1-IMH y 3-IMH que se recogen en la tabla 5.5 fueron estimados
suponiendo que los valores de leg para estos acidos de carbono caen sobre
la relacidn lineal para otras cetonas y ésteres.

La relacion lineal entre los valores estadisticamenrregidos de log
kon para la desprotonacion de acidos de carbono mdywuéicos neutros y
los valores de lp, de los acidos de carbono se muestra también égula
5.11 @)237238239.240.24¢ | yalor de K, = 27 (tabla 5.5) para la ionizacion 2le
IM se calculé suponiendo que el valor de kgg para este acido de carbono
cae sobre esta relacion lineal.

La constante de equilibrio favorable para la fondraade la base de
Schiff 2-IM entre la glicina y2 (Kags = 44 M%) facilita la deteccién de la
reaccion de intercambio por deuterio de la gliatatalizada pof a valores
altos de pD (figura 5.7). En cambio, no fue positktectar la reaccion de
intercambio por deuterio de la glicina catalizada 2 a valores bajos de pD,
donde 2-IM-D es el acido de carbono reactivo, porque la cotestae
equilibrio para la formacién d&IM-D es muy pequefiakfqs)® = 0,0033 M

2% Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.

27 Amyes, T. L.; Richard, J. P1992J. Am. Chem. Sot14: 10297-10302.

238 Amyes, T. L.; Richard, J. P1L996J. Am. Chem. Sot18: 3129-3141.

2 Richard, J. P.; Williams, G.; O'Donoghue, A. Cmges, T. L2002J. Am. Chem. Soc

124: 29572968.

240 Keeffe, J. R.; Kresge, A. J. Tthe Chemistry of EnglRappoport, Z., Ed.; John Wiley and
Sons: Chichestef,99Q p 399-480.

241 Chiang, Y.; Griesbeck, A. G.; Heckroth, H.; Heflgy B.; Kresge, A. J.; Meng, Q.;
O'Donoghue, A. C.; Richard, J. P.; Wirz2001J. Am. Chem. Sqcl23: 8979-8984.
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(tabla 5.4)) y la baja solubilidad del benzaldehétioagua no permite realizar

experimentos con concentraciones del aldehido isupsra 0,02 M.

~ 5-
—
‘_:|U)
2 of
o
o n
< 57
(@)]
Q
_10-

10 15 20 25 30 35
pKa+Iogp

Figura 5.11 Correlaciones velocidad-equilibrio de las constarde velocidad
kio (M s%), para la desprotonacion por i6n hidréxido de éside carbono em a
un grupo carbonilo con el valor deékpdel acido de carbono. Los valoreskgg y
pK, fueron corregidos estadisticamente por el nimerprdtones acidog en e
acido de carbono.

(®) Correlacion de lodgo/p) para la desprotonacion de aléids neutro:
cetonas, ésteres y acetamida por ién hidroxidostosida utilizando datos de
bibliografia. 244243244:245.248gjn ‘incluir el valor del anién acetatoK({p= 33,5),la
relacion lineal viene dada por légé/p) = 6,496— 0,401(K, + logp).

(M) Correlacion de lodgo/p) para la desprotonacion de cetonas y és
catiénicos’’ La relacién viene dada por lég6/p) = 10,044 0,444(fK, + logp).
(O0) Datos para la desprotonacion d iminio de la acetona con la glicina rr
éster’*® (A) Datos para la desprotonacion BéM-H y 3-IM-H. (O) Datospar:
la desprotonacion d&IM .
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Se estimo un valor deso para la desprotonacion en el carbondee
IMH suponiendo que la protonacion del nitrdgeno delitang y de 2-IM
produce cambios similares en la acidez termodirguyicinética del carbono
en posiciona al grupo amino e imino. El sustituyende-NHz" produce un
descenso de 4,6 unidades en k) pomo acido de carbono del anién acetato

7245 del acetato de etilo

desde 33,5 hasta 28,9 para el zwitterién de langl
desde 25,6 hasta 21,0 para la glicina metil &8> En comparacion el
sustituyentax-NH, es de esperar que tenga un efecto menor sobcelkz alel
carbono. Por ejemplo, so6lo hay 0,5 unidades deediféa entre los valores de
pK, de 26,5 para la acetona y 26,0 para la 2-dimédiilaacetona en DMSEf?

El efecto acidificante tan débil del grupedimetilamino en la acetona muestra
gue el efecto inductivo de este grupo retirador cdega en el I8, es
practicamente anulado por la desestabilizacion etedlato, debida a la
interaccion repulsiva entre el par electronico m@azante del nitrégeno y el par
electronico delocalizado del anién enol&@d.Una cancelacién similar de

efectos inductivos y electrénicos ha sido propupata explicar los efectos tan

%2 Amyes, T. L.; Richard, J. PL992J. Am. Chem. So¢14: 10297-10302.

243 Amyes, T. L.; Richard, J. P1996J. Am. Chem. So#18: 3129-3141.

24 Richard, J. P.; Williams, G.; O’Donoghue, A. Cmgees, T. L.2002J. Am. Chem. Spc
124: 29572968.

245 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Richard? 2009 J. Am. Chem. So&31: 15815-
15824.

240 Keeffe, J. R.; Kresge, A. J. Tthe Chemistry of Engl&appoport, Z., Ed.; John Wiley and
Sons: Chichestef,99Q p 399-480.

T Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. R000J. Am. Chem. So&22: 9373-9385.

28 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. Sot23: 7949-
7950

249Bordwell, F. G.; Gallagher, T.; Zhang, X991J. Am. Chem. Sqcl13: 3495-3497.

%0 Hine, J.Structural Effects on Equilibria in Organic ChemnjstJohn Wiley & Sonsi975,
New York.
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pequefios de los sustituyentedidroxi y a—alcoxi sobre la acidez cinética del

carbono en posicién al grupo carbonil§>}2°22°3.254

Tabla 5.5Constantes de velocidad y equilibrio para la déspaxion en el carbono de la glicina
y derivados de la glicina en agua a 25 9G=y1,0 (KCI).

A Ko™ b A Kno™ b
Acido de Carbono (M'ls'l) pKa Acido de Carbono (M'ls'l) pKa
o} o}
H H
H&HJ\O@ 45 x 105C 28,9: H\—HJ\OCH‘?, 4,1C 21,0:
@ NH, @ NH,
0 0
H H
H‘HJ\O@ 33x10°° 27,3 HZ-Soch, 39¢° 18,0
® N(CHg)s ® N(CHa)3
0 o}
1 o ¢
® 2,9 21,9 ® 9,0 x 10 14
CH3YN\H CH3YN\H
CH, CHs
H 0 H 0
H;—HJ\O@ H@;—Hj\oe
H N 20x10 27 PNy, AProX - AproxX

1 Hine, J.Structural Effects on Equilibria in Organic ChemnjstJohn Wiley & Sons1975,
New York.

%2 Hine, J.; Hampton, K. G.; Menon, B. £967J. Am. Chem. Sq@9; 2664-2668.

3 Hine, J.; Mahone, L. G.; Liotta, C. 1967J. Am. Chem. Sqd9: 5911-5920.

% Crugeiras, J.; Richard, J. 2004J. Am. Chem. Sqcl26: 5164-5173.
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Tabla 5.5Continuacion

a a

Acido de Carbono (I\l/I(HPs 1) pK  Acido de Carbono (I\l/I(HPs 1) pKZ

O

H H
- c E)
@ ®

HN-y 0,13 25 99 ~Ny 1,1x1d9 14
(50@

O
H O] %)L o
1 Hal
g @]
H@THJ\O@ HOON
0e determinar  p3e N0 ’
= | O |
\N II\I
H

& Constante de velocidad de segundo orden paraspaatenacion del acido de carbono por el i6n
hidréxido, calculado con los datos de este capiatvo que se indique lo contrarfd/alores de
pK, para la ionizacién del acido de carbono en aglmulealos con los datos de este capitulo,
salvo que se indique lo contrarid.Datos de la referené® ¢ Datos de la referené®
®Estimados como se indica en el teXiatos de la referencéi.

Al combinar el efecto de 4,6 unidades que produicgtituyentea-
NHs;" sobre la acidez del carbono con el efecto de ~ ubBlades del
sustituyentex-NH,, se puede estimar que la protonacion del nitrogeoduce
una disminucién de aproximadamente 4 unidades giKgkomo acido de
carbono de la glicina y de la glicina metil ésfegura 5.12). Es de esperar que

la protonacién del nitrdgeno del grupo imino 2M produzca un descenso

5 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.

26 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.

%" Toth, K.; Richard, J. 2007J. Am. Chem. Sqcl29: 30133021.
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similar de 4 unidades en el valor d& el carbono, de 27 a 23. El valor de
kio = 1 M's™ para la desprotonacién del 4cido de cartdblH (tabla 5.5)
fue estimado a partir de un valor de 23 parakg] qel acido de carbono
utilizando la correlaciéon lineal loko/p) = 10,044 — 0,444 + log p)

establecida en trabajos previos (figura 5.3°F).

R= e, CH3
H H ApK, ~ -4.6 H H
oR Pha ®><WOR
H ————  H,N
0 0
ApK, ~-0,5 \ /(ApKa ~-4
H. H
H2N>S(OR
0

Figura 5.12 Estimacioén del efecto que produci
protonacion del nitrégeno del grupo amino e
valor del X, como acido de carbono de la glic
y glicina metil éste

Una comparacion de los datos cinéticos para lardesmcion de
DPL-IMH ,y 3-IMH por OH muestra que la sustitucién en el anillo de 4-CH
por —NH produce un aumento de 6000 veces en el valoksgepara la
desprotonacion de este carbono por el ion hidrotidaorrelacion lineal entre
log kyo Y el valor del K, del acido de carbono que se muestra en la figdta 5
indica que este cambio ehkyo corresponde a una disminucién de

aproximadamente 8 unidades en el valor delgel carbono en posicidm al

8 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.
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grupo imino. Es de esperar que una gran partetdeeecto de 8 unidades sea
debida al aumento en una unidad de la carga pagtwel anillo aromatico de
DPL-IMH ,. Asi por ejemplo, aproximadamente el 30% (2,1 aéd de I9,)

de las 7,8 unidades que corresponden al efectodigdtaitrogeno protonado de
la piridina sobre la constante de acidez paradeaeion del acido de carbono
bencil fenil cetona se observa para la sustituerdel anillo del carbono por un
nitrdgeno neutro, y el 70% restante (5,7 unidadesp.) se expresa al
protonar el &tomo de nitrégeno (figura 5.33)?*°Se puede estimar un valor de
pK, de aproximadamente 23 (tabla 5.5) para la ionirade DPL-IMH
suponiendo que el 70% del efecto de la sustitud@®m-CH por —NH en el
anillo aromatico sobre la acidez del carbono (-nRlades de I§;) se pierde
con la desprotonacion del nitrogeno.

pK,  14.8 12.7 7.0

Figura 5.13 Efecto de la sustitucion en el anillo del cark
en posicidnpara por nitrégeno o nitrégeno protonado sc
el pK, del acido de carbono bencil fenil cetona.

#9 Carey, A. R. E.; Eustace, S.; More O'Ferrall, R. Murray, B. A.1993J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 22285-2296.

260 Carey, A. R. E.; More O'Ferrall, R. A.; Murray, B. 1993J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2,
2297-2302.
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5.4.2 Efecto de los sustituyentes sobre la acideel @¢arbono de la
glicina

5.4.2.1 Efecto del grupo i6n iminioLa adicién de acetona a la glicina
metil éster para formar el correspondiente i6n immproduce un descenso de 7
unidades en el valor deKp como acido de carbono de la glicina metil éster
desde 21 a 14 (tabla 53},mientras que la adicién de acetona al zwitterién d
la glicina produce un descenso similar de sietelades en el valor delkp
como acido de carbono de la glicina desde 29 a&a®a(5.5). El efecto global
de la formacion de un ién iminio sobre & el acido de carbono es debido a
la suma de dos efectos.

(1) El aumento en la estabilizacion electrostaticaamtlecular del
anion enolato por interacciéon con el nitrégenodratio cuando
los protones del grupo amino que se encuentran afwim
enlaces de hidrégeno son reemplazados por grugésioos no
polares’®? Esta sustitucion da lugar a un mayor efecto
acidificante (3 unidades deKp del grupoa-NMes" en la
betaina metil éster Ky = 18,0) que del grupa-NHs" en la
glicina metil éster (cp = 21,0)%%

(2) La estabilizacion del enolato por delocalizaciéredia de la
carga negativa en el carbono en posicidral grupo imino
(figura 5.8). Una delocalizacion de carga simiparcialmente

responsable dely aproximadamente 3 unidades inferior para

%1 Rios, A.; Crugeiras, J.; Amyes, T. L.; RichardP32001J. Am. Chem. So&23: 7949-
7950.
%2 Rios, A.; Amyes, T. L.; Richard, J. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9373-9385.
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el protén del C-2 de la 3-ciclohexenonaK{p= 15,2
comparado con elky = 18,1 para la ciclohexanofi#.

Las dos observaciones experimentales siguientesrsengjue el efecto
de la delocalizacion de carga negativa en el carleanposiciona al grupo
iminio sobre el g, de los iones iminio de la acetona, es pequefio.

(1) La metilacion del oxigeno de los zwitteriones dgjli@ina y
betaina, que elimina las interacciones -electraststi
desestabilizantes entre los atomos de oxigenobparvecinos
cargados negativamente, produce un descenso de B y
unidades, respectivamente, en I€} pde estos acidos de carbono
(tabla 5.5). La metilacion del oxigeno ddMH produce un
descenso similar de 8 unidades en el valor Helde este acido
de carbono, lo que concuerda con una interaccegtrektatica
desestabilizante similar entre los atomos de oxigenarbono
vecinos cargados negativamente efMH . Esta observacion
pone de manifiesto que no se produce una disminucio
significativa en la magnitud de esta interaccionr po
delocalizacion de la carga negativa en el carbanposiciona
al grupo imino de.-IMH.

(2) El valor estimado de 23 para élypde2-IMH es mayor que el
de 22 pard-IMH , lo quemuestra que no hay una estabilizacion
significativa del enolato d&-IMH cuando se sustituye el grupo
metilo por fenilo. Si hay estabilizaciéon d2-IMH por

delocalizacion de la carga negativa desde el carbarposicion

63 Dzingeleski, G. D.; Blotny, G.; Pollack, R. M990J. Org. Chem.55: 1019-1023.
%4 Keeffe, J. R.; Kresge, A. J. Tthe Chemistry of Engl®appoport, Z., Ed.; John Wiley and
Sons: Chichestef,99Q p 399-480.
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a al grupo imino al anillo fenilico, entonces la dielad de

carga negativa en este carbono es con casi totalridad

pequena.

5.4.2.2 Efecto de los sustituyentes aromaticos dmérdégeno ena al

grupo iminio. La figura 5.14 resume los resultados de nuesstal®s sobre
el efecto de los sustituyentes en el aldehido R-@H® forma un i6n iminio
con el zwitterion de la glicina sobre éfppara la desprotonacion del carbono
en a al grupo amino. El valor delKy del ion iminio de la glicina con el
salicilaldehido (25) es mucho mayor que i€} del ion iminio de la glicina con
DPL (17). Aparentemente, es necesario un grupdenemte retirador de
carga como el ién piridinio para forzar la delozadién de la carga negativa
sobre el carbono en posiciaral grupo imino y producir un aumento adicional
en la acidez del carbono (figura 5.15 A). La greidez como acido de carbono
del analogo de la piridoxamina, el dicatién 4-(aometil) piridina (K, de
aproximadamente 185> constituye una evidencia de que el sustituyente
piridinio en posiciéna proporciona una fuerte estabilizacién del carbono

cargado negativamente.

85 Crugeiras, J.; Rios, A.; Amyes, T. L.; RichardPJ2005Org. Biomol. Chem.3: 2145-
2149.
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HEHkO@
Acido de Carbono @

H\f; H
R

3-IMH 2-IMH DPL-IMH DPL-IMH

o°
©
> a8 %\/'Q
NS
R < NG
H

PKa 25 23 23 17
estimado

Figura 5.14 Resumen de los valores d&pdel carbono en posiciéa al grupc
iminio en los iones iminio formados por adicién defitterion de la glicina a distint
aldehidos arométicos.

La tabla 5.5 muestra que la adicion de un sustitiegyduertemente
atractor de electrones por efecto resonante corm@@ al carbono em al
grupo imino de2-IMH también conduce a la delocalizacién extensivaade |
carga negativa en el carbono en posicidd grupo imino y da lugar a un gran
descenso en el valor deKpdesde aproximadamente 23 #%%4ara el i6n
iminio PG-glicina (figura 5.15 B). Se puede concluir que el segugdgo
atractor de electrones por efecto resonante peesamtel grupo prostético
piruvoilo (CQ") y en el PLP (cation piridinio) proporciona un grinpulso

cinético a la catdlisis electrofila de la despramén de la glicina en la

%6 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Amyes, T.Richard, J. P2008 J. Am.Chem. Soc.
130: 2041-2050.
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catalisis de reacciones enzimaticas que transcarteavés de un carbanion en

posiciéna al grupo amino como intermedio de reaccion.

o
A o) 0 o}
o o o
[ oS o
H. ON HoON H ON
\H ~ \H o \H
| o o o
(] =] ~ ]
NS NS
H l}l H l}l@ H l}l@
H H H
o
B (@) (@) (@]
© Hj\e @HJ\@ H\
=
2 @NI © Q o o Qe ©
@O/ NS \H @O/ /N\H @O/ —~— N

Figura 5.15 Aumento de la delocalizacion de la carga negatelacdrbanion formado por
reaccion de desprotonacion del carbono en posigi@ i6n iminio con la presencia
grupos fuertemente aceptores de carga por res@namtio A: i6n piridinio 6B: —CO,.

5.4.3 Relevancia en la catalisis enzimatic&e ha sugerido para las
enzimas que utilizan PLP como cofactor que la madan del anillo de
piridina del carbanién del ién iminio produce unwimaiento de la densidad de
carga negativa desde el carbono en posigi@hgrupo imino hacia el carbono
en posiciona al grupo piridilo, lo que favorece la protonacida este Ultimo
carbono y por tanto la reaccion de isomerizacidh alza-alilica que es una

etapa en las reacciones de transaminacién catalipad enzima&®’ Esta

%" Toney, M. D.2005Arch. Biochem. Biophys433: 279287.
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propuesta esta de acuerdo con la observacion del dlé? unido a la enzima
alanina racemasa esta estabilizado por un enlad¢edd@&geno al acido débil
cationico de la cadena lateral de Arg-239mientras que el cofactor unido a la
enzima D-aminoacido transamin®8£’° y a la alanina glioxalato
aminotransferadd' esta con casi total seguridad protonado por utoatias
fuerte, que corresponde al 4cido carboxilico dedalenas laterales de Gly-177
y Asp-180, respectivamente. Las seis unidades féeedcia en el I§; como
acido de carbono dePL-IMH y DPL-IMH , muestran que la protonacion del
anillo de piridina produce un aumento sustancialaeestabilidad de la carga
negativa en el carbono en posicidnal grupo amino. Esto proporciona una
evidencia directa del aumento de la delocalizad®ta carga negativa a traves
del sistemart, que favorecera la reaccién de isomerizacion 1®8atifica
catalizada por la enzima. A modo de resumen podel@ads que las racemasas
dependientes del PLP sacrifican parte del podealiteb intrinseco del
cofactor al utilizarlo en la forma de piridina neutAl parecer, la necesidad de
dirigir la reaccién hacia la transferencia proténém el carbono en posicién

al grupo amino y evitar la reaccion de transamira@nula la necesidad de
utilizar al cofactor en su forma mas activa. Estehlo muestra que el poder
catalitico latente de las racemasas dependient®4 leess tan grande que una
parte puede ser sacrificada para asegurar la @spkal adecuada de la

reaccion.

28 shaw, J. P.; Petsko, G. A.; Ringe, D997Biochemistry36: 1329-1342.

29 Sugio, S.; Petsko, G. A.; Manning, J. M.; Soda,Ringe, D.1995Biochemistry 34: 9661-
9669.

20\van Ophem, P. W.; Peisach, D.; Erickson, S. DdeS¢.; Ringe, D.; Manning, J. M.999
Biochemistry 38: 1323-1331.

2L Han, Q.; Robinson, H.; Gao, Y. G.; Vogelaar, Nij3ah, S. R.; Rizzi, M.; Li, J2006J.
Biol. Chem, 281: 37175-37182.
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5.4.4 Efecto de los sustituyentes sobre la actividiacatalitica de
cetonas y aldehidosLa figura 5.16 compara las constantes de velocitad
primer orden para la desprotonacién de la glicatalizada por el disolvenig
a pL neutro en presencia y ausencia de una coacénir 0,01 M de un
electréfilo carbonilicd’? Estos datos nos permiten estimar la contribudin
cada componente dBIPL al aumento tan grande de velocidad observado para
la desprotonacién de la glicina.

1) La constante de velocidad para la reaccion en peesee 0,01 M de
acetonak, = 2 x 10" s, proporciona una medida de la reactividad
intrinseca del grupo carbonilo como catalizadocteddilico de la
desprotonacion de la glicina.

2) La constante de velocidad para la reaccion en peesde 0,01 M de
benzaldehidok, = 1 x 10" s*, muestra que la sustitucién de un
grupo alquilo por un grupo fenilo no aumenta lactealad catalitica
del grupo carbonilo.

3) La comparacion de las constankgs 1 x 10" s*yk, = 5,4 x 10 s*
para la catédlisis por 0,01 M de benzaldehido ycisaliehido,
respectivamente, muestra que el sustituyertenoxi estabiliza el
estado de transicion para la desprotonacion delidénay en 3,8
kcal/mol (figura 5.16). Esto se debe a la presedeiain enlace de

hidrogeno intramolecular entre el oxigeno aniémiebanillo y el i6n

2’2 | as constantes de velocidad de primer ofdefs®) que figuran en la figura 5.16 para la
desprotonacion de la glicina catalizada por el ld&ste a pL neutro en presencia de
salicilaldehido y DPL fueron calculadas colo= (Kk.o)xim[LO]f x.am, donde k.o)xaw €s la
constante de velocidad de segundo orden para lpradesacién por i6n liéxido del
correspondiente ion iminid3{IMH o DPL-IMH ,), y fxu es la fraccion del aminoacido en
forma de i6n iminio al valor de pL dado y en presgnde 0,01 M del monoanion
salicilaldehido y 0,01 M del zwitterién DPL respeatente.
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iminio®”>. El fuerte enlace de hidrégeno intramolecular predun
aumento en el valor delKg desde 23 par2-IMH hasta 25 par&-
IMH . Este descenso en la acidez del carbono aterestdhilizacion
del estado de transicidbn por enlace de hidrégehacaasar un
descenso en la reactividad 8¢MH hacia la desprotonacion por ién

hidréxido.

o H O
o o) o)
H H H
e e o L N
® \p, ® \p, (0.01 M) © ND;
(0.01 M)
k, (sY) (pD7.6) 6.0 x 10%? 2.2 x 101 ca.1x 101
AAGT (kcal/mol) -0.8 0.3
O H 0 o " ° o
P INE o® HS g e PO
S ol 9
@ ND N
3 I
(0.01 M) H
i (0.01 M) |
ko (S1) (pD 7.6) 5.4 x 10° 4.6 x10° (pH7.0)
AAG* (kcal/mol) -4.1 -8.1

Figura 5.16 Valoresde las constantes de velocidad de primer ordenl@a®@sprotonacion
la glicina a pL neutro en ausencia y presencisotepaestos carbonilicos electrofilicos.

4) La sustitucion del grupo fenilo por un catién pmid fuertemente

atractor de electrones &aAMH produce un aumento ég desde 5,4

213 Crugeiras, J.; Rios, A.; Riveiros, E.; Richard? 2009 J. Am. Chem. So&31: 15815-
15824.
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x 10° s* hasta aproximadamente 4,6 x°16. Despreciando el
pequeiio efecto del grupe-metilo sobre la reactividad dBPL-

IMH », hay una estabilizacién adicional del estado desicion para
la desprotonaciéon de glicina de 4 kcal/mol (figara6). Esto refleja
la fuerte demanda electrénica del cation piridirgbcual fuerza la

delocalizacién de carga a través del extenso sistem

Estos resultados proporcionan un ejemplo impresiende como la
suma de efectos relativamente pequefios en el didefitas moléculas
complejas d€LP y DPL ha producido un tipo de catalizador de extraorthna
podef’®. Queda la cuestion abierta de si los quimicos mmosdepodran igualar
el éxito de la evolucién por prueba y error y tepgito en el disefio de
moléculas grandes o pequefias con un poder cataBtmilar al de los

catalizadores naturales.

2" Richard, J. P.; Amyes, T. L.; Crugeiras, J.; R®s2009 Curr. Opin. Chem. Biol13: 1-9.
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Conclusiones

Se ha investigado el efecto de las modificaciomeslentes utilizadas por las
enzimas para facilitar las reacciones de aminodaadbre las barreras cinética
y termodinamica para la desprotonacion del carlganposicioru de la glicina

en disolucién acuosa. Las principales conclusioeesste estudio se resumen a

continuacion:

* La formacion de un ion iminio entre el zwitteriére d¢a glicina y la
acetona da lugar a una disminucion de 7 unidades$ @6, de este acido
de carbono (de 29 a 22). Este efecto correspomdésade un 50% de la
disminucién de 12 unidades observada al formaogkspondiente ion
iminio con el DPL. La formacién de un aducto coffieglilglioxilato tiene
un efecto aun mayor, con una disminucién de 15ad#d en el valor de
pK, (de 29 a 14). Estos resultados muestran que éniomo de la glicina
con el DPL no es un acido de carb@xacepcionalmenttierte.

* Si se compara la reactividad absoluta de los distircompuestos
carbonilicos como catalizadores de la desprotonadi® la glicina, se
puede observar que el 5-deoxipiridoxal es un @@dbr mucho mas
efectivo que el anién fenilglioxilato, a pesar d@e rhenor acidez del
aducto formado entre la glicina y el DPL. La graferéncia en poder
catalitico entre el DPL y el fenilglioxilato es ded a la formacion de una
imina mucho mas estable entre la glicina y el delivdel piridoxal.
Nuestros resultados indican que el problema dementar la acidez en
el carbono alfa de los aminoacidos puede ser tesumédiante la
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formacion de aductos tipo base de Schiff con comstpsgecarbonilicos
con estructuras mucho mas simples que el PLP.r8iia®go, uno de los
motivos por los que las enzimas muestran una @medex hacia el PLP,
frente al grupo piruvoilo, como cofactor para |&tisis de las reacciones
de aminoacidos es la mayor afinidad del cofactadipico, comparado
con losa-cetoacidos, por el grupo amino del aminoacido famaar una

imina.

El estudio del efecto de los distintos sustituyemneesentes en el cofactor

enziméatico piridoxal 5'-fosfato (PLP) sobre la dslidad termodinamica de la

imina formada entre la glicina y este cofactor pgémlegar a las siguientes

conclusiones:

Un analisis comparativo de las constantes de égoilpara la adicion de
la glicina al orto- y para-hidroxibenzaldehido para formar Ilas
correspondientes iminas y de los valores idgpara la ionizacion de los
iones iminio pone de manifiesto que el ion imin& dalicilaldehido esté
estabilizado por un enlace de hidrégeno intramddecan disolucion
acuosa. Este enlace de hidrogeno es unas 3 kcatiésofuerte de lo que
cabria esperar para una interaccion puramenteadédtica.

La comparacion del efecto del sustituyemt—fenoxi sobre la acidez de
los iones iminio de la glicina con el benzaldehigoel 4-piridin-
carboxaldehido permite concluir que la presenciaiti@geno piridinico
no tiene un efecto significativo sobre la estahiiddel enlace de
hidrogeno intramolecular. Por lo tanto, es posielgimar que la

estabilizacion del ion iminio de la glicina con BLP, mediante la
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formacion de un enlace de hidrégeno'8-N*, es proxima al valor de 3
kcal/mol.

* Los dos grupos metilo presentes en la estructuraafi@ctor estabilizan
el ion iminio con respecto a la imina neutra, peste efecto se ve
contrarrestado por el efecto acidificante del gigmdo piridinico neutro,
de forma que, elk, del ion iminio de la glicina con el DPL es simikdr
del ion iminio de la glicina con el salicilaldehido

* El grupo fosfato no juega un papel importante exldaada estabilidad de
las iminas de aminoacidos con el PLP, lo que apeyapoétesis de que
dicho grupo sirve principalmente como anclaje @éhctor a la proteina.

Se ha realizado un estudio de la catalisis covaldatla desprotonacion de la
glicina por acetona, benzaldehido y salicilaldeh&lcontinuacién se recogen
las conclusiones derivadas del mismo relativas fett@ de los distintos

elementos estructurales del PLP sobrekgl gpmo acido de carbono del ion

iminio formado por adicién de la glicina a esteambr.

« La conversion del zwitterion de la glicina en su ioninio con la
acetona reduce sukKp como acido de carbono en 7 unidades. Este
efecto es el resultado de dos contribuciones: (aueento en la
estabilizacion del anién enolato por interaccidaecebstatica con el
atomo de nitrogeno catidnico adyacente cuando ria®mpes del grupo
amino se remplazan por un fragmento organico Ja@stabilizacion
del enolato por interaccion de tipo inductivo cdnsastituyente —
N*=C(CHg)s.

» El sustituyente 2-Opresente en el ion iminio del salicilaldehido da

lugar a una pequefia disminucion en la acidez dbboa en posicion
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alfa al grupo imino. Sin embargo, el gran efectoedte sustituyente
sobre la estabilidad termodinamica del ion iminftedomina sobre el
pequefio efecto en la acidez, de forma que el Isddiehido es un
catalizador mucho mas eficaz que el benzaldehida desprotonacion
de la glicina.

* Un grupo fuertemente retirador de carga como el pordinio es
necesario para favorecer la delocalizacion de cdejacarbono en
posicion alfa al grupo amino al carbono en alfaraipo piridinio, y
causar una disminucién aun mayor enke] gomo acido de carbono del
ion iminio.

 ElI PLP es solo uno de los muchos aldehidos aroosatiae podrian
haber evolucionado para catalizar la desprotonatg@bearbono alfa de
aminoacidos. Los resultados de este estudio prigmanc un ejemplo
admirable de cdmo la suma de varios efectos ralante pequefios en
el ensamblaje de moléculas complejas como el PLéata lugar a un

catalizador con un poder catalitico extra.
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Tabla Al Constantes de velocidad de segundo orde4, para la hidrdlisis catalizada por
base general de la Glicina Metil Ester N-protonad®,0 a 25 °C y = 1,0 (KCI).

Base Kep 2 (ke)nya / M'st
DO 16,6 40,4
Quinuclidina 12,7 <2,7 x 107
3-Quinuclidinol 10,7 1,4 x 10°
3-Cloro Quinuclidina 9,7 1,3 x 10°
DPO 7,0¢ 2,1x10°

2 pK, aparente del &cido conjugado de la base cataliaaoDO a 25 °C y = 1,0 (KCI).”
Datos de la referené2 ® Datos de la referendéia.

2’5 Chiang, Y.; Kresge, A. J.; Popik, V. V.; Schepp,M;1997J. Am. Chem. Sot19: 10203-
10212.
"% Hartwell, E.; Hodgson, D. R. W.; Kirby, A. 2000J. Am. Chem. Sot22: 9326-9327.
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2" Amyes, T. L.; Richard, J. P1996J. Am. Chem. So#18: 3129-3141.

2’8 Chiang, Y.Kresge, A. J.; Popik, V.V.; Schepp, N. 997J. Am. Chem. Sot19: 10203-

10212.
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Tabla A3. Valores de las constantes de velocidad de promden para el intercambio por
deuterio del primer protén en posici@n de la glicina en presencia de fenilglioxilato y
tampones en fD a 25 °C y = 1,0 (KCI).

'f;;epgﬁ' OKep? fs” [PhCOCOOUM [Tamp6nj/M pD  kuJs'®

DPO* 70 08 0,1 0,02 7,63  1,95x1%0
0,05 765 2,78x10

0,10 7,68 3,80x10

0,15 7,70  4,80x 10

0,2 0,02 7,64 4,00 x Fo

0,05 764 516x10

0,10 7,70 7,40 x 10

0,15 7,74 1,03x10

0,25 0,02 762 4,26 xTo

0,05 7,64 578x10

0,10 7,68 8,50 x 10

0,15 7,70 1,09x10

0,4 0,02 7,65 8,36 x 10

0,05 766 1,17x10

0,10 769 1,61x10

0,15 7,73  2,23x10

0,5 0,02 7,68 1,06 x10

0,05 7,70  1,42x10

0,10 7,74 1,88x10

0,15 7,76 2,57 x10
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Tabla A3 Continuacion.

Base del PKep? fz® [PhCOCOQ/M [Tampén}/M  pD Ke,/ST©

tampén
DPO* 70 05 0,25 0,02 7,04 2,44 x40
0,05 7,04 3,26x10
0,10 7,06 4,74x10
0,15 7,08 6,70x 10
0,5 0,0125 7,07 4,26 x710

0,0250 7,06 4,62x 710
0,0625 7,06 9,26 x 10
0,125 7,08 1,59x10

0,2 0,5 0,0125 6,49 2,62x10
0,0250 6,48 3,46 x 10
0,0625 6,45 4,94x 10
0,125 6,42 8,62x10

#Valores del i, aparente del acido conjugado de la base cataliaaoDRO a 25 °C y =1,0
(KCI). ® Fraccién del catalizador de Brgnsted en su fordsich reactiva® Valores de las
constantes de velocidad de primer orden paraeicambio por deuterio del primer protén en
posiciéna de la glicina, determinadas al monitorizar la ipayacion de deuterio a la glicina
por espectroscopia RMM.
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Tabla B4. Valoraciéon de 8 mL de Salicilaldehido 9,25 x*1@ con KOD 0,5 M, en BD a 25
°Cyl =1,0 (KCI).

pH pD* Viop /UL ° [BV[BD] © log([B1/[BD])
7,29 7,69 10 0,072 -1,140
7,65 8,05 20 0,156 -0,806
7,87 8,27 30 0,254 -0,595
8,05 8,45 40 0,370 -0,431
8,19 8,59 50 0,510 -0,292
8,32 8,72 60 0,682 -0,166
8,42 8,82 70 0,897 -0,047
8,56 8,96 80 1,176 0,071
8,68 9,08 90 1,552 0,191
8,79 9,19 100 2,083 0,319
8,95 9,35 110 2,895 0,462
9,11 9,51 120 4,286 0,632
9,33 9,73 130 7,222 0,859
9,64 10,04 140 17,500 1,243

2 Valores de pD obtenidos al sumar 0,4 unidadeslar e pH obtenido experimentalmerite.
Volumen de KOD que vamos afiadiendo en la valoratiBazén entre las concentraciones del
salicilaldehido desprotonado y protonado deternoraamo [Vkop / (148 - Vkop)]-
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Tabla C1. Constantes de velocidad de primer ordks, para el intercambio por deuterio
del primer proton del grupo metileno de la glicieX presencia de acetona y tampén
HFIP en RO a 25°C y| = 1.0 (KCI).

Tampén [Kgp? fz® [acetona] /M [Tamp6r]/M  pD Kex 81°

HFIP 99 08 0,25 0,02 10,48(1,48+ 0,06) x 10
0,05 10,50 (1,56+ 0,12) x 10
0,10 10,51 (1,61+ 0,04) x 10

0,25 10,51 (1,8+0,2) x 10/
0,5 0,1 0,02 9,87 (2,40+0,12) x 10
0,05 9,89 (2,66+ 0,03) x 1¢°
0,10 9,91 (2,95+0,03) x 1
0,25 9,94 (3,95+ 0,06) x 1¢°
0,25 0,02 9,94 (7,30+0,04) x 1¢°
0,05 9,93 (7,66+0,12) x 1¢
0,10 9,94 (8,23+0,14) x 1¢°
0,25 9,97 (1,01+0,04) x 10
0,5 0,02 9,98 (1,58+ 0,06) x 10
0,05 9,98 (1,60+ 0,07) x 10
0,10 9,99 (1,79+0,08) x 10

0,25 10,03 (2,20+0,12) x 10
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Tabla C1. Continuacién

Tampon [Kgp? fs° [acetona] /M [Tampér]/M  pD kex 81 €
HEIP 99 02 0,25 0,02 9,27 (2,16 0,08) x 10
0,05 9,29 (2,32+0,08) x 1¢°
0,10 9,30 (2,74+0,10) x 1
0,25 9,32 (3,50 0,08) x 1¢°

? Valor de K, aparente del acido conjugado de la base cataditicdpO a 25°C y | =
1,0 (KCI)." Fraccién del catalizador de Bransted en su fornsichdeactiva® constantes
de velocidad de primer orden para el intercambio geuterio del primer proton del
grupo metileno de la glicina, determinado monitnido la incorporacion de deuterio en
la glicina por espectroscopia RMN.
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Tabla C2. Constantes de velocidad de primer ordeR, para el intercambio por
deuterio del primer protéon del grupo metileno deglecina en presencia de

benzaldehido enf® a 25°C y | = 1,0 (KCI).

[benzaldehido] /M [DAM  fom? Kex 57
0,015 55x18 0,322 (4,9+0,2) x 10/
1,5x10° 0,310 (1,5+0,1) x 10°
50x10° 0,310 (4,4%0,2) x 1C°
80x10° 0,297 (7,3+0,3) x 10°
1,0x 10" 0,300 (8,4+0,3) x 10°

 Fraccion del aminoacido presente en la forma ireaatel aducto imina a la

concentracién dada de benzaldehido, determinadar@disis de RMN'H de una

mezcla en equilibrio de la glicina y la imifaConstantes de velocidad de primer
orden para el intercambio por deuterio del primatdn del grupo metileno de la
glicina, determinada monitorizando la incorporacd®a deuterio en la glicina por

espectroscopia RMRH.
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Tabla C3. Constantes de velociddd,, para el intercambio por deuterio del primer pnadé la
glicina en presencia de salicilaldehido y tamponPHEn O a 25°C y | = 1,0 (KCI).

Tampén [Kegp? fz® [aldehido]/M [Tampén]/M  pD  fawmp © kex 8¢
HFIP 99 08 60x1d 2,0x10° 10,53 0,155 (1,80+0,04) x 1¢f
5,0 x 10 10,57 0,149 (1,92+0,05) x 1¢f
7,5 x 1¢ 10,54 0,145 (1,96+0,02) x 10
0,10 10,57 0,146 (2,04+0,03) x 10
0,15 10,55 0,143 (2,21+0,01) x 1¢f
2,0 x 1¢ 2,0 x 10 10,55 0,391 (4,66+ 0,03) x 1¢f
5,0 x 1¢ 10,52 0,393 (4,80+0,02) x 10
7,5 x 1G 10,51 0,377 (4,90+0,03) x 1¢f
0,10 10,51 0,391 (5,21+ 0,05) x 1¢f
0,15 10,52 0,388 (5,79+ 0,06) x 10
05 1,0x18 2,0 x 107 9,80 0,317 (7,66+0,11) x 10
5,0 x 1¢ 9,82 0,311 (9,22+0,15) x 10
7,5 x 10 9,84 0,313 (1,00+0,02) x 10
0,10 9,85 0,316 (1,12+0,01) x 1¢f
0,15 9,86 0,318 (1,32+0,02) x 10
5,2 x 107 2,0 x 10 9,86 0,730 (2,03+0,02) x 10
5,0 x 1G 9,87 0,730 (2,34+0,06) x 1¢f
7,5 x 1¢ 9,89 0,731 (2,68+0,08) x 10
0,10 9,89 0,731 (2,95+0,05) x 10
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Tabla C3. Continuacion

Tampén [Kgp? fz® [aldehido]/M [Tampén]/M  pD  fawmp © kex 511

02 2,0x108 2,0 x 10° 9,35 0,448 (4,18+0,04) x 10
5,0 x 1G 9,33 0,445 (4,80+0,09) x 10

7,5 x 1¢ 9,34 0,453 (5,68+0,10) x 10

0,10 9,32 0,455 (6,44+0,08) x 10

@ Valor del (K, aparente del &cido conjugado de la base del zadiali en PO a 25°C y 1 = 1,0
(KCI). ° Fraccién del catalizador de Bransted en su forasich reactive, Fraccion del aminoacido
presente en la forma reactiva del aducto i6n imaita concentracion dada de salicilaldehido,
determinada por analisis de RMIM de una mezcla en equilibrio de la glicina y lainian ®
constantes de velocidad de primer orden para etciatbio por deuterio del primer protén del
grupo metileno de la glicina, determinado monit@nido la incorporacion de deuterio en la glicina
por espectroscopia RMM.



	Estudio del mecanismo de reacciones modelo de procesos enzimáticos: Catálisis electrófila en la desprotonación de la glicina en el carbono alfa
	INFORME

	ÍNDICE

	OBJETIVOS 

	INFORME BIBLIOGRÁFICO  
	2.1 Introducción
	2.2. Catálisis enzimática de las reacciones de transferencia protónica en el carbono 
	2.3 El centro activo enzimático como medio de reacción 
	2.4 Formación y estabilidad de los enolatos de aminoácidos
	2.5 Piridoxal 5’-fosfato como cofactor enzimático 
	2.6 Modelos no enzimáticos de la catálisis por piridoxal 5’-fosfato
	2.7 Mecanismo de actuación del PLP como catalizador de reacciones de aminoácidos 
	2.8 Reacciones modelo que tienen al PLP como catalizador 
	2.8.1 Transaminación 
	2.8.2 Racemización 
	2.8.3 Descarboxilación
	2.8.4 eliminación
	2.8.5 Ruptura aldólica

	2.9 Piridoxamina 5’-fosfato como coenzima

	CAPITULO 3 
	3. Enolatos de la glicina: Efecto de la formación de iones iminio con cetonas simples sobre la acidez del carbono en posición  al grupo amino 
	3.1 Introducción
	3.2 Sección Experimental
	3.2.1 Materiales
	3.2.2 Métodos generales
	3.2.3 Análisis espectroscópico RMN 1H
	3.2.4 Determinación de las constantes de equilibrio
	3.2.5 Medidas cinéticas

	3.3 Resultados
	3.3.1 Constantes de equilibrio para la formación de la imina
	3.3.2 Constantes de velocidad para el intercambio por deuterio 
	3.3.2.1 Catálisis por acetona
	3.3.2.2 Catálisis por fenilglioxilato


	3.4 Discusión de los resultados
	3.4.1 Caminos de reacción
	3.4.2 Correlaciones de Brønsted
	3.4.3 Catálisis electratálisis electrófila de la desprotonación de la glicina


	CAPITULO 4
	4. Efecto de los sustituyentes sobre la estabilidad termodinámica de iminas derivadas de la glicina y aldehídos aromáticos. Importancia de la estructura del piridoxal 5’-fosfato en su actividad catalítica
	4.1 Introducción 
	4.2 Sección experimental
	4.2.1 Materiales
	4.2.2 Métodos generales
	4.2.3 Análisis RMN 1H
	4.2.4 Determinación de las constantes de equilibrio

	4.3 Resultados
	4.4 Discusión
	4.4.1 Fuerza del enlace de hidrógeno intramolecular en aldiminas del PLP
	4.4.2 Otros efectos de los sustituyentes sobre la estabilidad de los iones iminio
	4.4.3 Catálisis enzimática


	CAPITULO 5
	5. Efecto de los Sustituyentes en la Catálisis Electrofila por el Grupo Carbonilo: Descripción del Aumento de Velocidad en la Desprotonación de la Glicina catalizada por PLP
	5.1 Introducción
	5.2 Sección Experimental
	5.2.1 Materiales
	5.2.2 Métodos generales

	5.2.3 Análisis espectroscópico RMN 1H
	5.2.4 Determinación de las constantes de equilibrio
	5.2.5 Medidas cinéticas

	5.3 Resultados
	5.3.1 Constantes de equilibrio para la formación de iminas
	5.3.2 Reacciones de intercambio por deuterio 
	5.3.2.1 Catálisis por acetona
	5.3.2.2 Catálisis por benzaldehído (2)
	5.3.2.3 Catálisis por salicilaldehído (3)


	5.4 Discusión de los resultados
	5.4.1 Valores de pKa de los ácidos de carbono
	5.4.2 Efecto de los sustituyentes sobre la acidez del carbono de la glicina 
	5.4.2.1 Efecto del grupo ión iminio
	5.4.2.2 Efecto de los sustituyentes aromáticos en el nitrógeno en  al grupo iminio

	5.4.3 Relevancia en la catálisis enzimática
	5.4.4 Efecto de los sustituyentes sobre la actividad catalítica de cetonas y aldehído


	CONCLUSIONES
	ANEXOS


