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Introduccién






“Aunque la verdad de los hechos resplandezca,
siempre se batirin los hombres en la trinchera
sutil de las interpretaciones”

Gregorio Marasion

Los agentes alquilantes son carcindgenos primarios de acciéon directa.! La
mayoria de los cancerigenos no alquilantes per se solo son efectivos tras haberse

metabolizado hasta especies alquilantes.>*

La secuencia de bases heterociclicas en el interior de la doble hélice del
ADN configura el codigo genético que dirige el funcionamiento de los seres vivos.
Para la expresion adecuada del ARN mensajero es necesaria la lectura correcta de
la secuencia del ADN. Por eso las modificaciones producidas en el ADN pueden
conducir a importantes consecuencias biolégicas. Un ADN dafiado puede
provocar cambios en la expresion genética, inhibir la divisiéon celular o inducir la
muerte celular.>7 En consecuencia, la quimica del ADN es radicalmente
importante en muy diversos campos como la biotecnologfa, toxicologia y quimica
médica.8 En nuestro grupo de trabajo se han investigado cinéticamente diversos
mecanismos de reacciones de modificacion del ADN que pueden conducir a
importantes consecuencias biologicas.

Los primeros resultados en el ambito de los mecanismos de alquilacion se
obtuvieron en la pasada década en el marco de una investigacion sistematica de
mecanismos de nitrosacion. En ese contexto, nuestro trabajo se viene centrando
sin solucién de continuidad en tres objetivos:

1. Estudio de mecanismos de nitrosacién de substratos lineales y ciclicos y
busqueda de cortelaciones estructura/actividad en nitrosaminas. Al estudiar la
nitrosacion de aminoacidos con grupo amino secundario se demostré que, junto a

la nitrosacion por NO* y N»Oj, interviene un mecanismo que implica la
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formacion inicial de un aminocarboxilato de nitrosilo, seguida de una migracién
intramolecular del grupo NO.

2. Estudio de mecanismos conducentes a la degradaciéon de nitroso
compuestos o a inhibir su formacion.

3. Estudio de mecanismos de alquilacion. Se ha trabajado con sustratos
precursores de N-nitrosocompuestos que pueden dar lugar a mecanismos de
alquilacion.

La nitrosacion de aminoacidos con grupo —NHz es particularmente
interesante. Se sabfa que conduce a la formacion de especies mutagenas, pero se
desconocia su naturaleza. Ejemplo significativo es la nitrosacion del dipéptido
aspartamo, éster metilico de la L-aspartil-L-fenilalanina, edulcorante bajo en
calorfas de amplio uso.

Al investigar los mecanismos de nitrosaciéon de aminoacidos primarios se ha
demostrado que los productos resultantes son lactonas, algunas de las cuales son
mutigenos/cancerigenos muy activos.L10-13 Por eso se ha investigado también la
reactividad de estas especies como agentes electréfilos, habiéndose encontrado
correlacion entre electrofilia y capacidad mutagena.!416

El método de trabajo puesto a punto ha mostrado su aplicabilidad no sélo
para estudiar la capacidad alquilante de electrofilos fuertes, sino también de

moléculas de electrofilia débil, como los sorbatos.

Los resultados obtenidos con distintos agentes alquilantes han permitido
alcanzar conclusiones de caracter general que han aconsejado abordar
simultaneamente los mecanismos de alquilaciéon tanto desde una perspectiva
experimental de caracter cinético como con tratamientos 7 silico que han facilitado

una mejor y mas completa comprension de esos mecanismos.!7-41

En esa linea de trabajo se ha abordado el estudio de la capacidad alquilante
de los epoxidos. Debido a su amplio uso en ciencia y tecnologfa, al grado de
exposicion del ser humano a los mismos y a su capacidad de reaccién con centros

nucleéfilos presentes en el medio bioldgico, la reactividad y los efectos biologicos
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de los epdxidos, son tema de notable interés interdisciplinar. En las paginas que

siguen se da cuenta de los resultados obtenidos.

Como en nuestro grupo de trabajo se busca el mayor acercamiento posible
a mecanismos de modificaciéon del ADN potencialmente inductores de efectos
biolégicos, y como la adopciéon del ADN de conformacién Z puede conducir a
mutagénesis y carcinogénesis, se ha abordado el estudio del cambio
conformacional B-Z del ADN mediado por distintos promotores en colaboracion
con el grupo “Kinetics and equilibria in Solution” (Universita di Pisa). En las paginas
finales de esta memoria se describen muy brevemente los primeros resultados

obtenidos.
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“If you have an apple and I have an apple and we exchange these apples
then you and 1 will still each have one apple.
But if you have an idea and 1 have an idea and we exchange these ideas,

then each of us will have two ideas.”

George Bernard Shaw

2.1.1 Agentes alquilantes

2.1.1.1 Generalidades

El término agente alquilante (AA) fue definido por Ross desde un punto de vista
biolégico de la siguiente forma: “Compuesto capaz de reemplazar un atomo de
hidrégeno por un grupo alquilo en condiciones fisiologicas (pH = 7,4; T = 37,0
°C, en disolucién acuosa)”.!2 Los agentes alquilantes son, por tanto, especies
electrofilas capaces de reaccionar con nucledfilos transfiriendo su grupo alquilo. Su
capacidad de unién con centros nucleodfilos presentes en el medio biolégico es
motivo de que los agentes alquilantes hayan suscitado y susciten gran interés.!> La
uniéon con atomos de N, S y O de proteinas y acidos nucleicos da lugar a la
formacion de aductos que pueden producir efectos nocivos (citotoxicidad,
genotoxicidad...) entre los que cabe destacar la apariciéon de tumores y cancer.0
Contrariamente, y debido también a su capacidad de unién al ADN, destaca su

aplicacion, desde 1950, con fines clinicos en quimioterapia.’

A pesar de que la aplicaciéon médica sea probablemente la mas conocida, los

agentes alquilantes poseen aplicaciones en numerosas areas.
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2.1.1.2 Usosy vias de exposicion

Las primeras aplicaciones de agentes alquilantes —como el gas mostaza— fueron en
el ambito militar. Su utilizacién como armas quimicas®? produjo una inversién
sustancial, de tiempo y dinero, en la investigacion de los mismos facilitando el

desarrollo de nuevas aplicaciones.

Actualmente el empleo de agentes alquilantes se encuentra muy extendido.
Es habitual su utilizacién como intermedios industriales en sintesis organica, en la
produccion de surfactantes, glicoles y polimeros,! como disolventes organicos y
como agentes de entrecruzamiento en procesos de manufactura. Destacan sus
aplicaciones como  agentes quimioterapeuticos,$!.12  antibacterianos y
antifungicos y como esterilizantes de: alimentos, ropa, farmacos, material

quirurgico, libros, equipos médicos, farmaceuticos y cientificos, etc.!314

Tabla 2.1.1. Vias de exposicion a agentes alquilantes.

VIAS DE EXPOSICION A AGENTES ALQUILANTES

EXOGENA ENDOGENA

Tratamiento
quimioterapico

- Nitrosacion
' - Oxidacion

Ambiental Ocupacional Se producen por via metabdlica

El uso generalizado de los agentes alquilantes hace que el ser humano se
encuentre expuesto a este tipo de compuestos por via exégena. Ademas, dado que
se generan 7z vivo a partit de precursores, puede darse también exposicion

enddégena a los mismos (tabla 2.1.1).
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Como consecuencia de lo antetior, el estudio de la reactividad de los
agentes alquilantes en general y frente a macromoléculas bioldgicas, en particular,

es un tema de particular relevancia.

2.1.1.3 Reactividad de los agentes alquilantes

Los mecanismos de alquilaciéon han sido descritos, entre otros, por Price* y Ross.!
En general, la efectividad de los agentes alquilantes transcurre a través de
reacciones de sustitucién nucleofila, Sx, que, segun su curso cinético, se clasifican
como unimoleculares, Sx1, o bimoleculares, SN2. En las reacciones Sx1 la etapa
limitante de velocidad es la formaciéon del intermedio reactivo —carbocatién— que
reacciona posteriormente con el nucleéfilo. Por eso la velocidad de reaccion
depende fundamentalmente de la concentracion inicial de agente alquilante y es
independiente de la de sustrato alquilable. Sin embargo, en las reacciones SN2 se
produce una reacciéon concertada con desplazamiento de un grupo saliente,
presente en el agente alquilante, por un nucle6filo mas fuerte. La velocidad de las
reacciones Sn2 depende de la concentraciéon de ambos reactivos, sustrato
alquilable y agente alquilante. No existen reacciones puramente Sx1 o Sn2, aunque
suele prevalecer un tipo de reacciéon sobre la otra. El tipo de sustitucion
nucleofilica depende de factores como concentraciéon de los reactivos, pH y
naturaleza del disolvente, pero también de la naturaleza del propio nucleéfilo.> De
hecho los agentes alquilantes pueden clasificarse, segin el tipo de sustitucion

nucledfilica, como:
~Agentes alguilantes SN2 0 agentes alguilantes tipo SN2.
-Agente alquilantes SN o0 agentes alguilantes tipo SN1.

No obstante, es mas apropiado hablar de un agente alquilante con un
mayor caracter Sn1 o SN2, pues existen también agentes alquilantes denominados

Sronterizos Sn1/Sn2.1516 A pesar de no ser la recomendada por la TUPAC para
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nombrar los mecanismos de alquilacién,!” esta es la nomenclatura mas habitual

encontrada en bibliograffa.

Otra clasificacion se refiere al nimero de grupos electréfilos susceptibles
de dar lugar a reacciones de alquilacién. Con este criterio, los agentes alquilantes se

clasifican como:
-Monofuncionales

-Polifuncionales

Los agentes alquilantes también han sido clasificados segun su modo de

actuacion:

-Agentes alquilantes directos: son, per se, electrofilos capaces de producir la reaccion de
alquilacion de forma directa. Pertenecen a este grupo especies tan dispares como
epoxidos, nitrosoureas, sulfonatos, sultonas, haloéteres y algunas lactonas y

mostazas.18-20

-Agentes alquilantes indirectos: requieren metabolizaciéon previa para dar lugar a la
especie alquilante; entre ellos se encuentran hidrocarburos, pigmentos azo, aminas

aromaticas y dialquilnitrosaminas.?0

Agentes Alquilantes
(AA)

|(;Requieren activacion metabélica?| ‘ ¢Cémo reaccionan?‘ | ¢Cuantas posiciones reactivas poseen? |
I Indirectos I | Directos | -
tipo Sp2 Polifuncionales

Figura 2.1.1. Clasificacion de los agentes alquilantes de acuerdo con su reactividad.

La figura 2.1.2 muestra algunos agentes alquilantes tipicos.
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MONOFUNCIONALES
0o o o H
o} o N S
R R R R R R
( :O o 1 3 YAV 1 3
R1/):ER3 i; R2>Q< Rqs || Re R4 R2>Q< Ra
R, Ry
Lactonas Epoxidos Aziridinas ‘ Episulfuros
)OL O«_NH, 9 J\
R \ N
~ H
E NHz NLN\‘N’N\ \N,Nv©)LH
‘o \=N H
N-alquilnitrosoureas Dacarbacina Procarbacina
BIFUNCIONALES
[¢] o) Ho
~CH OH ASNLO
NR 3 o P J
. . e >N
Cl Mecloretamina Clorambucil
R =
e HN  OH Ifosfamida
’\I\I‘P/
HN J < > 0
Ciclofosfamida Melfalan
Mostazas de nitréogeno

Figura 2.1.2. Agentes alquilantes tipicos.

2.1.1.3.1 Ensayos quimicos para investigar la reactividad de agentes
alquilantes

Para estudiar la reactividad de los agentes alquilantes o simplemente detectarlos, se
han desarrollado numerosos tests y métodos. Los reactivos mas empleados se

muestran en la figura 2.1.3.21-%5

Algunos métodos se han utilizado como modelos para estudiar la
reactividad de especies bioactivas con macromoléculas y establecer correlaciones
entre aquella y los efectos biol6gicos. Entre esos modelos destaca la NBP (4-(p-
nitrobencil)piridina). El test de NBP es el método mas generalizado; por ello se ha
dedicado una secciéon exclusivamente a este test (Seccion 2.1.2, pag. 31).2¢ El
ensayo colorimetrico o fluorimético con nicotinamida permite trabajar en
condiciones mas préximas a las biologicas que con el test de NBP, ademas de
formar aductos mas estables.?’28 Sin embargo su empleo no se ha generalizado

tanto. El ensayo con N-mercaptoimidazol (MMI) se utiliza en la modelizacion de
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la reactividad con los atomos de nitrégeno de las bases del ADN, para estudiar la
capacidad alquilante SN2, como el test de NBP. Este ensayo tiene dos
inconvenientes: la monitorizacién de la reaccién es compleja, porque se hace con
espectroscopia H-RMN, y presenta dos sitios reactivos, un atomo de azufre y otro
de nitrégeno.?’ Para modelar la alquilacién de los oxigenos o de la capacidad
alquilante Sx1 se han utilizado de forma habitual las reacciones con el H2O o con

trifluoroacetato.29-31

0]
Cl /N‘C\ Br /N—C\
| =77 TNH,
N/ (o] 0
cl Br
Nicotinamida DCQ TCQ
OH
~
N
N J:\B
o S SOsNa SOy

HyN NH,*
8-quinolinol MMI O = O

o
0] O

F NaO3;S CHjy
F (o) NH,

+ F
AN

o o Fucsina

PNTP Trifluoroacetato

Figura 2.1.3. Moléculas utilizadas en la deteccidon de agentes alquilantes.

Aunque, con el fin de simplificar los estudios y reducir costes, algunos de
los métodos apuntados se han utilizado para modelar la reactividad con
macromoléculas bioldgicas, en ningun caso sustituyen al estudio directo.

2.1.1.4 Interaccidn de agentes alquilantes con macromoléculas

El primer articulo sobre interaccion covalente de un carcinégeno quimico con una

macromolécula diana tisular fue el de Miller y Miller sobre aductos derivados del
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N,N-dimetil-4-aminoazobenceno con proteinas en el higado de ratas y ratones

alimentados con este compuesto.>

2.1.1.4.1 Interaccion de agentes alquilantes con proteinas

La reactividad de diferentes agentes alquilantes con las proteinas ha sido estudiada
in vivo e in vitro por numerosos autores. Se sabe que a pH = 7.5 la practica totalidad
de los grupos carboxilo e imidazol sufren alquilacion, haciéndolo entre el 11 y el
44% de los grupos a-amino. El resto de centros nucleéfilos también pueden dar
lugar a alquilacién, aunque en pequefia proporcion. Ross estudié la reactividad de

algunos de esos centros.!-2

Diversos estudios han establecido correlaciones cualitativas y cuantitativas
entre reactividad de los agentes alquilantes con proteinas —generalmente proteinas

nucleares asociadas al ADN-y su capacidad carcinégena.32.33

2.1.1.4.2 Interaccion de agentes alquilantes con acidos nucleicos

Posiciones minoritarias

Posiciones mayoritarias

NH, o
N3 o 20 & NH
& o) C izl
N N NH2
R R
Adenosina Guanosina
NH 0O 0
TEN *ENH 4TNH
|5 3 |5 5 B
642 642 < E‘\Z
R
Citidina Timidina Uridina

Figura 2.1.4. Sitios de union de los nucledsidos con los agentes alquilantes (R=Ribosa).
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Los agentes alquilantes reaccionan con los atomos de nitrégeno y oxigeno
de las bases de los acidos nucleicos, y con los grupos fosfato de ADN y ARN,
para formar gran variedad de aductos covalentes (figura 2.1.4).63436 Tas

caracteristicas de los aductos formados dependen de diversos factores:3

- Reactividad quimica. Se sabe que los agentes alquilantes tienen preferencia por
algunas posiciones nucleofilas de los acidos nucleicos:343839 Jos agentes alquilantes
tipo Sx1 muestran elevada afinidad por los atomos de oxigeno exociclicos, y son
agentes alquilantes mucho mas reactivos que los Sn2, que reaccionan
mayoritariamente con los atomos de nitrégeno de las bases nitrogenadas de los
acidos nucleicos.?>40 Sobre la base de su reactividad con los 4cidos nucleicos,
Loechler recomend6 denominar a los agentes alquilantes Sx2 compuestos “low
oxyphilic” y a los Sx1 “high oxyphilic”.3? Los factores que dirigen la reactividad de
los agentes alquilantes con los 4cidos nucleicos son una combinacién de factores
estéricos y electronicos. Algunas teorfas han tratado de explicar el comportamiento

observado (tabla 2.1.2):

- En la escala Swain-Scott de nucleofilia/electrofilia, los nucleéfilos con
valores bajos de constante de sustrato, 5, normalmente asociados a agentes
alquilantes Sx1, 4! tienen mayor afinidad por los centros menos nucleo6filos
del ADN, fosfatos y atomos de oxigeno. A valores mas altos de s, mayor
preferencia por los centros que poseen una mayor nucleofilia (atomos de
nitrégeno) y particularmente por el N7 de la guanina.1>42-46

- Segun la teorfa de los acidos y bases duros y blandos, la reactividad
observada se explica en términos de selectividad, los agentes alquilantes
reaccionan con centros que poseen su misma naturaleza. La alquilacion de
los oxigenos fuertes se produce por agentes alquilantes fuertes y los
centros débiles, atomos de nitrégeno, reaccionan con agentes alquilantes
débiles.*” Los agentes alquilantes pequenos y difundibles reaccionan con la

posicién N7.203439
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Tabla 2.1.2. Reactividad entre agentes alquilantes y diferentes centros nucledfilos
atendiendo a diferentes teorias.

Molecularidad Fuerte/Débil Swain-Scott Principales posiciones reactivas
AA Proteinas®  Acidos nucleicos
) ¢- Lis
Sn1 Fuerte s baja @)
w-Arg
-~ -SH Cis
Debil 3 imidazol His N
Sn2 o s alta
Pequefios y N7
difundibles

Ninguna de esas teorfas explica por completo las afinicidades observadas

experimentalmente.

- Niimero de centros reactivos que contenga el agente alquilante, es decir, si es mono o
polifuncional. 1.os agentes alquilantes monofuncionales contienen un unico sitio
reactivo, sélo pueden reaccionar con los dcidos nucleicos en una posicion
formando aducto covalente. Los agentes polifuncionales, después de formar
aducto con una de las posiciones reactivas, pueden reaccionar con el acido

nucleico a través de otra posicion, dando lugar a entrecruzamiento intrahebra o

interhebras.

AA monofuncional AA bifuncional

Alquilacién de una base. Entrecruzamiento Entrecruzamiento
Formacién de un aducto interhebras intrahebra

Figura 2.1.5. Efectos producidos por reaccion de agentes alquilantes
mono y bifuncionales con los acidos nucleicos.
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- El tipo de grupo alquilo anadido. El tamafio del grupo alquilo asi como la presencia
de grupos funcionales en el mismo, modifican los efectos causados por la

alquilacion.

- E/ tipo de sustrato, ARN, ADN de hebra sencilla o doble hebra y la conformacion de este
ultimo. Hay que tener en cuenta que, en el caso del ADN doble hebra la reaccion
esta también condicionada por efectos estéricos. Segin sea la conformacién en
que se encuentre el ADN, las posiciones de ataque de los agentes alquilantes son
mas o menos accesibles. Cuando el ADN se encuentra en su configuraciéon normal
(ADN B), los atomos O% y N7 de las guaninas son mas accesibles que cuando el

ADN se halla en conformacion Z, levogira.+8

A continuaciéon se describen los efectos biologicos derivados de la

interaccion de agentes alquilantes con el ADN u otras macromoléculas.

2.1.1.5 Actividad biolégica de los agentes alquilantes

2.1.1.5.1 Actividad bioldgica de agentes alquilantes monofuncionales

Los agentes alquilantes monofuncionales al interaccionar con las bases del

ADN, pueden dar lugar a mutaciones puntuales, que pueden:

e Alterar el marco de lectura. Por insercion/delecion: Uno o mas pates de
nucleétidos se insertan o se eliminan. Este tipo de mutaciones, salvo que
se compensen entre si, pueden alterar la secuencia de aminoacidos de la
proteina codificada y sus consecuencias suelen ser graves.

e No alterar el marco de lectura. Se produce cuando tiene lugar la
sustitucion de pares de bases. Las mutaciones se denominan en ese caso:

o Transiciones: Las purinas y pirimidinas son reemplazadas por bases
del mismo tipo.
o Transversiones: Las purinas son reemplazadas por pirimidinas y

viceversa.
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Las sustituciones provocan la alteraciéon de un unico triplete y por
tanto, salvo que indiquen un triplete de parada, o un aminoacido del
centro activo de una enzima, pueden no ser perjudiciales.

En la tabla 2.1.3 se recogen las principales mutaciones asociadas a la
alquilaciéon del ADN. Puesto que las posiciones que sufren alquilacién son
mayoritariamente O° y N7 de la guanina, cabe destacar sus posibles consecuencias
biolégicas. Es necesario tener en cuenta que, en caso de producirse, desde que
tiene lugar la mutaciéon puntual hasta la aparicion del efecto biolégico, pueden
transcurrir  mecanismos ~muy  complejos  (reparaciéon,  recombinacion,
reordenamiento...) y que, por tanto, lo que a continuacién se apunta es sélo un

esbozo de las posibles consecuencias bioldgicas.

Tabla 2.1.3. Mutaciones asociadas a la alquilacion en las principales posiciones
en el ADN.374°

Base nitrogenada Posicion alquilada 1
del ADN de la base Mutacion puntual
: N1 .,
Adenina (A) N3 Transversion A-T
o° Transicion G-A
Guanina (G) Transicion G-A
N7 LT N
Eliminacion (Depurinacion)
Citosina (C) N3 Transicion C-T

La estabilidad de los aductos con el ADN parece estar correlacionada con
la aparicién de tumores.>Y Las lesiones producidas por alquilacion en la posicion
O¢ tienen mayor capacidad mutiagena que las generadas por la formacién de
aductos N7-alquilguanina.3* Mientras que la alquilacién en la posicion O produce
aductos estables que alteran los puentes de hidrégeno (lo que puede producir
mutagenia y errores en la codificicacién), los aductos N7-alquilguanina son
inestables y no afectan a los puentes de hidrogeno.’*5! La transicion G-A
producida tanto por alquilacién de N7 como de O°, si no es reparada, puede
acarrear la produccién de proteinas defectuosas y, segun sea el papel de esa

proteina, se produciran consecuencias biolégicas o no.
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Las mutaciones puntuales tienen un papel importante en diferentes
procesos biolégicos, como la activacion de oncogenes. La mutagenia directa por
mal apareamiento de las bases, atribuida a la alquilacién de atomos de las bases que
alteran la especificidad del apareamiento (ej: O¢-alquilguanina), puede producir
recombinaciones y, con ellas, la muerte celular, aberraciones cromosémicas o
intercambio de cromatidas hermanas.5? La mutagenia indirecta no causa efectos per
se sino que depende de otros procesos, como que se produzcan errores en los
procesos enzimaticos de reparaciéon.#9>3 Por otro lado, la depurinacion (escision
del residuo de guanina por alquilacién N7), puede provocar ruptura de la cadena
del ADN," y con ella la muerte celular o el reordenamiento cromosémico que

puede tener consecuencias nefastas.>

~

Carcinégeno Metabolismo \Carcmogeno Enlace con ADN Adutlttos con
quimico el ADN ._
o (mutacvones)

procarcinégeno / (ep'fyo)’/

| final u otro efecto

. Muerte Respuesta Replicacion
Excrecion Celular Reparacién inmune del
L | J )
l ADN alterado
No se producen efectos adversos (expresion)

Tumor - - . .. .
S Crecimiento Tejido Proliferacion Células
maligno —_— ¥
tumoral cancerigenas
(neoplasma)

PROPAGACION PROMOCION

Figura 2.1.6. Etapas de la carcinogénesis.

Metastasis

——

Las lesiones del ADN debidas a exposicion endégena ascienden a 20.000
por dia y célula. Aunque no se sabe cual es la contribucién exacta de los procesos
de alquilacién, se conoce que existen numerosos mecanismos de reparacion
especificos para las lesiones producidas por alquilacién directa o indirecta. Este

hecho hace pensar que el nimero de lesiones generadas por ese mecanismo sea
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muy elevado.?® Numerosas lesiones en el ADN, susceptibles de producir
mutaciones son reparadas y no producen ningin efecto. Sin embargo, cuando la
lesién no consigue ser reparada, ni da lugar a muerte celular o generacién de una
respuesta inmune, se produce la replicacion del ADN alterado, que puede causar

aparicion de tumores (figura 2.1.6).5

Entre los efectos bioldgicos de los agentes alquilantes monofuncionales,
destacan ademas de su capacidad mutdgena, tumorigena y carcinégena, su

toxicidad, citotoxicidad, clastogenia y teratogenia, entre otros.>?

2.1.1.5.2 Actividad bioldgica de agentes alquilantes bifuncionales

Los agentes moleculares bifuncionales reaccionan con dos centros nucledfilos
situados en moléculas diferentes. En el medio biolégico se forma inicialmente un
aducto covalente que luego reacciona con otro nucleétido, proteina o
macromolécula. Los entrecruzamientos intrahebra del ADN o entre el ADN y una
proteina o el glutatién, no tienen efectos tan nocivos como los producidos por el
entrecruzamiento entre hebras del ADN opuestas.’® En este dltimo caso el
entrecruzamiento imposibilita la replicacion del ADN al impedir que se separen las
dos hebras. El efecto es muy citotoéxico y produce una elevada muerte celular.’” De
hecho los aductos bifuncionales formados entre hebras opuestas son hasta cien
veces mas citotoxicos que los aductos monofuncionales.® Se han tratado de
establecer correlaciones estructura-actividad para los agentes alquilantes
bifuncionales y se ha comprobado que, aunque no existe correlaciéon entre la
constante del sustrato, s, y potencial cancerigeno, si la hay entre éste y su toxicidad

aguda en roedores (expresada como LLDs().4¢

A pesar de que los agentes alquilantes bifuncionales poseen capacidad
citotoxica mas alta que los monofuncionales, como todos los compuestos
manejados en este trabajo son alquilantes monofuncionales, a partir de ahora

centraremos nuestra atencion exclusivamente en ellos.
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2.1.1.6 Ensayos biologicos utilizados para determinar la actividad

bioldgica

Hay gran variedad de ensayos para conocer los efectos bioldgicos (mutagenia y
genotoxicidad) de diversas sustancias, tanto zz vivo como #n vitro, sobre bacterias y
células de mamiferos.> En la figura 2.1.7 se muestran algunos de los mas

utilizados.38

TESTS DE MUTAGENIA Y GENOTOXICIDAD |

IN VITRO I IN vIvO |
Efectos En bacterias || EM Cé'l:llas de
detectados mamiferos

f : Ensayo de mutaciéon
S. Typhimurium M
AL AN ADN modificado
puntuales E_Coli covalentemente
’ Ensayo de mutacion

génica
Linfoma TK ratas

Mutaciones

Test de micronticleo

Dafio Test de en células eritropoyéticas
cromosomico micronucleos A
Analisis de metafase
Analisis de metafase
Modelos de animales transgénicos
Genotoxicidad Ensayos de ruptura de hebra de ADN

Sintesis de ADN no programada en higado
(UDS)

Figura 2.1.7. Principales tests utilizados para determinar la capacidad mutdgena y
genotdxica.

Por su rapidez, sencillez, sensibilidad y bajo coste y porque evitan el uso
de animales de experimentacion, los mas comunmente utilizados son los tests 7

vitro:

a) Ewnsayo de mutagenia inversa en bacterias (Test de Ames).
Permite detectar mutaciones estructurales o de sustituciéon de pares de
bases, con distintas cepas (tabla 2.1.4). También permite trabajar con o sin
fraccion microsomal (activacion metabdlica), lo que posibilita no sélo la
determinacion de la actividad biolégica de una sustancia, sino también de
sus metabolitos. El test de Ames es normalmente el tomado como critetio,
siendo el mas usado en los laboratorios de todo el mundo.59:60-63

b)  Ewnsayos con células de mamiferos in vitro.
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Permiten la deteccion de mutaciones puntuales y de aberraciones

cromosomicas.>8

Los ensayos biol6gicos permiten clasificar las sustancias segun su actividad
biologica, regular la exposicion a las mismas y reducir los riesgos asociados. De
hecho existen diversos organismos dedicados a estos fines, tales como la IARC,

EPA, NIHS, etc.

Tabla 2.1.4. Mutaciones puntuales detectadas en distintas
cepas de Salmonella Typhimurium.®?

S Tygﬁ?n?zrium Efecto detectado

TA 1536 Insercién o delecién
TA 98 Delecion

TA 1538 Delecion
TA 97 Insercion

TA 1537 Insercién

TA 100 Sustitucion pares de bases

TA1535 Sustitucion pares de bases

2.1.1.7 Correlaciones reactividad quimica-actividad biolégica

Las etapas involucradas en el proceso cancerigeno sugieren la existencia de
correlacion entre la actividad bioldgica de los agentes alquilantes y su reactividad
quimica. Fue en la década de los afios sesenta cuando se establecieron las primeras
correlaciones. Se utilizaron diferentes teorfas para clasificar las reacciones de los
agentes alquilantes con nucleéfilos y macromoléculas bioldgicas (acidos nucleicos
y proteinas).! El analisis sistematico de los efectos biologicos producidos por
agentes alquilantes monofuncionales permitié establecer con posterioridad
correlaciones semicuantitativas entre estructura y propiedades fisicoquimicas y la
mutagenia, clastogenia y actividad citotoxica.®* Se observo que entre los principales
factores involucrados en la efectividad bioldgica se encontraban la reactividad y la
selectividad, aunque también existen otros que deben ser tenidos en cuenta, como:
i) la distribucién en los tejidos, determinada fundamentalmente por la constante de

reparto; ii) factores estéricos; iii) reacciones secundarias de las moléculas alquiladas
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y sus consecuencias. A partitr de entonces se han establecido numerosas
correlaciones entre parametros que caracterizan la reactividad quimica (velocidad
de alquilacién, velocidad de hidrdlisis, solubilidad en agua, variaciéon de s,
proporciones de aductos %-/N7-alquilguanina) y los efectos biologicos

(mutagenia, carcinogenia, potencial tumorigeno, etc ).1.18.46,65-67

Tanto la existencia de una correlacién entre factores quimicos y biologicos
como su ausencia aporta una valiosa informacion acerca del modo de accién de los

compuestos quimicos a la hora de producir los efectos biolégicos.

Las correlaciones que suscitan actualmente un mayor interés son las
cuantitativas entre la actividad quimica y la efectividad biolégica. A continuacion

se profundiza en los modelos utilizados habitualmente en su establecimiento.

2.1.1.7.1 Correlaciones basadas en la concentracion de sustancia bioactiva
necesaria para observar un determinado efecto

Las correlaciones cuantitativas entre respuesta biolégica a sustancias
bioactivas y su reactividad se estudian con modelos basados en consideraciones
cinéticas. .a mayorfa de ellos consideran dos fases: i) la llegada al lugar de accion
en la célula (Fase I) y ii) reaccién que inicia el desarrollo de la respuesta biologica

(Fase II).

Fase | Fase ll

Reaccion con el

Llegada al lugar de accién > or
sitio de accién

Compuesto |F(x=V, K,,...) Com;:ut.as-to kx o Rgsqugsta
en el medio ——————»= ¢ Sl »—— —) Dbiolégica
extracelular o

de la célula

Figura 2.1.8. Respuesta bioldgica a especies bioactivas.®®

Inicialmente la especie bioactiva, que se encuentra en muy baja
concentracion en el exterior de la célula, se introduce en ésta y alcanza el sitio de
accion dentro del organulo correspondiente. La velocidad de este proceso es lenta

y depende sustancialmente de la estructura molecular y de la propiedades
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fisicoquimicas de la especie bioactiva. Una vez alcanzado el lugar de accion, se
considera que existe una reaccién limitante de velocidad que inicia el desarrollo de

la respuesta biologica.

Segin el modelo de Hansch, pionero de las correlaciones
estructura/reactividad cuantitativas (QSAR), la velocidad de la respuesta bioldgica,
R (Ec. (2.1.1)), es proporcional a la probabilidad, P, de que la molécula alcance el
sitio de accién en un intervalo de tiempo dado. La probabilidad: i) depende de
propiedades estructurales del compuesto, xi, tales como su volumen molecular,
Vm, y constante de reparto, Kow, entre otros; y ii) sigue una distribuciéon normal.o8

_AR)

”respuesta biolégica — Jr P[A]/éx (2.1.2)

[A] es la concentracion extracelular de la especie bioactiva. El producto
P[A] representa su concentracion efectiva en los sitios de accion y A« es la

constante de velocidad de la reaccion entre el compuesto y el sitio de accion.

La expresion (2.1.2) correlaciona reactividad y propiedades fisicoquimicas
con C, concentraciéon de compuesto necesaria para producir una determinada

respuesta biologica (TDso, L.Cso, EDso...):

2 2
logl:+2Xij” —(xi) —(XiO) + B+log £
C b b b (2.1.2)

by B son dos parametros constantes, siendo xi, el valor de las propiedades
estructurales de un compuesto con sustituyentes tales que hace minima la

variacion de energfa libre en el proceso de penetracion en la célula.o8

Cuando se estudia una serie de compuestos aromaticos derivados de un
compuesto parental de referencia, se puede utilizar otra expresion, analoga a la

(2.1.2), en la que se incluyen los efectos electronicos de los sustituyentes:
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1 25X : X .
log— =+ - - + po +log B
C b b b (2.1.3)

En la ecuacién (2.1.3) B’ es un parametro constante, o es la constante de
Hammett —parametro que caracteriza el caracter dador (o < 0) o atractor (¢ > 0)
del sustituyente— y p es la constante de reaccion que da cuenta de la sensibilidad de

la constante de velocidad al cambio de sustituyente.

Hansch y colaboradores incluyeron variaciones en su modelo (figura
2.1.9), admitiendo que el proceso limitante de velocidad puede ser fisico o

quimico.%-7>

Fase | Fase Il
Reaccion con el
Llegada al lugar de accién sitio de accién
F (Kows KasVigse-
Medio (Kow: Kq ) Medio f(o, p,-..)
extracelular intracelular
K, Ky Ky ke k,  Respuesta
—t — — > I D biolégica
Penetracion Acercamiento
en la célula al lugar de accién

Figura 2.1.9. Respuesta bioldgica a especies quimicas bioactivas. Modificado a partir de
Hansch et al.”?

Estas modificaciones han conducido a otra correlacion entre log 1/C y los

parametros fisicoquimicos:
1 "
log—=B"+ £, (log/él-)
C (2.1.4)

donde B” es un parametro constante y 4 es la constante de velocidad de la etapa
limitante (quimica o fisica). En el caso de que fuese uno de los procesos descritos

(figura 2.1.9), se cotrrespondetia con ki1, &2, &x O k.

Segtin esta correlacion, las moléculas altamente hidroéfilas no traspasan las

barreras lipofilicas y su probabilidad de producir efectos biolégicos es muy baja.
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Analizando la influencia de cada uno de los factores en las diferentes correlaciones

se puede establecer su contribucion a la efectividad biologica.

Numerosos autores han utilizado el modelo de Hansch. Se han
encontrado, entre otras, buenas correlaciones entre la toxicidad y la constante de

reparto en el sistema agua/octanol.7071.73

2.1.1.7.2 Correlaciones basadas en la expresiéon de la respuesta biolégica
como frecuencia de mutacién

Existen otros modelos que tratan de establecer correlaciones entre la reactividad y
la respuesta biologica expresada como frecuencia de mutacion. Destaca el modelo
de Hakura’ que relaciona la mutagenia con dos procesos que trancurren en la
célula: la propia modificacion quimica mutagena (en la que intervienen una serie de
procesos quimicos y fisicoquimicos) y la subsiguiente respuesta biologica. La
frecuencia de mutacién inducida por un mutageno quimico, MF, se atribuye a un

proceso cinético quimico.

La ecuacion (2.1.5) se utiliza para definir la frecuencia de mutacion, MF.
En ella M es el nuimero de revertientes en la muestra que contiene el mutageno,
M, el de control y, N el numero de células supervivientes; todos ellos referidos a 1
ml de mezcla de reaccion. MF, depende de la constante de velocidad de la reaccion

que  produce la A&, mutacion, y de la dosis, D. En la ecuacién (2.1.5) my

7 son dos parametros constantes.

MF =(M-M,)/N =m(kD)" (2.1.5)

Tomando logaritmos y despejando se obtiene la expresion (2.1.6) que, para

D =1 se convierte en la (2.1.7).

In MF =lnm+nlnk+nln D (2.1.6)

In(MF),_ =lnm+nlnk 2.1

29



2.1. Informe bibliografico

Las evidencias experimentales han permitido correlacionar, ademas de la
frecuencia de mutacion, otras muchas respuestas biolégicas (R) con las constantes
de velocidad o con otros paraimetros asociados mediante expresiones similares a

las anteriores.33,70,71,73,77-82
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2.1.2.1 Desarrollo historico del test de NBP

2.1.2.1.1 Primeras aplicaciones: Deteccién de agentes alquilantes

Los primeros pasos en el desarrollo del test de NBP se dieron a principios del
siglo XX en el ambito médico y militar en busca de un método de deteccién de
agentes alquilantes. Ello es consecuencia légica del importante papel de los agentes
alquilantes, en ese momento, como armas quimicas y como agentes

quimioterapeuticos.”.8:83

Agente | ®\ B
ase
alqunante + BaseH'X"

|.Aducto incoloro Il. Aducto coloreado

Figura 2.1.10. Reaccién de alquilacion de NBP por un agente alquilante RX.

Fue en 1925 cuando se utiliz6 por primera vez la molécula 4-(p-
nitrobencil) piridina (NBP), para detectar agentes alquilantes comprobandose que
actuaba como los analogos bencilicos manejados anteriormente.8* A partir de este
momento los métodos de deteccion de agentes alquilantes alcanzaron un gran
desarrollo, debido al descubrimiento de su papel como vesicantes, mutigenos,
carcinbgenos y cocarcinégenos, ademas del riesgo potencial asociado al uso de
estos compuestos como armas quimicas. El primero en descubrir que la reaccién
con NBP podia utilizarse para detectar gas mostaza fue Brown en 1941.8> Gehauf
y Braun utilizaron la reaccién general para detectar algunos compuestos organicos
alquilantes. El procedimiento consistia en adsorber los vapores de los haluros de
alquilo en silica gel impregnada de NBP. Se comprobé asi que la adiciéon de una

base inducia la aparicién de colores que variaban del azul al violeta y al marron.85
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El mecanismo de reaccion fue propuesto en el afio 1944 tras aislar los intermedios

de reaccion.8s

2.1.2.1.2 Aplicaciones cuantitativas del test de NBP

El grupo de Epstenin fue pionero, en 1955, en la aplicacion del método con
objetivos cuantitativos e incluso cinéticos.8> El procedimiento se basaba en la
medida de la absorbancia del aducto formado entre la NBP y el agente alquilante
AA tras la adiciéon de una base. Se observé el cumplimiento de la ley de Lambert-
Beer por parte del aducto NBP-AA formado. Estos autores fueron los primeros
en encontrar las condiciones Optimas para el test de NBP. Advirtieron la
importancia de hacer las medidas inmediatamente después de la adicion de la base

debido a la inestabilidad del aducto coloreado en medio basico.

Desarrollaron dos métodos diferentes, uno para compuestos solubles en
agua y otro para los solubles en disolventes organicos. En numerosas
investigaciones han sido utilizados ambos procedimientos con pequefas

modificaciones.18,19,27,28,86-127

Como en realidad, son diferencias de matiz, a partir de 1955 muchos
autores se refieren al test de NBP como test de Epstein. Lo mismo ocurrié con
otra modificacion posterior que en ocasiones se ha denominado test de

Preussman.128-135

2.1.2.1.3 Aplicacién del test de NBP en muestras bioldgicas

En 1960 la atencién de los cientificos se centrd en la busqueda de correlaciones
entre carcinogenia, toxicidad o actividad inhibitoria del desarrollo de tumores de
los compuestos investigados y algunas de sus propiedades quimicas como la
solubilidad en agua, constante de reparto y reactividad quimica frente a
nucleéfilos. El objetivo principal fue alertar y prevenir de los peligros de
exposicion a estos compuestos y también, en el caso de los utilizados en medicina,

la mejora de los medicamentos y sus dosis.!>.7-06:83,136-140
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Por esas razones el test de NBP experimenté gran desarrollo en el ambito
biolégico. Se incluyeron modificaciones en el método para poder hacer frente a los
problemas afiadidos por el tratamiento de muestras biologicas. Aunque se han
utilizado otras muchas modificaciones,36:126,127.141-148 Ja m3s conocida y mas
aplicada ha sido la de Friedman y Boger,!# que utilizaban NaOH para desprotonar
el aducto formado y una etapa de extracciéon del producto coloreado con acetato

de etilo.150-159

2.1.2.2 La NBP: modelo del ADN

Los acidos nucleicos son moléculas complejas con numerosos centros nucleéfilos
susceptibles de mecanismos de alquilacién. Como investigar la reactividad de los
agentes alquilantes con estas moléculas supone una inversion elevada de tiempo y
dinero, esta dificultad se trata de soslayar con frecuencia trabajando con los
distintos nucleétidos o nucleésidos por separado, lo que disminuye el numero de
centros reactivos. Aun asf la solubilidad de las bases nitrogenadas en agua es baja y
el seguimiento cinético de las reacciones sigue resultando complejo. Por eso se ha
trabajado en numerosas ocasiones con moléculas modelo mucho mas sencillas que

facilitan sustancialmente el trabajo (piridina, anilina, nicotinamida, NBP...).

La NBP se emplea con frecuencia porque: 1) permite modelar la
reactividad del ADN vy en particular del N7 de la guanina, de nucleofilia muy
similar a la de la NBP; ii) presenta multiples ventajas para estudiar la reactividad de

agentes alquilantes: 142160161

- El seguimiento de la reaccién es sencillo (espectroscopia UV-vis).

- Esun ensayo rapido!>?y barato.!51.162

- Muestra alta reproducibilidad.!63

- Esversatil (aplicable a infinidad de agentes alquilantes).!12.160.164-167

- Posee una elevada sensibilidad, que permite realizar estudios con

concentraciones muy bajas de agente alquilante.112,163,168,169
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- Permite estudiar la reactividad utilizando sistemas de activacioén y estudiar

agentes alquilantes indirectos.!52170

Por estas razones el test de NBP se utiliza ampliamente en el estudio
mecanistico y cinético de la reactividad de agentes alquilantes y en el
establecimiento de correlaciones reactividad/efectos bioldgicos, a pesar de los

posibles inconvenientes que puede implicar su empleo:

- Los medios de trabajo son diferentes al biolégico. La insolubilidad de la
NBP en agua limita el medio de trabajo a mezclas acuoorganicas y las
concentraciones salinas pueden ser diferentes a las biologicas.

- No es un método especifico.

- Los aductos NBP-AA se hidrolizan en medio basico por lo que las
medidas deben hacerse inmediatamente después de la adicion de la base.!63

- Si se trabaja en medio 4cido, es necesario considerar su pKa.

- La aplicacién habitual del test, en ausencia de un sistema de activacién, no
permite la deteccion o el seguimiento de agentes alquilantes indirectos.

- El impedimento estérico puede ser muy diferente al de los centros
reactivos de los 4cidos nucleicos.

Aunque habitualmente se admite ab initio que la NBP es una molécula
valida para modelar la reactividad con el ADN, algunas consideraciones sobre el

particular pueden ser utiles.

2.1.2.2.1 ;La NBP modela realmente el ADN?

Estrictamente hablando, la NBP no serfa plenamente idénea para modelar al ADN
debido a las circunstancias apuntadas. Sin embargo, puede ser muy util para

modelar la reactividad de la posicién mas nucledfila del ADN, el N7 de la guanina.

2.1.2.2.1.1 Nucleofilia
La escala de nucleofilia/electrofilia mas generalizada en los estudios con ADN es

la de Swain-Scott.*! De acuerdo con la ecuacién (2.1.8), la nucleofilia se obtiene a
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partir de las constantes de velocidad de la reaccion de diversos electréfilos en agua

(ko) v en presencia de un nucledfilo N, £n. La nucleofilia, nx, es una constante

caracteristica de cada centro nucledfilo en disolucidon acuosa. Es un valor relativo

al del agua que se toma como referencia, n,= 0. El valor de referencia de s (s = 1)

es el del bromuro de metilo a 25,0 °C.4!

log E% =s(ny —1n,)

(€]

(2.1.8)

Tabla 2.1.5. Nucleofilia de Swain-Scott de algunos nucleéfilos comunes.

Nucleoéfilo

ADN?

ADN monohebra?
Guanina N7
Guanina O°

Cisteina - RS y -RSH*
Fosfato ADN#
Fosfato inorganico
Acetato
Tiosulfato
Azida
Hidréxido
Yoduro
Anilina
Piridina
NBP

Formula

H2PO4

CHsCOO

S,05%
N3_
HO®

)
CeHsNH;
CeHsN

2,5-2,6
5,4
3,5-3,6
0,5-1,5
5
1
2,5
2,72
6,36
4,00
4,20
5,04
4,43-4,49
4,27
3,5

Ref.

171
15,172
171
171
171
15,173
64,174
41
41
41
41
41
41
175
172

* Valor medio; * Estos valores son nna aproximacion.

Como muestran los valores resefiados en la tabla 2.1.5, la nucleofilia de la

NBP es similar a la de la posiciéon N7 de la guanina, aunque dista apreciablemente

de la del ADN vy de las de los restantes centros nucledfilos de los acidos nucleicos

(grupo fosfato y posicion O° de la guanina). Se observa también que las

nucleofilias de otras moléculas utilizadas ocasionalmente como modelos del ADN,

piridina y anilina, tienen nucleofilias similares entre ellas pero distintas de las del

ADN y de las de sus principales centros nucleéfilos.
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2.1.2.2.1.2 La NBP como modelo de la posicién N7 de la guanina

Aparte de la nucleofilia, la NBP y la posicion N7 de la guanina, tienen otras
similitudes entre si: las configuraciones electrénicas de sus centros nucle6filos!’ y
el impedimento estérico, considerando la guanina monémera. Las diferencias
residen en la reactividad: mientras la NBP no es selectiva y reacciona tanto con
nucleéfilos Sn1 como Sn2,'77 la posicion N7 de la guanina lo hace
fundamentalmente con los Sx2. Ademas, el impedimento estérico de la guanina,
cuando forma parte del ADN, es mucho mayor que el de la NBP. Este hecho
afecta a los agentes alquilantes de mayor tamafio que si presentan reactividades
diferentes frente a ambos nucledfilos, lo que puede dar lugar a la aparicién de

falsos positivos en el ensayo de NBP.

O
N O,N
NH 2 N
SN $i
N™ N7 “NH, %
H
Guanina NBP

Figura 2.1.11, Estructura de la guanina y la NBP.

Puede, pues, considerarse a la molécula NBP como un buen modelo de la
posiciéon N7 de la guanina sélo para reactivos pequefos y con gran afinidad por
esta posicion. Para los agentes alquilantes Sx2 de pequefio tamafio, se puede
considerar también que la NBP es un buen modelo del ADN para establecer
correlaciones entre reactividad y efectos bioldgicos. Puesto que la mayorfa de los
aductos entre estos agentes alquilantes y el ADN se forman en la posicion N7 de

la guanina, su formacién se considera evidencia del potencial genotdxico.3

La NBP no es un buen modelo de reactividad para agentes alquilantes Sx1
que reaccionan preferentemente con los oxigenos de las bases. En estos caso solo
tiene sentido estudiar la reactividad con la NBP cuando paralelamente se produce

la reaccion de hidrdlisis, dado que el valor de s estimado a partir de las constantes
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de velocidad obtenidas en las dos reacciones se puede correlacionar con la
proporcion de aductos O6-/N7-alquilguanina y, a su vez, con la mutagenia y

carcinogenia, como se vera mas adelante (pag.43).

2.1.2.3 Aplicaciones del test de NBP

Las aplicaciones del test de NBP para la deteccion de agentes alquilantes han sido

muy variadas y pueden clasificarse en atencioén a objetivos cinéticos y no cinéticos.

2.1.2.3.1 Aplicaciones no cinéticas

Las principales aplicaciones no cinéticas del test de NBP, ademas de la deteccion
cualitativa o cuantitativa de agentes alquilantes, son las dedicadas a la busqueda de
correlaciones entre la actividad quimica y la actividad biologica (mutagenia,

carcinogenia, toxicidad...). Los principales objetivos en este ultimo caso son:

- Determinar la influencia de la estructura y de los grupos funcionales en la eficacia

biolbgica y como agente alquilante.

- Predecir mediante un ensayo simple las posibles consecuencias biolbgicas

asociadas a un determinado compuesto.

Para el establecimiento de correlaciones se consideran siempre aquellos
efectos biolégicos en los que el proceso quimico involucrado en su aparicién es, o
puede ser, la reaccion de alquilacion. Como la NBP es un buen modelo de la
reactividad del N7 de la guanina, hay que considerar las posibles consecuencias

biolégicas de la alquilacién en esta posicion.

2.1.2.3.1.1 Correlaciones reactividad quimica-actividad biol6gica

Para estudiar este tipo de correlaciones, sin consideraciones cinéticas, se utiliza la
medida de absorbancia del aducto a un tiempo fijo como respuesta cuantitativa de
reactividad. Ese tiempo, se encuentra generalmente dentro del intervalo en el que

la vatiacion absorbancia/tiempo se mantiene lineal.
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2.1.2.3.1.2 Mutagenia-reactividad quimica (Ames-NBP)

Para establecer correlaciones entre reactividad quimica y potencial mutigeno
frecuentemente se han combinado las respuestas obtenidas con el test NBP y con
el de Ames.28.77.98,100,103,105,115,116,178-181 Debido al elevado grado de correlacion entre
las respuestas a ambos ensayos (figura 2.1.12), se ha considerado a la molécula de
NBP como modelo en la busqueda de correlaciones cuantitativas y

semicuantitativas.

[ Respuestas concordantes
[—1 Respuestas disconcordantes

Figura 2.1.12. Grado de concordancia/discordancia entre los
respuestas obtenidas en los test de Ames y NBP para 126 compuestos.

Es de interés hacer notar que la discordancia entre las respuestas a ambos
test se observa con frecuencia en los casos en que el agente mutigeno es un
metabolito y no la especie inicial (y no se ha trabajado en presencia de un sistema
de activacion metabdlica) o con agentes alquilantes muy poco
reactivos.?0.96.98,100,105,120,121,160,170,182183 Fn ]a tabla 2.1.6 se muestran las respuestas

obtenidas en funcién de los compuestos analizados.

Se han podido establecer algunas correlaciones mutagenia-reactividad
semicuantitativas y cuantitativas para series de agentes alquilantes, formadas
generalmente por compuestos estructural o funcionalmente
relacionados.28:77:99.103,115,121,178,184 No obstante, en algunas ocasiones, entre series de
compuestos similares no se han observado correlaciones.!8:103,133,179-181,185 Hste

hecho se ha atribuido a admitir un mismo coeficiente de absorcion molar para
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todos los compuestos. Entre mutagenia y reactividad de compuestos de diferente

naturaleza no se obtienen correlaciones satisfactorias.

Tabla 2.1.6. Correlacion cualitativa mutagenia-reactividad de los resultados obtenidos
en los test de NBP y Ames.

Namero Respuestas Respuestas
Compuestos de concordantes discordantes Refs.
compuestos Ames-NBP Ames-NBP
Haluros de alquilo 10 10 0 77,119
Epoxidos 16 15 1 96,99,105
Lactonas 2 2 0 183
Varios 40 37 3 18,90,115,170
Dibromoalcanos 6 5 1 121
Organofosfatos 4 0 4 133
Metilfeniltriacenos 4 4 0 95
N-alquilnitrosoureas 15 14 1 179,186
Alil- o alilicos 29 29 0 77,116
TOTAL 126 116 10

2.1.2.3.1.3 Carcinogenia/genotoxicidad-reactividad quimica

La respuesta en el test de NBP suele utilizarse como parametro indicador
de la capacidad carcindégena de un compuesto. Se han encontrado buenas
correlaciones cualitativas, particularmente cuando se utiliza un sistema de
activacion metabolica.l’? También se ha comprobado que compuestos reactivos en
ese test de NBP muestran capacidad genotoxica, dan lugar a: aberraciones
cromosomicas,'87-19 ruptura de las hebras del ADN,!87.191 ]a sintesis incontrolada
de ADN (ensayo UDS),12 intercambio de cromatidas hermanas (SCE).188,189,193
Incluso se han observado correlaciones cuantitativas entre algunos de estos

parametros y la reactividad con la NBP.191.192

2.1.2.3.1.4 Reactividad quimica-capacidad antitumoral

Algunos agentes alquilantes, se utilizan en el tratamiento del cancer debido a su
capacidad antitumoral a través de mecanismos analogos a los inductores de
mutaciones malignas. Por eso, al igual que la capacidad alquilante se ha

considerado parametro para predecir la capacidad mutagena, puede serlo también
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para predecir la antitumoral. Asi lo avalan resultados de diversas

investigaciones.129.157,158,194195

2.1.2.3.2 Aplicaciones cinéticas

Las aplicaciones cinéticas del test de NBP tienen como principales objetivos:

- La elucidaciéon de los mecanismos por los que los agentes alquilantes
ejercen su actividad biolégica.

- El establecimiento de correlaciones cuantitativas entre la reactividad
quimica y los efectos biologicos, de forma mas completa que sin la

realizacion de estudios cinéticos.

El mecanismo general de alquilacién de NBP por un agente alquilante en
un medio acuoso o acuoorganico se esquematiza en la figura 2.1.13: la reaccion de
hidrolisis del agente alquilante compite con la reacciéon de alquilaciéon de NBP que
da lugar a la fomacion de un aducto inestable (AD) que, a su vez, se descompone.
Aunque pueden intervenir otras reacciones, este esquema resume las reacciones

que tienen lugar mas frecuentemente.

k k
A ADUCTO b
NBP (AD) des
AA —
Khig
HZO hid

Figura 2.1.13. Esquema general de alquilacién de NBP por un agente alquilante.

Como el seguimiento cinético de la  reaccion se  hace
espectrofotometricamente, se puede manejar la expresion integrada de velocidad
en términos de la absorbancia Aap del aducto formado al cabo de un tiempo 7
(Ec. (2.1.9)). En este ecuacion eap es el coeficiente de absorcién molar del aducto
coloreado, / el paso optico de la cubeta, y [NBP], y [AA], las concentraciones

iniciales de los reactivos. Las constantes &aq y Anid son las constantes de velocidad
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de orden dos de las reacciones de alquilacion de la NBP y de hidrélisis del agente
alquilante, respectivamente, y Ades la pseudoconstante de velocidad de la reaccion

de descomposicion del aducto.

, —(/é alq[NBP]o+/<hi d[HZO]O) ¢

a kaq [NBP] [AA] &,/ e

(/éalq [NBP] +43q [H20], ) — Kes

(2.1.9)

Segin sean las velocidades de los tres procesos implicados, el proceso
global se puede ver desde tres perspectivas que implican algunas aproximaciones:
1) admitir que solo tiene lugar la reaccion de alquilacion (&nia~4des~0); ii) admitir
que el aducto formado es estable y que, por tanto, sélo tienen lugar las reacciones
de alquilacién de NBP e hidrolisis del agente alquilante (£qges~0); iii) considerar que
transcurren las tres reacciones. Naturalmente, es esencial investigar cual es la
aproximacion adecuada en cada caso. Para ello es necesario realizar un estudio

cinético exhaustivo de la reaccion.

En la bibliografia se encuentran muchos casos en los que se ha
prescindido de reacciones que debieran haberse tenido en cuenta. Frecuentemente
ocurre con la reacciéon paralela de hidrolisis y, de forma generalizada, con la
reaccion de descomposicion del aducto.

En muchas ocasiones, para reducir el tiempo de experimentacion, se
investiga exclusivamente la reaccion de alquilacion por el método de velocidades
iniciales (IRM).1% Asi, se sigue menos del 5% de reacciéon y la variaciéon de la

absorbancia viene dada por la expresion (2.1.10):

1 dA
— AD _
Vo= = g [AA] [NBP]
EAD /3 (2.1.10)
Asi, a través de los 6rdenes de reaccidon, se puede comprobar si el
mecanismo por el que transcurre la reaccién de alquilacion es Sn2. Como el
método de IRM permite estudiar exclusivamente la reaccién de alquilacion, sélo es

aplicable en busca de correlaciones cuando sea ésta la unica reaccion que tiene
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lugar. En caso de existir otras reacciones es necesario completar el estudio con la

investigacién de las mismas.

Independientemente del uso de unas u otras aproximaciones, para podetr
obtener las constantes de velocidad se requiere conocer o calcular el coeficiente de
absorciéon molar de los aductos AA-NBP. Aqui, en muchas ocasiones se realiza
una nueva aproximacion, admitir que todos los aductos formados tienen la misma
absortividad. Esta consideracion no introduce errores significativos cuando los
agentes alquilantes poseen grupos funcionales y estructuras muy similares, pero es

fuente de error significaivo cuando no es asi.

En la bibliografia se encuentran numerosos trabajos publicados en los que
el test de NBP se ha aplicado con éxito para elucidar mecanismos de reaccion de
agentes alquilantes, tan dispares como la sultona resultante de la nitrosacion de

taurina, las nitrosoureas, el acido sérbico, lactonas y éteres, entre

Otros. 154164,166,167,176,197-201

2.1.2.3.2.1 Parametros cinéticos para caracterizar la reactividad
A continuacién se resumen los parametros cinéticos utilizados para caracterizar la
reactividad con el fin de establecer correlaciones con la actividad bioldgica,

dependiendo de la aproximacién adecuada en cada caso:

¢ Alquilacion exclusivamente: El parametro cinético mas utilizado cuando
s6lo existen reacciones de alquilacién es la constante de velocidad de
alquilacion, £aq. Su valor se obtiene bien con el seguimiento de la reacciéon por
velocidades iniciales (Ec. (2.1.10)) o bien siguiendo un grado elevado de avance
de la reaccion, mediante ajuste de los datos de absorbancia/tiempo a la

ecuacion (2.1.11):

A =[AA] &, [ 1 - ¢ Vel
o AD

(2.1.11)
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¢ Alquilacion e hidrolisis competitiva: Cuando alquilacion de NBP e hidrolisis
del agente alquilante compiten, es necesario obtener las constantes de velocidad
para ambas reacciones. Para ello se ajustan los datos absorbancia/tiempo a la

ecuacion (2.1.12).

Ay [NBP] [AA] €/ . e—(,éalq[NBP]o+/ehid[H20]O) '
D = _
(/@alq [NBP] +4y [HZO]O)

(2.1.12)

Los parametros utilizados para el establecimiento de correlaciones son:

o [.a constante de sustrato de Swain-Scott, 5, que se ha definido anteriormente,
(véase pag. 34) suministra informacion sobre la selectividad de un mismo
agente alquilante con diferentes nucleéfilos (Ec. (2.1.8)).4! Valores de s <0,7
son propios de mecanismos Sx1 y s >0,7 de mecanismos Sn2. Se han
obtenido buenas correlaciones lineales entre los valores de s de agentes
alquilantes tanto Sn1 como SN2 y sus capacidades carcinégenas y
clastogénicas.46-22 Ademas el parametro s, ha sido relacionado linealmente
con la proporcion de aductos N7-/OS-alquilguanina formados por agentes

alquilantes monofuncionales en la reacciéon con ADN (figura 2.1.14).18.44

3,0
log (N7-/0°-alquilG) = 3,55 - 0,61
2,4
1,8

1,2

log (N7-/0%-alquilG)

0,6

() R?=0,9815
0,0 T - . .
00 02 04 06 08 1,0

S

Figura 2.1.14. Correlacion entre el paréametro s y la proporcién de aductos
N7-/0%-alquilguanina obtenida para una serie de agentes alquilantes (véase
Apendice 1 pag 279)
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N7-alquilG
og% — 13,5135 —0,6109
[O” -alquilG] (2.1.13)
Valores de s elevados indican la preferencia del agente alquilante

por la alquilaciéon del N7 de la guanina (figura 2.1.14).18171,172

Como la diferencia de nucleofilias entre la NBP (nnxpp = 3,5) y el
agua (npo = 0) es 3,5, la misma que entre las posiciones N7 y O°¢ de la
guanina (pendiente de la ecuacion (2.1.13)), la proporcion de aductos N7-
/ Ob-alquilguanina formados se puede relacionar con las constantes de
alquilaciéon de NBP e hidrolisis de los agentes alquilantes, &g y Anid
respectivamente (Ecs. (2.1.14) y (2.1.15)).

alg _
log = (Onpp ~Np,0)
hid (2.1.14)

log /éai =3,5xs

hid (2.1.15)

Este hecho implica que, aunque la reactividad con la NBP modela
exclusivamente la reactividad de agentes alquilantes SN2 con el N7 de la
guanina, la determinacion de los valores de aq y Anid permiten estimar el
valor de 5 (Ec. (2.1.15)) de agentes alquilantes tanto Sx1 como Sn2. Conocer
5, utilizando para ello el test de NBP, permite predecir tanto la proporcion
de aductos N7-/0°¢ como los efectos biolégicos directamente relacionados
con dicha proporcion. El mecanismo por el que los agentes alquilantes
producen la alquilacién también influye directamente en el mecanismo por

el que se produce la mutagenia y por tanto en la relevancia de sus efectos.

o [ u selectividad hacia la NBP, Snpp, es la relacidon entre las constantes de orden
dos de velocidad de alquilacion e hidrolisis (Ec.(2.1.16)) que ilustra sobre el
mecanismo por el que transcurre la alquilacién. Snep también puede

definirse considerando el cociente de las pseudoconstantes de velocidad de
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primer orden de alquilacion e hidrolisis, £a1q = £aq[NBP] y £hia = £nid[H20)]
respectivamente  (Ec.(2.1.16)). Valores altos de Snsp se asocian a
mecanismos Sn2, valores intermedios indican competencia de la reaccién de
hidrélisis con la de alquilacion en un elevado grado, y valores muy bajos de

Snep sugieren un mecanismo Sn1.203.204

Kag _ kuq [H,O]
’éhid ’éhid [NBP]

Snpp =
(2.1.16)
® [ a capacidad alguilante, f; se define como fraccion del agente alquilante inicial

que forma aducto (Ec. (2.1.17)), de modo que sus valores se encuentran

entre 0 (no hay alquilacién) y 1 (todo el agente alquilante forma aducto).

_[AD] _
[AA]

/

o Rag T Rhid (2.1.17)
¢ Alquilacion, hidrolisis y descomposicion del aducto: Cuando el aducto
formado es inestable, la selectividad o la capacidad alquilante no reflejan
plenamente todas las posibilidades, siendo conveniente utilizar un nuevo
parametro, la vida del aducto, AL, definida como area bajo la curva del perfil de
reaccion por unidad de agente alquilante. Aporta informacion sobre el efecto

acumulativo del agente alquilante (Ecs. (2.1.18) y (2.1.19)).

JOO[AD]df
AL - 0— =
[AA]
_ J~oo ’é;th e_(’é'a.lq'héiﬁd )z‘ B e_/édesf
O Kges — /é’:llq +/é1'qid) (2.1.18)
AL =— éa{q _J
('éalq + Rhid )’édes Res (2.1.19)
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Cuanto mayor sea AL, mayor la estabilidad del aducto y/o su
concentracién y, por tanto, mayor probabilidad de que el agente alquilante dé lugar

a un efecto biologico.

2.1.2.3.2.2 Correlaciones reactividad quimica-actividad biol6gica

2.1.2.3.2.2.1  Alquilacién exclusivamente

En este caso el potencial alquilante de la especie bioactiva se puede correlacionar
directamente con la constante de velocidad de alquilacién: a mayor valor de esta,
menor sera el tiempo del que dispone el organismo para excretar o desactivar el
agente alquilante y mayores los efectos biologicos. Asi se han obtenido buenas
correlaciones con numerosos compuestos que no sufren hidrélisis y forman
aductos estables. Muchos investigadores han publicado la existencia de buenas
correlaciones cuantitativas entre parametros cinéticos (constante de velocidad de
alquilacién), y efectos biolégicos (capacidad para producir mutaciones
puntuales,106.119.205206  recombinacién,”®  toxicidad — (LCs0),82  carcinogenia,2’
mutagenia’’-¥8,103,122192, v sintesis incontrolada de ADN2) de numerosos
compuestos.19.28.77.133208209 En algunos casos se ha puesto de manifiesto que
existen otros parametros como el caracter hidréfobo de los compuestos bioactivos

que condicionan los efectos biolégicos inducidos.82

Cuando se utiliza el método de velocidades iniciales para estudiar la
reaccion de alquilacion —normalmente con epdxidos— a veces surge una causa de
error significativa: los coeficientes de absorcion molar suelen considerarse iguales,
sin ningun tipo de comprobacion. Esta asuncién puede conducir a resultados
erroneos, aunque en algunos casos se han obtenido buenas correlaciones
(probablemente cuando los aductos de los compuestos bioactivos con la NBP

tengan coeficientes de absorcién molar muy semejantes).103.98

2.1.2.3.2.2.2  Alquilacion e hidrélisis competitiva
Numerosos agentes alquilantes dan lugar simultaneamente a alquilaciéon de NBP e
hidrélisis del propio agente alquilante, con velocidades de reacciéon del mismo

orden de magnitud. Para establecer correlaciones reactividad quimica-efectividad
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biolégica se han utilizado habitualmente la selectividad, Sxsp, la constante de

sustrato, s, y la fraccion alquilada o eficacia de alquilacion, /.

Sxsp, se ha utilizado para predecir los efectos biolégicos de mostazas de
selenio en la busqueda de medicamentos,?!” presenta una buena correlaciéon con la
carcinogenia y mutagenia de lactonas!®32!1 y con la capacidad tumoral de N-
nitrosoureas en animales de ensayo.2!2 En cuanto a la constante de sustrato, a
menor s, mayor afinidad del agente alquilante por los atomos de oxigeno de las
bases, mayor proporcion O/N7 de aductos alquilguanina y mayor capacidad
tumoral. L.a constante de sustrato, s, se ha correlacionado, obteniendo buenos
resultados, con la capacidad carcinégena (1/TDsg). Para agentes alquilantes

monofuncionales!71:212 y bifuncionales.46
y

2.1.2.3.2.2.3  Alquilacidn, hidrdlisis y descomposicion del aducto

En los casos mas complejos en los que los agentes alquilantes ademas de sufrir
hidrolisis forman con la NBP aductos inestables, es necesario considerar la
reaccion de descomposicion del aducto. Se ha conseguido establecer una buena
correlacion semicuantitativa entre la mutagenia y la capacidad alquilante, £ y la vida
del aducto, AL, del acido nitroélico,20%-201 que presenta una baja capacidad mutagena
acorde a los pequefios valores de /'y AL. La pequefia vida del aducto formado por
la a-angelicalactona, explica que no se produzcan dafios permanentes en el ADN,
a pesar de su capacidad alquilante.?!3 La ausencia de efectos biol6gicos mostrados
por la dicetena, a pesar del elevado valor de f( /= 1), es acorde con el bajo valor
de AL. Es decir, es un agente alquilante potente con una efectividad tan baja que

no produce efecto.!?

2.1.2.4 Factores que pueden explicar la falta de correlaciones

reactividad quimica-actividad bioldgica

La falta de correlaciones entre la reactividad quimica y los efectos biologicos
producidos por los agentes alquilantes, tanto desde una consideracion cinética

como no cinética, pueden tener su explicacion en diversos puntos:
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¢ Los estudios de reactividad pueden ser inadecuados: i) En algunos
estudios so6lo se considera la reaccién de alquilaciéon y no todas las reacciones
que pueden tener lugar en el medio de reaccién.®* Esto hace que se sobreestime
la capacidad alquilante del compuesto. ii) Muchos estudios no tienen en cuenta
la posible variacion entre los coeficientes de absorcién molar de distintos
aductos y consideran que son iguales para todos ellos. iii) En ocasiones se trata
de modelar la reactividad de agentes tanto Sn2 como Sn1 con el ADN
utilizando la reactividad con la NBP. Para los agentes alquilantes Sx1 no serfa el
modelo adecuado de estudio, en términos de constante de velocidad, y por
tanto los resultados de reactividad obtenidos no explicaran la mutagenia
observada.

¢ Los estudios biolégicos pueden ser inadecuados: A veces se emplean, en el
establecimiento de correlaciones, resultados de mutagenia de estudios en placa
para compuestos volatiles para los que convendria el uso de variantes liquidas o
especialmente disefiadas con dicho fin.

¢ El factor fundamental para producir efectos bioldgicos del compuesto no
es la capacidad alquilante. Existen otros procesos o propiedades del
compuesto que determinan en mayor grado la capacidad mutigena
(aromaticidad,  lipofilia, carga, volumen molecular, impedimento

estérico...).0482171
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2.1.3.1 Generalidades

Los epoxidos son, segtn clasificacion de la IUPAC, una subclase de compuestos
epoxi (compuestos en los que un atomo de oxigeno esta unido directamente a dos
atomos de carbono adyacentes) que contienen un éter ciclico de tres miembros
saturado. Los epoxidos, a diferencia de los éteres lineales (compuestos muy
inertes), son muy reactivos debido a la elevada tensién del anillo.?!4 Por este

motivo son muy utilizados en sintesis organica y en procesos industriales.

2.1.3.2 Usosy vias de exposicion

USOS DE LOS EPOXIDOS
N FABRICACION Y PRODUCCION DE: CcomMmo
. ¢
i
i 4
i ‘n\\\\\\n'\‘\‘::\':;;:;:\
Pinturas Polimeros Matzriales Agentes esterilizantes
Y y o y desinfectantes
recubrimientos plasticos construcciéon
=, D
l‘ e SR
Cosméticos Resinas epoxi Intermedios e
EL Plaguicidas
y y sintéticos
perfumes adhesivos farmacos quirales

Etc.

Figura 2.1.15. Usos de los epoxidos.

Las aplicaciones de los epdoxidos son muy variadas (figura 2.1.15) y cubren
desde la utilizacién como precursores en reacciones organicas y produccion de
plasticos y polimeros hasta la fabricacién de cosméticos. Sus enantibmeros puros
se utilizan en la industria farmaceutica en la sintesis de farmacos quirales.?!> A

causa de ese amplio uso el ser humano se encuentra muy expuesto a epoxidos
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(figura 2.1.16), bien sea por exposiciéon ocupacional —trabajadores de industrias en
las que se emplean este tipo de compuestos— o bien por exposicion ambiental, por
contacto con productos que contienen estos compuestos. La exposicion del ser
humano no sélo ocurre por via exégena sino también endégena. Esta dltima se da
cuando en el organismo hay compuestos insaturados, ya que el ser humano sélo
puede eliminarlos por transformacién enzimatica en los epdxidos

correspondientes.10

VIAS DE EXPOSICION

ENDOGENA EXOGENA

Metabolismo de compuestos

s - Ambiental Ocupacional
aromaticos o insaturados

Produccion de:

- barcos
- piezas de coches
- materiales de
construccion
3/\ :R4 Cosméticos - resina.s_epoxi,
- cosméticos
Resinas epoxi - perfumes
- plasticos
Tratamiento de fibras
y telas

Alimentacion
Ry R: pP450 Ri_ SO Ry Plaguicidas

R;_R4 R

3

Figura 2.1.16. Vias de exposicion a epdxidos.

Debido: 1) al amplio uso de los epéxidos; ii) al grado de exposicion del ser
humano a los mismos; y iii) a la capacidad de estas moléculas para reaccionar con
centros nucleéfilos presentes en el medio biolégico y producir efectos biolégicos;
la reactividad y los efectos biolégicos de los epoxidos, asi como la correlacion
entre ambos, han suscitado un notable interés entre los cientificos desde mediados

del siglo pasado.

En las lineas que siguen se abordan algunas caracteristicas significativas de

los epoxidos.
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2.1.3.3 Reactividad quimica

La reactividad de los epdxidos esta condicionada en términos generales por la
basicidad del par de electrones libre del oxigeno y por la relajacion de la tension
del anillo cuando se abre (105 kJ/mol).21¢ El grado de sustitucién del anillo, asi
como la distribucién de los sustituyentes y la longitud de los mismos afectan
enormemente a la reactividad de estas especies quimicas.0596217 Los epoxidos son
compuestos muy versatiles, que en disolucion, pueden experimentar varios tipos

de reacciones (figura 2.1.17):

El par de electrones libre reacciona
con acidos, acidos de Lewis y ofros
electrofilos.

El enlace C-O puede romperse para formar
un carbocation, que puede iniciar reacciones
de reordenamiento, ciclacion o eliminacion.

R, OF R,
R4 Pueden sufrir reordenamientos.
R
RS

Reaccionan con nucledfilos a través
de reacciones de sustitucion nucledfila.

Figura 2.1.17. Reactividad de epoxidos.

) Reacciones de reordenamiento. Tienen lugar en presencia de acidos de Lewis o de
Bronsted que catalizan la reaccion. El reordenamiento produce compuestos
carbonilo, aldehidos o cetonas.217-219

i) Reacciones de sustitucion nucledfila. La apertura del anillo por ataque de un
nucledfilo sobre cualquiera de los dos carbonos del anillo oxiranico puede
tener lugar tanto en medio acido como en medios neutro o basico.217-226

Centraremos nuestra atencion en estas ultimas.

2.1.3.3.1 Sustitucion nucleoéfilica en epdxidos

La sustitucion nucledfila en los epdxidos puede tener lugar en cualquiera de los

dos carbonos de su anillo. Para diferenciar dichos carbonos en epdxidos

51



2.1. Informe bibliografico

asimétricos, se denomina carbono a al mas impedido y 8 al que posee un menor
nimero de sustituyentes. Que la reaccién transcurra a través de uno u otro
cartbono, o de ambos, y los mecanismos por los que tengan lugar dichas

reacciones, depende de varios factores que se resefian a continuacion.

R R,
Rs7a PyH
siesel s
Nu- |

Figura 2.1.18. Reaccion de un nucledfilo con un carbono
asimétrico y mecanismos involucrados.

En los epdxidos se han observado dos tipos de sustituciéon nucleofila:
unimolecular, Sx1 y bimolecular Sx2. En medios neutro o basico predominan las
reacciones Sn2, mientras que en medio acido lo hacen las de tipo Sx1. Existe
también un tipo de reacciéon denominado Sx2 fronteriza, modificada, o Sx2’, que
ocurre solo en aquellos epoxidos que poseen un grupo capaz de estabilizar la
presencia de una carga positiva.10:05221,222,224 217,220,223,225-229 Aunque es una reaccion
bimolecular, no posee todas las caracteristicas propias de estas reacciones y sera

analizada al final de la seccidn.

En medio neutro las reacciones del anillo oxiranico se pueden describir en
términos de una reacciéon general de sustitucion nucledfila bimolecular, Sn2. El
esquema 2.1.1 ilustra la reaccion Sx2 con un nucledfilo desprotonado en medio
acuoso o en cualquier disolvente prético. La reacciéon de un epdxido con un
nucleéfilo no protonado (Nu’) da lugar a un aumento de pH, mientras que la que
se produciria con uno protonado no lo modifica.! La formacion del enlace
nucleéfilo-epdxido y la ruptura del enlace C-O del anillo tienen lugar de forma

concertada.
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o] 0 HO
R1;C:_\ :Rz . R1\‘C_C,R2 L Rich_~-Re  Lon
Rs R4 - Ry 3 Ra R &
Nu Nu 3 NG
Etapa limitante Réapida

Esquema 2.1.1. Mecanismo de sustitucién nucleéfila bimolecular, Sx2.
La reaccién Sn2:

- Es una reaccién bimolecular, de orden dos.

- El ataque del nucledfilo sobre el epéxido tiene lugar en la cara del
plano opuesta a aquella en la que se encuentra el oxigeno. En el caso
de epoxidos Opticamente activos, se produce inversion de
configuracion.

- Se ve favorecida por: i) una elevada concentracion de nucledfilo; ii)
nucleofilos fuertes; y iii) disolventes poco polares.

- No da lugar a reacciones de reordenamiento.

En general, en las reacciones Sx2 en epoxidos con diferentes sustituyentes el

ataque del nucledfilo tiene lugar en el carbono menos impedido, Cg (figura 2.1.18).

En medio acido las reacciones dominanes son Sn1 y transcurren en tres
pasos: en el primero se produce la protonacion del epdxido; en el segundo tiene
lugar la apertura del anillo con formaciéon de un carbocation, el mas estable
posible. Esta es la etapa limitante de velocidad. Una vez formado el carbocation,

tiene lugar el ataque del nucleéfilo sobre el carbono cargado positivamente.

H+
R HO
Rﬂ\CfC—)C/Rz H+ R1\C/O\C’R2 H,0 RTE(?: 6,R2 Nu R1~.‘C C,Rz
~ —_— -C. R . bl 00 LV
Ry Ry Ry Ry Ry Ry R:™ Nl
Rapida Etapa limitante Rapida

Esquema 2.1.2. Mecanismo de sustitucién nucledfila unimolecular, Sy1.

Las caracteristicas propias de esta reaccion son:
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a) Es una reaccion unimolecular. Como la formacién del carbocation
es la etapa limitante, la velocidad de reaccién depende
exclusivamente de la concentracion de epoxido presente en el
medio.230231 En caso de carbonos asimétricos, el carbocatién
formado sera el mis estable entre los dos posibles, siendo el
carbono mas sustituido, C,, el portador de la carga (figura 2.1.18).

b) El ataque del nucleéfilo sobre un epdxido Opticamente activo
produce una racemizacion parcial de los productos. Los ligandos del
carbocatién intermedio buscan una configuracién plana de modo
que el ataque del nucledfilo puede ocurrir por cualquiera de los
lados.230

¢) Favorecen la reaccion: nucleéfilos débiles y disolventes polares.

d) Puede dar lugar a reacciones de reordenamiento, cuando se pueden
formar carbocationes mas estables.

La reaccion Sn2’ denominada Sn2 fronteriza o modificada, tiene
caracterfsticas tfpicas de una reacciéon Sx2 (regioquimica), pero también de una Sx1
(estereoquimica). El estado de transicion posee la geometria propia de una
reaccion Sn2 pero tiene una carga parcial positiva sobre uno de los atomos de
carbono del anillo —la formacién del enlace con el nucleéfilo ha avanzado mas de
lo que lo ha hecho la ruptura del enlace C-O-.232 Esta carga positiva la soporta el
atomo de carbono que conduce a la situaciéon mas estable (el o) en epoxidos
asimétricos (figura 2.1.18). En estas condiciones —en las que los dos enlaces del
estado de transicion son mas largos de lo habitual y uno de los carbonos del anillo
soporta la carga parcial positiva— la reaccién esta mas controlada por la
transferencia electronica del carbono al oxigeno que por la del nucledfilo al
carbono.232

Las reacciones Sn2’ pueden transcurrir en medios acido, alcalino o neutro.
Transcurren en medio neutro con los epoxidos en que el anillo oxirdnico esta
unido directamente a un doble o triple enlace, a un grupo aromatico o al oxigeno

de un éter, capaces de estabilizar la carga positiva por conjugacion.!? Cuando la
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reaccién tiene lugar en medio neutro con un epodxido asimétrico, se da un
compromiso entre el efecto estérico (que favorece la reacciéon Sn2) y conjugativo
(que favorece la reacciéon Sn2’°). Resultado de este compromiso es la formacion de
una mezcla de productos cuya proporcion depende de varios factores: i) el tamafio
del nucledfilo (cuanto menor sea, mayor proporcion del producto Sx2); ii) la
distribucion de las cargas;?32 iii) la temperatura;?3 y iv) el disolvente.?33

En la reacciéon Sx2’ el ataque del nucledfilo no tiene lugar en la posicion
menos impedida, como ocurria en la Sx2, sino que se produce sobre el atomo que
mas estabilice la carga positiva, ze. el mas sustituido. La reaccion Sx2’ tampoco es
sensible al posible impedimento estérico del nucledfilo ya que en el estado de

transicion éste esta aun alejado.

2.1.3.3.2 Reaccion de hidrolisis

Los productos de la hidrolisis de epdxidos son generalmente glicoles, aunque
algunas veces se obtienen también productos de reordenamiento. Es interesante
destacar que, mientras la mayorfa de hidrolisis de agentes alquilantes transcurren
con disminucién del pH, la hidrélisis de epoxidos transcurre sin cambio del

mismo.

Ri. 2 R, H,0 RIQ g,
c-ci P — 2= N
R3 Ry Ry” ORa

Esquema 2.1.3. Hidrodlisis de epdxidos.

Muchos de los estudios cinéticos y mecanisticos sobre hidrolisis de
epoxidos tienen como autores a los grupos de Bronsted,?3* Long y Pritchard,?30.231
Parker e Isaacs2!7:228 y Addy.221.222224 Hsos estudios han conducido a la conclusion
de que la hidrdlisis puede transcurrir a través de tres reacciones: espontanea o
in ndiente del pH o taliz r iones hidréxi

dependiente del pH ( k2 ) y catalizadas por iones hidroxido (- £ ) e

hidronio (4 ) (Ec. (2.120)2
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Fpa =K o |H |+ A0+ [OH ]

(2.1.20)
Dada la baja nucleofilia del agua, la hidrélisis de epoxidos es lenta.30 En
medio neutro o basico soélo tiene lugar a través de mecanismos bimoleculares, SN2
pata los alquilicos y Sn2 y/o Sx2’ pata los vinilicos o aromiticos.2!” En medio
acido, a pesar de los numerosos estudios, experimentales o 7 szico,230-232:235236 que
han tratado de elucidar el mecanismo de reaccién, la cuestion ain no se encuentra

resuelta.

Son muchos los trabajos sobre hidrélisis de epéxidos enfocados desde
muy diversas perspectivas?!17.230231.237238 v sobre la actividad de las epdxido
hidrolasas.239-240 Ello se debe a que las reacciones de hidrélisis de oxiranos se
utilizan en diversos procesos tanto en sintesis de laboratorio como a escala
industrial, para convertir los epéxidos en intermedios de reaccion o en productos

quirales.

2.1.3.3.3 Reaccién de alquilacion

Las reacciones de alquilacion por epoxidos transcurren a través de mecanismos de
sustitucion nucleofila, mediante catalisis con formacion de complejos con metales
o por mecanismos de Friedel-Crafts. Independientemente del mecanismo el
producto es el correspondiente derivado B-hidroxialquilado.!? Estas reacciones son
muy utiles en sintesis organica permitiendo obtener una amplia gama de productos
(figura 2.1.19). Las reacciones de alquilacién por epdxidos se han investigado para
valorar su capacidad alquilante. Como sustrato frecuente se han empleado aminas
—piridina, benzilamina, nicotinadida y NBP— para modelar la reactividad del N7 de
la guanina, principal sitio de alquilacién del ADN por epoéxidos. Tanto en esa
posicion de la guanina como con las aminas, las reacciones de alquilacion

transcutrren mediante sustitucién nucleéfila bimoleculat, SN2 o Sn2’.
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+
R1R:R;3NR' RR'
\ /Fnedel-Craft
Sustitucién nuclesfila  N-alquilacion C-alquilacion

Catalisis por formacion

R, RZRSI\\ /Q de complejos

R ff R2 OH
R'= R1%—§R2

[ Epémdo | Ra 4
RSI—/ \ROH
Sustitucion nucledfila S-alquilacién O-alquilacion  Sustitucion nuclecfila
RSR' ROR'

Figura 2.1.19. Reacciones de alquilacién de distintos sustratos por epdxidos.

2.1.3.3.3.1 Interaccién con macromoléculas biolégicas

Como agentes alquilantes, los epéxidos reaccionan con los centros nucleéfilos de
las moléculas biologicas: atomos de azufre de grupos tiol y tioéter, atomos de
nitrégeno de aminas y atomos de oxigeno. La velocidad de reaccion depende de la
nucleofilia y caracteristicas del sustrato y de factores estéricos. En el medio
biol6gico, ademas de reaccionar con macromoléculas y otros constituyentes
especificos de las células, los epoxidos reaccionan generalmente con agua y cloruro

generando glicoles y halohidrinas.

La interaccion con macromoléculas biolégicas forma parte del metabolismo
de los epoxidos y de los alquenos, que se metabolizan via epoxido. Algunas de las
reacciones que intervienen en ese metabolismo estan mediadas por enzimas (figura
2.1.20), cuya concentracion depende de los 6rganos de actuacion y cuya presencia
es de vital importancia. Los citocromos 450 (P450) son fundamentales, por su
papel en la fase oxidativa del metabolismo de alquenos. LLa metabolizacién de los
compuestos insaturados a sus correspondientes epdxidos, generalmente mds
nocivos que los alquenos de partida, es la tnica via de eliminacién de los

compuestos insaturados del organismo. Dos grupos de enzimas protegen a los
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organismos superiores de los efectos genotoxicos de los oxiranos: las glutation S-
transferasas y las epoxido hidrolasas que catalizan la conjugacion con glutation y la
hidrélisis de epodxidos, respectivamente. Los metabolitos obtenidos, conjugados
con glutatién y glicoles, generalmente no son genotoxicos o lo son en menor

medida que los epdxidos de partida.

R R. . .
Compuesto R~ -2 EXPOSICION A EPOXIDOS
insaturado Rg R4
\ Insercion en el
P450 organismo

N %

Epoxido R1>.&< Rz
R3 R4

i N

EH GsT ARN
‘ Proteinas

HO" R» Aductos con: -ADN

Glicol R4 R4 Conjugados con Glutatién -ARN
-Proteil

R3 \OH / roteinas
REPARACION
EXCRECION (o]

MUTACION

Figura 2.1.20. Entrada en el organismo y principales reacciones de los epdxidos en el
medio bioldgico.

2.1.3.3.3.1.1 Interaccidn con proteinas

En disolucion neutra muchos sitios nucleéfilos de las proteinas son estéricamente
accesibles a numerosos epoxidos. Su reactividad depende del agente alquilante y de

la naturaleza del medio, especialmente del pH.

Las reacciones de alquilacién mas conocidas y estudiadas de proteinas y

péptidos son las que tienen lugar con la hemoglobina y el glutation como sustrato.

En pH neutro los centros nucledfilos de la hemoglobina susceptibles de
alquilacién son: SH- del residuo de cisteina, N1 y N3 de la histidina y el grupo N-
terminal de la valina. LLos aductos formados por los epoxidos con la hemoglobina

se pueden determinar con tal sensibilidad y precision que se utilizan habitualmente
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como biomarcadores para monitorizar la exposicion a epéxidos y a compuestos

insaturados.10,241-247

R O R o R,
1>£ §< 2 +GSH — - 1‘7‘5 (/Rgf
Rs Ra R; SG

Esquema 2.1.4. Formacion de conjugados con glutation, GSH.

Aunque el glutation no es una proteina sino un tripéptido se incluira en esta
seccion. La conjugacion de epoxidos con glutation se produce entre el epoxido y el
grupo SH del residuo de cisteina del glutation (esquema 2.1.4). Puede ocurrir
espontaneamente o catalizada por la enzima glutation S-epoxidotransferasa
(GST).248249 La reaccion es de gran interés porque, salvo raras excepciones,?
conduce a la formacién de aductos de pequefio o nulo potencial genotéxico, que
se degradan en rifiones e higado y son excretados por la orina como conjugados

N-acetil-S-cisteina.25!
2.1.3.3.3.1.2 Interaccion con dcidos nucleicos

Los sitios nucle6filos del ADN con los que reaccionan los epdxidos estan
determinados tanto por la accesibilidad de los mismos como por las propiedades
del epoxido, su caracter i6nico, tamafio, etc.?>1.252 E] N7-guanina es el sitio mas

reactivo de los acidos nucleicos.10-34,51,251-255

La interaccion de los epoéxidos con los constituyentes de los acidos
nucleicos 7 vitro, y en condiciones fisiologicas, ha sido objeto de numerosas
investigaciones.?52-254256-261 T os resultados han permitido determinar los atomos
potencialmente reactivos y los mecanismos por los que transcurre la reaccion de

alquilacion en cada posicion (figura 2.1.21).
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o] o]
Ri_ Ry R\ Ry
Ry pH ~—< o B H
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INCAPACES DE ESTABILIZAR CARGA CAPACES DE ESTABILIZAR CARGA
NH, a NH,
N & 2 € INH N3 -
</r |5 y & |,, 2 71 18° <
g lla 2] ! 3 /)\ 2o llas2 8
N Y N NH, N
H W L H H
Adenina Guanina Adenina Guanina
NH, o 0 NH; o] 0
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$42 <G 6 , 2 6, 2 6,2} Bk
N So N/go N/go N N~ Yo ,‘q/&
H H H H H H
Citosina Timina Uracilo Citosina Timina Uracilo

Reaccién con Cp. Mecanismo S,2.

Reaccion con C_‘.y Cq. Mecanismos Sy2'y S,2, respectivamente
Reaccion con C,y Cp. Mecanismos Sy2'/Sy1y Sy2, respectivamente.
Reaccion con C,. Mecanismos Sy1/ Sy2'.

Figura 2.1.21. Posiciones de las bases nitrogenadas susceptibles de sufrir alquilacidn,
por reaccion de epdxidos con los constituyentes de los acidos nucleicos en condiciones
fisioldgicas.

Los epoxidos que no son capaces de estabilizar una carga iénica, como los
epoxidos de alquilo simples, reaccionan preferentemente con atomos de nitrégeno
(7-guanina, 1- y 3-adenina, 3-timina y 3-citosina/uracilo) mediante un mecanismo
Sn2. En los epoxidos asimétricos la reaccion tiene lugar a través del carbono 3 del
anillo oxiranico.?1.252 Sin embargo, los epoxidos capaces de estabilizar carga
positiva, como los 6xidos de estireno, ademas de reaccionar con los citados
atomos de nitréogeno mediante reaccion Sx2 con el carbono 8, reaccionan también
con el carbono a mediante una reaccion Sn2’. Con este tipo de epoxidos se
produce también la reaccién con atomos exociclicos de las bases del ADN: con
N2-guanina, (O%-guanina y O2?-citosina. Las reacciones que tienen lugar entre el
carbono a del epdxido y atomos exociclicos de los nucledtidos transcurren

mediante mecanismos que requieren la ionizacion del sustrato, Sx1 o Sn27.251.253

Cuando, en lugar de la reacciéon con los constituyentes de los acidos
nucleicos, se investiga la reacciéon de epdxidos con el propio ADN doble hebra
vitro en condiciones fisiolégicas, hay mas factores que afectan a la alquilacion.?>1.202

Aunque los mecanismos por los que transcurren las reacciones con cada uno de
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los sitios son los mismos que los estudiados con los nucledtidos/nucledsidos, no
todas las posiciones nucleéfilas susceptibles de sufrir alquilacién por los epoxidos
son alquiladas en el ADN 7 vitro. La posicion alquilada mayoritariamente por los
epoxidos ionizables y no ionizables, es la N7 de la guanina. El orden de
preferencia para la alquilaciéon es IN7-guanosina>N3 y Nl-adenina>N3-
citosina/uracilo. Con epéxidos ionizables se ha detectado también la formacién
del aducto minoritario resultante de la alquilacién de la posicion N? de la

guanina,?51262

2.1.3.4 Parametros quimicos

Para caracterizar la reactividad de epodxidos se han utilizado habitualmente las
velocidades de hidrolisis y alquilacién con sustratos como benzilamina,?20.224-228
piridina, %0 nicotinamida,?’-?8263 NBP,27.28,104148 anilina e incluso con los propios
acidos nucleicos o con las bases nitrogenadas.!096.194 En ocasiones se han utilizado
también los valores de la constante de sustrato, s, y de la constante de alquilacion
para un sustrato con nucleofilia dos, &n.=2, para comparar la reactividad de los

oxiranos y establecer correlaciones.!?

2.1.3.5 Actividad biolédgica

La actividad biologica de los epdxidos es muy amplia. Se ha comprobado que son
mutagenos directos en organismos como Neurospora crassa,>o420> Escherichia coli
WP2,81.266.267 Klebsiella pnenmoniae,32%8 en células de Hamster chino,!¥3 en linfocitos
T de ratones?®® e incluso en células de humanos. En el test de Ames, se han
encontrado respuestas positivas en cepas de Salmonella Typhimurium TA100 y
TA1535, capaces de detectar mutagenos que producen “sustituciéon de pares de
bases”, mientras que no muestran actividad en cepas como TA98 o TA1537 que
detectan “cambios en el marco de lectura”.80.:100,103,105,180,181,267.270-277 ] a actividad
mutagena de los epoxidos depende de su estructura quimica:!0278 la presencia de

grupos atractores de electrones en el anillo oxiranico, aumenta la capacidad
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mutigena, observandose el efecto contrario con grupos
electrodonadores.103.264.205,268,273.275.279 [ ,os epoxidos monosustituidos poseen mayor
efectividad mutigena que los disustituidos que, generalmente, son mutdgenos
débiles o no son mutigenos.?’? Las mismas influencias estructurales se han
observado tanto en la reactividad con nucleéfilos modelo como en la induccion de

intercambio de cromatidas hermanas (SCE).

La capacidad mutdgena esta intimamente relacionada con la actividad
tumoral y carcinégena. Un elevado nimero de epoéxidos monofuncionales y
bifuncionales muestran actividad cancerigena.06.137-140.280-283 T 3 carcinogenia de los
epoxidos monofuncionales se relaciona directamente con la alquilacion de los
acidos nucleicos y las mutaciones generadas. Sin embargo, la carcinogenia por
epoxidos bifuncionales transcurre por entrecruzamiento de las hebras que dan
lugar a amplias delecciones.!%-284 Jos tipos de mutaciones detectadas en tumores
inducidos por epoxidos monofuncionales son coherentes con el tipo de aductos
formado por estos agentes alquilantes.?8> En un estudio realizado en humanos y
ratones expuestos a epoxidos o a compuestos que son metabolizados a epdxidos,
se han detectado tanto los aductos con el ADN como una elevada incidencia de
mutaciones (transiciones G—A, transversiones A—T) en genes involucrados en el
desarrollo de cancer (K-ras, p53 y H-ras). De este hecho se deduce que las lesiones

del ADN son importantes en el proceso de inducciéon de cancer.28>

Un estudio de Van Duuren sobre correlacion entre estructura y actividad
carcindgena de los epoxidos reveld que, entre los epéxidos monofuncionales, las
moléculas conjugadas con un doble enlace o con un anillo aromatico muestran
actividad carcinégena, mientras que sus analogos saturados son inactivos. Se
encontr6 también que los monoepdxidos son carcindgenos menos efectivos y

actian con menor frecuencia que los correspondientes diepoxidos.!40

Ensayos cromosomicos en cultivos celulares han demostrado que los

epoxidos son inductores eficientes de aberraciones cromosémicas
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(CA).188,190,191,193,.280,287 En algunos casos se ha comprobado la generacion de CA en

trabajadores expuestos a epoxidos.1?

Se ha observado SCE en células de ratas, ratones y de
humanos,10:189,191,193,246,279.287.28% encontrandose buena correlacion entre potencial
mutageno y potencial para inducir SCE (SCEIP).19327% Los epoxidos

monosustituidos poseen mayor potencial genotoxico que los bi y tri-sustituidos.2”?

Ademas de los efectos genotoxicos directos generados por la exposicion a
epoxidos se sabe que se producen consecuencias biolégicas indirectas en procesos

como la reparacion del ADN.289

2.1.3.6 Correlaciones reactividad quimica-actividad bioldgica

Como se ha senalado antes, los epoxidos reaccionan mayoritariamente con el N7
de la guanina del ADN mediante un mecanismo de sustitucién bimolecular Sx2 6
Sn2’. Por eso suelen obtenerse buenas correlaciones entre la mutagenia de los
oxiranos iz vitro y su capacidad alquilante con nucle6filos modelo que contienen un
N-heteroatomo (con los que la reaccién transcurre a través de los mismos
mecanismos).?2% El potencial mutageno (test de Ames en cepas TA100 y
TA1535) y la reactividad de los epoxidos con la NBP y la nicotinamida?8.2%0 se han
correlacionado semicuantitativa o cuantitativamente.?82% En el caso de los 6xidos
de estireno hay cierta controversia en torno a las correlaciones con la reactividad

que abordaremos mas adelante.

De la correlacion directa entre reactividad de los epéxidos con nucledfilos
modelo y potencial mutageno, y de éste con el potencial de induccion de SCE!3 se
deduce la correlacion entre la capacidad alquilante e inducciéon de SCE.2 Puesto
que, tanto en la reactividad quimica como en los efectos bioldgicos,?8:273.279 la
estructura de los epoxidos tiene un papel fundamental se han encontrado buenas
correlaciones de todos ellos con las constantes o* y Hammett, que dan cuenta de

los efectos electronicos de los sustituyentes.?’
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A pesar de que la reactividad no es el unico factor influyente en los efectos
biol6gicos de los epoxidos son muchos los casos en los que se ha comprobado
que tiene un papel importante. También se han obtenido buenas correlaciones

entre la estabilidad de los epoxidos (velocidad de hidrdlisis) y su mutagenia.8

Existe dependencia lineal entre los valores de s y los potenciales
carcinégeno y clastogénico de diversos agentes alquilantes entre los que se
encuentran algunos epoxidos.*¢ Los elevados valores de s asociados a estos ultimos,
implican un elevado grado de alquilacién de los nitrégenos del ADN.292 Este hecho
esta directamente ligado a un menor potencial genotéxico y por tanto carcinégeno
que el de compuestos que reaccionan mayoritariamente con los oxigenos del
ADN.#4:46,202291 T 3 baja eficiencia genotoxica de los aductos formados parece estar
relacionada con una elevada eficacia en la reparacion de las lesiones que producen

en el ADN.
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"Quando avrai provato l'emozione del volo,

una volta a Terra camminerai con lo sguardo rivolto verso il cielo
N . oo "

perche la sei stato e la agogni a ritornare”.

“La scienza ¢ il capitano e la pratica i snoi soldati”.

L eonardo da V'inci

2.2.1 Antecedentes

2.2.1.1 Epoxidos lineales estudiados

Los epoxidos lineales elegidos para realizar el estudio han sido el 6xido de
propileno (PO), 1,2-epoxibutano (1,2-EB), ¢is-2,3-epoxibutano (¢s-2,3-EB) y trans-
2,3-epoxibutano (frans-2,3-EB), que denominaremos de forma general, EP. Esta
serie de epoxidos permite investigar la influencia en la reactividad tanto de la

longitud como de la posicion de los sustituyentes alquilo.

o] 0 0 O
PO 1,2-EB trans-2,3-EB cis-2,3-EB

Figura 2.2.1. Estructuras de los epoxidos elegidos para el estudio.

Son compuestos similares tanto estructural como quimicamente y
reaccionan con el ADN formando aductos, mayoritariamente con la posiciéon N7
de la guanina. Son agentes alquilantes directos que reaccionan con la NBP22 y el
ADN sin necesidad de activacién metabdlica. Aunque son téxicos y genotoxicos,

habiéndose demostrado también que son mutagenos débiles, s6lo PO y 1,2-EB

han sido clasificados por la IARC como agentes 2B —posiblemente cancerigenos
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para los humanos—232% Ni el 2,3-epoxibutano ni sus regioisémeros, han sido

clasificados hasta el momento.

2.2.1.2 Usosy exposicion

Los epoxidos estudiados se utilizan generalmente en la produccion de resinas
epoxi, de agentes surfactantes y de los correspondientes glicoles y de sus derivados
(poliglicoles, éteres y ésteres de glicol entre otros).293:2% El 6xido de propileno se
utiliza como aditivo alimentario, como fumigante para frutos secos y como
esterilizante de envoltorios de alimentos y otros materiales.?%>2% Se emplea
también en la produccion de plasticos y otros materiales sintéticos.?¢ El 1,2-EB
tiene numerosas aplicaciones como estabilizante para algunos disoventes como los

hidrocarburos clorados y como aditivo en las gasolinas.??4

La exposicién directa a PO, 1,2-EB y a los regioisomeros del 2,3-EB
puede producirse en el lugar de trabajo, en las industrias dedicadas a la produccion
de estas especies o en aquellas que los emplean como materia prima. Puede
producirse también en el almacenamiento y transporte del mismo. Se ha estimado
que sélo en Estados Unidos mas de 200.000 trabajadores se encuentran

potencialmente expuestos al PO y alrededor de 47.900 al 1,2-EB.2%

Asimismo la exposicion puede producirse por contacto con productos que
contienen estos compuestos o por exposicion indirecta. Esta dltima tiene lugar por
exposicion a los correspondientes compuestos insaturados, propileno (PE), 1,2-
buteno (1,2-BE) y 23-buteno (2,3-BE) que en el cuerpo humano son
transformados por via metabdlica en los correspondientes epéxidos. El PE se
encuentra en el medio ambiente de forma natural, generado por la vegetacion, o
como producto antropogénico, como producto del refinado de petréleo o de la
combustién incompleta de tabaco o del combustible de los automéviles.??3 Se sabe
que en humanos tan sélo el 8% del PE inhalado puede ser metabolizado a PO, via
citocromos P450. La reaccion de formacion de PO a partir de PE es una reaccion

saturable.?* El ¢/s- y el frans-2-buteno se utilizan como disolventes? y el 1-buteno
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es un intermedio quimico en la produccién de polimeros —polibutenos, butadieno,
polietileno— lubricantes y aditivos de gasolinas. Es un intermedio utilizado para
mejorar la biodegradabilidad de surfactantes, detergentes, productos de limpieza

industriales agresivos y champus.?%4

2.2.1.3 Reactividad quimica de epodxidos lineales

La reactividad de los epoxidos lineales se ha investigado ampliamente y, a pesar de
que se han estudiado las reacciones de reordenamiento utilizando acidos de Lewis,
las mas estudiadas son las sustituticiones nucle6filas. Estas udltimas se han
investigado con una gran diversidad de nucleéfilos: amoniaco, tiosulfato,
alcoholes, HCI, HBr y HI, entre otros.!0-217 Centraremos nuestra atenciéon en las

reacciones de hidrolisis y alquilacién con la NBP y con macromoléculas biologicas.

2.2.1.3.1 Reaccion de hidrolisis

Sobre la reaccion de hidrolisis de epoxidos lineales —que da lugar a la formacion de

los correspondientes glicoles— se sabe que: i) puede transcurrir a través de tres
mecanismos diferentes en funcién del pH (figura 2.2.2); ii) se puede producir por

el ataque de la molécula de agua sobre ambos carbonos del anillo oxiranico.

En medio neutro o basico los experimentos revelan que el mecanismo por
el que tiene lugar la reaccion de hidrélisis de epdxidos alquilicos es Sn2. Cuando se
trabaja con agua marcada isotépicamente, con epoxidos simétricos, por €j. cis- y
trans-2,3-EB, los productos derivados de la reaccion en ambos carbonos son
indistinguibles. Sin embargo, en el caso de epdxidos asimétricos, como PO y 1,2-
EB, el ataque del agua se produce mayoritariamente sobre el carbono que presenta

menos impedimento estérico.?32

La tabla 2.2.1 muestra los valores bibliograficos de las constantes de

velocidad de hidrolisis para la reaccién no catalizada, ,é}‘:‘d , asi como para las
1

y por base, £ . Se observa que la constante de
OH"

catalizadas por acido, £ . |
H
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—

velocidad para la reaccidon catalizada por acido es mucho mayor que las

correspondientes a las reacciones no catalizada o catalizada por base.

0 2 4 6 8 10 12 14

pH

Figura 2.2.2. Dependencia de la constante de
hidrolisis observada, kw4, con el pH para el 6xido

de etileno (m) e isobutileno(m) T = 25,0 °C.>¢

Tabla 2.2.1. Constantes de velocidad para la reaccion de hidrélisis de
diversos epdxidos lineales catalizada por acido y base y no catalizada.

Estructura k ° k Ref.
de los T OH"™ khld H+
epéxidos  (°C) (Mis) (M1s1) (M7s™)
o 25,0 1,1-10* 1,0.10°® 9,0-10° 236
VAR 37,0 - 4,5-10° 3,2:10% 10
o 25,0 ~10* ~10°® 6,0-10° 236
/AN 37,0 - 4,0-10°® 1,24-10* 10
0 24,0 - 8,7 297
] 25,0 8,7-10° 2,0-10°® 6,8 236
0 24,0 - - 2,0-10™ 297
S 370 - baja 24810 10,231
(@] R
A 37,0 - baja 4,96.10" 10,231
()]

JPAVS 24,0 - - 9,0 297
SA- 240 - - 15,0 297
0 24,0 - 7,4-107 297
L 37,0 - 3,1.10°8 - 10
(0] 8 -3

A _oH 37,0 - 3,410 12,5-10 10
O -8 -3

AN 37,0 - 9,2-10 1,9-10 10
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En medio acido la hidrdlisis de epoéxidos transcurre preferentemente por
ataque en la posicion mas impedida y puede tener lugar a través de dos posibles
mecanismos, Sy1 o Sn2’.231,234236 Existen diferencias sustanciales en la velocidad
de hidrdlisis de los epdxidos lineales en medio acido, debidas a efectos estéricos
y/o electrénicos. Los resultados de varios estudios revelan que la estabilizaciéon del
carbocation (Sx1) o del intermedio con carga parcial positiva sobre un carbono
(Sx2%), se encuentra directamente correlacionada con el valor de las constantes de
velocidad de hidrdlisis observadas. Los epdxidos que forman carbocationes o
intermedios terciarios, presentan valores de k. + mayores que los que dan lugar
a carbocationes/intermedios secundarios. Los que forman carbocationes
/intermedios primatios son aun mas lentos. De todos los epoxidos estudiados, el
oxido de etileno es el que reacciona mas lentamente (tabla 2.2.1).10.230.231,236,297 ] a5
constantes de velocidad para la hidrélisis acida, £err (kobs /[H307]), obtenidas por
Kirkovsky e# al, muestran la misma tendencia (tabla 2.2.2).235 Los factores
cataliticos para la reaccion de hidrdlisis catalizada por acido muestran también
buena correlacién con las constantes o* de Taft para una amplia serie de epoxidos,

exceptuando los 1,1-diep6xidos.3!

Tabla 2.2.2. Constantes de velocidad para la reaccién de hidrélisis de diversos
epoxidos lineales catalizada por &cido, Kef.?*®

SRS moog T 10%w
epoxidos (M) (°C) (M7s™)
A 7,08-10° 36,3 0,027
A 3,98.10° 36,3 0,124
&< 7,08:10° 353 11,0
\2\ 3,98.10° 368 0,305
/ﬁ\ 3,9810° 36,3 0,635
/&< 7,08:10° 353 10,7
SAL 7,0810° 37,0 87
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2.2.1.3.2 Reaccién de alquilaciéon

La reacciéon de alquilacién de diversos sustratos —nicotinamida y NBP
generalmente— por epoxidos ha sido estudiada, generalmente, para modelar la
reactividad con el ADN vy establecer correlaciones entre ésta y los efectos
biol6gicos.263 En cambio, son escasas las publicaciones sobre estudios cinéticos en
profundidad.?’® Habitualmente se aplica el método de velocidades iniciales para
obtener la capacidad alquilante o reactividad con la NBP o nicotinamida, que suele
hacer referencia a las absorbancias obtenidas a un determinado tiempo de reaccién

o a la variaciéon de absorbancia en un determinado intervalo de tiempo.27:103.263,292

Al utilizar una u otra medida de absorbancia para comparar la reactividad
de epdxidos se estan manejando indirectamente dos aproximaciones: i) que los
coeficientes de absorciéon molar de todos los aductos son iguales;? y ii) que solo
tiene lugar la reaccion de alquilacion. La primera aproximacion puede ser aplicable
a epoxidos con estructuras similares, pero no para los de estructura dispar. Para
poder aplicar la segunda aproximacion es necesario descartar la existencia de otras
reacciones implicadas.®? Los estudios sobre la alquilacion de diferentes nucleéfilos
por epoxidos lineales sugieren que la reaccion de alquilacion de moléculas como
NBP o nicotinamida por un epoéxido lineal transcurre mediante un mecanismo de

sustitucion nucleéfila bimolecular.

2.2.1.3.2.1 Alquilacién de moléculas bioldgicas

Se sabe que los epoxidos pueden: i) reaccionar con macromoléculas bioldgicas
como la hemoglobina (Hb) o los acidos nucleicos; ii) ser metabolizadas via
epoxido hidrolasa (EH), formando los correspondientes glicoles, o via glutation-S-

transferasa (GST), para formar conjugados con glutation.

En cuanto a la formacién de aductos con ADN, su concentracién vatia
dependiendo de los o6rganos y vias de exposicion.242243 Se sabe que epoxidos
simples, como o6xido de etileno (EO) y PO, al reaccionar con ADN alquilan

mayoritariamente la posicion N7 de la guanina, mediante un mecanismo Sx2,
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produciendo aductos N7-(2-hidroxi-alquil)guanina.>l-185.242 Aunque estos aductos
no se consideran promutagenos, se sabe que su incremento produce aumento de la
velocidad de depurinacion en el ADN y se ha planteado la posibilidad de que ello
conduzca a la formacion de sitios abasicos, que pueden ser mutigenos.??? In vivo
con ADN, el PO produce una décima parte de la modificacién que produce el
EO, lo que explica, al menos parcialmente, las diferencias observadas en su

efectividad como genotdxicos.244

La tabla 2.2.3 muestra la velocidad de reaccién de los epdxidos lineales,
EP, con guanosina y deoxiguanosina. La tendencia es acorde con los resultados
obtenidos por Hemminki ez a/. en el estudio de la reactividad de una serie de 1,2-
alquiloxiranos (de C3 a C8) con ADN vy desoxiguanosina.l93292 L.a reactividad de
los epoxidos lineales tanto con desoxiguanosina como con ADN sigue la cinética
esperada: la velocidad de la reaccion es inversamente proporcional a la longitud de

la cadena hidrocarbonada.%

Al estudiar la cinética de alquilacién de guanosina por PO y frans-2,3-
epoxibutano, queda patente que el mecanismo por el que transcurre es SN2 y las
constantes de segundo orden revelan que la reacciéon con PO se produce unas tres

veces mas rapido que con #rans-2,3-EB.30

Tabla 2.2.3. Constantes de velocidad para las reacciones de alquilacion de guanina y
deoxiguanosina por EP.

EP
Sustrato ll( -l
(M7s™) EO PO trans-2,3-EB 1,2-EB
Guanina-ADN Ke-apn > 3,05-10° 6,11-10° - 8,33-10°
Guanosina Keuo - X (0,33-x)° (0,8-x)?
T=37,0 °C; a: Ref. 10; b : Ref. 300; x es la constante de velocidad de segundo orden para la reaccion de alquilacion de

desoxignanosina por PO.

Los aductos formados con la hemoglobina (estables, en general) son utiles
como biomarcadores, siendo una herramienta utilizada para monitorizar la

exposicion a agentes alquilantes como el PO.24 Los datos disponibles sobre los
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niveles de aductos con hemoglobina en trabajadores expuestos a PO y EO

sugieren que, para una misma dosis, el EO forma el cuadriple de aductos.

Las epdxido hidrolasas catalizan la reaccioén de hidrolisis de los epdxidos 7z
vivo e in vitro, reduciendo considerablemente la vida media de los epodxidos en el
cuerpo humano y, consecuentemente, su toxicidad. Como producen compuestos
opticamente activos, se utilizan también en sintesis organica. El mecanismo por el
que se produce la apertura de los epdxidos por las EH de mamiferos fue
descubierto por Amstrong ez a/. y Hammock ez a/. mediante experimentos con agua

marcada isotopicamente. 301,302

2.2.1.4 Parametros quimicos

Los parametros quimicos encontrados en la bibliograffa para correlacionar la
actividad biolégica con la reactividad quimica de los epoxidos lineales han sido los
utilizados de forma clasica: constantes de velocidad de alquilacion e hidrolisis, que
ya se han recogido anteriormente (véanse tablas 2.2.1. y 2.2.3), £,=2 y 5. En la tabla
2.2.4 se resumen los valores encontrados para estos dos ultimos parametros para
los epéxidos EO, PO, 1,2-EB, epiclorohidrina (ECH) y glicidol.

Tabla 2.2.4. Constantes de sustrato, s, y constantes de alquilacidon para n=2, k-2
para una serie de epoxidos lineales.

Parametros quimicos

EP s krizzl
(M7s™)
EO 0,962 3,89.10°¢
PO 0,88" /0,967 2,78-10°"/3,33.10%¢
1,2-EB - 3,11.10°¢
ECH 0,93¢ 1,38.10°¢
Glicidol 1,0° 2,78.10°¢

T = 37,0 °C; a: Ref. 46; b: Ref. 175; ¢: Ref. 41; d: Ref. 10;
Valores estimados a partir de constantes obtenidas en medio acuoso.
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2.2.1.5 Actividad biol6gica

Los epoxidos lineales son genotéxicos y producen efectos biolégicos muy
variados. Mientras que PO y 1,2-EB han sido clasificados como posibles
carcinégenos para humanos, ni el 2,3-EB ni sus isémeros han sido clasificados
todavia. Todos ellos son, sin embargo, agentes alquilantes directos que no

requieren activacion enzimatica para dar lugar a actividad bioldgica.

La capacidad mutagena de PO, 1,2-EB y cis- y trans-2,3-EB in vitro ha sido
investigada en bacterias y hongos. Los resultados muestran que los epoéxidos
analizados producen mas mutaciones por sustitucién de pares de bases que por
desplazamiento, lo que es consistente con las propiedades de los epoxidos como
agentes alquilantes. Se han encontrado respuestas positivas en el test de Ames para
las cepas de Salmonella typhimurinm sensibles a la sustitucion de pares de bases
(TA1530, TA1535, TA100) (tabla 2.2.5) y respuestas negativas para cepas que no
detectan este tipo de mutaciones. A pesar de que también se han encontrado
respuestas positivas en los test de mutagenia con hongos como Saccharomices,
Schizosaccharomices y Neurospora,204303-305 ninguno de los epoxidos estudiados induce
reparacion SOS en Scherichia Coli PQ37. Este hecho se ha atribuido al bajo
potencial mutageno de los epoxidos porque en el test SOS generalmente se

obtienen respuestas positivas frente al ataque quimico al ADN.266,304

Tabla 2.2.5. Mutagenia de epoxidos lineales en Salmonella Typhimurium para las
cepas TA100 y TA1535 utilizando dos tipos de ensayo diferentes.

Mutagenia en Salmonella Typhimurium
(revertientes/umol)

Epoxido Vaporizacion® Plato®
TA1535  TA100  TA1535  TA100
PO 205,26 100,22 12,78° 19,28°
trans-2,3-EB 8,82 3,16 0,19 0,30
cis-2,3-EB 37,25 19,74 2,04 1,74
1,2-EB - 120,65" 1,42 3,90

a: Ref. 306; b: Ref. 263; ¢: Ref. 279 d: Ref273
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Estudios 2 vitro sobre mutagenia de epodxidos lineales han permitido
concluir que los epdxidos terminales son, en general, mutdgenos mas potentes que
aquellos en los que el anillo oxiranico no es terminal. En epéxidos terminales, el
aumento de la longitud de la cadena hidrocarbonada del sustituyente produce
disminucién de la capacidad mutagena y la inclusiéon de sustituyentes atractores de
electrones la aumenta (tablas 2.2.5 y 2.2.6).10273 Algunos autores sugieren que todos
los epéxidos monosustituidos poseen, en general, capacidad mutagena, mientras que
para los 1,2-disustituidos se ha comprobado que la mutagenia de los isémeros ¢is es,

en general, mayor que la de los isémeros #rans, que a veces son inactivos.!0273

Tabla 2.2.6. Potencial mutageno y de induccién de intercambio de cromatidas
hermanas para una serie de epoxidos lineales en varios organismos.

Schizosaccharomyces Células V79

b
Pombe ? LU ) Hamster Chino°
_ actividad
Epoxido (/7 especifica (/7
SCEIP
Mut./ 10%locus™ Rev. mut./
10“Sup.mM mM*h? 10° Sup.
EO 4,44 0,148 - -
PO 1,12 0,037 80 3
1,2-EB 1,17 0,039 6,1 1,6
cis-2,3-EB 0,3
0,02 0,0004 0,25
trans-2,3-EB 0,3
ECH 6,53 0,218 135,2 28,8
Glicidol 2,9 0,097 128,5 4,1

a:Ref304; b: Ref 264; ¢ : Ref. 279

La tendencia general observada para los potenciales mutagenos de los

epoxidos de estudio es: PO>1,2-EB>¢s5-2,3-EB> trans-2,3-EB (tabla 2.2.5).266

Los resultados bibliograficos sobre el 2,3-epoxibutano e isémeros son a
veces confusos (se ha investigado la mutagenia de la mezcla de los isémeros sy
trans, a pesar de que la mutagenia de los dos isémeros es muy diferente).272:279,306

Los resultados de algunos ensayos indican que ambos isémeros no poseen
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capacidad mutagena, mientras que en otros se ha encontrado que son mutagenos
débiles. Estos resultados se han atribuido a su volatilidad dado que en ensayos
diseflados especialmente para compuestos volatiles (vaporizacion) cis- y trans-2,3-
EB muestran capacidad mutdgena.204200.268273.304 [ os resultados obtenidos por

Castelain ¢f a/. con compuestos volatiles muestran que la secuencia de mutagenia

es: PO>¢is-2,3-EB>trans-2,3-EB (tabla 2.2.5).306

Los epoxidos, PO, 1,2-EB, ¢s- y trans-2,3-EB, inducen SCE en células V79
de hamster chino zz vitro. La tabla 2.2.6 ilustra la potencialidad de distintos

epoxidos para inducir SCE en células de mamifero.

Los estudios sobre la actividad biolégica de PO y 1,2-EB son mas
numerosos que los correspondientes al 2,3-EB y sus isémeros. En el ensayo de
linfoma de ratones se ha descubierto que el 1,2-EB es mutageno, y en Kilebsiella
pnenmoniae, ¥’ que produce aberraciones cromosémicas. También se ha
comprobado que produce mutaciones en Drosophila melanogaster in vivo y que no

induce la sintesis descontrolada de ADN.294

Estudios zz vitro sobre la actividad biolégica del PO han mostrado que es
un mutageno débil sobre una gran variedad de organismos, que es un agente
clastogénico!88:308 y téxico. I vivo no se ha observado la apariciéon de tumores en
roedores utilizando distintas vias de administracion en concentraciones bajas; sin
embargo, en concentraciones altas, produce tumores en la cavidad nasal de

roedores.280:283,309.310 Se ha comprobado también que produce SCE en humanos.4

2.2.1.6 Correlaciones reactividad quimica-actividad biolégica

Son numerosos los trabajos centrados en el establecimiento de
correlaciones cualitativas y semicuantitativas entre la actividad quimica y biolégica
de epdxidos. Como se apuntéd anteriormente (pags. 46-47 y 63), existe un grado
alto de correlaciéon entre las respuestas cualitativas obtenidas en tests de

mutagenia, genotoxicidad y carcinogenia y el test de NBP para agentes alquilantes,
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entre los que se encuentran los epoxidos, algunos de ellos lineales. A nivel
semicuantitativo, se han obtenido buenos resultados al establecer correlaciones
entre la capacidad alquilante de EP, utlizando NBP, nicotinamida, o
nitrotiofenolato sédico, y la mutagenia de varias series de epoxidos, en las que se
incluyen epoxidos lineales.”8:103.292 Sin embargo, diversos trabajos han reflejado la
inexistencia de correlacion cuando se utiliza la NBP.98:180.181191.292° Al tratar de
establecer correlaciones entre compuestos de diversa naturaleza, que dan lugar a
aductos diferentes con el ADN, o con estructuras muy diferentes, aun
perteneciendo a la misma familia, no se han obtenido, en general, buenos
resultados al comparar la capacidad alquilante o reactividad con la NBP con el
potencial mutageno?8.98,180,191.292 o genotdxico.!”! Este hecho puede ser debido a la
utilizacién de las aproximaciones antes mencionadas (pag.72), aunque a veces se

han descrito buenas correlaciones.28.82

Un modelo basado en la estabilidad de los epodxidos para predecir la

mutagenia u oncogenia ha resultado ser valido con los epoxidos.31!

Algunos autores han tratado de establecer correlaciones a nivel
cuantitativo entre potencial mutigeno en el test de Ames u otros efectos
biol6gicos y la capacidad alquilante, el volumen molecular, la constante de reparto
y el efecto de los sustituyentes. Los resultados obtenidos por Rosman ¢ a/. con el
test de Ames en TA100 y TA1535 para una serie de 6xidos de propileno y
butileno han revelado un bajo grado de correlaciéon tanto con el volumen
molecular como con la constante de reparto y la reactividad.!80 Tampoco,
Hooberman ez a/. encontraron una buena correlacion entre la reactividad con NBP
y nicotinamida de 6xidos de propileno y la mutagenia en la cepa TA1535. Sin
embargo, obtuvieron correlaciones aceptables con la mutagenia en la cepa TA100
y con el valor de la constante de Taft, (excluyendo tres epoxidos que eran muy
diferentes al resto estructuralmente) a pesar de que la reactividad frente a la NBP
se determiné como valor medio de una serie de medidas de absorbancia realizadas

en un tiempo determinado. No es de extrafiar que se obtuviese esta ultima
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correlacion entre la mutagenia y la constante o* de Taft, ya que anteriormente se
habfan puesto de manifiesto, para una serie de 6xidos de propileno, las buenas
correlaciones existentes entre la capacidad alquilante con la NBP, la nicotinamida y

la reactividad con desoxinucleésidos en el ADN y el parametro 6* de Taft.?7278

Deneer ¢ al. investigaron las correlaciones entre la toxicidad de una serie
de epoxidos manejando dos parametros: la constante de velocidad de la alquilacion
con NBP y la constante de reparto octanol/agua. Las constantes de alquilacion se
obtuvieron utilizando el método de velocidades iniciales (habiendo comprobado
que la reaccion de hidrolisis podia despreciarse) y suponiendo el mismo coeficiente
de absorciéon molar para todos los epoxidos.®2 Los resultados mostraron que las
correlaciones entre la toxicidad y cada uno de los parametros considerados por
separado eran muy pobres, pero considerados conjuntamente explicaban bien la

toxicidad observada.
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2.2.2 Método y materiales

2.2.2.1 Método experimental

La reaccién de alquilacion de NBP por EP (PO, 1,2-EB, ¢s-2,3-EB y trans-2,3-EB)
se ha seguido espectrofotométricamente. Aunque el aducto NBP-EP (ADi)
formado es incoloro, la adicién de una base (EtsN) produce la desprotonacion del
carbono que se encuentra entre los dos anillos aromaticos, dando lugar a la

formacion del aducto coloreado (AD) (esquema 2.2.1).

HO R, HO R,

:)LRa F;)LRE,
N 0 R. Ry
N

L pVANGl N

R2 R4 P Et;N |
|
NO,
NO, NO,
NBP I. Aducto incoloro 1. Aducto coloreado
(AD;,) (AD)

Esquema 2.2.1. Seguimiento de la reaccién de alquilaciéon de NBP por EP.

Se ha trabajado en exceso de NBP frente EP en medios de acidez
constante. Como la NBP es poco soluble en agua, las mezclas de reaccién son

acuoorganicas, agua:dioxano 7:3 (v:v). Se prepararon semanalmente disoluciones

madre de los ep6xidos —EP en dioxano—.

Para preparar la mezcla de reaccion (NBP + EP) en medio agua:dioxano
se disuelve la NBP en 100 ml de mezcla 7:3 y se termostata a la temperatura de
trabajo. A la mezcla se afade un pequefio volumen (25-1000 YL) de disolucién
madre de EP. El momento en el que se produce la adicién, se toma como tiempo

inicial de la reaccion, # = 0.

El seguimiento cinético de la reaccion de alquilacién se hace

monitorizando la variacion de la absorbancia del aducto coloreado, AD, a una
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determinada longitud de onda. A distintos intervalos de tiempo se toman alicuotas
de 2,4 cm? de la mezcla de reaccion (EP+NBP) que se afiaden a una cubeta que
contiene 0,6 cm? de trietilamina. Se agita e inmediatamente se mide la absorbancia.

La reaccion de desprotonacion del aducto es completa.

La figura 2.2.3 ilustra la evolucién temporal de los espectros de absorcion
de los aductos NBP-EP en la reacciéon de la NBP con cada uno de los epdxidos.
Se ha seguido la formacién de dichos aductos en A = 560 nm, donde sélo

absorben los aductos coloreados.

1,2 1,2
t=6dias  a) 10 t=7dias D)
0,9 N
\ 0,8 \
< 0,6 < 0,6 =
14 0,4 -
0,3
/\ 0,2 \&
= t=0 = t= I
0,0 — 0,0 —
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
A (nm) A (nm)
2,0 2,0
c) t=26dias 9
1,6 1,6 N
1,2 1,2
< < A\
0,8 0,8 \
0,4 0,4 \
! = 7’
0,0 ————— 0,0 . —
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
A (nm) A (nm)

Figura 2.2.3. Espectrogramas obtenidos en el seguimiento de la formacién de los aductos
EP-NBP. T = 37,5 °C; pH = 6,96; [NBP], = 1,99:10 M. a) [PO], = 5,59-10° M; b) [1,2-
EB], = 6,31-10° M; c) [cis-2,3-EB], = 2,08-10™ M; d) [trans-2,3-EB], = 2,20-:10* M.

82



2.2.2.Métodoy materiales

2.2.2.2 Materiales

2.2.2.2.1 Reactivos generales
Las especies quimicas 4cido acético glacial, hidréxido sédico (lentejas), acido

perclérico (60%) y 1,4-dioxano son Panreac (Barcelona, Espafia).

Se ha utilizado agua desionizada en un equipo Wasserlab Ultramatic-

ecomatic.

2.2.2.2.2 Reactivos especificos

Las especies ¢s-2,3-epoxibutano (98%), trans-2,3-epoxibutano (99%) y 1,2-6xido
de propileno (99%) han sido Alfa Aesar (Kasrlruhe, Alemania). Los reactivos 1,2-
epoxibutano (99%), 4-(p-nitrobencil)piridina (98%) y trietilamina (99%) eran
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).
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2.2.2.2.3 Equipos de trabajo

Para el seguimiento cinético de la reacciéon de alquilacion de NBP por los
epoxidos, se ha utilizado un espectrofotémetro Shimadzu UV-2401-PC de doble
haz con portacubertas CSP-240-A con seis celdas termostatadas mediante sistema
Peltier. Se han manejado cubetas de cuarzo Hellma 110QS de 1 cm de paso

optico.

Las medidas de pH se han hecho con pH-metros Crison Micro pH2000 y
Metrobm 827 pH lab.
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Para mantener constante la temperatura de las mezclas de reacciéon (£ 0,04

°C) se han utilizado termostatos Lawuda Ecoline Re 120.
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2.2.3 Resultados y discusion

2.2.3.1 Mecanismo de reaccion

El esquema 2.2.2 muestra el mecanismo propuesto para la alquilaciéon de NBP por
EP -PO, 12-EB y ws vy #rans-2,3-EB—. Simultineamente a la reaccién de
alquilaciéon de NBP por el epoxido tiene lugar la de hidrdlisis de este dltimo que
produce el glicol correspondiente.?31.234297 Como los aductos NBP-EP son

inestables y se hidrolizan, también es necesario considerar ésta ultima reaccion.

HO
R
R4 %4
Rz
RN
AD
Kalq = Khid p
N7 NO,
o] I Z
R1: /\_Rs NBP AD NO,
R: R4 (incoloro)
EP
PO, R,=CH3;R1=R3=R4=H;
1,2—EB, R2=CH20H3; R1=R3=R4=H; R1 R3
cis-2,3-EB, Ry=R4=CHj; R4=R3=H; HO
trans-2,3-EB, R;=R3=CHg; Ri=R;=H; Khia }—Q OH
Ry R4
Glicol

Esquema 2.2.2. Mecanismo propuesto para la reaccién de alquilacion de NBP por
epdxidos lineales, EP.

Como los isémeros 2,3-EB presentan la misma sustitucion en los dos
carbonos del anillo oxiranico, el ataque de la NBP sobre tales carbonos transcurre
indistinguiblemente. Por ello, cuando se haga referencia a la reacciéon de
alquilacion por los isémeros 2,3-EB, se referira a la reaccion de alquilacién global,
en ambos carbonos. Sin embargo el ataque de la NBP por PO y 1,2-EB tiene lugar

en la posiciéon mas favorecida, ze. en el carbono menos sustituido.

Los perfiles cinéticos obtenidos (variacion temporal de la absorbancia en A

= 560 nm) son tipicos de reacciones consecutivas, en concordancia con el

mecanismo propuesto.
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2.2.3.1.1 Perfiles cinéticos y ecuaciones de velocidad

0,9
0,8
0,6
£ £
c c
2 0,4 2
n n
< <
0,3
0,2 R2 = 0,9996 0,2 R2 = 0,9998
R2=0,9972 R? = 0,9994
0,0 ‘ ‘ 0,09— ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 0 1 2 3 4 5 6
106t (s) 106t (s)

Figura 2.2.4. Perfiles cinéticos de la formacion de los aductos NBP-EP. Ajustes (-) y
valores experimentales; medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 °C; pH= 6,96; [NBP], = 1,99 -
102 M; a) [PO], = 5,59 - 10° M (e); [1,2-EB], = 6,31 - 10 M (e); b) [cis-2,3-EB], = 2,08 -
10 M (A); [trans-2,3-EB], = 2,21 - 10* M (V).

Del mecanismo propuesto se deducen facilmente las ecuaciones de
velocidad (2.2.1) y (2.2.2) de desaparicion del epoxido EP y de aparicion del

aducto, respectivamente.

—d[EP] '
7 = (’éhid + 'éalq)[EP] (2.2.1)
d[AD] o AD
- = ’éa_lq [EP] Rpid [AD] (2.2.2)

En estas ecuaciones A, es la constante de velocidad observada para
la hidrolisis del aducto, Ana es la constante de velocidad observada para la
hidrolisis del epoxido y /é;lq es la constante de velocidad de alquilacién de NBP
de pseudoprimer-orden:

él

alq — ’éalq [NBP]

(2.2.3)

La integracion de la ecuacion (2.2.1) conduce a:
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_(kalq ”ﬁhid) 4

[EP]=[EP],| e

(2.2.4)

Con la ecuacion anterior e integrando la (2.2.2) se obtiene la expresion

(2.2.5), que permite conocer la concentraciéon de aducto en un tiempo #

[EP]O ’é;lq *(éﬁidD) 4 _(/é’alq +'éhid) 4

. AD c —C
(/éalq T ) ~ Khid

[AD]=
(2.2.5)

Como el seguimiento del aducto se hace espectrofotométricamente, para
obtener la ecuacion integrada de velocidad en términos de absorbancia (Ec.(2.2.7))
se utiliza la ecuaciéon de Lambert-Beer (Ec.(2.2.6)) donde 4ap es la absorbancia del
aducto a tiempo #, ¢ es el coeficiente de absorcion molar del aducto y / el paso
optico de la cubeta. Todos los experimentos se han realizado con una cubeta de

paso optico 1 cm.

Ap=|AD|&/
A\p=[AD] (2.2.6)
' AD 1
gl/[EP] o —(/éhi L ) y —(ealq o d) /
Apap =7 € —e
(’éalq +'éhid ) ~ Ahid (2.2.7)
Los valores 4ap/7 se ajustan a una ecuacion con tres parimetros:
a ( - -
Ay = (e cr_oht )
b—c¢ (2.2.8)
en la que los parametros 4, by ¢ son:
a=¢l[EP] & (22:9)
b= Riq i (2.2.10)

88



223.Resultados y discusion

,éAD

£~ Rhia (2.2.11)

Los perfiles cinéticos y los excelentes ajustes de los valores experimentales

Anp/tala ecuacion (2.2.8) (figura 2.2.4), apoyan el mecanismo propuesto.

2.2.3.1.2 Ordenes de reaccion

Para verificar que la alquilacion de NBP por los epoxidos transcurre por un
mecanismo de sustitucion nucledfila bimolecular, Sn2, se determinaron los
ordenes de reaccion respecto de las concentraciones de ambos reactivos. Se utilizo

el método de velocidades iniciales.196

La velocidad inicial de formacion del aducto, 2, en términos de
concentracion viene dada por la expresion (2.2.12) y en términos de absorbancia
por la (2.2.13); n y m son los 6rdenes parciales respecto de las concentraciones de

NBP y EP, respectivamente.

v, =lim JIAD] lim ALAD] k. [NBP]" [EP]”
=0 df =0 Af d o o (2.2.12)
L (AAAD /5/) _ n m
Yo = }1—% A7 B /éalq [NBP]O [EP]O (2.2.13)

La ecuacion (2.2.13) puede escribirse en forma logaritmica (2.2.14):

logv &/ =logk

a1q5/ +n log[NBP]O +m log[EP]o

(2.2.14)

Con todos los epoxidos se encontraron o6rdenes de reaccion unitarios
respecto a las concentraciones de cada reactivo (figura 2.2.5) coherentemente con

un mecanismo de sustitucion nucled6fila bimolecular, Sx2.
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-5,0 -3,0
Rj =0,9802 R®=0,9980 b)
R? = 0,9986 R? = 0,9945
-5 4 {R?=0,9901 R?=0,9921
~ ! 2 _ ~ 2_n
- R? = 0,9901 ~ -4,2 {R?=0,9944
c00 L“‘O
> .58 >
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o
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6,2 m=1
‘6,6 T T i _616 ' '
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log [NBP], log [EP],

Figura 2.2.5. Ordenes parciales respecto a las concentraciones de: a) NBP, n; b) EP, m;
para la reaccion con PO (e); 1,2-EB(e); cis-2,3-EB (A); trans-2,3-EB(V);T = 37,5 °C;
medio de reaccidn 7:3 agua: dioxano; pH = 6,96.

2.2.3.1.3 Identificacion de los aductos NBP-EP mediante espectrometria de
masas

Las evidencias experimentales descritas anteriormente, junto al estudio de los
aductos por espectrometria de masas (figura 2.2.6), confirman la formaciéon de
aductos 1:1 NBP-EP (La relacién m/z correspondiente a los picos de los iones
moleculares resulto, 273,1 para NBP-PO, 287,1 para los aductos NBP-1,2-EB, y
287,2 para NBP-2,3-EB). No se observaron picos asignables a aductos de otro

tipo, como los 2:1.

Aspecto esencial en el estudio de los mecanismos de alquilacion
investigados en este trabajo es averiguar el papel de reacciones concurrentes que
pueden condicionar —de hecho lo hacen— la influencia de la alquilacion
propiamente dicha. Para ello se deben calcular previamente los valores de los
coeficientes de absorcién molar de los aductos NBP-EP formados. Asi se podran
conocer los valores de la constante de velocidad de alquilacién de forma directa
mediante el método de velocidades iniciales o haciendo uso del parametro « del

ajuste (vide infra).
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Figura 2.2.6. Espectros de masas de los aductos NBP-EP, obtenidos tras la separacion de
la mezcla de alquilacién mediante HPLC: a) NBP-PO, t, = 2,11 min.; b) NBP-1,2-EB ¢, =
2,23 min.; c) NBP-cis-2,3-EB, t. = 2,14 min.; d) NBP-trans-2,3-EB, t; = 2,14 min.
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2.2.3.2 Estudio cinético de las reacciones involucradas en la efectividad

de la alquilacion

2.2.3.2.1 Determinacion del coeficiente de absorciéon molar de los aductos
NBP-EP

Para determinar el coeficiente de absorcién molarde los aductos NBP-EP, &, se
selecciond la longitud de onda A = 560 nm, para poder establecer comparaciones
con otros compuestos estudiados previamente en nuestro laboratorio. En esta

longitud de onda absorben exclusivamente los aductos NBP-EP.

Como se procede de manera distinta con los epdxidos que reaccionan
rapidamente con la NBP (PO y 1,2-EB) que con los que reaccionan lentamente (¢/s

y trans 2,3-EB), se consideraran de forma separada.
2.2.3.2.1.1 Coeficientes de absorcién molar de NBP-PO y NBP-1,2-EB

Para conocer los coeficientes de absorcion molar de los aductos NBP-PO y NBP-
1,2-EB, se hicieron experimentos en los que se hacfa variar la concentraciéon de
NBP, mantenidas constantes las demas magnitudes. Los experimentos se siguieron
hasta un elevado porcentaje de reaccion. El ajuste a la ecuacion (2.2.8) de los pares
de datos Aap/? conduce a los valores de los pardmetros 4, by ¢. La pendiente de la
recta obtenida al representar los valores del parametro 4 (b = kaq [NBP]|+Anid)
frente a los de [NBP] conduce directamente al valor de la constante de velocidad

de alquilacion, £

Los ajustes de los resultados a pH neutro (figura 2.2.7) conducen a las

expresiones (2.2.15) y (2.2.16).

bposrs = ((1,76 +0,06)- 107 [NBP]+(1,06+ 0’08)1076) s (2.2.15)

baso = ((27£0,4)-107 [NBP]+(1%0,6)107°) s~ (2.2.16)
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Figura 2.2.7. Calculo de Kuq Y knia. Medio de reaccién 7:3 agua: dioxano; pH = 6,96;
Valores experimentales (o) y ajuste(-); [PO]o= 5,59-10° M; T =37,5 °C (e); [1,2-EB],=
6,31:10° M; T = 45,0 °C (o).

Conocidos los valores de £aq (Ecs. (2.2.15) y (2.2.16)) y del parametro a

para unas condiciones determinadas (tabla 2.2.7), el valor de ¢ se obtiene

directamente (tabla 2.2.7 y ecuacion (2.2.17)).

a
E=——+
/[EP] &, (2.2.17)

Como valor de ¢ se ha tomado el valor medio de los resefiados en la tabla
2.2.7. Para el 6xido de propileno, ero = (2,6 £ 0,1) - 10* M-lecm! y para el 1,2-
epoxibutano, ¢1o.g8 = (2,2 % 0,1) - 10* M-'em-L.

Tabla 2.2.7. Parametro a y coeficientes de absorcion molar de los aductos NBP-PO y
NBP-1,2-EB en funcion de [NBP].

PO 1,2-EB
10° 4 102[NBP] 10%¢ 10° 4 102[NBP] 10% ¢
(s) (M) (M*cm™) (s) (M) (M*cm™)
4,93 1,95 2,56 7,85 1,99 2,31
4,50 1,72 2,72 6,31 1,79 2,06
3,34 1,30 2,61 5,08 1,39 2,14
2,31 0,92 2,54 4,57 1,19 2,25

1,23 0,47 2,66 3,78 0,99 2,23
0,60 0,23 2,62 2,99 0,80 2,20

Medio 7:3 aguazdioxano; pH = 6,96;/P0)o = 5,59-10 — 5 M; T = 37,5 “C;[1,2-EBJo = 6,31-10- 5 M; T= 45,0°C
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2.2.3.2.1.2 Coeficientes de absorciéon molar de NBP-cis-2,3-EB y NBP-trans-2,3-EB
Para determinar los coeficientes de absorciéon molar de los isdbmeros sy trans-2,3-
EB se ha utilizado el método de Gillete, usado por Barbin e /. con el 6xido de
cloroetileno.?%8 La razén de no manejar el mismo método que para PO y 1,2-EB
reside en que las reacciones de ¢ y #rans-2,3-EB con NBP en medio neutro son
muy lentas (es necesario prolongar el seguimiento hasta dos meses). La utilizacién
del método de Gillete en medio acido permite reducir el tiempo de seguimiento de

dos meses a 23 dias.

Como en medio acido la reacciéon de hidrolisis del aducto NBP-EP es
despreciable, /é:ll; =0 (figura 2.2.8), la ecuaciéon integrada de velocidad en

términos de absorbancia (Ec (2.2.7)) para la formacién de aducto resulta:

¢/[EP] & &, +& .
A, = [ ]o alq 1_e(alq hld)[

£k )
(alq hid (2.2.18)

La figura 2.2.8 ilustra el excelente ajuste de los valores experimentales a la

ecuacion (2.2.18).

1,2
1,0
R?=0,9993
0,8 R?=0,9991
E R?=0,9974
@ 0,6 R?=0,9990
n
<
0,4
0,2 WYV v v
0,0 ‘ ‘ ‘
0,0 o5 1,0 1,5 2,0
10t (s)

Figura 2.2.8. Determinacion de A para NBP-trans-2,3-EB. Valores
experimentales (V) y ajuste (-); medio 7:3 agua: dioxano; T =
37,5°C; pH = 5,06; [trans-2,3-EB], = 2,25-10™* M.
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At = Ja expresion (2.2.18) conduce al valor de la absorbancia Ains:

8/[EP]O/éalq
£tk )
( alg hid (2.2.19)

La ecuacién anterior puede escribirse en la forma (2.2.20), que permite

A

inf =

obtener el coeficiente de absorcion molar del aducto NBP-EP.

[EP]O i + /é'hid 1

gl ,éalq &/ [NBP] (22.20)

A

inf

A pH = 5 ¢ se obtuvo del inverso del valor de la ordenada en el origen de
la representacion del cociente [EPJo/Ains frente a 1/[NBP] (figura 2.2.9),
ecuaciones (2.2.21) y (2.2.22)).

s
S 1,5 1,5
5;_ a) 3 b)
c
< 12 < 1.2
~ [~]
o ™
= 09 ,;"I; 0,9
& @
M 0,6 N 0,6
P b
S 0,3 & 0,3
"Ig R2=0,9999 = R =0,9996
= 0,0 : e "{.3 0,0 : =
40 70 100 130 40 70 100 130
1/[NBP](M™) 1/[NBP1(M™)

Figura 2.2.9. Obtencidn del coeficiente de absorcién molar de los aductos NBP-EP. pH =
5,06; T = 37,5 °C; a)[cis-2,3-EB], = 6,31:10°M (A); b)[trans-2,3-EB], = 2,25-10* M(V).

M:(Miop)-mﬁ+(8,86i0,07)-10'6 s

o [NBP] (2.2.21)
trans-2,3-EB
rans 23 EBL, _ (4 1).10% 4+ (8840,2)-10°— v

i [NBP] (2.2.22)
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Los valores de los coeficientes de absorcion molar obtenidos para los
aductos NBP-us-2,3-EB y NBP-#rans-2,3-EB son: ¢ = (2,27 + 0,03) - 10* M-lem' y

e=(2,510,1) - 10* M-lem'!, respectivamente.

La tabla 2.2.8 muestra los valores calculados para los coeficientes de
absorcién molar de los diferentes aductos EP-NBP y permite observar que esos
valores dependen del epoxido que forma parte del aducto. Se observan variaciones
de hasta un 20%. Puede concluirse asi que los valores de los coeficientes de
absorciéon molar dependen de la estructura del aducto, como han sugerido
previamente diversos autores.8>93107.112.168 Este resultado es interesante porque en
numerosos estudios se ha utilizado para calcular las constantes de alquilacién un
mismo coeficiente de absorcion para todos los aductos.8? Probablemente ésta sea
la. causa de algunos errores y discrepancias encontrados en la

bibliografia.8:82103,133,179-181,185

Tabla 2.2.8. Coeficientes de absorcion molar de los aductos EP-NBP.

PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB

10™*€s60nm

( Micm™) 26 *= 01 22 + 01 227 + 0,03 25 = 01

Medio de reaccidn 7:3 agna:dioxano.

2.2.3.2.2 Estudio de la reaccién de alquilaciéon de NBP por epoéxidos lineales

Conocido el valor de & cada experimento cinético permite conocer el de kg a
partir del parimetro a del ajuste Aap,/# (Ec (2.2.23)), o mediante el método de

velocidades iniciales, a partir de la variacion inicial de absorbancia (Ec (2.2.24)).

,é _ a
" &/[EP] [NBP] 2223
lil’l’l A/4AD
L= =0 A/
"9 g/[EP] [NBP]
o o (2.2.24)

a) Influencia del pH
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Para conocer la influencia del pH sobre la constante de velocidad de la alquilacion
de NBP por EP se ha trabajado en el intervalo pH = 5-7. Como la NBP puede
encontrarse disociada en medio acido, su concentracion inicial efectiva se ha
calculado teniendo en cuenta el pK, en el medio de reacciéon (7:3 agua:dioxano;

pK.= 4.4).

Los valores encontrados de las constantes de velocidad (tabla 2.2.9)
muestran que el pH no ejerce influencia apreciable sobre la constante de velocidad

de alquilacién de NBP para ninguno de los epdxidos investigados.

Tabla 2.2.9. Influencia del pH sobre Kaq.

Compuesto pH 10%Kaiq
(M1s?)
5,12 1,75
PO 5,95 1,76
6,96 1,70
5,12 1,32
1,2-EB 5,95 1,41
6,96 1,42
5,06 0,14
cis-2,3-EB 5,20 0,16
6,69 0,15
5,06 0,15
trans-2,3-EB 5,20 0,12
6,69 0,15

Medio de reaccion 7:3 agua:dioxano; T = 37,5 °C.

Los valores de kaq para PO y 1,2-EB son aproximadamente diez veces
mayores que las de los isémeros 2,3-EB. La tendencia de reactividad encontrada es
acorde con la encontrada en la bibliografia para las reacciones de epdxidos con

otros sustratos (tabla 2.2.3, pag. 73).10

La comparacién de nuestros resultados con los obtenidos por Hemminki
et al. en su estudio de la reactividad de epdxidos con la NBP, revela notables
discrepancias.?® Estos autores no observan diferencias apreciables en la reactividad
de epoxidos monosustituidos con sustituyentes alquilicos de diferente longitud. La

razon puede ser doble: i) Hemminki e a/. consideran que la reaccion de alquilacion
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con la NBP es la unica reaccion significativa en un porcentaje de reacciéon corto,
despreciando las posibles reacciones concurrentes de hidrélisis de los epoxidos; y
ii) no tienen en cuenta la variacion entre los diferentes coeficientes de absorcién

molar de los aductos que, como hemos visto, puede alcanzar el 20% (tabla 2.2.8

pag 96).
b) Influencia de la temperatura

La influencia de la temperatura sobre las constantes de velocidad de alquilacion se
estudié para los cuatro epdxidos en el intervalo 30,0-45,0 °C. La tabla 2.2.10
muestra los resultados. Los valores obtenidos muestran un buen ajuste (figura
2.2.10) a las ecuaciones de Arrhenius y Eyring—Wynne-Jones ((2.2.25) y (2.2.26),
respectivamente). Con ellas se han calculado en cada caso los parimetros de

activacion reflejados en la tabla 2.2.11.

Tabla 2.2.10. Influencia de la temperatura en la constante de velocidad de alquilacion de
NBP por epoxidos.

T EP
(°c) PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB
30,0 0,80 + 0,06 0,71+ 0,06 0,062 * 0,005 0,05 + 0,01
32,5 1,18 + 0,08 1,0+ 0,2 0,083 = 0,007 0,07 + 0,02
10%ky, 350 14 + 0,1 1,2+ 02 0,05 * 0,008 0,09 + 0,02
(mist) 375 1,7 + 0,1 1,4+ 0.2 015 =+ 0,01 0,15 + 0,04
40,0 21+ 02 1,9+ 03 023 + 0,02 0,18 + 0,05
42,5 2,6 0,2 23+ 04 0,28 + 0,02 0,21 + 0,05
45,0 31+0.2 28+ 0,5 0,33 + 0,02 0,26 + 0,06
Medio de reaccion 7:3 agua:dioxano; pH = 6,96
E 1
Ink=lnA——=—
R T (2.2.25)
kK AS* k 1
m—=—+n———-—=—
T h R T (2.2.26)
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-7 -13 b
8 a) -14 )
-9 ~ 1
x% g -16
-10 x°
c . P -17
-11 R2=0,9881 -18 {R?*=0,9855
R“=0,9896
12 R§:0'9903 19 R2=0,9769
13 |R?=0,9933 ‘ -20 : :
3,1 3,2 3,3 3,4 31 3,2 3,3 3,4
1/T (103K?) 1/T (10°K™)

Figura 2.2.10. Representacion de: a) Arrhenius y b) Eyring-Wynne-Jones para la reaccion
de alquilacién de NBP por PO (e), 1,2-EB (e), cis-2,3-EB (A) y trans-2,3-EB(V); pH =
6,96.

Como puede observarse, tanto las constantes de velocidad de orden dos
para la alquilaciéon como las correspondientes energias y energias libres de
activacion muestran que el potencial alquilante de los epdxidos disminuye en el
orden: PO > 12-EB > s-2,3-EB ~ #rans-2,3-EB. Este resultado es consistente
con investigaciones de otros autores sobre la reactividad de epodxidos con
nucleéfilos que han mostrado que las reacciénes Sx2 se encuentran mas

favorecidas por los epéxidos monosustituidos que por los disustituidos, debido a

factores estéricos.10

Tabla 2.2.11. Parametros de activacion de las reacciones de alquilacién de NBP por
epoxidos.

2 EP
Parametros de
activacion PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB
Eaalq
68 + 4 67 £ 3 9 + 5 90 + 6
(kJ-mol™)
AG*,, (25,0 °C)
(k3-mol™) 97 + 5 98 + 3 104 5 105 + 8

Medio 7:3 agna:dioxano; pH = 6,96.
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2.2.3.2.3 Estudio de la reaccién de hidrdlisis de epdxidos lineales

La constante de hidrolisis de los epéxidos, Anid, se ha obtenido con los valores del

parametro 4 del ajuste y de la pseudoconstante de alquilacion, £

hid alq (2.2.27)

a) Influencia del pH

Estudios sobre la hidrdlisis de epdxidos han mostrado la existencia de tres

mecanismos distinguibles cinéticamente por los que puede transcurrir la reaccion:
sz 2 . [0 . . s
reaccion espontinea o no catalizada, £, ., y reacciones catalizadas por 4cido, %
H

y por base, £ ,1023238 de modo que la constante de velocidad de hidrolisis
OH"™

observada, Anid, puede escribirse asi:

kg =k [H* |+ g+ ko [on |

(2.1.20)

Tabla 2.2.12. Influencia del pH sobre las
constantes de velocidad de hidrdlisis

-5,0 observadas de los ep6xidos estudiados.
-5,3
p. C H i
ompuesto
F 56 ° P (s1)
8 59 5,12 3,07
- ’ PO 5,95 2,28
62 N 6,96 1,06
' e 5,12 2,44
-6.5 N 1,2-EB 5,95 1,05
4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 o 081
5,06 4,18
PH cis-2,3-EB 5,20 3,33
6,69 0,65
E_igl{ll'_al_z.zéll. In'flggncia deIMpIJ_ en C:a 5,06 3,11
idrolisis de epoxidos. edio de > a
reaccion 7:3 agua: dioxano; T =37,5 L R i 1,76
oC. PO (e), 1,2-EB (s), cis-2,3-EB (4) 6,69 0,57
y trans-2,3-EB(V); Medio 7:3 agna:dioxano; T = 37,5°C.
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En nuestro caso, en el intervalo pH = 5-7 se observa que el aumento de la
acidez del medio hace aumentar Ania (figura 2.2.11 y tabla 2.2.12), lo que indica que

la reaccion de hidrolisis de EP presenta catalisis acida.
b) Influencia de la temperatura

A titulo comparativo con la influencia de la temperatura en la alquilacion
propiamente dicha, se ha estudiado la influencia de la temperatura sobre Ania en el
intervalo T' = 32,5-45,0 °C para PO y 1,2-EB (tabla 2.2.13). Para los regioisémeros
de 2,3-EB se ha trabajado sélamente a T > 37,5 "C. Esto se debe a que las
reacciones para estos ultimos son muy lentas y a temperaturas inferiores, el

seguimiento se tendrfa que prolongar durante varios meses.

Tabla 2.2.13. Influencia de la temperatura sobre la constante de velocidad de hidrésis
de EP.

T EP
(°c) PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB
325 053 + 001 066 = 0,07 - -
350 093 + 002 066 * 0,08 - -
10%,, 375 106 * 002 080 + 008 065 * 003 057 *+ 014
(s') 400 160 + 003 0,70 + 007 16 * 0,2 1,7 = 042
425 203 + 004 13 % 01 23 + 03 1,8 + 044
450 250 + 005 11 % 01 26 + 04
Ea hia 97 + 8 76 + 6 184 + 99 135 =+ 31
(kJ-mol™)

Medio de reaccion 7:3 agna:dioxano; pH = 6,96.

La tabla 2.2.13 recoge los valores de las constantes de hidrdlisis y de la
energia de activacion para las reacciones de hidrdlisis de los epoxidos aqui

investigados (figura (2.2.13)).

Se observa que, a diferencia de las constantes de velocidad de las
reacciones de alquilacion, las de hidrélisis de los epoxidos son del mismo orden
para todos los aqui estudiados. Ello se puede interpretar pensando que, cuando la

molécula que reacciona con el epéxido es pequefia (caso del agua) la estructura del
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epoxido (y, por tanto, el impedimento estérico) no condiciona la reactividad de
forma drastica, mientras que sf lo hace frente a moléculas de tamafo considerable

como la NBP.

-12

R2=0,9775

.13 R2=0,9946
R2=0,9727

-14 2

In k.4

-15

_16 T

3,1 3,2 3,3
1/T (10°K™)

Figura 2.2.12. Diagramas de Arrhenius para

las reacciones de hidroélisis de epoxidos. Medio

7:3 agua:dioxano; pH = 6,96; PO (e), 1,2-EB

(e), cis-2,3-EB (A) y trans-2,3-EB( V).

2.2.3.2.4 Estudio de las reacciones de hidrolisis del aducto NBP-EP

Como se ha indicado antes (apartado 2.2.3.1, pag. 86), una de las reacciones
concurrentes con la de alquilaciéon propiamente dicha es la de hidrdlisis de los
aductos NBP-EP formados. Por eso en este trabajo se ha estudiado cinéticamente

esa reaccion para cada uno de los epoxidos conque se ha trabajado.

e AD
La constante de hidrdlisis de cada aducto, /éhi 4> se ha calculado de
forma directa a partir del ajuste 4ap/% Su valor viene dado por el paraimetro ¢ del

ajuste (Ec (2.2.11)).

a) Influencia del pH

Al estudiar la influencia del pH en la constante de velocidad de hidrolisis

del aducto NBP-EP se comprueba que la reaccién esta cataliza por base (tabla
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2.2.14). En medio acido, pH<5,3, la reaccién transcurre tan lentamente que no se

detecta y puede despreciarse.

Tabla 2.2.14. Influencia del pH sobre las constantes
de hidrdlisis de los aductos NBP-EP.

107 k0
Compuesto pH (s-l)
5,12 n.d.
PO 5,95 1,39
6,96 5,31
5,12 n.d.
1,2-EB 5,95 3,66
6,96 5,13
5,06 n.d.
cis-2,3-EB 5,20 n.d.
6,69 1,19
5,06 n.d.
trans-2,3-EB 5,20 n.d.
6,69 1,49

Medio de reaccion 7:3 agna:dioxano; T = 37,5 °C; n.d. : no detectado.

b) Influencia de la temperatura

La tabla 2.2.15 muestra los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la
temperatura sobre las reacciones de hidrolisis de los aductos NBP-EP en el

intervalo T = 32,5-45,0 °C,

Se observa que los aductos formados por los epoxidos monosustituidos,
1,2-EB y PO, reaccionan hasta cuatro veces mas rapidamente que los formados
por los isémeros 2,3-EB. Una posible explicacion a este hecho podria ser que la
reaccion de hidrolisis se vea iniciada por el ataque de una molécula de agua sobre
el carbono directamente unido al atomo de nitrégeno. Ese carbono se encuentra

menos sustituido en el caso del PO y el 1,2-EB que en el de los isomeros 2,3-EB.
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Tabla 2.2.15. Influencia de la temperatura sobre la constante de velocidad de hidrdsis
de los aductos EP-NBP.

r EP
(°c) PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB
32,5 - 28 * 0,3 - -
350 299 + 009 29 =+ 0,09 - -
0> 375 535 * 009 51 * 01 119 * 004 148 * 013
(s) 400 853 + 02 108 * 09 40 + 09 338 * 037
425 1172 + 02 102 + 15 49 + 10 544 =+ 0,34
450 1386 + 020 157 + 2 92 + 02
Eqnia™® 126 + 15 110 + 6 209 + 43 212 + 32
(kJ-mol™) - - - -

Medio de reaccion 7:3 agna:dioxano; pH=6,96.

2.2.3.3 Parametros cinéticos que caracterizan la reactividad de los

epoxidos lineales

Es de interés sefialar que: i) la NBP modela la posicion N7 de la guanina; ii) la
capacidad alquilante de muchas sustancias, junto con otros parametros quimicos de
naturaleza cinética ha demostrado ser factor determinante de su actividad biologica;
iif) hasta la fecha no se han descrito correlaciones cuantitativas claras entre la
actividad quimica de los oxiranos como agentes alquilantes y su actividad biolégica.

Por esas razones nos vamos a fijar a continuacion en algunos parametros
cinéticos que se utilizaran después para tratar de establecer correlaciones entre la

reactividad quimica y la actividad biolégica de los oxiranos estudiados.

Ademas de £ulq, Esalq ¥ £nid, hemos manejado dos parametros selectivos: 1)
la quimioselectividad de los epéxidos frente a la NBP, Snsp (véase apartado
2.1.2.3.2.1, pag.45), que en términos cinéticos es el cociente entre las constantes de
velocidad de alquilacion de la NBP e hidrdlisis de los epoxidos; ii) 1a constante de
sustrato de Swain-Scott, 5, que aporta informacién basica sobre la selectividad de

los oxiranos por la alquilacién y la hidrélisis (véase apartado 2.1.2.3.2.1, pag.44).

104



223.Resultados y discusion

La tabla 2.2.16 muestra los valores obtenidos de Sxpp y s a diferentes
temperaturas. Los altos valores de Sxgp (2,6 < log Snpp < 4,0) y de las constantes s
(s > 0,7) son tipicos de mecanismos Sn2,1540.04148312 Jo que apoya el mecanismo
propuesto para la reaccion de alquilacion. También indican la preferencia de los
agentes alquilantes por reaccionar con centros nitrogenados del ADN, (e. g.
centros altamente nucledfilos N7-G, N3-A) que estd relacionada con una baja
genotoxicidad y  una  proporcion  elevada de  aductos  N7-/0¢-
alquilguanina 46:175303313.314 [ os valores de s son acordes con los obtenidos
previamente para los éxidos de propileno y etileno (véase tabla 2.2.4 pag.74). Para
cis- y trans-2,3-EB los valores de s son notablemente inferiores debido a que los

carbonos secundarios causan impedimento a la reaccion de alquilacién.#0

Se observa que, al disminuir la temperatura, aumentan los valores de sy
Snep. Este comportamiento ha sido observado también por otros autores.®* La
tendencia encontrada se puede atribuir, utilizando la teorfa del estado de transicion
y la formaciéon de un complejo activo, a una diferencia sustancial entre los
parametros de activacion asociados a la reaccion con los dos nucledfilos
estudiados, agua y NBP. A la reacciéon con el nucleéfilo mas potente, NBP (n =
3,5), le debe corresponder una energfa libre de activacion muy inferior a la del agua
(n = 0). Se ha comprobado que esta condiciéon se cumple para el PO y que la
variacion entre las energfas libres de Gibbs para la hidrélisis del PO vy la alquilacion
de la NBP por PO es debida fundamentalmente al factor entalpico. Esto significa
que el aumento de sy Sxpp con la disminucién de la temperatura es debida al
mayor incremento de la entalpia de activacion de la reaccién de hidrolisis de EP

frente a la de la reaccion de alquilacién de la NBP por EP (véanse pags. 99 y 101).

La gran variacién de los parametros con la temperatura indica la necesidad
de considerar este factor a la hora de utilizatlos en el establecimiento de

correlaciones.
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Tabla 2.2.16. Dependencia de algunos parametros quimicos con la temperatura:
Quimioselectividad, constante de Swain-Scott, capacidad alquilante y efectividad.

T EP
(°c) PO 1,2-EB cis-2,3-EB trans-2,3-EB
325 8644 6079 - -
35,0 5982 7125 - -
S 375 6177 6890 762 971
40,0 5124 1058 570 411
42,5 4989 6765 484 467
45,0 4755 9969 499 -
32,5 1,12 1,08 - -
35,0 1,08 1,10 - -
< 375 1,08 1,10 0,82 0,85
40,0 1,06 1,15 0,79 0,75
42,5 1,06 1,09 0,77 0,76
45,0 1,05 1,14 0,77 -
325 082 + 006 07 =+ 0,1 - .
350 075 + 0,06 08 = 0,1 - -
' 375 076 + 006 08 =+ 01 028 =+ 002 033 = 0,08
40,0 072 + 006 08 + 01 023 =+ 003 017 + 0,04
425 072 + 005 08 + 01 020 =+ 002 019 + 0,05
450 071 + 005 08 + 01 020 =+ 0,02 -
325 32 + 02 45 + 07 - -
350 42 + 03 45 = 0,7 - -
10AL 375 24 + 02 25 + 04 400 + 003 37 + 09
(min) 400 14 + 01 13 + 02 100 + 0,028 09 + 0.2
425 10 + 008 13 + 02 070 * 001 06 + 01
450 085 + 0,07 09 + 02 040 =+ 0,01

Medio de reaccion : agua:dioxano 7:3 ; pH=6,96.

Desde hace mas de cincuenta afios se admite que el riesgo de mutacion
por exposiciéon a un compuesto es proporcional a la constante de velocidad de
alquilacion, &n=2, para un sustrato con n = 2 (centros poco reactivos del ADN
como (F-guanina).!” A 37,5 °C los valores estimados de este parametro,
utilizando la ecuacién de Swain-Scott, para PO, 1,2-EB, ¢s-2,3-EB y #rans-2,3-EB
fueron: 3,99, 3,21, 0,85 y 0,75 - 100 M-s1, respectivamente. Estos resultados
concuerdan satisfactoriamente con los encontrados en la bibliograffa para PO y
1,2-EB (3.33 y 3.11:10¢ M-'s-! a 37,0 °C, respectivamente determinados con otra
metodologia (véase tabla 2.2.4 pag. 74)).
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Entre los parametros mas utiles sobre la reactividad quimica de agentes
alquilantes se encuentran la fraccion de agente alquilante que forma aducto, £, y la
vida del aducto, AL (véase apartado 2.1.2.3.2.1, pags. 45 y 46). Como estos factores
se han correlacionado con éxito con el potencial mutigeno de diferentes
compuestos,201313315316 se han obtenido sus valores a diferentes temperaturas y en

medios de diferente acidez.

Los valores de frecogidos en las tablas 2.2.16 y 2.2.17 indican que, para el
PO y el 1,2-EB en medio neutro, el 70-80% de la concentracion inicial de agente
alquilante da lugar a la formaciéon de aducto mientras que el 20-30% restante es
hidrolizado. Sin embargo, para los isémeros del 23-EB, se observa el
comportamiento contrario, los epéxidos son mayoritariamente hidrolizados. En
general, / disminuye al aumentar la temperatura debido a la mayor influencia de la

ésta sobre la constante de hidrolisis.

Tabla 2.2.17. Influencia del pH sobre las eficacias y eficiencias de
alquilacion, fy AL.

AL
Compuesto pH f

(min)

5,12 0,48 -
PO 5,95 0,51 72685
6,96 0,76 23700

5,12 0,50 -
1,2-EB 5,95 0,73 33227
6,96 0,78 25305

5,06 0,06 -

cis-2,3-EB 5,20 0,09 -
6,69 0,28 38971

5,06 0,09 -

trans-2,3-EB 5,20 0,12 -
6,69 0,33 37507

Medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5°C.

Se observa que el parametro AL también se ve afectado por la temperatura
y el pH, aumentando con la disminucién de éstos ultimos (tablas 2.2.16 y 2.2.17).
La reaccién de hidrolisis del aducto es el factor responsable del aumento de AL

con la disminucién del pH (ni la variacién de £aq —independiente del pH— ni de
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knia —aumenta al disminuir el pH— con la acidez del medio justifican la tendencia
encontrada). La relacion directa de AL con la temperatura explicada tanto por el

AD
aumento de fcomo £, .

2.2.3.4 Correlaciones reactividad quimica-actividad bioldgica

Concluido el estudio cinético de la reacciéon de alquilacion de NBP por EP y
determinados los parametros quimicos que caracterizan la reactividad de estos
compuestos, se ha tratado de establecer correlaciones: i) cualitativas entre las
respuestas del test de Ames y el test de NBP; ii) semicuantitativas entre Laq, fy AL
calculadas en este trabajo y los datos bibliograficos de mutagenia en Sa/monella
Typhimurium, Neurospora y Schizosaccharomizes Pombe (véase apartado 2.2.1.5, pags. 75-
706); iii) cuantitativas entre algunos de los parametros calculados por nosotros (&aq,
Ea aq, £nid, £n=2, 5 y Sxsp) v datos bibliograficos de actividad biolégica (potencia de
induccién de intercambio de cromatidas hermanas (SCEIP) en células V79 de

Hamster Chino y la frecuencia de mutacién en Schigosaccharomizes Pombe (tabla

2.2.6, pag.76)).

Es evidente la existencia de correlaciones cualitativas y semicuantitativas
entre reactividad quimica y actividad biolégica de PO, 1,2-EB y cis- y trans-2,3-EB.
Todos los epoxidos aqui estudiados son alquilantes directos, activos
biolégicamente, que responden positivamente al ensayo de NBP. LL.os compuestos
que reaccionan mas rapidamente con la NBP son los que presentan una mayor
actividad biolégica. PO y 1,2-EB muestran mayor potencial mutageno que czs-2,3-

EB y trans-2,3-EB, tanto en Salmonella Typhimurinm —independientemente del

ensayo escogido y de la cepa— como en Neurospora y Schigosaccharomizes Pombe
(véanse tablas 2.2.5 y 2.2.6, pags.75 y 76). En algunos casos se ponen de
manifiesto las pequenas diferencias existentes entre PO y 1,2-EB y entre los

isomeros de 2,3-EB entre si, la tendencia observada es, en esos casos, también

acorde con la reactividad: PO>12-EB>¢is-2,3-EB>trans-2,3-EB.
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Si centramos la atencién en la eficacia y eficiencia de la alquilacion, fy AL,
respectivamente, se observa que: i) los aductos NBP-EP formados por los cuatro
epoxidos poseen valores de AL muy elevados (tablas 2.2.16 y 2.2.17), en
consonancia con su gran estabilidad; ii) los valores de AL son mucho mayores que
los observados para otros agentes alquilantes;201315316 i) los regioisémeros 2,3-EB
son preferentemente hidrolizados, mientras que los epodxidos, PO y 1,2-EB
forman aducto en mayor proporciodn; iv) cuanto mayor es la proporcién de aducto
formado y su estabilidad, la posibilidad de que los aductos se acumulen 7 vivo
durante un largo periodo, y consecuentemente, ejerzan actividad biolégica, puede
ser significativa. Asi, cabe esperar que, como los aductos NBP-EP presentan una
elevada estabilidad, los agentes alquilantes mas potentes, PO y 1,2-EB, deben
mostrar mayor potencial para producir efectos biologicos que los isémeros 2,3-
EB. Para epoxidos que forman aductos muy estables, como es el caso, el
parametro f parece ser mas influyente que AL a la hora de evaluar la efectividad

biolégica.

Aunque son abundantes las correlaciones cualitativas y semicuantitativas
de la reactividad de los epdxidos con su actividad biologica, apenas existen
correlaciones cuantitativas y las que hay son pobres, particularmente desde el
punto de vista cinético. Por eso se ha investigado esta posibilidad utilizando el
modelo de Hakura (véase apartado 2.1.1.7.2, pags.29-29), que atribuye la
frecuencia de mutaciéon observada, MF, a un proceso cinético como es la

modificacion del sitio de accidén que ocurre a una velocidad proporcional a 4.

La ecuaciéon fundamental que establece correlacion entre los dos

parametros es:

In MF = nln & +lnm—nln D (2.1.6)

Consideraremos 4 (medida frente a NBP, nucleéfilo modelo de la

posicion N7 de la guanina) o £q=2, que describe la velocidad de reaccion entre los
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agentes alquilantes y los oxigenos del ADN, como constantes de velocidad de la

modificacion del sitio especifico de accion en el ADN, £,

En la tabla 2.2.18 se recogen las constantes de sustrato de Swain-Scott, s, y
los valores de la constante de velocidad equivalente al riesgo genético, &n=2, junto
con la potencia de induccién de intercambio de cromatidas hermanas (SCEIP) y la
frecuencia de mutacién para los epoxidos estudiados. Para facilitar la discusion de
los resultados se han incluido, ademas de los valores asociados a los epoxidos
estudiados, los de otros epoxidos lineales sencillos.

Tabla 2.2.18. Constante de sustrato, s, constante de velocidad equivalente al
riesgo genético, kn-2, Yy efectividad bioldgica de epdxidos.

Schizosaccharomices Células V79 de

Ep6xido s LJLr pombe © Hamster Chinof
(Ms) MF SCEIP
EO 0,93% -5,41¢ 4,44 .
PO 1,08° -5,40° 1,12 3
1,2-EB 1,10 -5,49° 1,17 1,6
trans-2,3- 0,85° -6,13" 0,3
cis-2,3-EB 0,88" -6,07" 0,02 0,3
ECH 0,93° -5,04° 6,53 28,8
Glicidol 1,00° -5,56¢ 2,9 41

a: Ref?"; b: This work; c: Ref 41; d- Ref. 10; e: Ref*
ME: Frecuencia de mutacion, mutantes por 104 supervivientes por mM. f: Ref.?7

En primer lugar se centrd nuestra atenciéon en las correlaciones entre los
parametros quimicos y la respuesta mutigena observada en Schizosaccharomices
Pombe. Las buenas cotrelaciones MF/ kaq y ME/ E, aq (tabla 2.2.19 y figura 2.2.13
a y b) pueden atribuirse a un papel importante de la formacién de aductos N7-
alquilguanina en la respuesta bioldgica inducida por exposicion a epoxidos
(compuestos que forman mayoritariamente estos aductos). Estos resultados son
acordes con los obtenidos por Hooberman e /2?8 quienes encontraron una buena
correlacion entre la mutagenia observada en la cepa TA100 y la reactividad
quimica frente a la NBP. Aunque aductos pequefios como N7-metilguanina y N7-
etilguanina se han considerado como compuestos bien tolerados por las células,
aductos N7-alquilguanina mayores podrian poseer actividades biologicas potentes

incluyendo citotoxicidad y mutagenia.3!8
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Tabla 2.2.19. Coeficiente de correlacién, R? entre parametros quimicos y la
eficacia bioldgica. Entre paréntesis se muestra el nimero de pares de datos
considerados para hacer el ajuste por minimos cuadrados.

Schizosaccharomyces Células V79 de
Parametros Pombe Hamster Chino
quimicas MF SCEIP
log Kaig 0,992 (3) 0,963(4)
log Knid 0,683 (3) 0,924 (4)
Eaalq
(kJ/mol) 0,999 (3) 0,922 (4)
S 0,959 (5%) 0,963(6)
Snep 0,991 (5%) 0,924 (4)
log kn=2 0,816 (6) 0,928 (6)

*Los isomeros cis y trans 2,3-EB no han sido considerados a la hora de establecer las correlaciones.

Como la formacion de aductos N7-alquilguanina no se puede utilizar de

forma aislada como biomarcador cuantitativo de respuesta mutigena u otros

procesos biologicos,>! hemos tratado de establecer otras correlaciones:

1) Se ha observado que existe correlacion ME/ kn=2 ( figura 2.2.13 f). Aunque
es pobre, su existencia revela la importancia de la formacién de O-aductos
sobre los efectos biolégicos de los epoxidos estudiados en este trabajo
(aunque los O-aductos son productos minoritarios en la alquilacién del
ADN o sus bases por oxiranos, son lesiones promutiagenas, con mayor
potencial mutageno que los aductos N7-alquilguanina).>!

2) Dadas las fuertes correlaciones existentes MF/s and MF/Snsp (figura
2.2.13 c y d), la proporcion de aductos N7-/0O¢-alquilguanina también
debe ser considerada como factor significativo.

3) El bajo grado de correlacién MF/ kg apoya la validez del modelo de
Hakura, ya que la reaccién de hidrolisis no se encuentra involucrada en la
modificacién del sitio reactivo del ADN.

4) Finalmente, se han obtenido buenas correlaciones entre todos los
parametros quimicos, incluida £n=> (figura 2.2.13 y tabla 2.2.19) y SCEIP
en células V79 de hamster Chino, organismo mas cercano al ser humano.
Este hecho no hace mas que apoyar las conclusiones extraidas utilizando

MEF en Schizosaccharomices pomrbe.
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Figura 2.2.13. Correlaciones entre parametros quimicos a) Kaiq, b) knid, C) Ea aig, d) Kn=2, €)
sy f) Swer Y la Frecuencia de Mutacidon (MF) en Schizosacharomices pombe (o, - - -) y la
potencia de induccién de SCE (SCEIP) en células V79 de hamster Chino (e, ---).
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La reacciéon de alquilacion de 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) por los
epoxidos (EP) 6xido de propileno (PO), 1,2-epoxibutano (1,2-EB), cis-2,3-
epoxibutano (¢s-2,3-EB) y trans-2,3-epoxibutano (#rans-2,3-EB) da lugar a
la formacién de los correspondientes aductos NBP-EP a través de un
mecanismo Sn2.

En el mecanismo global intervienen otras dos reacciones concurrentes: i)
las hidrolisis de EP y de los aductos NBP-EP. La reaccion mas favorecida
es la de alquilacion y la de hidrolisis de aductos la menos significativa.

El potencial alquilante disminuye en el siguiente orden: PO>1,2-EB>>¢s-
2,3-EB~trans-2,3-EB.

La reaccion de hidroélisis de los epoxidos también debe ser tenida en
cuenta para la comprension de la actividad biologica de estas especies
quimicas.

La fraccion de agente alquilante que forma aducto, /£ y la vida del aducto,
AL, permiten wuna buena comprension, incluso en términos
semicuantitativos, de la reactividad de los epdxidos y de su actividad
biolégica.

Las buenas correlaciones encontradas entre la reactividad quimica
(parametros cinéticos) de los epoxidos y su actividad biolégica sugieren
que la reacciéon de alquilaciéon del ADN por epoéxidos y la relacion de
aductos N7-/06- alquilguanina estin directamente relacionados con su

mutagenia 2. vitro.
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“Tutte le verita sono facili da capire una volta che sono state rivelate.

11 difficile ¢ scoprirle”

Galileo Galilei

2.3.1 Antecedentes

2.3.1.1 Epoxidos aromaticos estudiados

Los epoxidos aromaticos elegidos para su estudio, son derivados para-sustituidos
del 6xido de estireno: 6xido de estireno (SO), 6xido de p-nitroestireno (pNSO),
oxido de p-cloroestireno (pCISO), y 6xido de p-bromoestireno, (pBrSO) (figura
2.3.1).

Q/AON@”@”@”

pNSO pCISO pBrso

Figura 2.3.1. Estructuras de los epoxidos aromaticos objeto de estudio.

2.3.1.2 Usosy exposicion

Los o6xidos de estireno son utilizados en la producciéon de los correspondientes
glicoles y derivados. Se emplean como intermedios quimicos en la fabricacion de
polimeros, cosméticos y compuestos de uso agricola y biolégico. Son también
intermedios sintéticos en la preparaciéon de moléculas bioactivas,3!? entre las que se
encuentran  farmacos  antiarritmicos, antianginosos,  antibacterianos y

antileucémicos.319-321 Los siguientes oxidos de estireno se han propuesto como
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intermedios en la sintesis de farmacos: pCISO, para la sintesis de eliprodil —con
propiedades neuroprotectoras—22 y pNSO, para obtener Nifenalol® —antianginoso
y antiarritmico—239323 En su sintesis se utilizan generalmente epéxido hidrolasas,
tanto por su accion catalitica como por su capacidad para producir altos excesos
enantioméricos.?1>302,324-328 F] pNSO se utiliza mayoritariamente para investigar el
mecanismo de accién de estas enzimas ya que en ausencia de las mismas, aquél se

hidroliza muy lentamente.301,302,329,330

El 6xido de estireno es uno de los epéxidos mas utilizados. Se emplea en
perfumerfa como material de partida para la produccion de 2-feniletanol (agua de
rosas). También se utilizan pequefias cantidades para mejorar la estabilidad de
fluidos hidradlicos, en el tratamiento de fibras y tejidos, productos de limpieza

clorados, destilados de petrdleo y fluidos dieléctricos.33!

El amplio uso de los 6xidos de estireno, particularmente del SO, hace que

la exposicion del ser humano a los mismos sea considerable.

La exposicion ambiental a SO transcurre generalmente por contacto con
agua o aire contaminado. Aunque en menor medida, también puede ocurrir por
ingesta de alimentos envueltos con polimeros fabricados con SO. Las
concentraciones de SO resultantes de la migraciéon a alimentos se encuentran en
torno a 0,02-0,15 Hg/kg. La exposicién ocupacional a SO ocurre, mds
frecuentemente, en las industrias de producciéon de caucho, pinturas y productos

afines.332

La exposicion indirecta a los 6xidos de estireno, tiene lugar por exposicion
a los correspondientes estirenos, utilizados de forma habitual en la fabricacion de
resinas, polimeros y copolimeros.333 El estireno se encuentra presente en
numerosas bebidas y alimentos. La mayor concentracién se ha encontrado en
canela natural. 3! Es significativa la exposicién al estireno por contaminacion
medioambiental. En un estudio comparativo sobre las vias de contacto del

estireno en adultos se estimé que la via minoritarfa es la ingestién de agua potable
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contaminada mientras que las mayoritarias son la inhalacién de humo de tabaco
(400-960 pg/dia), aire urbano contaminado y aire interior de espacios cerrados e

industrias ( 6-1000 pPg/dia) (figura 2.3.2).334

Humo de cigarrillos |

Agua potable contaminada

Aire interior |

Aire urbano

Aire urbano contaminado | ]
A1kmdelaindustia | ]
Polimerizacién de estireno :l

]
Industria plasticos reforzados |

| —
00 02 04 06 08 100 500 1000 1500 2000

Cantidad diaria inhalada / ingerida (mg dia"‘)

Figura 2.3.2. Importancia relativa de las diferentes vias de exposicién al estireno.>**

La exposicién ocupacional a SO se produce fundamentalmente por via

indirecta por exposicion al estireno.?3!

2.3.1.3 Reactividad quimica

La reactividad quimica del 6xido de estireno y sus derivados se ha investigado con
frecuencia a partir de mediados del siglo pasado con fines cinético-mecanisticos.
Muchos mecanismos —no elucidados completamente— se siguen investigando en la
actualidad.?20.224-226,228,335.336. A partir de los afios 60-70 el interés por la reactividad
se ampli6 a los estudios que trataban de establecer correlaciones entre la estructura
o la actividad biolégica y la reactividad.>3:66.80,81,86,137,139.161,189.337 Fn las dos ultimas
décadas los estudios sobre los 6xidos de estireno se han centrado especialmente en
su reactividad con las epdxido hidrolasas, para conocer la reactividad de éstas o
para investigar su uso en la obtencién de intermedios quirales.25215,302,324-328 T'anto
el 6xido de estireno como sus derivados muestran una reactividad particular

respecto a los epéxidos que no poseen un anillo aromatico o un doble enlace
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conjugado con el anillo. El ataque de los nucleéfilos sobre epéxidos aromaticos en
medio neutro puede transcurrir mediante un mecanismo Sx2 sobre la posicion
menos impedida, carbono B del anillo oxiranico, o mediante un mecanismo Sn2’

sobre la posicion mas impedida, carbono « (figura 2.3.3).

0] *Nu o 0 Nu*
| ~ra B Nu j Xy o B | o B
7/ / Z
X 7 X = X =
Producto a Producto

Figura 2.3.3. Productos a y B obtenidos en la reaccion de alquilaciéon de un
nucledfilo (Nu) por 6xidos de estireno.

De la consideracion de los estados de transicion correspondientes a la
reaccion entre un 6xido de estireno p-sustituido y un nucleéfilo, mediante los dos
mecanismos de sustitucion nucleéfila bimolecular posibles, se desprende que la
naturaleza, dadora o atractora de electrones, del sustituyente en para orienta la
reaccion hacia un determinado mecanismo (figura 2.3.4).220 Un sustituyente
atractor de electrones retira densidad electrénica del anillo aromatico mientras que
un dador produce el efecto contrario. La des-/estabilizacion de las cargas parciales
en el estado de transicion por la presencia de los sustituyentes en para determina la
proporcion de aductos a/f que se forma. En el estado de transicién
correspondiente al mecanismo Sx2, de las tres cargas parciales que aparecen, sélo
es necesario considerar las dos localizadas sobre los atomos del anillo oxiranico
pues se encuentran mas cerca del sustituyente (y del anillo aromatico). Puesto que
la carga neta es 0, la carga parcial positiva que aparece sobre el carbono sera
menor, en términos absolutos, que la de signo contrario que aparece sobre el
oxigeno. Ambas cargas son equidistantes del sustituyente y si éste es atractor de
electrones estabilizara la carga negativa mas de lo que desestabiliza la positiva vy,
por tanto, el estado de transicion se vera favorecido por este tipo de sustituyentes.
Sin embargo, en el estado de transicion del mecanismo Sn2’ la tnica carga a
considerar es la positiva sobre el carbono bencilico y se vera estabilizada por

grupos dadores de electrones. Por tanto, cuanto mas atractor de electrones sea un
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sustituyente, mas favorecera el mecanismo Sx2 frente al Sx2’ y cuanto mas aceptor

sea, mas favorecido se vera el Sn2’.

X

Figura 2.3.4. Estados de transicidon correspondientes a la reaccién de pXSO
con un nucledfilo mediante mecanismos Sy2 y Sn2'.

Los halbgenos y el grupo nitro son atractores de electrones y sus efectos
inductivos en el 6xido de estireno producen una disminucién de la densidad
electronica en el sistema 7. La sustitucion en para del 6xido de estireno por grupos
dadores de electrones estabiliza la carga parcial positiva cuando ésta se encuentra
sobre el carbono mas impedido, Ca.?29338 La secuencia de electrofilia observada

para una serie de Oxidos de estireno  p-sustituidos ha  sido:

PpBrSO>pCISO>pFSO~S0.338

La ecuaciéon de Hammett para constantes de velocidad describe el
comportamiento de un gran numero de compuestos aromaticos meta O para
sustituidos en funcién de los efectos electronicos producidos por sus sustituyentes.
En esta ecuacion £y es la constante de velocidad del compuesto aromatico con un
sustituyente X en posicion meta o para y kn, la del compuesto aromatico no
sustituido’¥ que se toma como referencia; 6 es un parametro caracteristico de cada
sustituyente como dador (6 < 0) o atractor (¢ > 0) de carga. Por definiciéon, 6 = 0
para X = H, siendo su valor maximo la unidad. El parametro o es caracteristico de
una reaccion, siendo indice de la sensibilidad de la constante de velocidad a los

cambios de sustituyente. Depende de la naturaleza de la reaccién, disolvente y
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temperatura. Por definicién, o = 1 para la ionizacién de los acidos benzoicos en

agua a 25,0 °C.340

log £, =log &, +
og &, —log ky + PO (23.1)

Se han establecido otras constantes que se utilizan cuando la presencia de
p-sustituyentes induce la aparicién de una carga en el carbono bencilico o en el
anillo aromatico debido a efectos resonantes. Para los sustituyentes que generan
cargas positivas, se han definido o y p*, y para los que dan lugar a la aparicién de

cargas negativas, ¢ -y o.340.341

Al representar los valores de log (&«/&n) para las reacciones de una setie de
compuestos aromaticos zefa o para sustituidos con un nucleéfilo, frente a los de la
constante ¢ de Hammett, la pendiente o, como consecuencia de su propia
definicion, aporta informacién muy util sobre el mecanismo de reaccion: el signo
positivo de  indica que los grupos atractores de electrones aceleran la reaccion y,

si es negativo, que la reaccion es favorecida por grupos dadores de electrones.

La pendiente p encontrada al estudiar la reactividad de 6xidos de estireno
p-sustituidos con distintos nucleéfilos (agua,?® alcoholes,?2%23 jones hidréxido,?3
iones meto6xido, 8 bencilamina,??0 piridina® y posicion N7 de la guanosina®)
presenta signos contrarios para las reacciones en los carbonos o y 3. Generalmente
es positiva cuando la reaccion se produce en la posicion B, y negativa cuando tiene
lugar en la posicion a. Ello indica que el ataque del nucledfilo en B se ve
favorecido por grupos atractores de electrones que estabilizan la aparicién de carga
negativa en el atomo de oxigeno situado sobre el carbono bencilico en el estado de
transicién. Lo contrario sucede cuando la reaccién transcurre en la posicion a: son
grupos dadores de electrones los que estabilizan la aparicion de una carga positiva

significativa sobre el carbono bencilico en el estado de transicion.?3
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2.3.1.3.1 Reaccion de hidrolisis

Como ocurre con los epdxidos en general, la hidrélisis de los 6xidos de
estireno p-sustituidos, transcurre a través de tres mecanismos en funcién del pH
(véase apartado 2.1.3.3.2 pag. 56). La tabla 2.3.1 resume los valores de las
constantes de velocidad de hidrélisis encontrados por Blumenstein e al.238 para los

tres mecanismos.

Tabla 2.3.1. Constantes de velocidad para las reacciones de hidrdlisis de
6xidos de estireno p-sustituidos en disolucién acuosa a 25,0 °C.2®

p-sustituyente kH+ Kria 0 Ko
(M7s™) (s (Ms?)
-OCH> (1,10 +0,04)-10° (3,00 +0,09)-10° -
-CH; (4,89 +0,09)-10°  (2,07+0,04)-10°  1,62+0,05
-H 26,6+ 0,9 (4,2+0,2)-10° 1,22 +0,09
-cl 8,4+0,2 (3,1+0,1)-10° 1,14 + 0,05
-NO, (3.4+0,4)-10° (6,2+0,6)-10" 1,040,1

Los productos mayoritarios de la reaccion de hidrolisis para la mayorfa de
los 6xidos de estireno p-sustituidos son los correspondientes glicoles.?38 El ataque
del agua sobre los 6xidos de estireno puede producirse en cualquiera de las dos
posiciones del anillo oxiranico, siendo indistinguibles los dos productos formados
salvo que se utilice alguna técnica especifica. Utilizando marcaje isotopico, se ha
comprobado que la reaccién de hidrolisis en medio basico se produce a través de
los dos carbonos en diferentes proporciones. Los resultados obtenidos en el
trabajo de Blumenstein ¢# a/. a este respecto se recogen en la tabla 2.3.2.

Tabla 2.3.2. Rendimientos relativos de los dioles formados por adicion de

hidroxido, H®0", a los carbonos a y B de varios 6xidos de estireno y las
correspondientes constantes de hidrdlisis para estas reacciones, kqon- Y kg on-.2>8

pELEL LA adi:i/gn a adi:i/‘c”)n B i:l"'ll(sa'zlo)r -zlel‘i{(sef)r
-CH3 67 33 1,09 0,53
-H 51 49 0,62 0,60
-cl 39 61 044 0,70

Resultados determinados por andlisis de los espectros de masas con KOH en agna marcada isotdpicamente.
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2.3.1.3.2 Reacciones de alquilacion

En las reacciones entre diversos oxidos de estiteno sustituidos y
nucleéfilos, los productos de reaccion y sus propiedades, asi como las velocidades
de reaccién, varfan notablemente con los sustituyentes.?20 ILaird y Parker
estudiaron la reaccién entre diferentes 6xidos de estireno p-sustituidos y
bencilamina en etanol encontrando que la reaccién transcurre mediante un
proceso bimolecular, tanto para la reaccion en la posicion o como en la 3 del anillo
oxiranico.??0 Los elevados valores (de signo negativo) encontrados para las
entropfas de activacion, son acordes con un mecanismo de ese tipo (tabla 2.3.3).
Al comparar las constantes de velocidad encontradas para la serie de 6xidos de
estireno concluyeron que la constante de velocidad del ataque en posicion o es
mayor para Oxidos de estireno p-sustituidos con sustituyentes dadores de
electrones que para los que poseen grupos atractores de electrones. La constante
de reaccion de Hammett asociada a la reaccion a través de C, es negativa (gq = -
1,15). Contrariamente, la constante de velocidad correspondiente al ataque en el
cartbono B es mayor para los 6xidos de estireno que poseen sustituyentes
atractores de electrones y menor para dadores de electrones. La constante de
reaccion de Hammett asociada es positiva (g = +0,87).220 Esta misma tendencia
fue encontrada por Rosman ef a/. al estudiar las reacciones de alquilacion de NBP
por una serie de oxidos de a-metilestireno p-sustituidos, que reaccionaban
exclusivamente a través de la posicion B195 y por Tamura ef al. para la reaccion

entre 6xidos de estireno p-sustituidos y piridina.s

Al estudiar la influencia del disolvente en la reaccién de alquilacién de SO
por bencilamina, Parker ¢ al observaron que las constantes de velocidad de
alquilacion en los carbonos o y B del anillo oxiranico difieren sustancialmente al
utilizar diferentes disolventes, particularmente entre disolventes apréticos (hay que
tener en cuenta que en este tipo de disolventes, con la apertura del anillo aparece
una carga negativa sobre el atomo de oxigeno que, en ausencia de protones, no es

estabilizada, por lo que la polaridad del disolvente debe ser crucial). Tanto para
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disolventes préticos como aproéticos las constantes de velocidad aumentaban con
la constante dieléctrica del medio. Sin embargo, en disolventes proticos, la relacion

kalqo / #alq €s independiente de la constante dieléctrica.?25

Tabla 2.3.3. Proporcién de aductos a/B formados por alquilacion de diferentes sustratos
por oxidos de estireno p-sustituidos. Constantes de velocidad y parametros de activacion
obtenidos con bencilamina como sustrato.

Sustrato alquilable
piridina® bencilamina®

o 1 oskalq A*H c‘alq -A*S Oala

p-sustituyente Hammett . i (Ms?)  (kJ-mol?l) (I-moltK?)

B a B a B a

-CHs -0,17 46:54 55:45 2,74 3,37 54,8 54,8 1574 156,2
-CsHo -0,16 46:54 - - - - - - -
-C¢He -0,01 40:60 - - - - - - -
-H 0,00 39:61 22:78 4,90 1,38 54,0 653 156,2 1294
-Cl 0,227 23:77 20:80 4,74 1,21 - - - -
-Br 0,232 - 19:81 7 166 42,3 53,6 190,5 165,8
-NO; 0,78 9:91 - - - - - - -

a : Ref:80 ;Téenica espectroscopia RMIN. Acetona/ tampén fosfato; pH = 6; T = 60,0 °C; b : Ref- 220 ; T = 40,0 °C.

2.3.1.3.3 Alquilacién de moléculas biolégicas

Debido a la gran reactividad del anillo oxiranico, los 6xidos de estireno
forman aductos con centros nucle6filos de macromoléculas presentes en las
células (glutation, proteinas -hemoglobina y albumina- y 4cidos nucleicos, entre
otros), lo que puede dar lugar a efectos biologicos. La reaccion de los 6xidos de
estireno con macromoléculas biologicas forma parte del metabolismo tanto de los

estirenos como de los correspondientes epoxidos (figura 2.3.5).

La presencia de grupos atractores en posicion para facilita la activacion
biolégica de los estirenos para formar los epoxidos correspondientes aumentando
la probabilidad de reaccién de estos ultimos con macromoléculas biolégicas.’3 En
una serie de estirenos p-sustituidos se ha encontrado que el indice de bioactivacion

para producir los 6xidos de estireno disminuye en el siguiente orden: pBrSO >
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PCISO > pFSO > SO. Las constantes de velocidad de reaccion de los epoxidos
con proteinas, determinadas a partir de la reaccién con cisteamina, siguen la misma

secuencia.33®
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Figura 2.3.5. Metabolismo de los 6xidos de estireno p-sustituidos, pXS0.%53338

Sobre la reaccion de los o6xidos de estiteno con icidos nucleicos,
particularmente con el SO, hay abundante bibliografia,2>>270.342 destacando el
trabajo realizado por Hemminki e7 4/ sobre la reactividad del 6xido de estireno
frente a distintos nucleéfilos entre los que se encuentran el agua, NBP y proteinas,
ademas de los acidos nucleicos y sus bases.38.104185.251262.343 A] estudiar la reaccion
de SO con ADN 7z vitro se comprobé que, a pesar de que la reaccion tiene lugar en
diferentes posiciones de las bases citosina, adenina y guanina, la reaccion
mayoritaria es la de formacién de aductos N7-alquilguanina.?51343 Ta tabla 2.3.4
recoge los valores de las constantes de alquilacion de ADN por diferentes
epoxidos y el indice de enlace covalente (CBI) con la posiciéon N7, indicador del
nivel de aductos N7-alquilguanina por unidad de dosis de exposicion (utilizado en
numerosas ocasiones para comparar la capacidad alquilante de diferentes
carcinégenos quimicos sobre macromoléculas 2 vivo). Las constantes de velocidad

de reaccién, son similares para SO y ECH. Sin embargo, PO y EO muestran un
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valor de CBI mucho mayor, lo que se ha tratado de explicar admitiendo una mayor

velocidad de detoxificacion del SO.251
Tabla 2.3.4. Reactividad quimica de los epéxidos con la posicién N7

de la guanina de ADN vy los correspondientes CBI para el ADN del
higado de ratas y ratones tras exposicién intraperitoneal.?>!

Epéxido if;g‘;’gﬁgﬁf’i’f’ CBI*
EO 0,96 11
PO 0,25 0,6

ECH ° 0,6 0,2
SO 0,18 0,2

a: ECH, epiclorobidrina.* nmol 7-guanina/ mol nucleétido por wmol compuesto | kg peso corporal

Al investigar los productos de alquilacién de guanosina con 6xidos de
estireno p-sustituidos (pBrSO, pCH3SO y SO) en disolucién acuosa se ha
comprobado que la reaccion transcurre en tres centros nucleoéfilos, N7, N2y O,y
que los productos formados dependen del sustituyente. Al reaccionar en la
posicion N7 forman aductos o y 3, a través de un proceso bimolecular. La
apertura del anillo, cuando la reaccién se produce en las posiciones N? y 0, ocurre
a través del ataque en la posicion a (cuando se forma el aducto en la posicion 06 se
produce posteriormente el reordenamiento que da lugar a la formacién del aducto
B) vy los mecanismos involucrados tienen un mayor caracter iénico. El caricter
i6nico del sustrato (pBrSO < SO < pCH3SO) determina consecuentemente la
proporcion de aductos /B y las posiciones preferentes de reaccion en la
guanosina (tabla 2.3.5). El pBrSO alquila mayoritariamente la posicion N7 (83% de
los productos totales) y el pPCH3SO la posicion N? (66%0).2>3

En el estudio de la reaccion de alquilacién de una serie de oxidos de
estireno con desoxiguanosina en etanol se ha comprobado que los 6xidos de
estireno reaccionan a través de los carbonos @y 3 mayoritariamente con N7 de la
desoxiguanosina. El analisis de los productos se realiz6 transcurridas 22 horas de
reaccién a 37,0 °C. La proporcién de aductos N7-alquildesoxiguanosina o/f

obtenida para el o6xido de estireno resulté ser 33:67,°3 mientras que con la
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guanosina en medio acuoso se ha obtenido una proporcion de 40:60.23 La
diferencia en las proporciones encontradas podria deberse, entre otros factores, a
la utilizacién de distintos disolventes.??> En la reaccién del 6xido de estireno con
ADN doble hebra aunque también se detectaron otros aductos minoritatios, el
principal producto resulté ser el aducto 7-alquilguanina, con una proporcion entre
las constantes de segundo orden de formacion de aductos N7-alquilguanina o/f de
42:58.202 La proporcion de aductos obtenida es muy similar a la obtenida con
guanosina en medio acuoso.

Tabla 2.3.5. Proporcion de aductos a/B N7-alquilguanina y porcentaje de aductos

formados respecto al total de aductos en la reaccion de oxidos de estireno p-
sustituidos, pXSO con guanosina y desoxiguanosina.

Guanosina® Desoxiguanosina®
p-sustituyente
a/B N7 BN7pXSO aN7pXSO aN2pXSO o:p-;(ﬁso a/B N7

-OCH; - - - - - -

-CH3 59:4 11 16 66 7 -

-H 40:6 49 32 13 6 33:67

-Br 26:7 66 17 13 4 15:85*

-Cl - - - - - 14:86*

-NO; - - - - 2:98*

a :Ref?; pH = 7; Tampén Tris-HCl; T'= 37,0 °C; t = 24 brs. b : Ref .53; 50% etanol; T = 37,0 °C; + =22)rs.
*V alores interpolados/ extrapolados utilizando la ecuacion de Hammett.

2.3.1.4 Parametros quimicos

Los unicos parametros quimicos encontrados en la bibliografia con vistas a
correlacionar actividad quimica y bioldgica de los 6xidos de estireno, son las
constantes de alquilacion e hidrdlisis, recopiladas en los apartados anteriores. Sélo
se han encontrado para el SO valores de £,=2 = 1,7:102 M-!s'1 y s = 0,81 para la

reaccién global y no para las reacciones en los carbonos a y .10

2.3.1.5 Efectividad bioldgica

La principal consecuencia de la alquilacién de la posicion N7 de la guanina es la

apertura del anillo y depurinacién de los isémeros o y B 7-alquilguanina, lo que
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genera un centro apurinico en el ADN. Cuando la ADN polimerasa encuentra este
tipo de lesiones generalmente afiade adenina, produciéndose transversiones GC-
TA, aunque puede afiadir otras bases y producir otras mutaciones por sustitucion
de pares de bases.>125! Tanto el 6xido de estireno como sus detivados p-sustituidos
son compuestos mutagenos para cepas de bacterias que detectan la sustitucion de
pares de bases, pero no para aquellas que detectan desplazamientos del marco de

lectura.344

Tabla 2.3.6. Efectos bioldgicos observados tras la exposicidon a éxidos de estireno p-
sustituidos.

Mutagenia
p-sustituyente SCE* CA? Micronicleos® UDS Ref.
5 E. K.
Typh. Coli Pneu.
-OCH; + 53,344
-CHs + + + + 53,80,81
-H + + + + + + + 103,270
-Cl + 80,270
-Br + + + 53,81,271
-NO; + + 80

a: Ref.189. Los test se han rehalizado con cultivos de linfocitos en sangre.

El SO es un mutageno mucho mas potente (unas 17 veces mayor) que PO
en Salmonella Typhimurium y E. Coli,) siendo aproximadamente la mitad que
PCISO y pBrSO (la presencia de grupos atractores de electrones ha demostrado
aumentar el potencial mutigeno en otros epoxidos).80.270271.273 T os 6xidos de
estireno son, por tanto, mutigenos mas potentes que el PO. Algunos 6xidos de
estireno han demostrado ser mutigenos para otras bacterias como Klebsiella
Pneumoniae, (K. Pnen. tabla 2.3.6) y para la cepa V79 de células de pulmén de
Hamster Chino.33” También se ha comprobado que algunos 6xidos de estireno y
éteres glicidicos p-sustituidos pueden producir intercambio de cromatidas
hermanas.'® Se sabe que la capacidad de inducciéon depende del sustituyente,

disminuyendo para los grupos dadores de electrones:-NO >-Cl >-H.27
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El 6xido de estireno produce mutaciones puntuales en levaduras, dafio
cromosémico en plantas y mutaciones recesivas letales en Drosophila melanogaster.
En estudios con células de mamiferos se ha observado que induce mutaciones
puntuales, aberraciones cromosémicas, intercambio de cromatidas hermanas y

sintesis incontrolada de ADN (tabla 2.3.6).34

2.3.1.6 Correlaciones reactividad quimica-actividad biolégica

En 1979 Hemminki y Falck estudiaron la reactividad de una serie de
epoxidos (SO incluido) con 4-(p-nitrobencil)piridina, y su mutagenia en Salnonella
Typhimurium TA100 y E. Coli, encontrando una correlacion semicuantitativa entre
ellas.’03 En 1981 se investigo la posibilidad de una correlacion entre las velocidades
de alquilaciéon de NBP y guanosina.!®* Ademas de la velocidad de alquilacion, se
midi6 la velocidad de hidrélisis del 6xido de estireno y de tres compuestos
analogos: 3,5-dimetilestireno (DMSO), pCH3SO y p-nitroestireno (pNSO). Se
encontré una buena correlaciéon semicuantitativa entre las velocidades de hidrolisis
de los compuestos y de alquilacion de NBP. La reactividad disminuia en el
siguiente orden: pCH3SO > DMSO > SO > pNSO. Sin embargo, las secuencias
de reactividad de los epoxidos con guanosina resultaron ser muy diferentes: SO >
PCH3SO > DMSO. Para el pNSO no se observo reaccion con la guanosina. De
este modo no se encontré correlacion entre reactividad con la NBP, con el agua y
con la guanosina. Es necesario tomar con cautela las conclusiones de este estudio
porque no tiene en cuenta ni los coeficientes de absorcion molar de cada uno de

los aductos ni posibles reacciones concurrentes.

Aunque diversos trabajos han tratado de establecer los factores que
determinan la mutagenia de los o6xidos de estireno aun no se han conseguido
discernir con claridad. Sugiura e a4/ determinaron la mutagenia de algunos
derivados del oxido de estiteno en Salmonella typhimurium TA100 y en E. coli
WP2uvrA, encontrando una aceptable correlacion lineal de la mutagenia con los

valores de la constante ¢ de Hammett. También estudiaron la correlacion
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mutagenia /reactividad utilizando como reaccién de referencia la de bencilamina
en etanol (50% vol.). Los resultados sugirieron que la mutagenia estaba relacionada
con la constante de velocidad de formacién de los aductos «, pero no con la
constante de alquilacién global o con la de la posiciéon 3. Aunque encontraron
correlacién de la mutagenia con las constantes de reparto, parecia que la llegada al
sitio de reaccién en la célula no era una etapa limitante que determinase la
mutagenia de los compuestos.81270 En 1981 Sugiura y Goto ampliaron el estudio
investigando la correlaciéon entre mutagenia y reactividad con desoxiguanosina.
Los resultados reforzaron la conclusion de que la capacidad mutagena no depende
exclusivamente de la cantidad de aductos formados, sino que varfa con la
estructura de los mismos. No se encontraron correlaciones entre mutagenia y
constantes de alquilacién globales pero si con las constante de velocidad de
formacion de los aductos a. Los resultados apoyaban los estudios precedentes.
Tamura ez al. en 1982 realizaron un estudio similar con piridina como sustrato y la
mutagenia sobre Salmonella Typhimurium TA100.80 Los resultados confirmaron que
la mutagenia dependia de la reactividad del carbono a, pero también sugirieron
que la reactividad no parecfa ser un factor tan importante como el volumen
molecular o el caracter hidréfobo. En 1986 Rosman ez a/. centraron su atencion en
la reactividad y capacidad mutigena de 6xidos de a-metil estireno con diferentes
sustituyentes en la posicion para del anillo bencénico.!%> Estos compuestos sélo
reaccionaban con piridina a través del carbono { del anillo oxiranico, lo que
permitia profundizar en el papel de la reaccion en la posicion 3 en la mutagenia de
los 6xidos de estireno. El volumen molecular mostré ser el factor mas importante.
Todos los a-metil 6xidos de estireno salvo el p-bromo, mostraron mutagenia
mayor o comparable a la del 6xido de estireno, lo que induce a pensar que la
reactividad en la posicion B, si que tenga algun papel en la mutagenia de los 6xidos

de estireno, en contradiccion parcial con los resultados obtenidos previamente.

Las contradicciones apuntadas podrian deberse a que en trabajos en los que

se ha obtenido correlaciéon entre mutagenia y reactividad en la posicién o, se han
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utilizado compuestos con caracteres hidréfobos muy dispares. Como este factor ha
demostrado ser el mas influyente sobre la mutagenia, tratar de establecer
correlaciones directamente con la reactividad, ofrece escaso crédito, siendo

necesario tomar con cautela las conclusiones obtenidas.
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2.3.2 Oxido de p-nitroestireno

Se ha incluido en este punto la reaccion de alquilacion de la NBP por éxido de p-
nitroestireno, después de investigar la reactividad de los epdxidos lineales y antes
de iniciar el estudio de otros 6xidos de estireno, por ser un compuesto que puede
servir como puente en el estudio realizado para ambas series. Aunque el pNSO es
similar estructuralmente al resto de oxidos de estiteno objetos de estudio, su
reactividad cabe esperar que sea semejante a la de los epdxidos lineales. A
diferencia del resto de 6xidos de estireno, que reaccionan con nucleéfilos a través
de los dos carbonos del anillo oxiranico, se sabe que el pNSO reacciona
mayoritariamente (>90%) con nucledfilos similares a la NBP a través del carbono

B del anillo oxiranico.>380,337

2.3.2.1 Método y materiales

2.3.2.1.1 Método experimental

2.3.2.1.1.1 Estudio de la reaccion de alquilacién de NBP por pNSO

O;N O2N
:
N
| O/ﬁ} HO; \ HO
= N N
O,N | S EtzN |
—_— - S ‘ +EtgNH*
NSO (Alicuota) i
NO,
NO, NO,
NBP I. Aducto incoloro 1. Aducto coloreado
(ADjr) (AD)

Esquema 2.3.1. Seguimiento de la reaccidn de alquilacién de NBP por pNSO.

El seguimiento cinético de la alquilacién de NBP por pNSO —que conduce
a la formacion del aducto NBP-pNSO— se ha hecho mediante medidas de la

absorbancia en A = 560 nm, longitud de onda del maximo de absorbancia de AD y

donde no absorben ni los reactivos ni el glicol (figura 2.3.6). Como los aductos
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NBP-EP (véase pag. 81), el aducto NBP-pNSO es incoloro (ADiy). La adicion de
trietilamina da lugar a la desprotonacién de ADj, y aparicion del aducto coloreado

AD (esquema 2.3.1).

El método experimental es andlogo al realizado para estudiar las

reacciones de alquilaciéon de NBP por EP (véase apartado 2.2.2.1 pag. 81).
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Figura 2.3.6. Espectrogramas obtenidos en el
seguimiento de la formacién del aducto pNSO-NBP.

- Seauimiento de la alguilacion mediante HPL.C

El estudio espectrofotométrico de la reaccion de alquilacion se complementé con
su estudio cromatografico por separaciéon mediante HPLC con detector de red de
diodos. La separacion de los componentes de la mezcla de reaccion —NBP, pNSO,
p-nitroestirenglicol (pNSG) y el aducto NBP-pNSO- se hizo con una columna
Mediterranean Sea C18 (25 mm \ 1 mm, 5 mm) utilizando como fases méviles A
(tampon acetato pH = 4,75y 0,10 M) y B (acetonitrilo). El gradiente utilizado fue
10% B durante 5 minutos, con aumento durante 8 minutos hasta 16% B, un
posterior aumento hasta 80% B durante 1 minuto, mantenido durante 14 minutos.
La velocidad de fluyjo fue 1 ml'min!. El volumen de la mezcla de alquilacién

inyectado fue 200 pl.
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2.3.2.1.1.2 Estudio de la reaccion de hidrélisis de pNSO

Para estudiar la hidrolisis del pNSO se procedio de la forma siguiente: a una cubeta
con 3 ml del medio de reaccion (H2O+HCIO4+dioxano) termostatada a la
temperatura deseada, se le afiaden 20 Pl de la disolucion madre del epoxido (4,4-
4,8 103 M en dioxano). El instante de la adicién se considera tiempo cero, # = 0.
La velocidad de hidrdlisis se siguié espectrofotométricamente hasta no observar

variacion de absorbancia (figura 2.3.7).
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Figura 2.3.7. Perfil cinético de la reaccion de hidrolisis
de pNSO en agua. T = 37,5 °C; [pNSO],= 4,93-10° M;
pH = 2,96; A = 310 nm.

No se encontré una longitud de onda a la que absorbieran exclusivamente
el epoxido o el glicol. Por eso se monitorizé la variacion de absorbancia a A = 310
nm, donde la diferencia de los coeficientes de absorcién molar era suficiente para

realizar el seguimiento de la reaccion.

El estudio espectrofotométrico de la reaccion de hidrolisis  se
complementé con los resultados obtenidos por separacion de pNSO y pNSG
mediante HPLC con detector de red de diodos. ILa separacion se llevé a cabo con
una columna Mediterranean Sea C18 (25 mm \ 1 mm, 5 mm) utilizando como

fases moviles A (tampon acetato pH = 4,75 y 0,10 M) y B (acetonitrilo). El
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gradiente utilizado fue 35% B durante 5 minutos, con aumento durante 10
minutos hasta 90% B y que fue mantenido durante 20 min. La velocidad del flujo

fue fijada a 1 ml *min-!. El volumen de la mezcla de hidroélisis inyectado fue 200 ul.

2.3.2.1.1.3 Estudio de la formacion del aducto guanosina-pNSO

Para estudiar la formaciéon del aducto guanosina-pNSO se preparé la siguiente
mezcla de reaccion: guanosina (9,6:104 M) y pNSO (1,1 mM) en agua:dioxano 4:1
(viv). Se utilizé tampon acético/acetato para mantener constante el pH (0,02 M;
pH 3,99). La reacciéon se llevé a cabo a 45,0 °C y se sigui6 durante 5 dfas. Se
tomaron alicuotas de la mezcla de reaccion a diferentes tiempos. Sus componentes
se separaron mediante HPLC. Se utilizaron dos eluyentes: eluyente A (formiato de
amonio 20 mM, pH 4,6) y B (acetonitrilo) con una velocidad de flujo de 0,2 ml
min'!. El gradiente utilizado fue: inicalmente 100% de A, seguido por un aumento
en la proporcion de B hasta alcanzar el 50%, este gradiente se mantuvo durante 5
minutos y se aumento6 posteriormente la concentracion hasta 100% de B durante 1
minuto. La deteccion se llevé a cabo mediante detector de red de diodos,

monitorizando la variacién de absorbancia en la regiéon UV.

2.3.2.1.1.4 Materiales
2.3.2.1.1.4.1  Reactivos generales
Acido acético glacial, hidréxido sédico (lentejas), acido perclorico (60%) y 1,4-

dioxano son Panreac (Barcelona).

Se ha utilizado agua desionizada en un equipo Wasserlab Ultramatic-

ecomatic.

2.3.2.1.1.4.2  Reactivos especificos
Los reactivos guanosina (98%), (R)-pNSO y (§)-pNSO (99%), 4-(p-
nitrobencil)piridina (98%) y trietilamina (99%) eran Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemania).
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2.3.2.1.1.5 Equipos de trabajo

Para llevar a cabo el seguimiento cinético de la alquilacién de NBP, se ha utilizado
un espectrofotémetro Shimadzu UV-2401-PC de doble haz con portacubertas
CSP-240-A y seis celdas termostatadas mediante sistema Peltier. Para realizar las
medidas de absorbancia se han manejado cubetas de cuarzo Hellma 110QS de 1

cm de paso optico.

Las medidas de pH se han realizado con pH-metros Crison Micro pH2000
y Metrohm 827 pH lab.

El equipo de HPLC, Waters Alliance 2795, estaba equipado con una
columna C-18 (Atlantis 100 \ 2,1 mm, 3,5 mm).

Para mantener constante la temperatura de las mezclas (£ 0,04 °C) se han

utilizado termostatos Lauda Ecoline Re 120.

Los calculos computacionales se llevaron a cabo utilizando Gaussian03W.
Las barreras de energfa se obtuvieron por optimizaciéon de las geometrias de los
reactivos y de los estados de transicién con nivel de teorfa DFT, funcional hibrido
B3LYP y base 6-31++G(d,p) y las estructura por analisis de armonicos. La

implementacién IEFPCM se utiliz6 para modelar los efectos de la solvatacion.

Los espectros de masas de iniciacion por electrospray tanto en modo
positivo como negativo fueron obtenidos mediante inyeccion directa en un

espectrometro Waters ZQ400.
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2.3.2.2 Resultadosy discusion

2.3.2.2.1 Formaci6n del aducto guanosina-pNSO

No se ha encontrado en la bibliograffa informacién sobre la reacciéon de
alquilaciéon del ADN por pNSO vy aunque la reacciéon de alquilacion utilizando
guanosina como sustrato ha sido investigada previamente,!” no se observo
formacion del aducto guanosina-pNSO. Por eso, antes de investigar la reaccion
entre pNSO y NBP, se ha estudiado la formacién del aducto con guanosina. Se
analiz6 la mezcla de reaccion preparada como se ha descrito en 2.3.2.1.1.3. Tras la
separacion mediante HPLC, el espectro de masas obtenido para el compuesto
correspondiente a un tiempo de retenciéon & = 8,83 min, reveld la formacion del
aducto pNSO-guanosina. El pico con relacién m/z = 431.2 se corresponde con el

fragmento del aducto con pérdida de una molécula de agua ([M-H*]-H-O).

1.
400 151.8
227.9
%
11:3'2 163.9 315373_2
71 13.0297.1313- 1374 2
146.'{'2 : J 431.2
0 N La P miz
100 200 300 400 500

Figura 2.3.8. Espectro de masas en modo positivo
para el pico obtenido del cromatograma de la mezcla
de reaccion pNSO+guanosina, con tzg=8,83 min.
Considerando el caracter electréfilo del pNSO, la formacion de aductos
con la guanosina, su reactividad con NBP y piridina y la reactividad de epéxidos

similares con el ADN (tablas 2.3.4 y 2.3.5), es previsible que el pNSO reaccione

con el ADN y alquile mayoritariamente la posiciéon N7 de la guanosina.
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2.3.2.2.2 Mecanismo de reaccion

En general, la reacciéon de un nucleéfilo con epdxidos de arilo puede tener lugar en
los dos carbonos del anillo oxiranico, o y . Con distintos nucle6filos se ha
comprobado que el pNSO produce mayor proporcion de aducto B que de aducto
01238345 Esta proporcion alcanza 91% con piridina como nucleéfilo (60,0 °C)7 y
98% con desoxiguanosina a 37,0 °C, manejando el valor extrapolado del trabajo de
Sugiura ez al>3270 Puede preverse pues, que la NBP reaccione mayoritariamente a
través del carbono menos impedido del anillo oxiranico, Cg. Por ello, se propone

un mecanismo analogo al de alquilacién por epoxidos lineales (esquema 2.3.2).

O,N
HO
Kaiq N [Tert
r Y +OH —— P
N NO P>
l
NBP
0 NOQ
e I AD pNSO-NBP
(incoloro)
O,N
HO OH
NSO
P Khig
PNSG

(p-Nitroestirenglicol)
Esquema 2.3.2. Mecanismo propuesto para la reaccidn de alquilacion de NBP por pNSO.

Al estudiar la reaccion de alquilacion de NBP por 6xido de p-nitroestireno
es necesario tener en cuenta ademas de la reacciéon de alquilaciéon propiamente
dicha, las reacciones de hidrolisis del epéxido y del aducto formado. Los perfiles
cinéticos obtenidos son tipicos de reacciones consecutivas, acordes con el

mecanismo propuesto.
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De acuerdo con el mecanismo propuesto, la ecuaciéon de velocidad de
formaciéon del aducto NBP-pNSO en términos de absorbancia, es analoga a la

ecuacion (2.2.7):

o &/[ PNSO] £, e_(kgg)f_e_(glq%hid)f

' AD
(/éalq T ) ~ Khid

(2.3.2)

Se trabaja siempre con exceso de NBP (pseudoprimer orden). Como
puede observarse (figura 2.3.9), los perfiles cinéticos obtenidos para la reaccion de
alquilaciéon de NBP por pNSO muestran un excelente ajuste a la ecuaciéon de

velocidad (Ec.(2.3.2)), lo que apoya el mecanismo propuesto.

0.2 E R? = 0,9992
R*=0,9994
0,0
0 10000 20000 30000
t (min)

Figura 2.3.9. Perfiles cinéticos de la formacion del aducto NBP-
PNSO en medios de diferente acidez. Ajustes (-) y valores
experimentales. 7:3 medio agua:dioxano; T = 37,5 °C; [pNSO],
= 4,93-10° M; pH= 4,43 y [NBP], = 1,29:102 M (0); pH = 6,14
y [NBP], = 1,56:102 M (m).

2.3.2.2.2.1 Ordenes de reaccién

La expresion utilizada para obtener los 6rdenes parciales de reaccion respecto de la
concentracién de NBP y pNSO es la expresion logaritmica de la velocidad inicial
de formacién del aducto, z, en términos de absorbancia (Ec. (2.3.3)) equivalente a

la ecuacion (2.2.14).
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AA
log(v,&l) = log@l;mo A?D j =logk, &/ +n log[NBP]O +m 10g[pNSO]O
(2.3.3)

En la figura 2.3.10 se muestran los valores experimentales obtenidos al

variar la concentraciéon de uno y otro reactivo junto con el ajuste a la ecuacion

anteriofr.
-5,0 -2,7
R2 = 0,9986 a) " |R?=0,9002 b)
- -5,4 - -2,8
X %
5 58 ; -2,9
2 k]
-6,2 -3,0
n=1 m=1
-6,6 ‘ ‘ ‘ -3,1 ; ‘ ‘ ‘
30 -25 -20 -1,5 -1,0 -4,1-4,0-3,9-3,8 -3,7 -3,6

log [NBP],

log [pNSO],

Figura 2.3.10. Orden de reaccidn parcial respecto de la concentracion de: a) NBP, n
([pNSO], = 3,9-10* M); y b) pNSO, m ([NBP], = 1,54-102 M); para la reaccidén de
alquilacion de NBP por pNSO. Medio 7 : 3 agua/dioxano; T = 37,5 °C; pH = 6,97.

Se ha comprobado que los 6rdenes parciales de reaccién respecto de la
concentracion de ambos reactivos, NBP y pNSO, son la unidad. Este hecho
confirma que, al igual que ocurria con los epdxidos lineales, la reacciéon de

alquilacion de NBP por el pNSO tiene lugar mediante una reacciéon Sx2.

2.3.2.2.2.2 lIdentificacion de los aductos NBP-EP mediante espectrometria de

masas

El aducto NBP-pNSO se ha identificado mediante HPLC-MS. En el espectro de

masas en modo positivo se ha obtenido el pico correspondiente, m/z = 380,2.
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Figura 2.3.11. Espectros de masas en el modo positivo obtenido
para la reaccion de alquilacion transcurridos 10 dias del inicio de
la reaccién; T = 37,5 °C; pH = 6,78; [NBP], = 1,56-102 M;
[PNSO], = 4,93-10° M.

2.3.2.2.2.3 Seguimiento de la reaccién mediante HPLC con deteccién en diode

array

16
14
12
10

10°area (u.a.)

O N b O

R?=0,9594

00 03 06 09 12
10°t (s)

Figura 2.3.12. Perfil cinético obtenido al realizar el seguimiento
de la variacion temporal del area de pico del aducto NBP-pNSO; tr
= 11,0 min; A= 254 nm; T = 37,5 °C; pH = 6,98.

Se realiz6 el seguimiento de una cinética por HPLC y se comprobé que en

el transcurso de la reaccion aparecia un pico con un tiempo de retencion & = 11,0
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min, cuya area aumentaba hasta alcanzar un maximo y posteriormente disminuia.
El perfil cinético observado se recoge en la figura 2.3.12. Puesto que no se
observé la aparicién de ningin otro pico en el cromatograma a excepcion del
correspondiente al glicol, los resultados obtenidos mediante separacién por HPLC

y detecciéon a A = 254 nm apoyan el mecanismo de reaccion propuesto.

2.3.2.2.2.4 Resultados in silico utilizando la piridina como nucleéfilo
Se calcul6 la barrera de energfa entre reactivos y estados de transiciéon para la
reaccion de alquilacion de piridina con una serie de epoxidos, entre ellos algunos

de los epoxidos lineales estudiados anteriormente (tabla 2.3.7).

Tabla 2.3.7. Barreras de energia obtenidas in silico
para la reaccion de la piridina con una serie de

epoxidos.

. AE
Epoxido Ataque (k3-mol™)

B 91,4

SO a 93,5

B 86,9

PNSO a 97,7

B 89,9

ay a 104,7

1.2-EB B 105,1

! a n.d.

Medio agna. n.d.: no detectado

La presencia del grupo nitro gobierna la reactividad del pNSO. Para la
reaccion entre el éxido de estireno y la piridina 7 si/ico s6lo se ha encontrado una
pequena diferencia para las barreras de los ataques en las posiciones o y B,
coherente con la evidencia experimental de la formaciéon de ambos aductos en
proporciones elevadas.®? En el caso del pNSO la diferencia entre ambos estados de
transiciéon es muy grande y la formacion del correspondiente aducto {3 se encuentra
mas favorecida. Esa diferencia es similar a la encontrada para la reacciéon con POy
el caso mas extremo es el del 1,2-EB, ya que la formacion del estado de transicion
correspondiente a la formacién del aducto @, en este caso no llega siquiera a
observarse 7 silico. La diferencia de ~10 k] mol! encontrada entre el ataque en el

carbono B y el « para el pNSO (que se traduce en una disminucién en la velocidad
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de reaccién de unas 100 veces) sugiere que el ataque de la piridina en el carbono §
esta mas favorecida. Las diferencias de energfas encontradas explican que el 6xido
de estireno, SO, forme una mezcla de los aductos o y B, mientras que el éxido de
propileno y el 6xido de butileno produzcan sélo aductos . Por otro lado los
resultados sugieren la formacién mayoritaria del aducto § en la reaccién del pPNSO
y la piridina, pudiéndose considerar despreciable la formacién del aducto «. Puesto
que la piridina es un nucleéfilo semejante a la NBP, la conclusion se puede

considerar valida también para la NBP.

2.3.2.2.3 Estudio cinético de las reacciones involucradas

2.3.2.2.3.1 Determinacién del coeficiente de absorcién molar del aducto NBP-
pNSO

El coeficiente de absorcién molar del aducto NBP-pNSO se determiné en A = 560

nm (maximo de absorbancia), donde se calcularon previamente los coeficientes de

absorcion molar de los epoxidos lineales. En esa longitud de onda absorbe sélo el

aducto NBP-pNSO.

Para calcular el valor de ¢ se utilizaron los dos métodos previamente

descritos para los epoxidos lineales (véanse pags.92-96).
a) Método de Gillette

El método de Gillette (pag.94) permite obtener el coeficiente de absorcién molar
de un aducto cuando tiene lugar la reaccién de alquilacién exclusivamente o dos
reacciones paralelas, como son la reaccion de hidrolisis del pNSO vy la reaccion de

alquilacién de NBP.

Se realizé una serie de experimentos cinéticos variando la concentracion

de NBP en medio 7:3 agua:dioxano y pH = 4,43.

La figura 2.3.13.a) muestra los perfiles de las cinéticas programadas para

determinar el coeficiente de absorcion molar. Se observa en todas una meseta bien
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definida que revela que, en las condiciones de trabajo, la reaccién de hidrolisis del

AD
aducto NBP-pNSO puede considerarse despreciable, es decir, Koia ~0-

1,4 10
— b
1,2 s )
1,0 <.§ 8
g 0’8 :o 7
< 0,6 3
Z 6
0,4 =
0,2 S 5
g , R?=0,9973
0,0 ‘ 'R?=0,9990 4 — = ‘
0,0 1,0 2,0 3,0 100 150 200 250 300 350 400
10t (s) 1/[NBP] (M-1)

Figura 2.3.13. a) Cinéticas realizadas a pH acido, variando la concentracién de NBP.
Valores experimentales (m) y ajuste (-); [NBP], = (2,8-7,2) -10° M; b) Obtencién del
coeficiente de absorcidon molar del aducto NBP-pNSO, . Medio 7:3 agua: dioxano; T =37,5
°C; [pNSO], = 4,93-10° M; pH = 4,43.

Para # = o0 se obtiene la siguiente expresion, equivalente a la ecuacion

(2.2.20):

[pNSO] 1 Ay 1
Ainf &l /éalqé'/ [NBP] (2.3.4)
NSO
M =(2,74£0,1)-10” +(0,0166 +0,0005)
Ao [NBP] (2.3.5)

El valor de ¢ se obtiene con el inverso de la ordenada en el origen en la

ecuacion (2.3.5). Para el aducto NBP-pNSO ¢ = (3,7 £ 0,2) - 10* M-'ecm1.
b) A partir de los parametros del ajuste

El valor del coeficiente de absorcién molar se puede calcular también sustituyendo
kaq en el parametro a del ajuste Aap/? (a = &/ kaq [NBP][pNSO],). Para obtener

kaq en unas determinadas condiciones, se ajustan los valores de & frente a los de
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o]

[NBP] (6 = Auag[NBP] +4niq). La pendiente de la representacién se corresponde

con kayq (figura 2.3.14).

‘ R%*=0,9623
0,0 0,6 1,2
102 [NBP] (M)

Figura 2.3.14. Caculo de € a partir de los parametros de ajuste.
Valores experimentales (m) y ajuste (-). Medio 7:3 agua: dioxano; T =
37,5 °C; [pNSO], = 4,93:10° M; pH = 4,43.

0,0

En las condiciones de trabajo se obtiene la siguiente ecuacion de ajuste:

b=(1,0£0,1)-10"° +(2,0£0,2)-10™ [NBP] s 236)
AT =2375°C, kaq = 2,0:104 M-1s°1, de modo que:

a

£,/ [ NSO], [NBP] (237)

La tabla 2.3.8 recoge los valores de « para distintas concentraciones de

NBP y el valor de ¢ obtenido para cada experimento.

El valor medio es ¢ = 38.000 M-'em-!, que concuerda perfectamente con el

obtenido con el método de Gillette.
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Tabla 2.3.8. Parametro a vy coeficientes de
absorcion molar en funcién de [NBP].

10°a 102 [NBP] 10% ¢
(s (M) (M*cm™)
3,48 0,731 3,9
2,90 0,613 3,9
2,31 0,525 3,6
1,71 0,381 3,7
1,36 0,289 38
1,96 0,429 3,7
2,99 0,606 4,0

Medio 7:3 agua:dioxano; [pNSO], = 4,91-10-7 M;
PpH =443 ;T =375C.

2.3.2.2.3.2 Reaccion de alquilacién de NBP por pNSO
Conocido ¢, de cada experimento cinético puede obtenerse kuq a partir de la
ecuacién (2.3.8), bien utilizando el parimetro a del ajuste ~Aap/7 o mediante el

método de velocidades iniciales.

lim A/é‘l/\D
a =0 At

ko = _
alq &/[NBP][pNSO] ~ &/[NBP][ pNSO], (2.3.8)

a) Influencia del pH

-3,4

log Kyq(M™s™)
®
o
]
]
]

pH
Figura 2.3.15. Influencia del pH. Valores experimentales (=) y valor medio
obtenido (-). Medio 7:3 agua: dioxano; T = 37,5 °C; [pNSO], = 4,93:10° M.
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Para estudiar si el pH ejerce alguna influencia sobre la constante de
alquilaciéon se ha empleado el método de velocidades iniciales. Como puede
observarse (figura 2.3.15), la reaccion de alquilacion de NBP por pNSO es
independiente del pH.

b) Influencia de la temperatura

Las constantes de velocidad de alquilacion obtenidas al estudiar la influencia de la
temperatura en la reaccion de alquilacion de NBP por pNSO se recogen en la tabla
2.3.9.

Tabla 2.3.9. Influencia de la temperatura
sobre la constante de velocidad de alquilacidn.

T 10°Kaiq
(°c) (M-1s1)
30,0 1,402 + 0,008
32,5 1,73 + 0,01
35,0 2,13 £ 0,01
37,5 249 <+ 0,02
40,0 3,07 <+ 0,02
42,5 345 £ 0,02
45,0 406 * 0,02

Medio 7:3 agna:dioxano; pH = 6,96.

La tabla 2.3.10 muestra los valores de los parametros de activacion. El
valor de la entropia de activacién, negativo y elevado, es coherente con un

mecanismo de sustitucion nucleéfila bimolecular.220

Tabla 2.3.10. Pardmetros de activacion de la
reaccion de alquilacién de NBP por pNSO.

Parametros de activacion

(kJE-f\::I'l) Stox 4
#
('(‘3_:'1::;91) 5 + 4
: J_ﬁﬁii'§-1) 139 o+ 11
#
S marty %=

Medio 7:3 agna:dioxano; pH = 6,96.
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C) Influencia de la fuerza i6nica
Para investigar la influencia de la fuerza idnica, I, se realiz6 una serie de
experimentos en los que la fuerza iénica se ajusté con NaClO4. Las constantes de

velocidad de alquilacion obtenidas se muestran en la tabla 2.3.11.

Tabla 2.3.11. Influencia de la fuerza idnica sobre Kaq.

I 10%Kaiq
(M) (M-1s-1)
0,00 25 + 01
0,04 25 + 01
0,06 25 + 01
0,14 26 + 01
0,17 26 + 01
0,24 25 + 01

Medio 7:3 agna:dioxano; pH = 6,96. T = 37,5 °C.

Como era de esperar, la fuerza i6nica no produjo variacion significativa
sobre la constante de velocidad de alquilacién a pH neutro, pues la reaccion se

produce entre dos especies neutras, pNSO y NBP.340.346

2.3.2.2.3.3 Estudio de la reaccion de hidrélisis de pNSO

El interés de la reaccion de hidrolisis reside en su papel en el estudio global de la
reaccion de alquilacion y en su uso como herramienta para calcular el valor de £ayq
a partir de los pardmetros obtenidos del ajuste Aap/% A tal fin se ha estudiado la
reaccion de hidrolisis del pNSO en el mismo medio en el que se ha investigado la

reaccion de alquilacion de NBP por el epoxido (7:3 agua:dioxano).
a) Influencia del pH

Como estudios previos en medio acuoso han mostrado que la reaccion de
hidrolisis del pNSO presenta catalisis acida y basica (en medio acuoso para pH<4
y pH>12),238 ]a constante de hidrolisis observada, £nid puede expresarse asf:
_ + o -
g =k [H* |+ e, vk [on |
(2.1.20)
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Se ha efectuado el estudio de la reaccién de forma directa, mediante
seguimiento espectrofotométrico en continuo, y de forma indirecta, utilizando el

parametro b del ajuste (véase pag. 1406).
- Hidrolisis catalizada por dcido

La reaccion de hidroélisis en medio7:3 agua:dioxano (pH = 3,0) se siguié mediante
separacion con HPLC y deteccion UV, para comprobar que el glicol es el unico
producto de reacccion. La evolucion de los cromatogramas con el tiempo y los
perfiles cinéticos se corresponden con la formacion del glicol (figura 2.3.16). La
reaccion fue monitorizada en A = 254 nm. La disminucién del area del pico
correspondiente al pNSO a un tiempo de retencion & = 28 min y el aumento en el

del pNSG, & = 20 min, en funcién del tiempo vienen dados por:

_ —Ahid?
Area NSO = Area NSO ¢

(2.3.9)

Area = Area (1 — ei’éhidi)
PRSE PNSGo (2.3.10)
=t =43 min |
| | 16
_ \ a) 1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
04 5
0.2 R?=0,9958
’ R?=0,9986
- ‘ ‘ ‘ S ‘ : 0,0 ¢ : ; ‘ —
O 5 10 15 20 25 30 35 0 2 4 6 8 10
tr (Min)

1t =348 min [

A(u.a)

=t =1370 min J

10 “area de pico (u.a.)

10 %t (s)

Figura 2.3.16. a) Cromatograma de la evoluciéon temporal de la hidrélisis de pNSO
catalizada por acido; b) Perfiles cinéticos obtenidos al realizar el seguimiento de la
variacion temporal del area de pico del pNSO y del producto de hidroélisis, pNSG; T = 25,0
°C; pH = 2,99; [pNSO], = 4,93:10° M; A= 254 nm.

En medio acido: i) la concentracion de dioxano es tan elevada que

interfiere con la medida de absorbancia en el UV e imposibilita realizar el
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seguimiento espectrofotométrico directo y ii) la velocidad de reaccion a T'= 37,5
°C es demasiado rapida para poderla seguir mediante HPLC-UV. Por eso, la
determinaciéon de la velocidad de reacciéon de hidrélisis se llevé a cabo por
extrapolacién a partir de los valores calculados en medios con mayor proporcion

de agua.

Los valores de las constantes de hidrélisis en medios con diferente
proporcién agua:dioxano se obtuvieron directamente mediante seguimiento
espectrofotométrico en continuo de la reacciéon en A = 310 nm (figura 2.3.17). La

absorbancia es la suma de las contribuciones de glicol y epoxido:

A=/[pNSO] [(%Nso T ENSG )fkhidf] (2.3.11)

0,39

0,38
0,37
< 0,36
0,35

0,34

2_
033 [R=00985
0 50 100150200 250300 350

t (min)
Figura 2.3.17. Perfil cinético de la reaccion de
hidrolisis en medio acido; A= 310 nm; T = 37,5 °C;
[pPNSOJ, = 4,93-105 M; pH = 2,96.

En medio acido fuerte (pH < 3), 4, =/éH N [H+], el factor catalitico

viene dado por la pendiente de la recta Ania /[H*].

Los valores de los coeficientes cataliticos obtenidos para los diferentes
medios se recogen en la tabla 2.3.12. Por extrapolacion a partir de estos valores se

estimé el coeficiente catalitico en medio 7:3 agua:dioxano (D = 48,5), & ., =

H
(5,3 % 1,6):103 M- 51 (T = 37.5 °C).
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2.32.Oxido de p-nitroestireno

Tabla 2.3.12.Constante de velocidad de la reaccion de hidrdlisis
catalizada en funcién de la composicién del medio.

Agua:dioxano

(viv)
10:0
9:1
8:2

4 -1
10 khid (s™)

3,0
2,5
2,0
15
1,0
0,5

0,0

Constante 10°k

dieléctrica o
(D)a (M S )
74,0 18 = 01
65,5 12 = 01
57,1 092 =+ 0,07

@ Ref 347, T =375 C.

10:0

R?=0,9948
R°=0,9882
R’=0,9427

00 04 08 12 1,6

109 [H*] (M)

Figura 2.3.18. Coeficientes cataliticos, & ,, de hidrolisis del pNSO
en medios con distinta composicién agua:&ioxano. T = 37,5 °C.

- Hidyolisis no catalizada

En el intervalo de pH 4,4-7,0 la constante de velocidad para la reaccion de

hidrélisis no catalizada es /éhi q :k:; 4 Su valor se ha calculado de forma indirecta a

partir del parametro b del ajuste; £’ =~ se corresponde con la ordenada en el
1

origen de la representacion b/[NBP] (figura 2.3.14 y Ec.(2.3.6)). Los valores

obtenidos para las constantes fueron 4., = (1,0 £ 0,1)-106 s (T = 37,5 °C)

de modo que o= (2,7 0,3)-10'8M‘1s4( T = 37,5°C; [H20] = 38,9 M).
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2.3. Estudio dnético de la alquilacién de moléculas modelo del ADN por dxidos de estireno

b) Influencia de la temperatura
Los parametros de activacion se determinaron a partir del ajuste de la constante de
hidrolisis no catalizada a distintas temperaturas (32,5-42,5 °C) a las ecuaciones de

Arrhenius y de Eyring,.

El valor de la entropia de activacion, negativo y elevado, es coherente con
un mecanismo de sustituciéon nucleéfila bimolecular.220 Es del orden de las

obtenidas en este trabajo para la alquilacién del propio pNSO.

Tabla 2.3.13. Pardmetros de activacion de la
reaccion de hidrolisis de pNSO.

Parametros de activacion

(kJE-?I‘:‘(i:l'l) v 10
# .

g, 7o

(mol 1) e

wEEO .

Medio 7:3 agna:dioxano; pH = 6,96; [NBP], = 1,49-10? M.

2.3.2.2.3.4 Estudio de la reaccion de hidrélisis del aducto NBP-pNSO
Las constantes de hidrolisis del aducto NBP-pNSO se han calculado a partir del
valor del parimetro ¢ del ajuste Aap/# (¢ = /éﬁ]d) ).
a) Influencia del pH
La reaccién de descomposicion del aducto pNSO-NBP presenta catalisis

- - AD :
basica como queda patente al observar la representacion £ /[OHT] (figura

2.3.19).

En medio 7:3 agua:dioxano y para T'= 37,5 °C kﬁ? viene dada por la

siguiente recta:

AD -6 - -7 1
£ =(2,6+0,1)10 [OH ]+(3,7i0,8)-10 s 2317
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2.32.Oxido de p-nitroestireno

6
5
o 4
2
2 3
X
LOO 2
—
1
R?=0,9890
0 : ‘

00 04 08 12 16 2,0
10'[OH-] (M)
Figura 2.3.19. Determinacion del coeficiente
catalitico de hidrdlisis del aducto NBP-pNSO; Medio
7:3 agua:dioxano; T = 37,5 °C.
El coeficiente catalitico se corresponde con la pendiente y la constante de

velocidad de hidrolisis del aducto no catalizada, es la ordenada en el origen.

b) Influencia de la temperatura

Tabla 2.3.14. Influencia de la temperatura sobre la
constante de velocidad de hidrdlisis del aducto NBP-

PNSO.
T 10°k/D
0 (s7)
30,0 051 + 0,05
32,5 08 + 01
35,0 096 + 007
37,5 102 + 005
40,0 132 + 0,06
42,5 20 + 02
45,0 41 + 0,8
EahidAD
(k3-mol™) mox 8

Medio 7:3 agna:dioxcano; pH = 7

Se ha investigado la influencia de la temperatura en la reaccion de
hidrolisis del aducto NBP-pNSO. El buen ajuste de las constantes de velocidad
obtenidas en el intervalo a la ecuacién de Arrhenius ha permitido obtener el valor

de la energia de activacion (tabla 2.3.14).
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2.3. Estudio dnético de la alquilacién de moléculas modelo del ADN por dxidos de estireno

2.3.2.2.4 Parametros cinéticos para caracterizar la reactividad

Se han obtenido los valores para los diversos parametros (Sxsp, , f; ALy An=2,
véanse pdgs. 35 y 43-45) necesarios para el establecimiento de correlaciones
mutagenia-reactividad. Mediante la ecuacion de Swain-Scott se ha estimado el

valor kn=s = 4,5:106 M-1s1 (T'= 37,5 °C, pH = 7).

La tabla 2.3.15 permite observar la gran influencia de la temperatura, lo
que pone de manifiesto la necesidad de estandarizar las mismas condiciones para
establecer comparaciones entre compuestos diferentes. Los valores del logaritmo
de la quimioselectividad, 4,44 > log Snep > 4,07 y los de la constante de sustrato
de Swain-Scott (muy superiores a 0,7) apoyan que la reacciéon de alquilacién de
NBP por pNSO transcurre por un mecanismo SN21546.64148312 v sugieren que el
PNSO sera mas reactivo con los centros nitrogenados del ADN.46.175,303,313,314

Tabla 2.3.15. Quimioselectividad, constante de Swain-Scott, capacidad alquilante y
efectividad en funcion de la temperatura.

Parametros quimicos

T
(°C)  Suer /10g (Sner) s f : AL .
30,0 27581/ 4,44 1,27 0,92 30334
325 16329/ 4,21 1,20 0,87 19214
35,0 13430/ 4,13 1,18 0,85 15239
375 15363 /4,19 1,20 0,87 14570
40,0 12647/ 4,10 117 0,84 10933
42,5 11722/ 4,07 1,16 0,83 7193

Medio agna:dioxano 7:3. pH = 7. Los errores relativos se encuentran entre el 5 y el 10%.

El aumento de Sxpp y s con la disminucién de la temperatura se observo
también con los epoxidos lineales. Los valores de la energfa libre de activacion
(tabla 2.3.10 y tabla 2.3.13 pags. 149 y 154) son, en general, mas bajos con
nucleéfilos mas fuertes, como ocurre en este caso con el agua (n = 0) y la NBP
(n = 3,5). La reaccion de alquilacion estd mas favorecida que la reaccion de

hidrolisis.
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2.32.Oxido de p-nitroestireno

En cambio el pH (tabla 2.3.16) no produce variacién sustancial en 5y Sxsp
puesto que en el intervalo de estudio predomina la reacciéon de hidrélisis no
catalizada y la reaccién de alquilacién no se ve afectada por el pH. Por el mismo

motivo no se observa ningin efecto sobre /.

Al analizar los valores de f'y su variaciéon con la temperatura y el pH, se
concluye que el pNSO es un agente alquilante potente. En cualquier condicion,
alrededor del 80-90% de la cantidad inicial de epoéxido reacciona para formar el
aducto NBP-pNSO. Por otro lado, los valores de AL, sugieren que es un agente
alquilante con una efectividad moderada; el aducto, a pesar de ser inestable, se
acumula (a pH 7 y T = 37,5 °C la vida del aducto es 10 dfas). La efectividad del
agente alquilante disminuye notablemente con el aumento de la temperatura (tabla
2.3.15) y el pH (tabla 2.3.16). Esta disminucion se debe fundamentalmente a que la
efectividad esta fuertemente influida por la inestabilidad del aducto (determinada
por la constante de hidrolisis del aducto). Si se comparan la capacidad alquilante y
la efectividad del 6xido de p-nitroestireno con la de los epoxidos lineales (tabla
2.3.17), se puede concluir que el pNSO es un alquilante mas potente pero con

menor efectividad.

Tabla 2.3.16. Influencia del pH sobre las eficacias y eficiencias de alquilacion, fy AL.

AL
pH f . Sm;p S
(min)

4,50 0,85 251963 10835 1,15
4,97 0,84 79124 9860 1,14
5,42 0,81 41170 8172 1,12
5,91 0,79 23665 7401 1,11
6,11 0,78 16436 7059 1,10
6,29 0,89 19728 15232 1,20
7,00 0,87 14570 15363 1,20
7,17 0,87 3628 12575 1,17
8,40 0,86 2450 12036 1,17

[NBP] = 0,02 M ; medio 7:3 agna:dioxano; T = 37,5 °C. Los errores relativos se encuentran entre el 5 y el 10%.
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2.3.2.2.5 Correlaciones reactividad quimica-actividad biologica.

En la tabla 2.3.17 se recogen datos de parametros quimicos y actividades
biolégicas para una serie de especies alquilantes.80.103.270.271
Tabla 2.3.17. Estudio comparativo de parametros quimicos y bioldgicos de varios

agentes alquilantes estudiados en el grupo de investigacion, incluidos los epoxidos
lineales y pNSO.

Mutagenia 10°MF
aIA 3;';:'ete AL Snep s S. T}?ph. para Mutagenia®
q (min) (Rev/nmol)®> 1mM°®
BpL 0,71 2dUCO o500 1050 1,2 - 45
estable
dicetena 1° 0,65° 363013° 1,61° ~0 - 0
PO 0,76" 24000’ 6177 1,08 0,02 - -
1,2-EB  0,78" 25000’ 6890° 1,10  0,003/0,004 - -
cis-2,3-EB  0,28' 40000/ 762" 0,82 0,002 - -
trans-2,3-EB 0,33' 37000’ 971" 0,85 0,0003 - -
pNSO 087" 14570 1536"  1,20' 4,7 -
SO - - - - 0,06/0,07 1,2 0,22
[NBP] = 0,02 M; medio 7:3 agua:dioxano; T = 37,5°C. pH = 7; a: Ref. 266,271,348 Mutagenia en Salmonella Typhinurinm
TAT100; b: Ref. 80 ¢: Ref. 193;1 alores exipresados como el en el niimero de m, § resistentes a G-1i ina por 10° células

viables sobre los valores de control por mg ml.d: Ref. 165; ¥V alores extrapolados; e:Ref: 199; f : este trabayo.

Los valores de s y Sxpp sugieren que todos los compuestos reaccionan a
través de mecanismos Sx2 dando lugar preferentemente a alquilaciéon del ADN en
los atomos de nitrégeno. El valor de f obtenido para pNSO es mayor que el
encontrado para la 3-propiolactona (BPL) ( /= 0,71 valor extrapolado para pH =
7,0y T = 37,5 °C),165 ]a lactona mas carcinégena y mutagena estudiada en nuestro
laboratorio. A diferencia del pNSO, PO y 1,2-EB (que presentan valores de f
similares e incluso mayores que los de la BPL (tabla 2.3.17)), la lactona forma un
aducto estable con la NBP. Por ello cabe esperar que su potencial mutageno!6> sea
mayor que el de los epoxidos citados, como de hecho ocurre (tabla 2.3.17). Cuanto
mayor es la permanencia del aducto en el tiempo, mayor es la probabilidad de que
se produzcan efectos biolégicos. Por eso, al comparar agentes alquilantes que
forman aductos estables con otros que producen aductos inestables, cuando
presentan valores de fsimilares, es la estabilidad de los aductos formados el factor

mas influyente en la mutagenia observada 7 vitro (tabla 2.3.17).
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2.32.Oxido de p-nitroestireno

Aunque los parametros [y AL permiten entender la mutagenia observada
in vitro de agentes alquilantes que producen alquilacién a través de los mismos
mecanismos, no hay que olvidar que existen otros factores que pueden influir en la
actividad biologica de esos agentes (tamafio de las moléculas y velocidad de

transporte hasta el sitio de accién en la célula).

Algunos trabajos centrados en la busqueda de correlaciones entre
capacidad alquilante y reactividad quimica de los 6xidos de estireno han sugerido
que la mutagenia depende de la estructura de los aductos; y algunos de ellos
concluyen que la mutagenia esta correlacionada con la reactividad del carbono
bencilico y, por tanto, con la formacién del aducto o. Puesto que 6xidos de
estireno como el pNSO y los 6xidos de o-metilestireno,!’> que forman sélo
aductos B, poseen actividad mutagena, la conclusién anterior no parece

satisfactoria.

Para tratar de entender la correlacion existente entre la estructura de los
aductos y sus efectos mutagenos se ha investigado una serie de 6xidos de estireno
p-sustituidos. En las paginas que siguen se da cuenta de los resultados y

conclusiones obtenidos.
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2.3.2.3 Conclusiones

1.
2.

El pNSO reacciona con la guanosina formando un aducto.

La reacciéon de alquilacion de 4-(p-nitrobencil)piridina (NBP) por el pNSO
da lugar a la formacién del aducto correspondiente al ataque sobre el
carbono B del anillo oxiranico. La reacciéon transcurre a través de un
mecanismo Sn2.

Para valorar la eficacia de alquilacién es necesario considerar tres
reacciones: i) la propia reaccion de alquilacion; ii) la reaccién de hidrolisis
del pNSO, y iii) la reaccién de hidrolisis del aducto NBP-pNSO.

La hidrolisis de pNSO presenta catalisis acida y la del aducto pNSO-NBP
catalisis basica. ILa reaccion de alquilacién no se ve influida por el pH.

Los valores de la quimioselectividad y la constante de sustrato de Swain-
Scott sugieren que el pNSO en su reaccion con el ADN debe tener mayor
afinidad por los centros nitrogenados de las bases susceptibles de
alquilacion.

LLa molécula de pNSO es un agente alquilante potente, pero de efectividad
moderada.

La capacidad alquilante del pNSO (f') es muy similar a la de agentes
mutagenos tan efectivos como la B-propiolactona. La inestabilidad del
aducto pNSO-NBP que reduce la efectividad del pNSO como agente
alquilante explica la baja mutagenia del pNSO comparada con la de esa
lactona.

Las diferentes estabilidades de los aductos o y 8 formados en la reaccién
de alquilacién de NBP por los 6xidos de estireno, y los parametros [y AL
pueden ser parametros utiles para entender e interpretar la mutagenia de

los 6xidos de estireno.
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2.3.3 Oxidos de estireno, p-cloroestireno y p-bromoestireno

Se ha llevado a cabo el estudio de las reactividades de tres 6xidos de arilo: 6xidos
de estiteno, p-bromoestireno y p-cloroestireno (SO, pBrSO y pCISO,
respectivamente). Ademas del interés que posee per se, completa el estudio de la
reactividad del 6xido de p-nitroestireno realizado previamente. La investigacion
permite racionalizar la reactividad de los 6xidos de estireno p-sustituidos y
establecer correlaciones estructura-reactividad y reactividad quimica-actividad

biolégica como agentes alquilantes.

Algunos estudios se han realizado exclusivamente para SO, porque: i) es
uno de los epoxidos de uso mas extendido y el 6xido de arilo mas utilizado; ii)
dentro de los epoxidos aromaticos, es el que produce concentraciones de aductos
o y B mas similares y, consecuentemente, el que mejor permite estudiar las

reacciones de formacion de estos aductos.

2.3.3.1 Método y materiales

2.3.3.1.1 Método experimental

2.3.3.1.1.1 Estudio cinético de la reaccion de alquilaciéon de NBP por epoxidos
aromaticos
La reaccién de alquilaciéon de NBP por SO, pCISO y pBrSO, que designaremos de
forma general como pXSO, se ha seguido espectrofotométricamente. En la
reaccién de estos epéxidos con NBP se forman dos aductos NBP-pXSO: i) el
correspondiente al ataque en el carbono menos impedido del anillo oxiranico, Cg,
aducto B-NBP-pXSO; vy ii) el del ataque en el carbono bencilico, mas impedido
estéricamente, C,, aducto a-NBP-pXSO. Los aductos NBP-pXSO « y B son
incoloros (ADing ¥ ADing, respectivamente). La adiciéon de una base (trietilamina,
Et:N) produce la desprotonacién del carbono que se encuentra entre los dos
anillos aromaticos que da lugar a la formacién de los aductos coloreados (ADg Y

ADua) (esquema 2.3.3).
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" X©\¢
N Aducto incoloro HO OH
N N

| = X=H,Br, Cl (ADinﬁ)
- pXSO . EtsN | R || + ELNHY
(alicuota) | | 3
X
NO, \©\‘/\OH
NBP NO, NO,
NBP ) Aducto coloreado B Aducto coloreado o
Aducto incoloro a (ADy) (AD,)
(ADing) p °

Esquema 2.3.3. Seguimiento de la reaccidn de alquilacién de NBP por pXSO.

En el estudio de la reaccién de alquilaciéon de NBP por pXSO tanto las
condiciones de trabajo como el método utilizado son idénticos a los utilizados con
PNSO y con EP (véase apartado 2.2.2.1 pag. 81). Se ha trabajado en mezclas
acuoorganicas, agua:dioxano en proporcion 7:3 (viv) de acidez constante y con

exceso de NBP (para evitar la formacion de aductos 1:2 NBP-pXSO).

La figura 2.3.20 muestra los espectrogramas obtenidos en el seguimiento

de la formacién de los aductos NBP-pXSO.

El analisis espectrofotométrico en la region UV-vis, mostré que: i) ni los
reactivos ni el glicol resultante de la hidrdlisis interfieren en el margen de
longitudes de onda de trabajo. Sin embargo, en el intervalo A = 200-700 nm no
hay una longitud de onda dénde sélo absorban el aducto a- o el B-NBP-pXSO.
Por eso el seguimiento espectrofotométrico de la reaccion de alquilacién se
monitorizé con la variacién de absorbancia en A = 560 nm (suma de las de AD, y

ADy).
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Figura 2.3.20. Espectrogramas obtenidos en el seguimiento de la formacion de aductos
pXSO-NBP. T = 37,5 °C; pH = 6,94; [NBP], = 1,99-102 M. a) [SO], = 7,69-10° M; b)
[pCISO], = 6,99-10° M; c) [pBrSO], = 7,46-10° M.

2.3.3.1.1.2 Estudio cinético de la reaccion de hidroélisis de epéxidos aromaticos

El estudio cinético de la reaccion de hidrdlisis de pXSO se hizo indirectamente.

Los valores de las constantes de hidrolisis observados para pXSO se han obtenido

a partir del estudio cinético de la reaccion de alquilacion, utilizando los parametros

del ajuste Aap/%

Para comprobar la calidad de los resultados obtenidos de forma indirecta,

se investig6 directamente la reacciéon de hidrdlisis de uno de los epdxidos
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aromaticos, SO, mediante seguimiento espectrofotométrico en continuo. Se
obtuvieron previamente los espectros de 6xido de estireno (figura 2.3.21) y
estirenglicol, comprobandose que ambas especies absorben en esa region del
espectro y que no existe una longitud de onda a la que absorban uno u otro
exclusivamente. Como en A = 226 nm se observaba una variaciéon sustancial de
absorbancia, se hizo el seguimiento espectrofotométrico de la hidrolisis
monitorizando en continuo la variaciéon de absorbancia en esa longitud de onda.

La figura 2.3.22 muestra una cinética modelo.

0,9
0,6
£
c
<
<
0,3
: 0,0 : : :
200 250 300 0 1 2 3 4
A (nm) 107t (s)

Figura 2.3.21. Espectro de absorcién de  Figura 2.3.22. Hidrdlisis del SO en medio
SO en medio 7:3 agua:dioxano (v:v) a 7:3. Valores experimentales () y ajuste
diferentes concentraciones; pH = 3,74 (—); pH = 4,4 (HCIO,).

(HCI04); [SO], = 1,4-103 M.

Se preparaban mezclas de reaccion agua:dioxano 7:3 con pH constante
(3,0 ml). A una cubeta que contenfa 2,1 ml de disoluciéon reguladora o acida con
HCIO4, —para mantener constante el pH— se afiadian 0,9 ml de dioxano. Una vez
termostatada la mezcla se afladia un pequefio volumen de disolucién madre, 50-
200 pL (SO+dioxano; [SOJ, = 0,0854 M). El instante de adicién del reactivo se

tomaba como el tiempo inicial de reaccion, 7= 0.
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2.3.3.1.2 Materiales

2.3.3.1.2.1 Reactivos generales
Los reactivos generales utilizados son los mismos que ya se han descrito en el

estudio de los demas epoxidos (véase apartado 2.2.2.2.1, pag. 83).

2.3.3.1.2.2 Reactivos especificos

Oxido de p-bromoestireno (96%), 6xido de p-cloroestireno (96%), éxido de
estireno (99%), 4-(p-nitrobencil)piridina (98%) y trietilamina (99%) eran Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemania).

2.3.3.1.2.3 Equipos de trabajo
Los equipos de trabajo utilizados ya han sido descritos previamente (veanse pags.

84 y siguientes).
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2.3.3.2 Resultados y discusion

2.3.3.2.1 Mecanismo de reaccion

Los epoxidos pXSO, pueden reaccionar con nucledfilos a través de ambos
carbonos del anillo oxiranico, para formar los correspondientes aductos o y B
(véase figura 2.3.3 pag. 120). Diferentes estudios con nucleé6filos que modelan la
reactividad con el ADN  (piridina, bencilamina,  guanosina vy
desoxiguanosina)80:81.220.270 e incluso con el propio ADN 7z vitre?> han evidenciado
la formaciéon de ambos aductos en concentraciones significativas. La estabilidad de
ambos aductos se espera que sea diferente. A pH 7,0 y 37,0 °C la vida media del
aducto o (440 minutos) formado entre 7-alquil-3’-desoxiguanosina Y SO es mayor

que la del aducto $ (275 minutos).3*

Los perfiles cinéticos de la alquilacion de NBP por pXSO muestran que la
absorbancia aumenta inicialmente para disminuir hasta un determinado valor a
partir del cual permanece constante. La aparicion de una meseta a un elevado
tiempo de reaccién se ha atribuido a la formacién de un aducto (ADing) que

permanece estable durante el tiempo de estudio.

Sobre una base bibliografica y por analogia con el mecanismo de la
reaccion de alquilacion de NBP por pNSO, se ha propuesto el mecanismo que se
muestra en el esquema 2.3.4 para la alquilacion de NBP por pXSO en medio

acuoorganico.

Las reacciones implicadas en este mecanismo son: i) reacciéon de hidrolisis
del pXSO para formar el correspondiente estirenglicol, pXSG; ii) reacciones de
alquilacién de NBP por pXSO en C, Y Cg, para formar los aductos ADing ¥ ADing,
respectivamente; y iii) reaccion de hidrélisis del aducto B. Se admite que el aducto

a, es estable a lo largo de la reaccion.
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HO OH
X
pXSG
khid
NO,
@]
7N\ AD
a P Kaiq 4 Khid
T" HO N —_— P
X
pXSO
kalqct X
X =H, Cl, Br NBP ADinp
OH
N/
o | NO,
X
ADin(x

Esquema 2.3.4. Mecanismo propuesto para la reaccion de alquilacion de NBP por pXSO
en medio acuoorganico.

2.3.3.2.11 Pérfiles cinéticos y ecuaciones de velocidad
De acuerdo con el mecanismo propuesto, la ecuacion diferencial de velocidad de

desaparicion del epoxido es:

—d[ pXSO]

7 = [pXSO](('éalqoc +Ruq )[NBP]+’éhid )

(2.3.13)

La constante de velocidad para la reaccion de alquilacion global de orden
dos, £aLq, es suma de las constantes de alquilacién en posicion o, Laqe, v B, que
designamos como 4. para mantener la notacién utilizada con los epoxidos

estudiados previamente.

/éALQ - /éalqoc +/éa1q (2.3.14)

Las ecuaciones de velocidad de formacién de los aductos a y § son:
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d[AD,
u: 10 [INBP][ pXSO]
dt (2.3.15)
d| AD
a40,] k4 [NBP][ pXSO] - £20
d (2.3.16)

Cuando se trabaja con exceso de NBP, se pueden definir las constantes de
alquilacién de pseudoprimer orden (£aLq) como suma de las correspondientes a

los ataques en los carbonos o (Falqw) v B (Falq).-

1

Faq =4 [NBP] (2.3.17)

Fa1q = Kige  Kilg (2.3.18)

Las ecuaciones de velocidad integradas para la desapariciéon de pXSO y

formacién de AD, y ADg son:

[pXSO] — [pXSO]O e_(kALQ +khid) !
(2.3.19)
[ AD ]: /é;lq [X80], e*(/@f}i}i) ) ! _e*(/@'ALQ”éhid) !
B (Ef\LQ%hid)_éﬁcl’) (2.3.20)
£ [ pXSO (& 4
[AD, ]= e [PJ”é 1, L ('éALQ +'éh1d) !
ALQ  “hid (2.3.21)

Como el seguimiento de la formacién de ADg y AD,, se hace en A = 560
nm, donde absorben los dos aductos, la absorbancia a tiempo # (4Aap) es la suma
de las contribuciones de los dos aductos 3 y o, Aapg (Ec. (2.3.23) y Aapg
(Ec.(2.3.24)), respectivamente:

171



2.3. Estudio dnético de la alquilacién de moléculas modelo del ADN por dxidos de estireno

/é;lq [#XS0], &/ e_(k}/}icli) ) ! ‘(kL%LQ%hid) !

AAD = -€
' AD
(’éALQ +Ryig ) ~ K
(2.3.23)
Ay, = /éalqoc'gfx/ [PXS0], 1_6_(/€ALQ Hehid) !
’ 10 TR
(2.3.24)

donde ¢y &, son los respectivos coeficientes de absorciéon molar.

Los datos 4ap/# se pueden ajustar a una ecuacion de la siguiente forma:

Axp = ? (e_”— e )+§(1—e_bl)

b= (2.3.25)
donde los cuatro parametros se definen como sigue:

a=k, [pXSO] &/
(2.3.26)
(2.3.27)

AD
c=k

hid (2.3.28)

d=k, &1[pXSO]
(2.3.29)

La figura 2.3.23 muestra los perfiles cinéticos experimentales obtenidos y
los ajustes correspondientes (Ec. (2.3.25)) junto con los perfiles para cada uno de
los aductos Aapg/? y Aapg/# (calculados a partir de los parametros del ajuste). El
excelente ajuste de los valores expetimentales .4ap/7 a la ecuacion (2.3.25) apoya el

mecanismo propuesto.
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A560n m
A560n m

0,0

10°t (s) 10t (s)

1,0
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ADp R“=0,9995
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A
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Figura 2.3.23. Perfiles cinéticos de formacién de los aductos NBP-pXSO. Valores
experimentales (o) y ajustes Aap /t , Aapa /t Y Anpg /t. A = 560 nm; medio 7:3
agua:dioxano; T = 37,5 °C; pH = 6,95; [NBP], = 1,99-102 M. a) (e) [SO], = 7,69-107°
M; b) (+) [pCISO], = 6,99:10° M; c) (o) [pBrSO], = 7,05-10° M.

2.3.3.2.1.2 Ordenes de reaccién

Los 6rdenes parciales de reaccion respecto a la concentracion de cada reactivo se
han determinado a pattir de los parametros a y d del ajuste Aap/? (Ecs.(2.3.26) y
(2.3.29)). Se realiz6 una serie de experimentos variando las concentraciones de uno
y otro reactivo. Los Ordenes parciales respecto a las concentraciones de pXSO y
NBP para la alquilaciéon en § (7 y # respectivamente) se han determinado a partir
del parametro a (Ec.(2.3.30)). Los 6rdenes de reaccion p y ¢ respecto de las
concentraciones de pXSO y NBP para la reaccion en C, se obtuvieron con el

parametro & (Ec.(2.3.31)).
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—

loga = log(/é da g/) +mlog[ pXSO| +nlog[NBP]

logd = log(/éﬂlqaé‘a/) + plog[ pXSO] +glog[NBP]

-3,0
-3,2

-3,4

log a

-3,6

-3,8

-4,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-2,2-2,1-2,0-1,9-1,8-1,7-1,6
log [NBP],

Figura 2.3.24. Orden respecto a la
concentracién de NBP para la alquilacion en

posicion B, n. T = 25,0 ©°C; [SO], =
8,12:10° M.

-1,6

-1,9

-2,2
T
_g'n -2,5

-2,8

-3,1

-3,4 ‘ ‘ ‘

-3,0 -2,6 -2,2 -1,8 -1,4

log [NBP],

Figura 2.3.26. Orden respecto a la
concentracién de NBP para la alquilacidon en
posicion a, g. T = 25,0 ©°C; [SO], =
7,69:10° M.

(2.3.30)
(2.3.31)
-3,0
-3,1
-3,2
4]
3 -3,3
-3,4
-3,5
-3,6 ; : :
-4,4 -43 -42 -41 -4,0
log [SO],
Figura 2.3.25. Orden respecto a la

concentracion de SO para la alquilacién en
posicion B, m. T = 25,0 °C; [NBP], =
2,00-102 M.

-4,0
-4,1
-4,2
-4,3
-4,4
-4,5
-4,6

-4,7 ‘ ‘ ‘ ‘
-4,4 -4,3 -4,2 -4,1 -4,0 -3,9

log [SO],

Figura 2.3.27. Orden respecto a la
concentracién de SO para la alquilacién en
posicion a, p. T =25,0 °C; [NBP], =
1,98:102 M.

logd

A modo de ejemplo las figuras 2.3.24-2.3.27 muestran los ordenes

obtenidos para el SO.
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Con todos los pXSO se ha comprobado que el orden de reaccion respecto
a cada uno de los reactivos para la formacién de los aductos o y 3, es la unidad, en

concordancia con mecanismos Sx2’ para la formacion del aducto o y Sx2 para la

del aducto B.

2.3.3.2.1.3 Identificacién de los aductos NBP-EP mediante espectrometria de

masas

100+ 100— 2421

2150

| a) b)
| 369.1
B %
%
197.9
|
}3;362 ; 371.1
216.0 | 1237 2432 2050
i } 151.8
1209 2440957 2 1337.2 154.8 249.9

Qi ‘ 1618 19?5 ‘l \ | 234;29‘31 ‘/ 3552‘/397_.‘; ‘335‘4 . 174.9 3524 2724112
100 150 200 250 300 350 400 450 o Ml eabty AL ) | aral

150 200 250 300 350 400 450 500

100 229.0

c)

%

103.7
2300

1258 18294980 | 2474 2701
2864 3351 3572 13108

[ AR IRINR /P[RR Y ESTH PPN O [ iz
100 150 200 250 300 350 400 450

Figura 2.3.28. Espectros de masas en el modo positivo obtenidos para la reaccion de
alquilacién. pH = 6,95; T = 37,5 °C; [NBP], = 1,99 102 M. a) (e) [SO], = 7,69:10° M;
b) (-) [pCISO], = 6,99:10° M; c) (e) [pBrSO], = 7,05-10° M.,

El estudio por espectrometria de masas, junto a las evidencias anteriores,

confirma la formacién de los aductos 1:1 NBP-EP. Se obtuvieron picos de los

iones moleculares con m/z: 335,2 para NBP-SO, 369,1 pata los aductos NBP-
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PCISO y 413,1 para NBP-pBrSO. No se observaron picos asignables a otro tipo de
aductos en las condiciones de trabajo. Sin embargo, en condiciones equimolares

PXSO:NBP si que se obtuvieron picos asignables a los diaductos.

2.3.3.2.1.4 Seguimiento de la reaccién mediante HPLC

Para una confirmacién adicional del mecanismo propuesto, se programo el
seguimiento de la reaccion de alquilacion de NBP por SO mediante cromatografia
HPLC con detector de red de diodos. Los cromatogramas muestran la formacioén
de dos aductos con distintos tiempos de retencion, & = 8,5 min y & = 11,0 min.
En la figura 2.3.29 se observan los perfiles de reacciéon obtenidos del seguimiento

de la evolucion temporal de las areas de los picos de ambos aductos.

2,0
1.8
1,6
14
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

10°area (u.a.)

R?=0,9191
R?=0,9690

0,0 05 10 1,5 2,0 2,5 3,0
10t (min)
Figura 2.3.29. Perfiles cinéticos obtenidos al realizar el
seguimiento de la variacion temporal de las areas de pico
de los aductos NBP-SO: B (tr = 8,5 min) y o (tk = 11,0

min); valores experimentales (o) y ajuste (-); A= 254 nm.
T =37,59C; pH = 6,98.

El pico detectado a & = 11,0 min corresponde al aducto  (presenta el
mismo tiempo de retencién que el del aducto NBP-pNSO, véase pag. 143) y la
evolucién temporal de su area es propia de un aducto inestable. El aducto o se
corresponde con el pico que aparece a & = 8,5 min. Su evoluciéon temporal indica

que es estable.
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La concordancia de los resultados obtenidos mediante HPLC y mediante

espectrofotometria UV-vis apoya el mecanismo propuesto.

2.3.3.2.2 Estudio cinético de las reacciones involucradas

2.3.3.2.2.1 Determinacion del coeficiente de absorciéon molar de los aductos NBP-
pXSO

Debido a la imposibilidad de: i) conocer los coeficientes de absorcion molar de

ambos aductos a partir de los parametros resultantes del ajuste (el nimero de

incognitas supera el nimero de ecuaciones); y ii) de calcular los valores de las

constantes de alquilacién para las reacciones individuales sobre cada carbono del

anillo oxiranico; se utilizaron las proporciones de aductos 0/8, en términos de

relacion de constantes de alquilacion (Aaga/ #alq) procedentes de la bibliograffa.s?

Los resultados encontrados al estudiar la reaccién del 6xido de estireno
con bencilamina en distintos medios, revelan que las velocidades de alquilacion
aumentan con la constante dieléctrica del medio,?25 mientras que la relacion &g/
kaq se mantiene constante entre disolventes proticos. Esa constancia se pone de
manifiesto al comparar las proporciones de aductos que se obtienen en las
reacciones de 6xidos de estireno p-sustituidos con distintos sustratos (guanosina,?3
desoxiguanosina® y piridina®’) en disolventes proticos. En tales disolventes el
puente de hidrégeno entre el grupo hidréxilo de la molécula de disovente y el
atomo de oxigeno del epdxido facilita la ruptura del enlace C-O del anillo
oxiranico. Los cambios de disolvente pueden afectar a la magnitud de esta
interaccion y por tanto, a la velocidad de reaccion, pero no a la proporcion de
aductos, que viene determinada por factores electronicos y estéricos en el centro
reactivo, que no son dependientes del disolvente.22> Ta relacion Aaga/ &alq
encontrada por nosotros para la alquilacion de NBP por pNSO (0:100) es
significativamente analoga a la de la reaccién con la desoxiguanosina en etanol
(50% vol. a 37,0 °C) obtenida por extrapolacion mediante la ecuaciéon de Hammett
a partir del trabajo de Sugiura ef a/. (2:98).53 Se ha admitido que las proporciones

/B (Falqe/ #alq) €n la reaccion de alquilacion de NBP por pXSO son las mismas que
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en la alquilaciéon de desoxiguanosina con SO, pBrSO y pCISO en medio
etanol:agua (50:50 v:v) (véase tabla 2.3.5 pag. 128),>% 33:67, 15:85, 14:86 para SO,
PBrSO y pCISO, respectivamente (el valor con pCISO se obtuvo por interpolacion

mediante la ecuacién de Hammett).

Operando de esta forma, conocidas la constante de alquilaciéon global,
kALQ (AALQ = AaqtRage ) ¥ las proporciones entre las contantes, x (£aq/£aLQ) € y
(Ralqa/ #ALQ), pata la formaciéon de los aductos By @, respectivamente, se han
obtenido los valores de £aq ¥ £aqq (Ecs. (2.3.32)y (2.3.33)).

k. =k .
dq — FALQ Y (2.3.32)

ko =kyo-
e~ ALQ ") (2.3.33)

Con kuq y kaq pueden estimarse los valores de los coeficientes de
absorcion molar de los dos aductos a partir de los parametros a (a2 = kaq &/

[NBP][pXSOLo) v 4 (d = Auge £ / [NBPo[pXSO) del ajuste Aap/#

Para obtener kaLq basta representar el parametro & del ajuste

(AaLQ[NBP]+ Anig) para distintas concentraciones de NBP (figura 2.3.30).

Los valores obtenidos para las constantes de alquilacion global, £aLq, y las
correspondientes al ataque sobre cada uno de los carbonos, £iq y g Se recogen
en la tabla 2.3.18. En ella se muestran también los coeficientes de absorciéon molar

de los aductos AD, y ADg calculados con las siguientes ecuaciones:

a

E =
£,/ [PXSO] [NBP]

(2.3.34)
d

£,/ [ PXSO] [NBP]

E =

(2.3.35)
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14
1,2
1,0 1
0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2 1
0,0

10°b (s™)

R®=0,9631

00 05 10 15 20 25

10][NBP] (M)
Figura 2.3.30. Obtencién de la constante de
alquilacion global, kaq, @ partir del pardmetro b
del ajuste Asp /t para SO (e), pCISO (+) y pBrSO
(¢). pH = 6,95; T = 37,5 °C; medio 7:3
agua:dioxano.

Tabla 2.3.18. Constantes de alquilacion global y de los ataques en posiciones ay B.
Coeficientes de absorcion molar de AD, y ADg.

PXSO 10* karo 10* Kaiq 10* Kaiqa 103 ¢ 103 g,
(Mis?) (Mis?) (Mis?) (Micm?) (M!cm)
SO 31 + 04 21 + 0,3 10 + 01 40 = 8 8 + 1
pCISO 23 = 0,2 20 + 0,2 035 = 003 41 + 4 11 = 1
pBrsSO 30 + 0,2 26 = 0,2 042 +£ 003 21 = 2 18 + 1

T =375 C; pH = 6,95, medio de reaccion 7:3 agua:dioxano; | = 1cm.
2.3.3.2.2.2 Estudio de la reaccion de alquilacién de NBP
Conocidos los valores de los coeficientes de absorciéon molar, se pueden calcular
facilmente los de 4aq y Aaqq para cualquier experimento cinético a partir de los

parametros « y d del ajuste, respectivamente.

/é _ a
alq -
&l[ pXSO] [NBP] (2.3.36)
L d
" g,/[ pXSO) [NBP], (2.3.37)

Por otro lado, el valor de kaq puede conocerse mediante las velocidades

iniciales.

179



2.3. Estudio dnético de la alquilacién de moléculas modelo del ADN por dxidos de estireno

A[AD], + A[AD]

, e
v, = }133 o = k1 [NBP] [ pXSO].
(2.3.38)
A4,
?QT;D - (/éalqé‘ + Ky, & )/[NBP]O [pXS0],
(2.3.39)
lim Adap =a+d
o0 A (2.3.40)

Al comparar las aportaciones de los parametros @ y 4 del ajuste a la
variacion inicial de la absorbancia, se ha comprobado que, para pXSO, la
aportacion del aducto § a la absorbancia inicial es mucho mayor que la del aducto
o. Al calcular £uq con el método de velocidades iniciales, considerando
despreciable la aportacién del aducto «, el valor de kuq obtenido difiere del
obtenido a partir del parametro « como maximo un 10 %. Por esta razén, cuando
la lentitud de las reacciones exija un largo tiempo de seguimiento o no exista
método alternativo para calcular £q se utilizara el método de velocidades iniciales

en lugar del parametro « del ajuste Aap/# (Ecs.(2.3.25) y (2.3.26)).
a) Influencia del pH en la reaccién de alquilacion

Se ha investigado el papel del pH en la reaccion de alquilaciéon de NBP por pXSO
en las posiciones 3 y o (tabla 2.3.19).

Puede admitirse que el valor de la constante de velocidad 4aq no se ve
afectado por la acidez del medio, como se ha observado en el estudio de los
epoxidos investigados anteriormente. Sin embargo, £aqq aumenta con la acidez del
medio, ya que el aumento de la concentracién de protones favorece la formacion
del estado de transicion de la reacciéon Sn2’. En medio neutro para SO, £aq duplica

a g (con ADN in vitro la proporcion kaq/ kaga €s 1,4).262
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Tabla 2.3.19. Influencia del pH sobre las constantes de alquilacidon kaq Y Kaq. para la
alquilacién de NBP por pXSO.

37,5 °C 25,0 °C
10%Kaiq 10°kaiq0 10°Kaiq 10°kaiq0.
pH (M1is?) (M1s?) (M1s?) (M1s?)
SO pCISO pBrSO SO pCISO pBrSO so so
500 . 2,4 3,0 - - - - -
5,12 1,9 - 2,9 - - - - -
524 20 2,5 2,8 - - 19,8 7,2 -
577 19 - - - - - 7,1 4,0
596 2,1 2,1 2,4 - 7,4 4,6 - -
6,57 - - - - - - 7.1 2,0
6,95 21 2,0 2,6 10 3,5 4,2 7,0 1,8

Medio de reaccion 7:3 agua:dioxano.

b) Influencia de la temperatura

Los valores obtenidos para las constantes de alquilacion a diferentes temperaturas
y pH neutro se recogen en la tabla 2.3.20. Para la reaccion de formacién del aducto

B son validos en todo el intervalo de pH objeto de estudio.

Tabla 2.3.20. Influencia de la temperatura sobre las constantes de alquilacion Kaq Y Kaiqa
para la alquilacion de NBP por pXSO.

10%kaiq 10°kaiq0 Proporcién (%)
o (Mis1) (Mist) Ko/ Kaiaa
SO pCISO pBrSO SO pCISO pBrsoO (o) pCISO pBrso

25,0 0,70 0,7 1,02 2,0 - 0,8? 78:22 - 92:8
27,5 0,91 0,9° 1,22 2,9 - 1,12 76:24 - 92:8
300 11 1,1 1,5 4,8 - 1,3 69:31 - 92:8
32,5 1,3 1,3 1,9 4,1 - 2,5% 76:24 - 88:12
350 15 1,6 2,2 7.1 - 1,9 68:32 - 92:8
37,5 21 2,0 2,6 10 3,5 4,2 67:33 8515 86:14
40,0 24° 2,3 3,2 13 4,1 4,0 65:35 8515 89:11
42,5 29° 2,8 3,8 17 6,4 5,1 63:37 81:19 88:12
45,0 3,6 3,0 4,7 23 13 5.4 61:39 70:30  90:10

a
Medio de reaccion 7:3 agna:dioxano; pH = 6,95; ¥V alor excluido para determinar los parametros de activacion.
a) Valores extrapolados.

Los parametros de activaciéon (tabla 2.3.21) son coherentes con la

proporcion de constantes Aalq/ £alqx Obtenida (tabla 2.3.20).
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Tabla 2.3.21. Parametros de activacion para la alquilacidon de NBP por pXSO a través
de los carbonos a y B.

Parametros de B a
activacion (o) pCISO pBrso SO pCISO pBrso
Eaalq )
(k3-mol) 64 +4 58 +3 60 =1 95 +12 80 +14
#
AG'aa (250°C) o5 g 97 +4 95 + 2 99 +19 - 102 +38

(kJ-mol™)

Medio 7:3 agua:dioxano.

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la temperatura y la
composicion del medio en la reaccién de alquilacion de NBP por SO (Apéndice 2)
sugieren que el mecanismo de reacciéon para la alquilacién en B es independiente

del medio de reaccion.

2.3.3.2.2.3 Estudio de la reaccién de hidrolisis de pXSO

Las reacciones de hidrolisis de pXSO dan lugar a la formacién de los
correspondientes glicoles.?3 La hidrdlisis de los epéxidos aromaticos, como la de
cualquier epoxido, ademas de la reaccion no catalizada, puede presentar catalisis

acida y basica (véase Ec.(2.1.20) pag. 506).
El valor de 4nia se obtiene de forma indirecta con el parametro & del ajuste
Aap/ty el valor de la pseudoconstante de alquilacion global, £arq:
Rnia = — ’éALQ (2.3.41)
a) Influencia del pH

La figura 2.3.31 muestra la influencia de la acidez del medio sobre And. En el
intervalo de trabajo ademas de la reaccién de hidrélisis en medio neutro interviene

la de catalisis acida. Las constantes de velocidad para ambas reacciones se recogen

en la tabla 2.3.22.
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hid
[

log k.
A
[

-5,0

-5,5

-6,0

pH
Figura 2.3.31. Variacion de knq de pXSO con
el pH del medio. Valores obtenidos para SO
(), pCISO (+) y pBrSO (), T = 25,0 °C.

La tendencia de nuestros resultados, obtenidos de forma indirecta a partir
del estudio de alquilacién de NBP por pXSO en un medio acuoorganico es acorde,
cualitativamente, con los obtenidos por Blumenstein ¢# 2/ en el estudio directo de
la reaccién de hidrélisis de pXSO a 25,0 °C en medio acuoso.?’® En ambos
estudios tanto IO como 4.+ disminuyen con la presencia de grupos
atractores de electrones: SO > pCISO > pBrSO > pNSO.

Tabla 2.3.22. Constantes de velocidad de hidrdlisis de pXSO en medios
neutro y acido.

XSO ko 10°k7,
(Ms™) (s
SO 18 + 1 25 + 08
pCISO 31 + 0.2 22 + 05
pBrsSo 1,63 + 0,03 21 + 01
PNSO 0,005 + 0,002 10 = 01

Medio de reaccion 7:3 agna:dioxano; T = 37,5 °C.

Para verificar la adecuacion del método indirecto utilizado para calcular la
constante de velocidad de hidroélisis obtenida a partir del parametro & del ajuste
Aap/# e investigar el grado de acuerdo, a nivel cuantitativo, de nuestros resultados
con los de Blumenstein ¢# 4/, se estudié la hidrélisis de SO A 25,0 °C en medio

acuoorganico 7:3 agua:dioxano tanto de forma directa (seguimiento de la reaccion
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de hidrdlisis por espectrofotometria) como indirectamente a partir del estudio de
la alquilacion. Los valores de &nia obtenidos por ambas vias presentan una buena

concordancia (figura 2.3.32).

A 25,0 °Cy en medio 7:3 agua:dioxano el factor catalitico y la constante de
velocidad de hidrolisis espontdnea son £, = (6,5 * 0,5 M sty & = (1,0 %
0,1)-10¢ s, respectivamente. Teniendo en cuenta que a medida que aumenta el
porcentaje de agua en el medio de reaccién, lo hace la constante dieléctrica y con
ella la constante de velocidad, los valores obtenidos en este trabajo son acordes
con los de Blumenstein ¢ a/. en medio acuoso (a T'=250°C &, = (26,6 =+

0,9) M-t 51y £, = (4,18 +0,18) 106 s1).

0
-2
gE
S -4
-6

2 3 45 6 7 8 9
pH
Figura 2.3.32. Variacién de knq de SO con el

pH del medio. Valores obtenidos (e) de forma
directa e (m) indirecta. T = 25,0 °C.

b) Influencia de la temperatura

En la tabla 2.3.23 se muestran los valores de la constante de hidrdlisis obtenidos

de forma indirecta.
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Tabla 2.3.23. Influencia de la temperatura
sobre las constantes de hidroélisis de pXSO.

T
(°c)

25,0
27,5
30,0
32,5
35,0
37,5
40,0
42,5
45,0

SO
1,0
0,8*
0,8*
0,8*
2,8
4,2

670
10 khid

(s

pCISO

11
1,2
1,7
2,2
4,6*
3,3
4,3

pBrso

0,5
12
0,9
2,2
2,0
2,5
19

Medio 7:3 agna:dioxano; pH nentro;
*Valor excluido para determinar los pardmetros de activacion.

La tabla 2.3.24 muestra los valores obtenidos para los parametros de

activacion. Se observa que las reacciones de alquilacion estan mas favorecidas que

las de hidrolisis.

Tabla 2.3.24. Parametros de activacidon de la reaccidon de hidrdlisis de pXSO.

Parametros de

activacion
Ea hid
(kJ-mol™) 85
AG*iq (25,0°C)
(kJ-mol™) 116

SO

I+

+

15

pCISO
75 %3
117 +6

PpBrso

99 =+ 23

Medio 7:3 agna:dioxano; pH nentro.

2.3.3.2.2.4 Estudio de la reaccion de hidrélisis del aducto -pXSO-NBP

La constante de hidrolisis del aducto se obtiene ditectamente con el ajuste Aap/?

_  ,AD
€= % )

a) Influencia del pH

La reaccion de hidrolisis del aducto 3 experimenta catalisis basica. La tabla 2.3.25

muestra los resultados obtenidos.
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Tabla 2.3.25. Influencia del pH en la hidrdlisis
de los aductos B-NBP-pXSO.

37,5 °C 25,0 °C
10°& 20 10520
PH (s™) (s*)
SO pCISO pBrso so
5,00 n.d. 0,2 0,25 n.d
5,12 n.d. - 0,24 n.d
5,24 n.d. - - n.d
5,77 - - - 0,08
5,96 - 0,7 0,86 -
6,57 - - - 0,26
6,95 3,1 2,1 0,55 0,56
7,95 - - - 0,96
8,74 - 10,4 21,1 8,88

Medio 7:3 agua:dioxano; n.d: no detectado.

b) Influencia de la temperatura

En la tabla 2.3.26 se recogen los valores de la constante de hidrolisis del aducto 3

en el intervalo de temperaturas 25,0-45,0 °C.

Tabla 2.3.26. Influencia de la temperatura en la
hidrolisis de los aductos B-NBP-pXSO.

; 10°4,7

(°C) (s
so pCISO pBrso

25,0 0,48 - -
27,5 0,62 - -
30,0 1,1 0,3 0,33
32,5 15 0,5 0,60
35,0 1,9 0,5 0,76
37,5 3,1 2,1 0,55
40,0 - 2,1 1,20
42,5 - 2,0 1,42
45,0 - 1,4 1,90

Medio de reaccion 7:3 agua:dioxano;

La estabilidad de los aductos a pH neutro sigue la siguiente tendencia SO <
PCISO < pBrSO. La presencia de grupos atractores de electrones estabiliza el aducto

B formado.
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2.3.3.2.3 Parametros cinéticos para caracterizar la reactividad

Objeto de este estudio ha sido conocer la eficacia y la eficiencia de los 6xidos de
estireno p-sustituidos como agentes alquilantes. La eficacia de estos compuestos se

define a través de tres parametros de alquilacion:

i, fraccion inicial del agente alquilante que da lugar a la formacion de aducto a.

fooo e d
’ RaLQ T Fnid ga/[pXSO]Ob (2.3.42)

/, fraccion inicial del agente alquilante que da lugar a la formacién de aducto §.

£ alq . a

/

karq +hyg €[ PXSO] b (2.3.43)

frotal, fraccion del agente alquilante inicial que da lugar a la formacién de aducto,

independientemente de que éste sea « o B. Se define como suma de las anteriores.
q

[

/éALQ

ftotal ='—=f<x+f

Ko T Rnid (2.3.44)

Estos parametros son muy utiles para establecer correlaciones
mutagenia/reactividad cuando los aductos formados son estables. Cuando son
inestables se utiliza también la eficiencia de alquilacién o vida del aducto, AL. En
este caso —para los pXSO- como se ha comprobado que el aducto a es estable
durante el curso de la reaccidn, sélo tiene sentido definir la vida o eficiencia

correspondiente al aducto B.
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_ _[0 [AD]dr _ ’é;lq o e—(k'ALQ”@hid)f _e—x{;dDz
[PXSO]O RaLQ T Rhid _’é{}idD 0
[ _J

' AD - AD
(’éALQ + Kyig )’éhid Rpid
(2.3.45)

El parametro AL hace referencia a la durabilidad o permanencia del
aducto en el tiempo: cuanto mayor sea el valor de AL, mayor sera la acumulacion

de los aductos y, por tanto, mayores efectos biolégicos.

a) Influencia del pH en los parametros quimicos

Los valores obtenidos para las fracciones alquiladas, y para la vida del aducto § en

dos medios de diferente acidez se recogen en la tabla 2.3.27.

Tabla 2.3.27. Dependencia de los parametros quimicos con el pH. Quimioselectividad,
constante de Swain-Scott, capacidad alquilante y efectividad.

B a
PH SO pCISO pBrso SO pCISO pBrso
Swer / 10g Snse 5,96 - 1330/3,1 2311/3,4 - 465/2,7 442]2,6
6,95 1945/3,3 3595/3,6 4561/3,7/954/3,0 635/2,8 742/2,9
s 5,96 - 0,89 0,96 - 0,76 0,76
6,95 0,94 1,01 1,05 0,85 0,80 0,82
f 5,96 - 0,36 0,49 - 0,12 0,094
6,95 0,40 0,58 0,62 0,20 0,10 0,10
10AL 5,96 - 0,82 0,95 - - -
(min) 6,95 0,22 0,45 1,9 - - -

Medio agna:dioxano 7:3. T = 37,5 °C.

La figura 2.3.33 muestra los resultados obtenidos con el SO en cuatro
medios de reaccion. Se observa pues, que los resultados obtenidos permiten
concluir que faumenta con la basicidad del medio (4na disminuye y el pH no
influye en la constante de alquilacién en Cg). Por el contrario, f, no muestra una
tendencia clara con la variaciéon del pH (fuqq ¥ Ania aumentan con la acidez del
medio). El aumento de fow con el pH, revela la mayor contribucién de f a la

fraccion alquilada total.
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Los resultados recogidos en la tabla 2.3.27 muestran que a pH neutro
(6,95) mas del 60% del pXSO inicial participa en la formacién de aductos (10-20%
en el aducto a y 40-60% en el ), mientras que menos del 40% se hidroliza. E1 SO
es el pXSO que forma mayor proporcion de aducto o mientras que el pBrSO

genera mayor proporcion del B.

AD
hid ?

de los aductos B-NBP-pXSO aumenta con la acidez del medio. Los aductos B3

Por otro lado, debido a la catalisisis basica que presenta £ la  vida
formados son mas estables, presentan una mayor acumulacién temporal a pH
acido que en medio neutro. Sin embargo, las selectividades Sxpp y 5, muestran
comportamiento contrario, con el aumento del pH lo hace también la selectividad,
es decir, se ve favorecida la reacciéon de alquilacion de NBP frente a la de
hidrolisis. Los valores de la quimioselectividad y de la constante de Swain-Scott
son coherentes con los mecanismos por los que se producen las reacciones de
alquilacion. El valor de s para el ataque en C, es inferior que en Cg, siendo similar
para SO, pCISO y pBrSO. La primera obsetvacién indica que la reaccién en C,
tiene menor caracter Sx2, lo que es coherente con el mecanismo Sn2’. El segundo
hecho refleja que, para las reacciones que transcurren por un mecanismo Sn2’, la

selectividad es poco sensible a la sustitucion del anillo.

4
S 3
E
= o
Y— <,-< 2’
o
—
1,
0,0 0

50 55 60 65 70 7,5 8,0 50 55 60 65 70 7,5 8,0

pH pH
Figura 2.3.33. Influencia del pH sobre: a) las fracciones de alquilacion, f (A), f(V)y
fiotal (*) para SO y b) sobre la vida del aducto B-NBP-SO (e); T= 25,0 °C.
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b) Influencia de la temperatura en los parametros quimicos

La tabla 2.3.28 muestra los valores de los parimetros quimicos en el
intervalo T = 25,0-45,0 °C. No se han observado tendencias claras con las
constantes de sustrato de Swain-Scott, la selectividad o la fraccién alquilada
presentan pequefias variaciones, pero sin seguir una tendencia. Por el contrario, se
ha comprobado que la vida de los aductos § disminuye notablemente con el
aumento de la temperatura. Este hecho refleja el acentuado efecto de la
temperatura sobre la constante de velocidad de hidrélisis de los aductos 3-NBP-
XSO, que aumenta sustancialmente con la temperatura. L.os valores estimados
para la constante de velocidad =2 a partir de s aumentan con la temperatura,

como era de esperar.
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Tabla 2.3.28. Variacion de los parametros quimicos con la temperatura.

T B a
(°c) SO pCISO pBrso so pCISO  pBrso
25,0 2684/3,4 - - 764 /2,9 - -
27,5 4339/3,6 - - 1359/3,1 - -
30,0 4988/3,7 3864/3,6 12456/4,1| 2236/ 3,3 - 1096/ 3,0
32,5 6412/3,8 4043/3,6 6255/3,8| 2005/3,3 - 832/29
|‘>s;Bsp,i, 35,0 2095/3,3 3669/3,6 9449/4,0| 975/3,0 - 830/2,9
37,5 1945/3,3 3117/3,5 4154/3,6| 954/3,0 381/26 596/2,8
40,0 - 1973/3,3 6156/3,8 - 345/25 778/2)9
42,5 - 3235/3,5 5974/3,8 - 748/2,9 793/29
45,0 - 2773/3,4 9645/4,0 - 1178 /3,1 1095/3,0
25,0 0,98 - - 0,82 - -
27,5 1,04 - - 0,90 - -
30,0 1,06 1,02 1,17 0,96 - 0,87
32,5 1,09 1,03 1,08 0,94 - 0,83
s 35,0 0,95 1,02 1,14 0,85 - 0,83
37,5 0,94 1,00 1,03 0,85 0,74 0,79
40,0 - 1,08 - - 0,83
42,5 - 1,00 1,08 - 0,82 0,83
45,0 - 0,98 1,14 - 0,88 0,87
25,0 0,50 - - 0,14 - -
27,5 0,57 - - 0,18 - -
30,0 0,54 0,45 0,80 0,24 0,32 0,07
32,5 0,62 0,48 0,69 0,19 0,29 0,09
f 35,0 0,42 0,52 0,77 0,19 0,20 0,07
37,5 0,40 0,57 0,62 0,20 0,07 0,09
40,0 - 0,46 0,69 - 0,09
42,5 - 0,55 0,69 - 0,13 0,09
45,0 - 0,47 0,76 - 0,20 0,09
25,0 1,7 - - estable - -
27,5 1,5 - estable - -
30,0 0,84 2,7 4,1 estable estable estable
“ 32,5 0,68 15 19 estable estable estable
10 _AL 35,0 0,36 1,7 1,7 estable estable estable
(min) 37,5 0,22 0,45 1,9 estable estable estable
40,0 - - 1,0 - - estable
42,5 - - 0,8 - - estable
45,0 - - 0,7 - - estable
25,0 2,4 - - 1,2 - -
27,5 2,5 - - 1,3 - -
30,0 2,8 3,2 0,53 1,8 2,6 0,66
Koz 32,5 3,1 3,6 4.4 1,6 2,7 1,4
(Mis?) 35,0 5,7 4,9 4.4 3,7 2,8 1,1
37,5 8,2 5,9 7,0 5.4 2,2 2,5
40,0 - 9,1 7,5 - 3,4 2,3
42,5 - 8,7 9,2 - 3,8 2,9
45,0 - 10,2 9,2 - 6,2 2,7

Medio de reaccion agna:dioxano 7:3. pH = 6,96
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2.3.3.3 Conclusiones

El estudio cinético de la alquilacién de 4-(p-nitrobencilpiridina), NBP, por el 6xido
de estireno (SO) y los 6xidos de estireno p-cloro y p-bromo sustituidos (pCISO y

pBrSO) ha conducido a las siguientes conclusiones:

1. Las especies quimicas pCISO, pBrSO y SO, designadas genéricamente
pXSO, muestran actividad alquilante sobre la NBP, molécula de nucleofilia
analoga a la posicion N7 de la guanosina. La reaccion de alquilacion se
produce en los dos carbonos del anillo oxiranico, (C, y Cg, mas y menos
impedido, respectivamente), dando lugar a dos aductos: el aducto a-NBP-
XSO, por reaccion de NBP con C,, a través de un mecanismo Sx2’ y
estable durante el tiempo de reaccion; y el aducto B-NBP-pXSO, formado
por reaccioén de la NBP con Cg que es inestable y se hidroliza.

2. El estudio cinético ha revelado que, para investigar la capacidad alquilante
de un compuesto en términos cuantitativos, es necesario tener en cuenta
cuatro reacciones: i) la reaccion de formacion del aducto a-NBP-pXSO; ii)
la formacién del aducto 3-NBP-pXSO; iii) la reaccién de hidrolisis de este
ultimo; y iv) la reaccion de hidrolisis de pXSO.

3. La constante de velocidad de formacién de los aductos B-NBP-pXSO es
independiente del pH mientras que la de formacién de los aductos o-
NBP-pXSO aumenta en medios acidos.

4. La proporcion de aductos B frente a la de « aumenta al disminuir la
temperatura.

5. La reacciéon de hidrolisis de pXSO experimenta catalisis acida. Tanto el
factor catalitico como la constante de velocidad en medio neutro
disminuyen con la presencia de grupos atractores de electrones: SO >
PCISO > pBrSO > pNSO.

6. En medio neutro, la hidrdlisis de los epoxidos aromaticos para sustituidos

transcurre mas lentamente que la reaccion de alquilacion.
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7. La reaccion de hidrolisis del aducto  muestra catalisis alcalina. Los grupos
atractores de electrones ralentizan la reaccion.

8. Todos los pXSO estudiados son agentes alquilantes potentes. En pH
neutro mas del 60% del pXSO inicial da lugar a la formacién de aductos
(10-20% en la del aducto a y 40-60% en la del B), hidrolizindose menos
del 40 %.

9. La estabilidad de los aductos B-NBP-pXSO disminuye notablemente con

el aumento de la temperatura.
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2.3.4 Estudio comparativo de la reactividad quimica y biologica

de los epoxidos aromaticos

2.3.4.1 Reactividad quimica

Los valores obtenidos en nuestro trabajo para los parametros cinéticos y quimicos

se recogen en la tabla 2.3.29.

Tabla 2.3.29. Parametros mas relevantes del estudio de la reaccién de alquilacién
de NBP por 6xidos de estireno.

10%Ka1q (M1s)
10*Kaiqa (M's™)
10°k, . (s™)
loskzidxgs-l)
k. (s™)
107k50(s™)
10%k,-> (M's™)
10°Kn=2, (M's™)
Sner / 10gSner
Sners / 109Snee.
s
S,
fs
fa

f, total

10AL
(min)

so
2,1
1,0
4,2
2,55
18,2
3,1
0,82
0,54

1945/ 3,29

954 /2,98
0,94
0,85
0,40
0,20
0,60

0,22

pCISO

2,0
0,35
2,15

2,2

31

21
0,59
0,22

3595/ 3,56
635/2,80

1,01
0,8
0,58
0,10
0,68

0,45

pBrso

2,6
0,42
2,2
2,1
1,63
0,55
0,70
0,25

4561/ 3,66
742 12,87

1,05
0,82
0,63
0,10
0,73

19

PpNSO
2,42
1,0
1,0
0,005
1,02
0,40

15363 /4,19

1,20

0,87

0,87

1,46

2.3.4.1.1 Constantes de velocidad. Correlaciones de Hammett

Medio agna:dioxano 7:3; pH = 7, T = 37,5 °C.

Se ha utilizado la ecuacién de Hammett para investigar la influencia de los

sustituyentes. A continuaciéon se muestran las correlaciones obtenidas para las
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reacciones de alquilaciéon de la NBP, de hidrélisis de los 6xidos de estireno

estudiados y de hidrélisis del aducto.270

-3,50
-3,55 |
360 °
-3,65 2

-3,70 ]

log K,,( 37,5 °C)
log kalqa( 37,5°C)

-3,75

p =+0,09

-3,80 ————
-0,2 0,0 0,2 04 06 08 1,0

[¢) G

Figura 2.3.34. Correlacién de Hammett de  Figura 2.3.35. Correlacion de Hammett
logkaq frente a o. de logkaiqa frente a o.

A pesar de su mala calidad, las correlaciones muestran que la constante de
velocidad de alquilacién, 4aq, correspondiente al ataque en Cg, aumenta con la
presencia de grupos atractores de electrones en posicion para del anillo bencénico
(0 = +0,09). Comportamiento andlogo se ha descrito en la bibliografia para
reacciones de diferentes sustratos con varias series de 6xidos de estireno, incluida
la desoxiguanosina.>38081,105220238270  Rosman ¢/ al. encuentran el mismo
comportamiento con una serie de epoxidos derivados del o6xido de a-

metilestireno, que reaccionan exclusivamente en Cg.105

Al estudiar la variacion de la velocidad de alquilacion en Cg, el
comportamiento observado es el opuesto, kuq disminuye con los grupos
atractores de electrones (o = -1,97), como también ha sido observado por otros

autores.53,220,270

La comparacién del valor absoluto de p obtenido para ambas reacciones,
mayor para la reacciéon de alquilacion de NBP a través de Ca, muestra que ésta es

la que se ve mas afectada por la presencia de sustituyentes.
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Sobre la reaccion de hidrolisis de los epoxidos también se han investigado
correlaciones de Hammett, tanto para la constante de velocidad de la reacciéon de

hidrélisis en medio neutro como para la catalizada por acido.

5,4 2
~ ~ 1
o 3}
0 o
5 NI
"_\;E _\{{ 1
{@))
8 S | -NO,
=-0,54 p=-4,6
6,2 P~ : : : -3 ———
01 01 03 05 07 009 -0,2 0,0 0,2 04 06 08 1,0
(o) c

Figura 2.3.36. Correlacion de Hammett Figura 2.3.37. Correlacién de Hammett de
de logk®hiq frente a o. logky. frente a o.

En ambos casos se obtiene una buena correlacién de Hammett utilizando
tanto o como o*. Las pendientes obtenidas tanto para p = -0,54 y o™ = -0,50,
como para o = -4,6 y ot = -4,3, son negativas. Este hecho sugiere que en el estado
de transicién se genera una carga parcial positiva y pone de manifiesto que en
ambos casos la presencia de grupos atractores de electrones disminuye la
reactividad de los 6xidos de estireno con el agua. Blumestein et 4/ comprobaron
mediante marcaje isotopico que la adicién de disolvente en ausencia de catalisis se
producia mayoritariamente en posiciéon bencilica, acorde con el sigho negativo
encontrado para p. Los valores de p y o* para la reaccion de hidrolisis catalizada
por iones hidronio, son similares a los encontrados por otros autores al estudiar de
forma directa la reaccion de hidrolisis (en agua pura) o alcoholisis de una serie de
oxidos de estireno sustituidos (p* = -4,2 y -4,1, respectivamente).2’® La
concordancia en los valores de o obtenidos por nosotros indirectamente (a partir
del estudio de la reaccién de alquilaciéon o de la reacciéon de hidrolisis en otros

medios) con los encontrados en estudios directos, sugieren que la metodologia
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utilizada en nuestro trabajo es adecuada. El valor de las pendientes, en valor
absoluto, mayor para que para indica: que en el estado de transiciéon formado
para la reaccion catalizada se genera una mayor carga positiva en el lugar reactivo
del anillo oxiranico que en el correspondiente al de la reaccion espontanea vy, en
consecuencia, que los sustituyentes tienen un mayor efecto en la cinética de la

reaccion catalizada que en la no catalizada.

-5,0
. -H
O 55 -Cl
-]
n
0'7; -NO,
~ -6,0
[a =]
B © Br
S 65 |

p =-0,60
-7,0 :

01 01 03 05 07 009
(o)
Figura 2.3.38. Correlaciéon de Hammett logk:is"° .

En cuanto a la reaccion de hidrélisis del aducto (3, se observa una buena
correlacion de Hammett para las constantes de velocidad, excluyendo los valores
correspondientes a pBrSO (figura 2.3.38). El pequenio valor de o sugiere que la
hidrolisis del aducto se ve ligeramente condicionada por los efectos electrénicos de
los sustituyentes. El aumento del caracter atractor de los mismos produce una

. . .-, AD
disminucién en 4,4 (0<0).

Resulta curioso observar que las constantes de velocidad que se
obtendrian con un sustrato de nucleofilia n=2 (k=2 y £n=2.) para las reacciones de
alquilacion en Cg y C,, respectivamente (figura 2.3.39 y figura 2.3.40) disminuyen
con la presencia de grupos atractores de electrones. En los estados de transicion
formados en ambas reacciones se desarrollara una cierta carga positiva en el

carbono reactivo, concordante con el hecho de que los oxigenos del ADN
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reaccionen generalmente a través de reacciones Sx1. Se forme o no el carbocation

correspondiente, es claro que la reaccion transcurre con deficiencia electronica.

-5,0
9 O 52
7] 0
N ~
™ ™
- "CS -5,4
1] h
v v
(@] (o)) -BI‘
o -5,6
= 2 <l
=-0,39 =-1,57
-5,5 P=s \ \ \ -5,8 P=s \ \ \
-01 01 03 05 0,7 09 -01 00 01 02 03 04
c c

Figura 2.3.39. Correlacion de Hammett Figura 2.3.40. Correlacion de Hammett
para logkn-2. para log Kn=2q.

La reaccion de alquilacion a través del carbono bencilico no sufre cambio
sustancial con la nucleofilia del sustrato de alquilacién. Tanto con NBP o la N7 de
la guanina (n=3,5) como con los oxigenos del ADN (n=2), al aplicar la ecuacién
de Hammett se obtienen lineas rectas de pendiente negativa (0 n=35 = -1,97 y 0 n=2
= -1,57). Sin embargo, existe una fuerte dependencia de las constantes de
alquilacion correspondientes al ataque sobre Cg (0 n=35 = +0,09 y 0 o=2 = -0,39).
Este hecho permite deducir que en el estado de transicion para la reaccion de
alquilacion en Cg con la NBP o el N7 de la guanina se genera una carga parcial

negativa y para la reacciéon con los oxigenos del ADN una carga parcial positiva.

Se puede concluir pues, que todas las reacciones estudiadas se ven
afectadas en mayor o menor medida por la presencia de sustituyentes en posicion
para. La presencia de grupos atractores de electrones produce la disminucién de las
constantes de velocidad para todas las reacciones estudiadas (SO> pCISO >
pBrSO > pNSO) salvo para la reaccion de alquilacion de NBP a través del carbono

bencilico, que se ve favorecida.
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2.3.4.1.2 Parametros quimicos

Junto al anélisis comparativo de los valores obtenidos para las constantes de
velocidad de todas las reacciones involucradas, es importante averiguar los efectos
de otros parametros como eficacia (f ) y eficiencia de alquilacién (AL), la

selectividad (Snsp) y 1a constante de sustrato de Swain-Scott (s).

= N
ol o

104 AL (min)
[N
©

0
00 Jj

SO pCISO pBrSOpNSO

Figura 2.3.41. Eficacias de alquilacion  Figura 2.3.42. Variaciéon de la vida del
total, o, y B (fora, f, Yy f, respectivamente) aducto B, AL, para la serie de pXSO
para la serie de pXSO estudiados. T = 37,5 estudiados. T = 37,5 °C; pH = 7,0; Medio
oC; pH = 7,0; Medio 7:3 agua: dioxano. 7:3 agua: dioxano.

La figura 2.3.41 ilustra la variacién de la eficacia de alquilacién para los
oxidos de estireno p-sustituidos. La eficacia de alquilacion total, fowm, y la
correspondiente a la alquilacion en Cg, £, aumentan con la capacidad atractora de
electrones de los sustituyentes. Sin embargo, f, se comporta de forma opuesta,
disminuyendo con la presencia de grupos atractores de electrones. Esto sugiere
que la formacién de aductos oy 3 esta interrelacionada. En todos los casos la
proporcién de aducto B formado es mucho mayor que la del o. La fraccién
alquilada total, para todos los pXSO, mayor de 0,5, indica: i) que la reaccién de
alquilacién es mayoritaria; mas del 50% del epoxido inicial da lugar a la formacion
de aductos NBP-pXSO; ii) el producto de hidrolisis representa entre el 13 y el 40%

de la totalidad de los productos de la reaccién (0,87 > fo > 0,0); iii)
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consecuentemente, al estudiar la reaccion de alquilacion de NBP por pXSO es

necesario tener en cuenta la hidrolisis de pXSO.

Los valores de findican que todos los 6xidos de estireno estudiados son
agentes alquilantes potentes. Las fracciones de alquilacion se encuentran entre las
mayores obtenidas para compuestos estudiados en nuestro laboratorio,!65.167,199,201
que incluyen agentes alquilantes tan potentes como la B-propiolactona. Ademas,
entre los 6xidos de estireno estudiados, aquellos con sustituyentes atractores en
para presentan una mayor tendencia a producir alquilacién que a ser hidrolizados.
El pNSO es el que forma mayor cantidad de aducto: el 87% del epéxido inicial
interviene en la formacién de aducto (sélo B) mientras que el 13% restante es
hidrolizado. Por el contrario, el SO es el que mas se hidroliza (40%). De entre los
XSO estudiados, SO es también el que da lugar a una mayor proporcion de

aducto a (el 20% de SO inicial patticipa en la formacién de aductos a).

En la figura 2.3.42 se muestra la vida de los aductos § NBP-pXSO. Los
valores de AL, muy elevados, reflejan que los aductos § son bastante estables,
particularmente al ser comparados con otros compuestos estudiados previamente
en nuestro grupo, cuyas vidas no superan los 11 minutos.!9201 El agente alquilante
que posee mayor eficiencia de alquilacion es el pNSO. Los aductos 3 formados
son acumulados y tienen una elevada durabilidad, hasta 8 veces mayor que la de
los demas aductos B formados. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
aductos 0, son mucho mas estables que los 3, permanecen estables a lo largo de la
reaccién, y por tanto, cabe pensar que den lugar a una mayor actividad biolégica.
Como, en el caso que nos ocupa son tres los factores a considerar para juzgar la
bioactividad de estos compuestos (f, f, y AL) y cuatro los compuestos estudiados,
sera necesario un mayor numero de compuestos para poder elucidar la relevancia

del papel de cada uno de ellos en términos de actividad bioldgica.

Los elevados valores (tabla 2.3.28) de logSxsp y logSnspg, junto con los

obtenidos para 5y 5, (s > 0,7) apoyan el mecanismo de sustituciéon nucleéfila
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bimolecular propuesto para las reacciones de alquilacién en los dos carbonos del
anillo oxiranico.!>46.64148312 También reflejan la preferencia de los pXSO por los
centros nitrogenados del ADN, altamente nucleofilicos (e.g. N7-G, N3-
A).46175303313.314 Cabe destacar que los valores obtenidos para la alquilacién a
través del carbono bencilico, Sxspy y 5, apenas se ven modificados por la
presencia de sustituyentes en posicion para. La sustitucion del anillo aromatico no

influye sustancialmente en la selectividad de la reaccion en C,,.

2.3.4.2 Actividad bioldgica

En la tabla 2.3.30 se recoge la actividad mutagena encontrada en la bibliografia

para pXSO.

No se han encontrado valores para las respuestas mutagenas descritas
mediante el mismo parametro biolégico para todos los compuestos estudiados.
Asi, con el fin de que las respuestas biologicas puedan ser comparadas entre si se
han referido todas ellas (Rx) a las del 6xido de estireno (Ru) y se han obtenido las
correspondientes respuestas mutigenas relativas (Rx/Ru) para cada compuesto.

Tabla 2.3.30. Respuesta mutdgena a la exposicion a pXSO en la cepa TA100 de
Salmonella Typhimurium.

Respuesta mutagena en
Salmonella Typhimurium

Respuesta mutagena en
Salmonella Typhimurium

pXSO TA100 (R) . TA100 relativa a la de SO
a Mutagenia
10°MFomm (mut.g/pmol) R«/Ry
SO 1,2 70 1
pCISO 2 - 1,67
pBrso - 140 2
PNSO 4.7 - 3,92

a; Ref:80 ; MEmM es la Frecuencia de Mutacion para una concentracion de compuesto 1mM , y se obtienen del cociente (M-Ma)/ N, M
9 Mo son el niimero de mutantes para el compuesto de estudido y el de control resp 'y N es el niimero de de células supervivientes
por ml de la mezela de reaccion. b: Ref40

A simple vista se puede afirmar que la respuesta mutagena observada en
Salmonella "Typhimurium para los 6xidos de estireno aumenta con la presencia de

grupos atractores de electrones.
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2.3.4.3 Correlaciones reactividad quimica-actividad biolégica

La bibliografia recoge numerosos trabajos en los que se ha tratado de correlacionar
reactividad quimica y actividad biolégica de los 6xidos de estireno. Generalmente
se han seleccionando epoxidos con propiedades muy diferentes tanto en
polarizabilidad como en volumen y caracter hidréfobo.>380.81,105270.337 Se han
encontrado buenas correlaciones entre mutagenia y volumen molecular, pero
pobre correlacion mutagenia-reactividad. Cuando Tamura y Sugiura trataron de
correlacionar la reactividad de los 6xidos de estireno (en términos de constantes de
velocidad) con su mutagenia, encontraron que aquella no era el factor mas
influyente, aunque la efectividad mutigena era proporcional a la constante de
velocidad de alquilacién en C,. Sin embargo, cabe preguntarse si tiene sentido
intentar correlacionar mutagenia y reactividad cuando en la serie de epdxidos
existen factores mucho mas influyentes que la reactividad. Los resultados de
Tamura y Sugiura estan en aparente contradiccion con los de Rosman en su
estudio de una serie de 6xidos de a-metilestireno p-sustituidos. Estos epdxidos,
que sélo reaccionan en Cg, poseen capacidad mutagena. Esto plantea la duda de si

no sera también la reactividad en Cg un factor relevante en la reactividad.

Para tratar de averiguar el papel de las reactividades en uno y otro carbono
en la mutagenia hemos escogido una serie de 6xidos de estireno con diferentes
sustituyentes en posicion para. los epdxidos elegidos poseen coeficientes de
particiéon y volumenes moleculares similares, 30 para tratar de minimizar o eliminar
la influencia de los mismos, pero con sustituyentes diferentes, que ejercen

influencia notable en la reactividad.

A tal fin, se hizo uso de las respuestas biologicas y los parametros
uimicos relativos en lugar de sus valores absolutos. Las siguientes expresiones, se
5

utilizaron en la busqueda de correlaciones:

log(RX /RY) =loga —blog(/éx //éY) (2.3.46)

log(Ryx /Ry ) =loga —blog po (2.3.47)
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log(RX /RY) =loga —blog(Syppx/Sxspi) (2.3.48)
log(Ry /Ry ) =loga'=b'(sx/syy) (2.3.49)

donde 4, b, a’y b’ son parametros resultantes del ajuste.

Los valores de los parametros quimicos, PQ, relativos a los del SO, PQel
(PQx/PQn), y las respuestas mutigenas relativas, Rea (Rx/Rn), junto con el tipo y
grado de correlacion (R?) para Rea/PQua se muestran en la tabla 2.3.31 y en la
figura 2.3.43.

Tabla 2.3.31. Parametros quimicos de pXSO referidos al SO (PQ), coeficientes de

correlacidon, R?, y tipos de correlaciones entre la reactividad quimica y la actividad
bioldgica (PQrel Y Rrel).

Correlacién

PO pXSO (109 (Rrer)/PQre)

SO pCISO pBrSO pNSO R? Tipo

o 0,00 0,227 0,232 0,78 0,9454 Directa
log(Kaiqx/10gKaiqn) 0,00 -0,02 0,09 0,06 0,3369 Directa
log(Kaiqux/ 109Kaiqen) 0,00 -0,46 -0,38 0,8339 Inversa
log(KaLox/10gKkaLqn) 0,00 -0,12 -0,01 -0,11 0,3449 Inversa
log (khiax/10gKknian) 0,00 -0,29 -0,28 -0,62 0,9776 Inversa
log(kn=2/Kn=2+) 0,00 -0,14 -0,07 -0,31 0,8581 Inversa
log(kn=24/ Kn=241) 0,00 -0,39 -0,33 0,8565 Inversa
log (fi/fu) 0,00 0,16 0,20 0,34 0,9833 Directa
log (Fuu/fun) 0,00 -0,29 -0,29 0,9372 Inversa
log (fiotaix/ frotain) 0,00 0,06 0,09 0,16 0,9971 Directa
log (Alx/ALy) 0,00 0,31 0,94 0,82 0,6423 Directa
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Figura 2.3.43. Correlaciones entre las respuestas mutagenas relativas (Rx/Ry) y
los parametros quimicos relativos totales (m y -) y los correspondientes a la
alquilacion a través de Cg (e y ...) y a través del carbono bencilico(A y - -);
(Valores experimentales y ajuste lineal, respectivamente); en b) k es la
constante de alquilacién.

La buena correlacion directa log (R«/Ru)/o ( figura 2.3.43 y tabla 2.3.31),
contrasta con la ausencia de correlacién respuesta mutigena/o descrita por
Tamura et a/® y revela que la mutagenia de los 6xidos de estireno, al igual que su
reactividad, se encuentra influida por factores electrénicos (la presencia de grupos

aceptores de electrones en para produce un aumento notable en la respuesta

mutagena en Salmonella Typhinurium).
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Las correlaciones PQrel/Reel (tabla 2.3.31) revelan que:

1) La constante de velocidad que presenta un mayor grado de correlacién con
Ria es la de hidrolisis (relacion inversa; figura 2.3.43c y tabla 2.3.31). A medida
que aumenta la constante de hidrélisis del epéxido, menos concentraciéon de
éste queda disponible para la alquilacién y menores los efectos biologicos; la

mutagenia de los glicoles es generalmente pequefia o nula.

2) Se ha obsetvado un elevado grado de correlacion forrrel/ Rrel. (figura 2.3.43 e).
Cuanto mayor es la fracciéon de epoxido inicial que forma aducto, mayor la
mutagenia en la cepa TA100 de Salmonella Typhinurium. Como la relacion
Jeet/ Reel €s ditecta y forel/ Reel inversa, la fraccion alquilada 8 serd mas influyente
que la o en la mutagenia. Este hecho apoya los resultados obtenidos por

Rosman e# a/105

3) La vida de los aductos § no es factor determinante en la mutagenia en
Salmonella Typhimurinm probablemente porque todos son muy estables. Este
hecho también podtia explicar la excelente correlacion fiouirel/ Reel. Silos aductos
B no fuesen tan estables, cabria esperar que la fraccion alquilada relativa foel, v

no f, fuese la mas influyente en la mutagenia.

Serfa conveniente un analisis mas profundo del efecto conjunto de la
fracciéon alquilada y la vida del aducto en la mutagenia. Para ello habria que
disponer de datos sobre una serie de epdxidos mas amplia. En cualquier caso, los
resultados sugieren que, para 6xidos de estireno con volimenes moleculares y
caracteres hidréfobos semejantes, la reactividad es un factor influyente en su

mutagenia.
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Del estudio comparativo de la reactividad y la actividad biolégica de los 6xidos de

estireno se deducen las siguientes conclusiones:

1. Todas las reacciones estudiadas se ven afectadas por la presencia de
sustituyentes en posicion para.

2. La formacién de aductos 3 se ve favorecida por atractores de electrones
en posicion para del anillo bencénico. La formacién de aductos a sufre el

efecto contrario.

3. Los grupos atractores de electrones causan disminucién de las constantes
de velocidad para las hidrélisis de los epoéxidos (catalizada por acido y
neutra) y de los aductos 3. La velocidad de estas reacciones disminuye en

el siguiente orden: SO > pCISO > pBrSO > pNSO.

4. Mas del 50% del epoxido inicial da lugar a la formacién de aductos y se
forma siempre mayor proporcion de aducto 3 que de a.

5. Paralos 6xidos de estireno estudiados, tanto la fraccion alquilada total y en
Cs como la vida del aducto 3, aumentan con la presencia de grupos
atractores de electrones. Se ha observado comportamiento contrario para
la fraccion alquilada en C,.

6. La selectividad de la reaccion en Cqy no se ve modificada por la sustitucion
en posicion para mientras que la selectividad de la reaccion en Cg aumenta
considerablemente con la presencia de grupos atractores de electrones.

7. La presencia de grupos atractores de electrones produce un incremento
notable en la respuesta mutagena en Salmonella Typhimurium.

8. La mutagenia de los oxidos de estireno en Salmonella Typhimurium esta
directamente relacionada con la capacidad alquilante —fraccién alquilada
total—. Probablemente relacionado con la elevada estabilidad de los
aductos « y B. La fraccion alquilada § es mas influyente que la o en la

mutagenia.
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y aromaticos
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2.4.1 Reactividad quimica

En la tabla 2.4.1 se recogen los valores de los principales parametros quimicos
obtenidos para los epoxidos estudiados (aromaticos y alifaticos) que reflejan el
relevante papel de la sustitucion en el anillo oxiranico en la reactividad de los

epoxidos frente a nucledfilos.

La tendencia general para la alquilacién en Cg se ha analizado mediante la
ecuacion de Taft.340 La pendiente positiva obtenida (figura 2.4.1) indica que la
reaccion de alquilaciéon por epdxidos monosustituidos esta favorecida por la
capacidad atractora de electrones de los sustituyentes (aumento de o*). Los valores
encontrados para kauq (tabla 2.4.1) revelan que los epodxidos disustituidos

reaccionan mucho mas lentamente.

o o

a a

< =1
4 4
T T

® ©

°
= < 011 1,2-EB
(@] (@)
o o
R?=0,8058 R?=0,9156
-0,3 : : ‘ 0,3 : : ‘ ‘
-0,4 0,1 0,6 1,1 1,6 -0,4 0,1 0,6 1,1 1,6
o¥ o¥

Figura 2.4.1. Correlacion de Taft para Kaqx/Kaqpo CcOnsiderando a) PO,1,2-EB y todos los
epoxidos aromaticos; b) PO, 1,2-EB y epdxidos aromaticos a excepcion de pBrSO.

De los valores recogidos en la tabla se concluye que:
1. La tendencia de reactividad encontrada para la alquilacién de la NBP por
epoxidos es la misma que las de hidrélisis de éstos y de los aductos

formados: ¢xidos de estiteno > epdxidos lineales monosustituidos™> epdxidos

lineales disustituidos. La presencia de grupos atractores de electrones en
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posicion para del anillo aromatico facilita la ruptura del enlace C-O y el
impedimento estérico en los disustituidos dificulta la reaccién con

nucledfilos.

Los 6xidos de ¢is- y trans-2,3-epoxibutano son los epdxidos menos reactivos
y forman los aductos § mas estables. La estabilidad de los aductos sigue el
siguiente orden: aductos de epdxidos lineales disustituidos > aductos de epdxidos

lineales monosustituidos> aductos de dxidos de estireno.

3. Todos los epoxidos estudiados forman aductos muy estables con la NBP y,

212

de acuerdo con las fracciones alquiladas obtenidas (excepto los
disustituidos) son agentes alquilantes muy potentes. Mas del 60% del
epoxido inicial forma aducto.

La influencia de los sustituyentes en el anillo oxiranico en las distintas
reacciones sigue la secuencia: hidrdlisis de aductos 8 > alquilacion en Cg > hidrolisis de
epoxidos > alquilacion en G, La gran influencia ejercida por los sustituyentes del
anillo oxiranico para la hidrélisis de los aductos @ apunta el papel
determinante de esta reaccion en el estudio de la efectividad como agentes
alquilantes de los epoxidos. No considerar la reacciéon conduce a resultados
erroneos.

Los valores de selectividad encontrados (s y Sxsp) apoyan los dos
mecanismos de sustituciéon nucleofila bimolecular propuestos para las
reacciones de alquilacién en los dos carbonos del anillo oxiranico (Sn2’ en

Cq v SN2 en Cp).



2.4.1. Reactividad quimica
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2.4.2 Actividad biologica

No se han encontrado en la bibliograffa los valores de mutagenia en la cepa TA100
de Salmonella Thyphinurium descritas mediante el mismo parametro biolégico para
todos los compuestos estudiados. Por eso se han calculado las respuestas
mutagenas relativas de los compuestos utilizando la del PO como referencia (tabla

2.42).

Tabla 2.4.2. Respuesta mutdgena a la exposicion de epdxidos en la cepa TA100 de
Salmonella Typhimurium.

Respuesta mutagena en Respuesta mutagena en
Salmonella Typhimurium Salmonella Typhimurium
Epé6xido TA100 (R) TA100 relativa a la de PO
G . Mutagenia Mutagenia®
10°MFmm” (rey./umol) (mut./pmol) R</Reo log(Rx/Reo)

SO 12 1600 70 16,0 1,2
pCISO 2 - - 26,7 1,4
pBrso - - 140 32,0 15
PpNSO 4,7 - - 62,7 1,8
PO - 100,2° - 1,0 0,0
1,2-EB - 120,6 - 1,2 0,1
cis-2,3-EB - 19,7°¢ - 0,2 -0,7
trans-2,3-EB - 32° - 0,032 -1,5

a: Ref- 80 ; MFmM es la Frecuencia de Mutacion para una concentracion de compuesto 1mM , y se obtienen del cociente (M-Ma)/ N, M

9 Mo son el niimero de s para el compuesto de estudido y el de control respecti 'y N es el niimero de de células supervivientes

por ml de la mezela de reaccion. b: Ref. 40; ¢: Ref. 7%%; d: Ref. 29,

Todos los epoxidos objeto de estudio son agentes mutagenos débiles,
siéndolo particularmente los disustituidos. Con los epdxidos monosustituidos se
ha comprobado que la respuesta mutigena relativa esta correlacionada con la

capacidad atractora de electrones del sustituyente (figura 2.4.2).

No se ha tratado de establecer correlaciones cuantitativas reactividad
quimica-actividad biol6gica para la serie de compuestos estudiada porque, a pesar
de que los volumenes moleculares y caracteres hidréfobos de los o6xidos de
estireno p-sustituidos son muy similares, difieren sustancialmente de los de los

epoxidos lineales.
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log (Ry/Rpg) s Typh.
'_\

R?=0,9688

-04 041 0,6 1,1 1,6
o¥*

Figura 2.4.2. Correlacion de Taft para la respuesta mutagena
relativa en la cepa TA100 de Salmonella Typhimurium.
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2.4.3 Conclusiones generales

La investigacion de la reactividad y actividad biolégica de epdxidos lineales y

oxidos de estireno han conducido a las siguientes conclusiones:

1.

La alquilacién del sustrato 4-(p-nitrobencil)piridina  (NBP) por los
epoxidos lineales (EP) tiene lugar en el carbono menos sustituido del
anillo oxiranico, Cg, para formar, a través de un mecanismo Sn2 los
aductos 3-NBP-EP, que son inestables y sufren hidrélisis. Con epéxidos
aromaticos (pXSO) la alquilacién, ademas de producirse en Cg para formar
los aductos inestables 3-NBP-pXSO, también tiene lugar en el carbono
mas sustituido del anillo oxiranico, C,, a través de un mecanismo Sx2’°,
dando lugar a aductos o-NBP-pXSO, estables durante el tiempo de
reaccion. El 6xido de p-nitroestireno se encuentra en el limite de ambas
series ya que, aunque es un oxido de estireno, reacciona con la NBP sélo
en Cg, como los epéxidos alquilicos.

El estudio cinético ha puesto de manifiesto la necesidad de tener en
cuenta, junto a las reacciones de alquilacion propiamente dichas, las de
hidrolisis de los epoxidos y de los aductos 3-NBP-epoxido. La elusion de
estas ultimas es causa de frecuentes conclusiones erréneas encontradas en
la bibliografia.

La reactividad de los epoxidos con NBP y su mutagenia en Salmonella
Typhimurium esta controlada por la capacidad atractora de los sustituyentes
del anillo oxiranico. La influencia de estos ultimos en las reacciones
implicadas en la alquilacién sigue la tendencia: hidrdlisis de aductos 3 >
alquilacién en G > hidrolisis de epdxidos > alquilacion en G,

La investigacion cinética de la reactividad de los epéxidos como agentes
alquilantes, requiere evaluar previamente, para cada uno de ellos, los

coeficientes de absorcién molar de los aductos formados. La asuncion de
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algunas aproximaciones encontradas en la bibliografia puede conducir a
conclusiones erroneas.

La constante de velocidad de formacién de los aductos B-NBP-epoxido es
independiente del pH mientras que la de formacién de los aductos o-
NBP-pXSO aumenta en medio acido. La hidrdlisis de B-NBP-epéxido
presenta catalisis basica y la de hidrélisis de los epdxidos catalisis acida en
las condiciones de trabajo (pH = 4-7). La presencia de grupos atractores
de electrones en la posicion para del anillo aromatico facilita la ruptura del
enlace C-O vy, en los disustituidos, el impedimento estérico dificulta la
reaccion con nucledfilos. La tendencia de reactividad encontrada para la
alquilacion de 1a NBP por los epoxidos es la misma que las de hidrolisis de
los epoxidos y de los aductos 3 formados: o6xidos de estireno > epdxidos
lineales monosustituidos> epoxidos lineales disustituidos.

Los valores de la quimioselectividad y constante de sustrato de Swain-
Scott de los epodxidos apoyan los mecanismos propuestos para la
alquilaciéon y son acordes con su mayor afinidad hacia los centros
nitrogenados de las bases del ADN.

Se ha encontrado correlacion entre la mutagenia 7z vitro y la reactividad

quimica de los oxiranos del mismo tipo.
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“T wouldn't like to have my DNA messed up”

Mortimer Mendelson

3.1.1 Antecedentes

Desde la publicacién en Nazure (1953) de una serie de articulos en los que se
describfan la estructura y funcionalidad del ADN, los hallazgos en torno a esta
molécula —portadora de la informaciéon genética— han sido impulsores de una
revolucién que ha sobrepasado el ambito cientifico, permitiendo conocer el

mecanismo de numerosos procesos biol6gicos.

La forma en que el ADN codifica la informacién biolégica no sélo
depende de su estructura primaria —secuencia de pares de bases— sino también de
la secundaria —conformacién— que tiene un papel importante en las funciones del
ADN.3%0352 Desde que Watson y Crick propusieron el modelo de la doble hélice
dextrogira para el ADN natural, B-ADN,3% se suele hacer referencia a él como a la
doble hélice. No obstante, aunque esta conformacién es la adoptada mas
frecuentemente, el ADN es una molécula flexible y dinamica que, en determinadas
condiciones, puede adoptar otras conformaciones.?>#3%> Asi ocurre durante los
procesos metabolicos del ADN  (replicacion, transcripcién, reparacion o
recombinacién)3>¢-3% durante ellos se produce un desenrollamiento parcial del
ADN que da lugar, temporalmente, a la separaciéon en dos hebras sencillas en una
determinada region del ADN. Cuando esas hebras presentan secuencias
repetitivas, pueden formarse estructuras en el ADN con conformacion diferente a
la B.3% Hasta el momento se han identificado, ademas del ADN B, mas de diez
conformaciones que se encuentran en estados de energfa mas elevados, A-, C-, Z-,

H-ADN, estructuras cruciformes, triplex, tetraplex, G-quadruplex-ADN, etc.3>
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

3.1.1.1 Formas del ADN

La aparicién de conformaciones alternativas del ADN, se ve favorecida por: i)
superenrollamiento negativo; ii) unién con algunas proteinas y iii) presencia de
determinadas secuencias de pares de bases, generalmente repetitivas.360-361 Se ha
demostrado que los efectos biolégicos de secuencias repetitivas no se deben a las

mismas per se, sino a la conformacion alternativa que adquieren.362

La investigaciéon de los cambios conformacionales del ADN permite: i)
conocer las causas que los generan; ii) sus consecuencias bioldgicas; iii) investigar
su posible control con fines terapetticos.35>:360.363-365 Gracias a los avances en
campos como la bioffsica, genética humana, gendémica y biologia molecular, se han
logrado numerosos avances en la investigacion de los efectos biolégicos asociados

a las conformaciones alternativas del ADN.

3.1.1.1.1 Caracterisiticas de las conformaciones del ADN.
Las caracteristicas generales de algunas de las conformaciones mas comunes del

ADN se recogen en la tabla 3.1.1.

Tabla 3.1.1. Caracteristicas de alqunas conformaciones alternativas del ADN descritas
en bibliografia.

Secuencia

ADN Naturaleza . Apareamiento Ref.
requerida
B Hélice dextrdgira (2H) - wcC
A Hélice dextrogira (2H) - wC
C Hélice dextrdgira (2H) - wcC
Y 4 Hélice levagira (2H) (GO)n wcC
. Secuencias repetidas
cruciforme ADN B intramolecular invertidas de 6 o mas wcC 356,366
con lazo o
nucleétidos
Triole Repeticiones especulares
H hegra homopurinas- Hoogsten

homopirimidinas
Cuadruple hebra:
G Apilamiento unidades Regiones ricas en G Hoogsten
planas (cuarteto-G)

(CCG),s, (CGC),,
(GCC), y (CGCCG) wc 367,368
i Intrahelicoidal Regiones ricas en C CiC 359,369

Medio agna ; WC : Watson y Crick; 2H.: doble hebra.

E Extrahelicoidal

224



3.1.1. Antecedentes

Las caracteristicas de las conformaciones de doble hélice mas comunes

son las siguientes:

ADN B: Es la conformacion mas frecuente del ADN, una doble hélice déxtrégira
constituida por dos hebras antiparalelas con apareamiento de Watson y Crick
(figura 3.1.1). La elevada humedad (92%) y las condiciones fisiol6gicas, en general,

estabilizan esta forma.

ADN A: Estructura similar a la de la conformaciéon B pero mas ancha y rigida

(figura 3.1.1). Su formacién esta favorecida por condiciones de baja humedad

(75%).

ADN C: Se forma con concentraciones de sodio elevadas y condiciones de
humedad intermedia a las que se requiere para la formacién de las conformaciones

A'y B. Se suele clasificar como una doble hélice B distorsionada.

ADN Z: Recibe ese nombre porque el esqueleto de grupos fosfato sigue un patrén
en zigzag (figura 3.1.1).3%5370 Su estructura es de doble hélice levogira y se forma
en fragmentos con secuencias de alternancia purinas-pirimidinas. El cambio
conformacional B-Z, al que nos referiremos mas adelante, es reversible y esta

dirigido por diversos factores.365370-372 Se ha demostrado que tiene lugar 2 vivo.30!

Figura 3.1.1. Modelos de las formas A, B y Z del ADN.

En la tabla 3.1.2 se recogen las caracteristicas estructurales de las

conformaciones de doble hélice mas comunes.
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

Tabla 3.1.2. Caracteristicas estructurales de las principales conformaciones de doble
hélice del ADN.

Parametros B-DNA Z-DNA A-DNA C-DNA
Sentido de rotacion de hélice Dextrogira Levogira Dextrogira Dextrégira
Proporciones generales Alargaday fina Alargaday fina  Cortay ancha
p.b. por vuelta de hélice 10.5 12 11 9,
p.b. por repeticion de hélice 1 2 1 1
Alzada por p.b. (A° ) 3.3 3.72 2,6 3,3
Alzada por vuelta de hélice (A°) 34 45 25-26
Rotacién por p.b. 36° -60° 33.6°
Diametro de compactacion
de la hélice (A° ) ~20 ~18 ~25 ~19
Conformac_ién ’de_ los enlaces anti arltl enC anti
glicosidicos sinen G
Ancho y de Aplanado sobre
U il VP profundidad la superficie de Muy angosto
. : ) y profundo
intermedia la hélice
Angostoyde  Muyangostoy ~ Muy anchoy
Surco menor profundidad profundo poco profundo
Ubicacion del eje de la hélice A travssbde los Surco menor Surco mayor

Medio agna ; p.b: pares de bases.

3.1.1.1.2 Factores que determinan la conformacién del ADN

Entre los factores que determinan la conformacién que adopta el ADN
destacan:37 la concentracion de sales,37* la modificacion de las bases, 37376 el

superenrollamiento,’”” la actividad del agua,’’8 la temperatura y la presion.

3.1.1.1.3 Efectos biologicos de las conformaciones alternativas del ADN

Las conformaciones alternativas del ADN son generalmente adoptadas por los
lugares mas fragiles del neoplasma humano.’” Por ello contribuyen a la
inestabilidad genética:380 i) generan reordenamientos genémicos graves; ii) afectan
a la replicacion y transcripcion; y iii) son la base molecular de mas de setenta
enfermedades genéticas humanas:3! desérdenes neurolégicos hereditarios,

enfermedades psiquiatricas, mieloma, leucemia o linfomas.361.381

3.1.1.1.4 Metodologia utilizada para estudiar los cambios conformacionales

Para estudiar los cambios conformacionales del ADN se han aplicado tanto

técnicas experimentales como computacionales. Entre las técnicas mas utilizadas
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3.1.1. Antecedentes

cabe destacar: el dicrofsmo circular (DC), resonancia magnética nuclear (RMN),

difraccién de rayos X, espectroscopias de UV, de IR y Raman.382

3.1.1.2 ADNZ

De entre todas las conformaciones posibles que puede adquirir el ADN hemos
centrado nuestra atencién sobre la conformaciéon Z y sobre el cambio

conformacional B-Z, objeto de estudio del presente trabajo.
Descubrimiento del ADN Z.

En 1972, Pohl y Jovin descubrieron que al afiadir una elevada concentracién de sal
a un polinucledtico sintético, con una secuencia alternada d(GC),, se producia la
inversion de su espectro de DC. Este hecho revelaba un cambio conformacional en
el mismo.’%3 Poco después se descubrié que la presencia de etanol producia el
mismo efecto.37838 En 1979 se estudié por primera vez la estructura del d(CG)s3
con cristalografia de resoluciéon atémica y se descubrié que la nueva estructura
adoptada era de doble hélice con apareamiento de bases de Watson y Crick, pero
levogira, no destrogira como se esperaba. Se hizo patente que el cambio
conformacional descrito por Pohl y Jovin correspondfa a la transicion B-Z.378
Mediante el analisis de la forma Z del ADN con diferentes técnicas fisico-quimicas
se ha demostrado que su estructura no es Unica sino que existe una familia de
formas levogiras del ADN. El ADN Z es propenso a la agregacion, la forma
agregada, descubierta por Van de Sande y Jovin con poli(dGdC),, se ha
denominado Z*. La transicion B-Z* es un proceso cooperativo para el cual se han

propuesto dos mecanismos diferentes:
- con tres pasos: nucleacién, condensacién y agregacion.ss
B&>B &>2Z &>7*
- con cuatro pasos dos de ellos de nucleacién, Baud, monomolecular y Znyd,

bimolecular (entre dos hebras de ADN).386
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

B 69 Bnuc| 69 Z é% Znuc| é% Z*

3.1.1.2.1 Factores que favorecen su formacion

Aunque el ADN se encuentra generalmente en la forma B, numerosos factores
quimicos y ambientales promueven el cambio conformacional B-Z. A
continuacion se resenan algunos de ellos.

a) Secuencias de pares de bases

La estructura primaria del ADN influye en el cambio conformacional B-Z. Las
secuencias que permiten la adopciéon de la conformacion Z son repetitivas. La que
mas facilita el cambio conformacional B-Z alterna pirimidinas y purinas d(CG)a; por
ello suele utilizarse el polinucledtido sintético poli(dGdC). para estudiar el cambio
conformacional B-Z in witro. Otras secuencias requieren mas energfa de

estabilizacién, en orden creciente, d(TG)q, d(GGGC), y d(T'A),.350.360.573

b) Condiciones de elevada concentracion salina®®”

Las interacciones electrostaticas tienen un papel fundamental en la formacion del
ADN Z. En la conformacion Z algunos grupos fosfato se encuentran muy
cercanos entre si y la repulsion electrostatica entre ellos, cargados negativamente,
es muy grande, mucho mayor que en el ADN B. Por ello, la conformaciéon Z del
ADN; se encuentra desestabilizada en condiciones fisiologicas. Sin embargo, en
condiciones de elevada concentracion salina, la repulsion electrostatica disminuye

considerablemente y la conformacion Z del ADN se ve favorecida.

Cuando la transiciéon B-Z se produce por la presencia de sales de diversos

iones, en el cambio conformacional influyen diversos factores:

- La naturaleza del cation3%® En presencia de iones metalicos alcalinos (Na
D, Kd), Rb(), Cs{d), Li(I)) la transicion B-Z se produce en concentraciones
salinas elevadas 2,3-5 M. Con los cationes Ca(Il) y Mg(II) las concentraciones

necesarias son mas bajas, 0,1-0,7 M.376 En presencia de iones de metales de
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transiciéon (Mn(II), Co(II), Ni(Il), y Zn(II)) bastan concentraciones milimolares o

submillimolares.387,389

- Temperatura y presion también modificaran la concentracion salina

necesaria para que se produzca el cambio conformacional.3%0

¢) Modificaciones quimicas a bajas concentraciones salinas

c.i)  Metilacion de la guanina en la posicion N7
La metilacién en la posicion N7 de la guanina facilita la formacion de la forma Z
del poli(dG-dC).*13% En concentraciones salinas similares a las fisioldgicas, si
todos los residuos de desoxiguanosa se encuentran metilados, la forma
predominante del ADN es la Z —la metilacién reduce la concentracion de sal e
incrementa la velocidad a la que se produce la conversion B-Z del ADN.31.3%4 Este
fenomeno se debe en parte a la presencia de una carga positiva en el residuo de la
guanosina, que disminuye las repulsiones entre los grupos fosfato de las dos

cadenas del nucle6tido.376,391

c.it)  Bromaciin o metilacion de la posicion C-5 de la citosina o C-8 de la gnanosina
Cuando la metilacién o bromacion de la citosina en C5 se producen en regiones de
secuencias alternadas dCdG facilitan la formaciéon de la forma Z.3763% La
presencia de un sustituyente voluminoso, incapaz de acomodarse en el espacio que
le queda en conformacion antz, desplaza el equilibrio en favor de la conformacion
sin'y, por tanto, de la forma Z del ADN.*> L.a metilacion de la citosina es un factor
estabilizante para los segmentos de Z ADN i wvivo, y puede actuar como
desencadenante del desplazamiento del equilibrio B-Z en el interior de las

células.37

d) Condiciones de superenrollamiento negativo elevado
El superenrollamiento negativo consiste en el retorcimiento de la doble hélice en

el sentido que produce el desenrollamiento local de la misma.
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

En el ADN natural las regiones que se encuentran en la forma Z estan
embebidas en regiones que permanecen en la forma B. La formacién de las
uniones B-Z en el ADN supone una barrera energética considerable. Esto es
acorde con la hipétesis de que la energfa necesaria para formar el ADN Z in vivo es
producida durante los procesos metabolicos del ADN, como la transcripcién o la
replicacion. 3939639 Ta formacion de la forma Z tendra lugar cuando el

polinucleétido esté sometido a una elevada tension de torsion. 373397

¢) La presencia de disolventes deshidratantes

La forma Z del ADN es estabilizada por disolventes que deshidratan el ADN,
como etanol, metanol o etilenglicol, que aumentan los efectos i6nicos y producen
la agrupacion de los contraiones cerca del ADN. El ADN Z se encuentra mas
protegido frente a las repulsiones de los grupos fosfato y, por tanto, estabilizado

en presencia de disolventes deshidratantes del ADN.382

1) Unidn con proteinas
Existen determinadas proteinas y anticuerpos que se unen de forma selectiva al
ADN Z. Las proteinas actGan como estabilizadoras del ADN Z, al unirse al

mismo, no como inductoras del cambio conformacional B-7.3%°

3.1.1.2.2 Formacion del Z-ADN in vivo

Se han realizado numerosos estudios para demostrar la formacién del ADN Z i
vive; y su formacién como resultado de procesos metabodlicos. Esta hipotesis se ha
visto apoyada por resultados de estudios computacionales y por el hallazgo de
proteinas que se unen de manera especifica al Z-ADN.3%8361.400 Sin embargo,
obtener evidencias experimentales no resulta sencillo pues sélo un 1% del ADN
genémico natural es capaz de adoptar una conformacién de hélice Z, y, en los

genes humanos oscila entre el 35 y el 62%.3%0
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3.1.1.2.3 Efectos bioldgicos

Se ha demostrado que la transiciéon B-Z tiene lugar en las células vivas y que puede
afectar tanto a la mutagénesis como a la iniciaciéon de la transcripcion y
recombinacion.®®  Las secuencias repetitivas que facilitan el cambio
conformacional B-Z aparecen habitualmente en el ADN telomérico y en la region
promotora de algunos oncogenes.’> Por eso se ha relacionado la formacién del

ADN Z con la carcinogénesis.

3.1.1.2.4 Coordinaciéon del ADN con metales

El ADN se encuentra en disolucién formando complejos con contraiones que,
junto con la esfera de hidratacién, determinan su estructura. Los iones metalicos
pueden alterar la estructura secundaria o terciaria del ADN regulando, en cierto

modo, sus funciones.401

Las tres cuestiones fundamentales para caracterizar la unién ion metalico-
ADN son: i) en qué atomos del acido nucleico se produce la unién con el metal ii)
como afecta la interaccion a la estructura del ADN; vy iii) cual es la afinidad de la

union.

Los 4cidos nucleicos contienen fundamentalmente cuatro centros de union

con los iones metalicos:402

a) Los atomos de oxigeno del grupo fosfato, cargados negativamente.
b) Los grupos hidroxilo de la ribosa.
¢) Los nitrogenos de los anillos de las bases.

d) El grupo ceténico exociclico de las bases.

La coordinaciéon de los iones metalicos con el ADN es un proceso
fundamental para neutralizar la carga de éste y controla sus funciones biolégicas.
En contraposicion, puede dar lugar a la desestabilizacion de la conformacion B del
ADN, particularmente si, en lugar de coordinarse con el grupo fosfato, lo hace

con un atomo de las bases. La afinidad de los iones metalicos por las bases frente a
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

los grupos fosfatos disminuye en el siguiente orden: Hg(II)> Cu(Il)> Pb(I) >
Cd{dI)> Zn(I1I)> Mn(I)> Ni(I), Co(Il)> Fe(I)> Ca(ll)> Mg(1I),Ba(II).403

La acumulaciéon de algunos iones metilicos o su deficiencia se han
relacionado con el desarrollo de algunas enfermedades.** Algunos estudios han
sugerido que la forma Z del ADN promovida por Ni(II) puede estar involucrada

en la carcinogenia asociada a la exposicion a este metal. 405400

3.1.1.2.5 Cambio conformacional B-Z facilitado por metales

El papel de los metales en el cambio conformacional B-Z y la estabilizacién de la
forma levogira es doble: i) la esfera de coordinaciéon externa (electrostatica) se
coordina con los residuos de fosfato cargados negativamente, produciendo una
nube de ion metalico cargado positivamente alrededor del esqueleto del polimero,
lo que estabiliza la forma Z; ii) la esfera de coordinacion interna se coordina con
los fosfatos y los nitrégenos de las bases formando posibles quelatos que son mas
estables en la forma Z que en la B.407 La presencia de aniones puede afectar a la
estabilizacion de la forma Z, por formacion de complejos con los iones
metalicos, #8409 y el AEDT es capaz de desplazar los cationes metalicos y producir

el retorno de la forma Z a la B.410

No solo los iones metalicos sino también los complejos metalicos pueden
inducir la formacion de la forma Z (son estabilizados en la superficie del ADN
principalmente por atraccion electrostatica). 411417 Otros no son capaces de

promover la transicion pero si de estabilizar la forma Z.418

Aunque la formaciéon del complejo metalico previa al cambio
conformacional pueda parecer esencial para que éste se produzca, existen otros
procesos concurrentes que explican el comportamiento de los iones metalicos en

la induccion de la transicion B-Z.

Algunos metales como Ni(II), Co(II), La(II), Ce(Il), Tb(II) y Zn(II) dan

lugar a curvas de transicion biféasicas. Se ha comprobado que con Ni(II), Co(II) y
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3.1.1. Antecedentes

Cr(IIT) tiene lugar la formacién de un complejo estable ADN-cation que actia
como intermedio en la transicion B-Z, que se corresponde con la forma C del
polinucleétido, teniendo lugar asf la transicion B-C-Z. Sin embargo, en el caso del
Zn(II) se observa que el intermedio de transicién no se corresponde con la forma
C y la conformacién final tampoco corresponde con la conformacién Z adoptada
por los otros metales.*1? Algunos autores han propuesto que el ZnClz no produce
cambio conformacional a la forma Z del polinucle6tido, mientras que otros han

comprobado que la forma Z aparece a concentraciones relativamente bajas.420
E/ niquel

Los iones Ni(II) son capaces de promover la transicion B-Z no sélo del
poli(dGdC) sino también de poli(dA-dT)>#! y de poli(dA-dC)poli(dG-dT).407:422
Estudios del espectro de infrarojos de polinucle6tidos doble-hebra deuterados han
mostrado que la coordinacion de Ni(I) con la posicion N7 de las purinas favorece

la formacién de la forma Z.423
El zine

El zinc es un elemento traza esencial que después del hierro, es el metal mas
abundante en el cuerpo humano.*?* El papel de este metal es fundamental en la
quimica y bioquimica de los acido nucleicos. En un estudio realizado acerca del
cambio conformacional B-Z utilizando diferentes ligandos con el zinc, se ha
comprobado que los cambios observados en el espectro de dicroismo circular son
independientes del ligando. Se observan diferentes transiciones: una pequefia
disminucién de la intensidad de las bandas observadas en 275 y 290 nm con un
punto isosbéstico poco definido en torno a 260 nm. Ia especie formada
corresponderia a una forma de las familias de las B. A concentraciones mas
elevadas de complejo metalico se observa un segundo paso, mucho mas lento, la
transicién B-Z caracterizada por la aparicién de un punto isosbéstico a 278 nm y

una banda negativa a 292 nm. 42>
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

3.1.1.2.6 Método utilizado para estudiar el cambio conformacional B-Z

3.1.1.2.6.1 Dicroismo circular

Los datos obtenidos por espectroscopia de dicroismo circular (DC) han tenido un
papel fundamental en la mayorfa de los descubrimientos sobre la estructura
secundaria del ADN. Es una técnica sensible, rapida, simple y relativamente
barata, que presenta numerosas ventajas a la hora de determinar las propiedades
conformacionales de las moléculas de ADN.#%¢ Se puede utilizar para seguir el
cambio conformacional B-Z con moléculas de ADN de longitudes muy diversas y

para un amplio margen de concentraciones.

3.1.1.2.6.2 Espectroscopia UV-visible

Los acidos nucleicos absorben en la region del UV lejano, con un maximo de
absorbancia en torno a 260 nm. Esta absorcién se debe a transiciones [1-I1* (y en
menor medida a transiciones n-[1¥) de los electrones de los anillos puricos y
pirimidinicos. El enlace por puente de hidrégeno y el apilamiento de bases con la
doble hélice producen una notable disminuciéon de la intensidad de absorcion en
comparacion con la forma enrollada aleatoriamente. Algunas alteraciones en la
estructura del ADN se reflejan como un desplazamiento, hiper o hipobatocrémico

en el espectro de UV .419

Para monitorizar los cambios que se producen en la region UV del
espectro se puede representar el cociente de absorbancias A42050m/A2600m, sensible
a los cambios del espectro UV producidos por la transicion B-Z. La relacion

A2950m/ Az60nm presenta una buena correlacion con los datos cotrespondientes de

DC.
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3.1.2 Materiales y método

Se utilizé6 la sal sodica del acido poli(desoxiguanilico-desoxicitidilico) (poli)
suministrada por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) sin purificacién posterior.
El etanol usado fue Fluka (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) como el cloruro
sodico utilizado para mantener la fuerza idnica y el cacodilato sédico empleado
para mantener las disoluciones a un pH constante de 7,0. La sal sédica dihidratada
del 4cido etilendiaminotetraacético (AEDT) utilizada fue Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemania).

Se preparé una disolucion madre de poli(dGdC):poli(dGdC) en agua
ultrapura, cuya concentracion se determiné mediante espectroscopia UV-vis —
[poli] = 9,32:104 M, expresada como molaridad de pares de bases (pb)—. Se
prepararon también disoluciones stock de tampoén cacodilato sédico, NaCac (0,01
M), NaCl (0,1 M), ZnCl> (0,014 M), NiCl> (0,014 M) y AEDT (0,01 M). Las
concentraciones de las disoluciones de ZnCl> y NiCl> se determinaron mediante
valoraciéon con AEDT, utlizando como indicadores negro de eriocromo y

muréxida respectivamente.

Se comprobé que en ausencia de agentes promotores del cambio
conformacional, el poli(dGdC) permanece estable en las condiciones de trabajo. Se
utilizaron los espectros de UV-vis para valorar el poli(dGdC) poli(dGdC) con
ZnCly, NiClz y con EtOH, con el fin de realizar un estudio comparativo de estos

dos agentes que producen el cambio conformacional de la forma B a una forma de

la familia de las Z (Z, Z* u otras).

Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotémetro
UV-vis Shimadzu con portacubetas acoplado a un termostato con recirculacién

que permite mantener la temperatura constante (+ 0,1 °C).

Las medidas de pH se hicieron con un pH metro Metrohm 713.
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

Tanto en las titulaciones del poli(dGdC) con los agentes promotores del
cambio conformacional como en los experimentos cinéticos se sigue, inicialmente,
el mismo procedimiento: en la cubeta de medida y en la de referencia se afiade el
medio de reaccién —disolucion acuosa de NaCl, para mantener la fuerza idnica y
cacodilato sédico para mantener pH 7—. A continuacién se afiade en la cubeta de
medida con una micropipeta un pequefio volumen de la disolucién stock de
poli(dGdC)-poli(dGdC) y en la cubeta de referencia el mismo volumen de agua
ultrapura. Se termostata en el portacubetas. Termostatada la mezcla, se afade el
volumen de disolucién, también termostatada, del agente promotor del cambio
conformacional (NiClz, ZnCl>, AEDT o EtOH) que contiene cacodilato y NaCl

para no modificar las condiciones de trabajo.

Los experimentos cinéticos se llevaron a cabo monitorizando la variacién
temporal de la absorbancia a una determinada longitud de onda a partir del

momento en que se anade el agente promotor del cambio conformacional.

Las titulaciones de poli(dGdC) con los agentes promotores del cambio
conformacional se hicieron mediante adiciones sucesivas de disolucién de los
mismos (pH 7 e I = 0,1 M). Para cada adicién se obtienen varios espectros hasta
comprobar que no se produce variacion. Se repite el proceso hasta completar la

titulacion.
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3.1.3 Resultados y discusion

Se investigb el cambio  conformacional  producido en el
poli(dGdC)-poli(dGdC) por: i) metales divalentes, Ni (II) y Zn(II), haciendo uso
de los cloruros correspondientes; y ii) un disolvente que produce la deshidratacion

del ADN, EtOH.

3.1.3.1 Estudio cinético espectrofotometrico de la reaccion del

poli(dGdC) en presencia de NiCl;

Algunos autores han comprobado que la transiciéon B-Z en presencia de
NiCl; esta desfavorecida por la presencia de iones Cl-.48 Otros, a fuerza i6nica 0,1
M ajustada con NaCl, no han observado la forma 7.3 Sin embargo, a fuerzas
i6nicas mucho mas elevadas (1,6-1,7 M) han observado la transformaciéon B-Z del
poli(dGdC). Se ha valorado el poli(dGdC) con NiCl> para comprobar si en las
condiciones de trabajo (pH = 7,0, T = 25,0 °C ¢ I = 0,1 M) se produce la
transiciéon B-Z y, en ese caso, determinar el margen de concentraciones a las que

tiene lugar el cambio conformacional.

Se han registrado los espectros de UV tras cada adicion de NiCly (figura
3.1.2) y se ha obtenido el espectro diferencial (figura 3.1.3) mediante tratamiento
de datos. Los espectros diferenciales obtenidos para distintas concentraciones de
NiClz muestran un maximo a la longitud de onda de 295 nm, aproximadamente, y
un minimo a 250 nm. El punto isosbéstico aparece en torno a 270 nm. La

morfologia de los espectros diferenciales obtenidos en la valoracién de poli(dGdC)

(figura 3.1.3), es tipica del cambio conformacional B-Z promovido por Ni (IT).3%

Se ha representado la relacién Azos/Aze obtenida en la valoraciéon de
poli(dGdC) frente a la concentracién de Ni(Il) (figura 3.1.4). El perfil es
caracteristico de una transicion B-Z bifasica, lo que indica que la reaccion tiene

lugar en dos etapas.
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Figura 3.1.2. Espectros obtenidos para la  Figura 3.1.3. Espectros diferenciales
valoracién de poli con NiCl,. T = 25,0 °C; obtenidos para la valoracion de poli con
pH=7;1=0,1M (NaCl); [poli]o=1,33-100 NiCl,. T = 25,0 °C; pH=7; I = 0,1 M

4 M; [NiCl,] = (0-2,26)-103 M. (NaCl); [polilo =1,33-10“ M; [NiCl,] = (0-
2,26)-10> M.
0,40
0,35
£ 030 A
<(N /
~ 0,25 ,; R? = 0,9951]
£ 0,20 /
< ,,,,,,
0.15 y R”=0,9978
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[Ni (IN)/[poli]
Figura 3.1.4. Variacion de la relacion Azesnm/Azéonm CON
la concentracion de NiCl,. T = 25,0 °C; pH =7,0; I =
0,1 M (NaCl); [polil, =1,33-10™ M.

La caracteristica fundamental que distingue una transiciéon de este tipo en

la representacion del cociente de absorbancias (A20s/Aze0) es la existencia de:

1) Una primera meseta de pretransicion que para algunos metales divalentes
corresponde a una proporcion de absorbancias en torno a 0,20 (0,17 para Ni(II)).

Esta meseta se ha asociado a la formacién de un complejo cation metalico-
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3.1.3. Resultadosy discusion

polinucleétido estable, conformacion C,373 que se diferencia de la B en el nimero

de bases por giro, el enrollamiento.*?7

i) La apariciéon de una segunda meseta que presenta una relacion de absorbancias
Aaos/Azeo caracteristica, 0,3-0,4, (0,32 para Ni(Il)).#!9 Esta segunda meseta

corresponde a la completa conversion del poli(dGdC) a la forma Z.

Los resultados obtenidos sugieren que, en las condiciones de trabajo (pH
7, 25,0 °C y fuerza iénica 0,1 M) el poli(dGdC) experimenta un cambio
conformacional B-C-Z con la adicién de NiClz. Los espectros de DC obtenidos en
la titulacion del poli(dGdC) con NiCl, corroboran que, para la segunda meseta de

la figura 3.1.4, el poli(dGdC) se encuentra en conformacion Z.

En las condiciones de estudio se ha propuesto el siguiente esquema para el

cambio conformacional B-Z.

4137*&

@m

= ©
- S Ky
[B-Ni(II)]—> [Z-Ni(II)]

k.

Esquema 3.1.1. Reacciones involucradas en el cambio conformacional B-Z promovido
por la presencia de Ni(II).

La tabla 3.1.3 muestra los intervalos de Ni(Il)/poli(dGdC) en que se
producen las transiciones B-C y C-Z. El cambio conformacional B-C tiene lugar
de forma poco cooperativa. Sin embargo, el cambio conformacional C-Z se
produce en un intervalo Ni(II)/poli(dGdC) muy pequefio, lo que indica que el
proceso es muy cooperativo. Los valores obtenidos por nosotros son coherentes
con los obtenidos a 37,0 ® C por otros autores (tabla 3.1.3). El aumento de la

temperatura facilita el cambio conformacional.
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Tabla 3.1.3. Intervalos de proporciones molares
Ni(II)/poli para los que tienen lugar la transicién B-C-Z.

Ni(II)/poli*
T
© ) B-C c-z
37,07 0-3,4 3,4-5,2
25,0 0-16,1 16,1-19,6
*Proporciones molares; a: Ref.:419
0,25 0,20
% e |
[F > _ (e ——
0,20 | I R?=0,9963 S 0,15 [
(0] [
| ! I
£ 0,15 \ < R? = 0,9903
g : < 0,10 '
é | [ = \
0,10 { c I
| : :
0,05 - © o o — < 0,05 0@ - @ ‘
R?=0,9682 © P °
R®=0,8242
0,00 \ \ \ \ 0,00 ‘ : ; ‘
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
[Ni(1D] / [poli] [Ni (IN]/[poli]

Figura 3.1.6. Variaciéon de la absorbancia
a 254 nm con la concentraciéon de NiCl,. .
T=25,0 °C; pH=7,0; I = 0,09 M (NacCl);
[polilo=1,33-10* M.

Figura 3.1.5. Variacién de la absorbancia
a 293 nm con la concentracién de NiCl,. . T
= 25,0 °C; pH = 7,0; I = 0,1 M (NaCl);
[polilo=1,33-10"* M.

Se han representado: 1) la variacion de absorbancia en 293 nm para cada
concentracion de NiClo (AAz03um (figura 3.1.5)) y ii) la diferencia de absorbancias
en 254 nm, experimental y tedrica corregida, para la dilucion correspondiente

(A254nm (exp-teor) (ﬁgura 316))

Las curvas obtenidas son analogas a las encontradas utilizando el cociente
Azosam/ Azeonm  (figura  3.1.4). Por lo tanto, el seguimiento del cambio

conformacional B-Z puede realizarse a otras longitudes de onda.
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3.1.3.1.1 El equilibrio de asociacion

Se sabe que el Ni(Il) se puede unir a dos posiciones en el ADN, la N7 de la
guanina y los grupos fosfato. Al representar la variaciéon de absorbancia AA2030m
frente a la concentracion de NiCl, (figura 3.1.5), se observa que, a concentraciones
bajas ([NiClz]<1,8-10-3M) tiene la forma esperada para un equilibrio de asociacion
cuya constante se obtiene de forma sencilla a partir de estos datos.?®” Este mismo
comportamiento fue observado por Schoenknecht e 4/ al estudiar el cambio
conformacional producido por el ion Ni(I) en el poli(dG-dC) a diferentes fuerzas

16nicas.389

La expresion para la constante de asociacion para cualquier metal (M)

viene dada por la siguiente expresion:

__[MS]

©IMTIS]

(3.1.1)

donde [M2*] es la concentracién del metal y [S] la concentracién de sitios de
asociacion o unién del polinucledtido. K,, segin el mecanismo propuesto

(esquema 3.1.1), se puede definir también como:
Ko =kilk, (3.1.2)

Si el proceso de asociacion se describe como enlace a una sola clase de
sitios independientes, la constante se puede obtener a partir de la expresion de

Benesi-Hildebrand, utilizable cuando [M2+],>>[§].:

[M2+]0 _ 1 N [M2+]0
AA  KAA,  AA,

(3.1.3)

Para una fuerza i6nica I = 0,1 M siguiendo la reaccién en el intervalo A =
260-310 nm la variacién de absorbacia es acorde con un proceso de uniéon
simple.3? Asi se obtiene el valor de la constante de asociacion (figura 3.1.7) a partir

de la ordenada en el origen: Kani = (3,4 + 0,4)-103M-1( T = 25,0 °C y pH = 7,0).
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—

Su valor es del orden de los bibliograficos y mayor que el encontrado a 20,0 °C,

como era esperable (tabla 3.1.4).

0,004
0,000
-0,004
-0,008

INi(IN]/AA (M)

-0,012
-0,016

-0,020

y=(0,0027+0,0003)+(1,02+ 0,03)x
R?=0,9955

-8 -14 -10 -06 -02

1O°INi(IN]/(AA, )

Figura 3.1.7.0btencion de la constante de binding del poli(dGdC) por NiCl,. T
=25,0°C; pH =7,0; I =0,1M (NaCl).

Tabla 3.1.4. Valores de la constante de asociacion aparente obtenida para el
binding del ion Ni** para la forma B del poli(dGdC).

T I 107K,
(°c o (M) (M)
0,001 1600 + 500
20,0° 0,01 550 + 120
0,1 20+0,1
25,0 0,09 34+04

a: Ref 389; pH = 7,0; T = 20,0 °C.

3.1.3.1.2 Cambio conformacional B-Z

En las condiciones de trabajo la transicion B-Z del poli(dGdC) se produce a 25,0

°C para una fuerza ioénica I = 0,1 M, préxima a la fisiolégica (0,12-0,26 M).371:428

Schoenknecht e a/. en su trabajo realizado en condiciones proximas a las utilizadas

por nosotros (pH 7,0 y fuerza iénica 0,1 M) a excepcion de la temperatura, 20 °C,

observaron unién de Ni(II) con el poli(dGdC) pero no el cambio conformacional

B-Z posterior.3® Se puede afirmar asi que el efecto de la temperatura es

fundamental en el estudio de las transiciones B-Z.
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3.1.3. Resultadosy discusion

De acuerdo con el mecanismo planteado para el cambio conformacional
mediado por NiCly (esquema 3.1.1), la constante observada, &obs Ni, para ese

cambio viene dada por la siguiente expresion:

_ Kak,[Ni(ID]
s N 14 K, [Ni(I)] (3.1.4)

Se ha seguido cinéticamente la reacciéon de transformacion B-Z del
poli(dGdC) en presencia de NiClo. La figura 3.1.8 muestra la variacion de los
espectros UV-vis a lo largo del tiempo. Se aprecian dos puntos isosbésticos bien
definidos a 221 y 267 nm. El perfil cinético a 295 nm (figura 3.1.9) muestra un
cambio conformacional B-Z particularmente lento que requiere mas de dos dfas
para alcanzar la meseta. La constante de velocidad observada para el cambio

conformacional B-Z a 25,0 °C, pH 7,0 e I = 0,1 M es £opsni = (1,4 £ 0,1)-10-> s71.

25 0,60
20 0,55
/F 0,50
15 /
< / < 045
1,0
0,40
0,5 T 0,35
0,0 — 0,30
200 220 240 260 280 300 00 0204 06 08 10 12 14
A (nm) 107t (s)

Figura 3.1.8. Variaciéon temporal de los Figura 3.1.9. Perfil cinético de la reaccidn
espectros UV-visible para la transicion B-Z  de conversion B-Z del poli(dG-dC) con
con NiCl,. T=25,0°C; pH=7;I=0,1M NiCl2. T=2500°C;pH=7;1=0,1 M
(NaCl); [polil, =1,16-10"* M; [NiCl,] (NaCl); [polil, =1,16-10™ M; [NiCI2]
=1,8:103 M. =1,8-107 M.

Conocidas £obs Ni ¥ la constante de asociacion, K, en las condiciones de

trabajo puede estimarse el valor de &2 ni.
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

AL (L+K,Ni(D) 15
K INi(I)]

K, =(163+0,2)-10°s™ (3.1.6)

3.1.3.1.3 Efecto de la temperatura en la conformacion Z del poli(dGdC)- en
presencia de NiCl,

Finalizado el cambio conformacional B-Z, se investigo el efecto de la temperatura
en la forma Z del poli(dGdC) en el intervalo 25,0-65,0 °C mediante espectroscopia

UV-vis. Se utilizaron incrementos de temperatura AT = 5,0 °C.

0,42
0,40
0,38

0,36

A295nm/ A260nm

0,34

0321 o

0,30 ‘ ‘ ‘ ‘
20 30 40 50 60 7O

T (°C)
Figura 3.1.10. Variacion del cociente de
absorbancias Azgsnm/A260nm CON la temperatura.
I =0,1M (NaCl); [poli]o =1,16-10* M;
[NiCl;]=1,8:10° M;

La figura 3.1.10 muestra la evolucién del cociente ~42950m/A260am, con la
temperatura, En el intervalo T = 25,0-35,0 °C, ese cociente permanece constante,
Az95am/ Az600m = 0,32, 1o que indica que el poli(dGdC)-poli(dGdC) mantiene la
conformacion Z. Entre 35,0 y 45,0 °C se produce un aumento significativo del
cociente A2950m/A260nm y a 45,0 °C alcanza una meseta. El aumento del cociente se
ha atribuido a la unién de iones Ni(II) al poli(dGdC) en conformaciéon Z, facilitada

por la temperatura.
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3.1.3. Resultadosy discusion

La muestra se sometié6 a cada temperatura hasta que no se observaba

variacion en el espectro.

3.1.3.2 Estudio del cambio conformacional del poli(dGdC) en presencia

de EtOH

Se ha investigado el cambio conformacional B-Z del poli(dGdC) poli(dGdC)
mediado por EtOH mediante espectroscopia UV-Vis (figura 3.1.11). El hecho de
que el EtOH induzca la transicion B-Z sugiere que es capaz de modificar el estado
de hidratacion del ADN vy, consecuentemente, de influir en la cinética de la

transicion y en la estructura del producto resultante.

1,8 0,40
1,6
0,35 °
1,4
c [ )
1,2 s 0,30 °®
e [ ]
1,0
< < 025
0,8 £
0,6 <N 0,20
0,4
0,15
0,2 ® ) o © X [
0,0 : 0,10

0 10 20 30 40 50 60 70
A (nm) %EtOH (v:v)

200 220 240 260 280 300 320

Figura 3.1.11. Espectros obtenidos para Figura 3.1.12. Relacién de absorbancias
la titulacién de poli(dG-dC) con EtOH. EtOH  A,os/A.s0 oObtenidas en la titulacion de
(viv) 0-56%; T = 25,0 °C; pH =7,0; I =  poli(dGdC) con EtOH. T = 25,0 °C; pH=7; I
0,1 M (NaCl); [poli]lo=8,43-10" M. = 0,1 M (NaCl); [poli]o=8,43-10"> M.

La valoracién del poli(dGdC) se hizo con EtOH (figura 3.1.12),
encontrandose que, en las condiciones de trabajo, la concentracion de EtOH en el
punto medio de la transicion B-Z es 46,1% (v:v). La figura 3.1.12 revela la gran
cooperatividad del cambio conformacional B-Z en presencia de etanol. Una vez se
ha producido el cambio de conformacién B-Z (46,1% EtOH), se observa que una
adicién ultetior de EtOH produce aumento progtesivo de la relacion Azo50m/A260

am, asociado al cambio conformacional entre las conformaciones Z del
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

poli(dGdC), Z-Z* (figura 3.1.12).4% La adicién de EtOH al poli(dGdC) produce

una transicion B-Z-7Z* confirmada mediante los espectros de dicroismo circular.

3.1.3.2.1 Estudio cinético del cambio conformacional B-Z mediado por
etanol.

Se ha realizado el estudio cinético del cambio conformacional B-Z a 25,0 °C. Se ha
seguido la evolucion temporal del espectro (figura 3.1.13) y se ha monitorizado la

variacion de la relacion A20snm/Azeonm (figura 3.1.14).

1,0 0,28
0,26 o
08 0,24
£ 022
< 0.6 J < 0,20
0.4 ; 0,18
& 016
0,2 0,14
{ 0,12
0,0 — 0,10 : : :
200 220 240 260 280 300 320 0 17500 35000 52500 70000
A (nm) t(s)

Figura 3.1.13. Evolucién temporal de los  Figura 3.1.14. Perfil cinético de la
espectros obtenidos para la valoraciéon de  reaccion del poli(dGdC) en presencia de

poli(dG-dC) con 46,1% EtOH (v:v). T = 46,1% EtOH (v:v). T=250°C; I=0,1M
25,0 °C; I = 0,1 M (NacCl); [polilo = (NacCl); [poli]l, = 8,43-10°M.
8,43:10° M.

La reaccion es lenta y alcanza la meseta después de 1 dia (figura 3.1.14). La
constante de velocidad observada ha sido: £obs rron = (1 £ 0,1):104 s°1, acorde con
el bibliografico para el cambio conformacional del polinucleético metilado,
poli(dG-m>dC), (1,69 = 0,01) 104 s! en condiciones de trabajo similares a las
nuestras (I = 0,10 M (NaCl), pH = 7,0, T' = 25,0 °C. El cambio conformacional
para el poli(dG-m>dC) se produce para un porcentaje de EtOH menor (16 % v:v)
y a mayor velocidad. Es logico, puesto que la metilacién del polinucleétido facilita

el cambio conformacional.
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3.1.3. Resultadosy discusion

En la tabla 3.1.5 se recogen las concentraciones de EtOH requeridas en

distintas condiciones para que se produzca el cambio conformacional B-Z.

Tabla 3.1.5. Concentraciones de etanol (%vol.) correspondientes al punto medio
de la transicion B-Z obtenidas con diferentes sales metalicas y condiciones.

O/I;tgl)-ll. Sal [(s I: I)] [(':‘%II')] Tampon [T?nn:n?n] (01(.:) Ref.
46,1 NaCl 9:10° 84,3  cacodilato 1 25 a
50 - - 50-150 fosfato 1 20 378
a8 MgCl, 0,66 40-50 - - 20-25 429
20 MgCl,  3,5:10"  40-50 hepes 10 20-25 429
a Este trabajo.

Los resultados ponen de manifiesto que la presencia de sales facilita el

cambio conformacional B-Z mediado por EtOH.

3.1.3.3 Efecto de la temperatura en la conformacién Z* del poli(dGdC)

en presencia de EtOH

1,0

0,8 °

0,6

A295nm / A260nm

0,4 ‘ ‘ ‘
20 30 40 50 60

T (°C)
Figura 3.1.15. Variacion de Azssnm/Az60nm €N la

titulaciéon de poli(dGdC) con EtOH. [poli]l, =
8,43-10° M; I = 0,1 M (NaCl); EtOH 65% v:v.

Se ha estudiado la influencia de la temperatura en la estructura del
polinucleétido en presencia de EtOH una vez se ha comenzado a generar la forma

Z*. Se ha sometido a temperaturas crecientes comprobando que la formaciéon de
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

Z* se ve favorecida hasta alcanzar los 40 °C. De 40 a 50 °C no se observa ninguna
variacion significativa en el cociente de absorbancias, no se producen cambios

conformacionales del poli({dGdC) y la forma Z* permanece establece.
3.1.3.4 Estudio cinético espectrofotometrico de la reaccion del
poli(dGdC) en presencia de ZnCl..

A continuacién se describe el efecto del cation Zn(Il) sobre el cambio

conformacional B-Z.

0,145 5 1.4
° 0% © o
1,2 ) [}
0,140 o © o o oo
E . o ,
S 0© g 1,0 p
& 0135 " ? o )
Ry o i §
£
£ 0130 ° Eos| S
< ° < 04 °
0,125 | o
0,2 ° .
o ——
0,120 T ; ; ‘ 00 & ‘ R’=0,9011
0O 2 4 6 8 10 12 0 10 20 30 40 50

[Zn(]/[poli] [Zn(]/[poli]
Figura 3.1.16. Curva obtenida para la Figura 3.1.17. Curva obtenida para la

aloraciéon de poli(dG-dC) con 2ZnCl,. aloracién de poli(dG-dC) con ZnCl, T =
[Tsozlir],;(i;g;z.?g;&o; I=0,1M (NaCl); 151',%;-%'?;.:7'0; I = 0,1M (NaCl); [polil,
Para comprobar que el cloruro de zinc produce un cambio
conformacional en el polinucleétido sintético poli(dGdC), se hizo la titulacion del
polinucleétido sintético con ZnCl, en las mismas condiciones en que se estudié el
cambio conformacional mediado por NiCl, (pH 7,0, I = 0,1 My T = 25,0 °C). En
dos experimentos independientes se comprobé que la curva de valoracién del
poli(dGdC) con ZnCl; es bifasica (figura 3.1.16 y figura 3.1.17) lo que sugiere la
formacién de dos conformaciones diferentes, dependiendo de la concentracién de
sal. Al representat A2050m/A260nm frente a [Zn(ID)] (figura 3.1.16), se observa que

los valores obtenidos para la primera meseta (0,135) son inferiores a los
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3.1.3. Resultadosy discusion

observados con otros metales divalentes (0,180), lo que sugiere que las
conformaciones adoptadas son diferentes.38

Los espectros de dicrofsmo circular en las condiciones de cada una de las
mesetas demuestran que la primera de ellas corresponde a una conformacién de la
familia de las B y la segunda con una de la familia de las Z. Tanto los espectros de
dicroismo circular como los de UV-vis sugieren que la conformaciéon Z adoptada
en presencia de ZnCly es diferente de la conformacién Z clasica. Asi se ha
propuesto el siguiente mecanismo para el cambio conformacional B-Z mediado

por Zn(II) en las condiciones de trabajo:

)
y

it

TAE

i
¥

=

G

©) =
Ky Ky B

[B-Zn(ll)] —— [Z-Zn(Il)]

2%

i

k4

Esquema 3.1.2. Reacciones involucradas en el cambio conformacional B-Z
promovido por la presencia de Zn(II).

Se investigd también el efecto de la adiciéon de ZnClz en proporciones muy
elevadas. Para facilitar los cambios que se pudiesen producir se trabajé a 35,0 °C,
observando que adiciones sucesivas de esta sal producen dos cambios

conformacionales adicionales a los detectados a 25,0 °C (figura 3.1.18).

0,5

0,4

0,3

i

0 500 1000 1500 2000

[Zn(IN]/[poli]
Figura 3.1.18. Curva obtenida para la valoracién
de poli(dG-dC) con ZnCl,. T = 35,0°C; pH = 7,0; I
= 0,1 M (NaCl); [polilo = 1,46-10 M;

A295nm ! A260nm
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

3.1.3.4.1 Estudio cinético del cambio conformacional B-Z mediado por ZnCl,

A continuacioén, se investigd, mediante espectroscopia UV-vis, la conversién del
poli(dGdC) desde la forma dextrogira a la levégira en las siguientes condiciones: a)
a T = 25,0 °C: i) en presencia de distintas concentraciones de ZnClp; y ii) en una
mezcla de ZnCl> y EtOH; b) A T = 35,0°C en presencia de ZnClz para obtener la
configuracién asociada al cociente A20s0m/ Az60nm = 0,47 (figura 3.1.18) que se ha
comprobado por espectroscopia de dicrofsmo circular que corresponde a otra

forma de la familia de las Z.

La figura 3.1.19 muestra, a modo de ejemplo, uno de los perfiles cinéticos
obtenidos, junto con el ajuste. Teniendo en cuenta el mecanismo propuesto

(esquema 3.1.2) la constante de velocidad observada es:

_ KaznKoz[2Zn(ID)]

=
P14 K, [Zn(IN)] (3.1.7)
1,535 7
6 ° o
1,530 5
£ )
£ 4
I 1525 2 e
< ~ 3
5
1,520 2
'y
1,515 : ‘ 0 : :
0 300 600 900 0 50 100 150
t(s) [Zn(0)/[ poli]

Figura 3.1.19. Perfil cinético obtenido Figura 3.1.20. Influencia de la proporcion
para el cambio conformacional B-Z en [Zn(11)]/[poli] en la constante observada
presencia de ZnCl,. T = 25,0 °C; pH = 7,0; para el cambio conformacional B-Z. T =
I = 0,01 M (NaCl); [ZnCl;] = 1,2:103M; 25,0 °C; pH = 7; I = 0,1 M (NaCl);
[polil, = 9,32:10° M. [polilo=(9,00-9,32)-10° M.

En la tabla 3.1.6 se recogen los valores obtenidos para las constantes

observadas con distintas concentraciones de ZnCly.
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3.1.3. Resultadosy discusion

Tabla 3.1.6. Constantes observadas, kobs, para el cambio conformacional B-Z del
poli(dGdC) promovido por ZnCl..

[zn(I1)1/[poli] 10(3:."1")5 zn 105(5,,"‘;“] L ([,z,l';c'ﬂ
0,76 0,30 + 0,05 8,43 0,643
2,23 1+0,1 13,02 2,91
4,57 11+0,3 8,25 3,77
15,24 38405 11,65 17,75
42,54 58+0,9 9,32 39,64
127,61 57+0,3 9,32 118,93

pH =7,0;1=0,01 M.

Para concentraciones elevadas de Zn (II) Aws no varfa. Para dichas
concentraciones. Considerando la ecuacién (3.1.7): 1 + KuzoZn(Il)= KizaZn(1I),

quedando reducida la expresion a la siguiente:

k =K,y (3.1.8)

obs Zn

En las condiciones de trabajo (pH = 7,0, I = 0,1 M, T = 25,0 °C) kozn =
(5,7 £0,3) 103 s'1. El cambio conformacional mediado por Zn(II) se produce cien

veces (aprox.) mas rapidamente que el mediado por Ni(II).

Con la ecuacion (3.1.7) se podria obtener el valor de K, conociendo £obsza.
Debido al elevado error asociado a las constantes mas pequefias, optamos por
utilizar la ecuaciéon de Benesi-Hildebrand (Ec.(3.1.3)). Con ella, a partir de los
valores de la pendiente y la ordenada en el origen obtenidas ((Ec.(3.1.9), figura
3.1.21), se encuentra que Kaz,= (2,8 + 0,2) 10> M-1. La constante de asociacion del
Zn(l) al poli(dGdC) para formar el complejo [B-Zn] es menor que la
correspondiente al Ni(II), aunque las dos son del mismo orden de magnitud.

[M2+]o 2+
=0 =(45+3)+(0,0162 +0,0009)[M*"],

AA (3.1.9)
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

(10%[ZNCL]/ AA 4, ) (M)
w

R?=0,9813

1

0O 1 2 3 4 5 6
10*znCl,] (M)
Figura 3.1.21. Diagrama de Benesi-Hildebrand.

T = 2500°C; pH = 7,0; I = 0,1 M (NaCl);
[ZnCl,] = 1,2-10M; [poli]e=9,32-105 M.

Se ha investigado el efecto de la adicion conjunta de etanol (46,1% v:v) y
Zn(II) en la cinética del cambio conformacional B-Z y el efecto de la temperatura.

Las formas Z obtenidas tienen conformaciones diversas a la forma Z obtenida a

25,0 °C.

Tabla 3.1.7. Valores de las constante observada del cambio conformacional B-Z en
presencia de diferentes agentes y a distintas temperaturas.

Agente
T promotor del 103Kobs [Zn(I1)]/[poli] EtOH %
(°C) cambio (s) p (v:v)
conformacional

Zn (IN) 57+0,3 119 -
25,0°C EtOH 0,1+£0,01 - 46,1
Zn (Il) + EtOH 11,8 +0,1 119 46,1

35,0 °C Zn (1) 1,30 £ 0,03 1500 -

pH=7,0;1=0,1M.

El cambio conformacional B-Z en presencia de la mezcla (Zn(II)+EtOH)
es el mas favorecido en comparacién con los procesos que transcurren con uno solo

de los dos agentes. El menos favorecido es el cambio conformacional en presencia

de EtOH.
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3.1.3. Resultadosy discusion

A 350 °C, en presencia de Zn(I), incluso con proporciones
[Za(D)]/[poli] mayores que a 25,0 °C el cambio conformacional no se ve tan

favorecido como a esta temperatura.

3.1.3.5 Efecto de la temperatura en la conformacion Z del poli(dGdC) en

presencia de ZnCl,

Mediante espectroscopia UV-vis se investigd la estabilidad de la conformacion Z
con la temperatura en el intervalo 1" = 25,0-60,0 °C. La muestra, en conformaciéon
Z en presencia de Zn(II), se sometia a cada temperatura hasta que no se observaba

variacion en el espectro. Se trabajé con saltos de temperatura AT = 5,0 °C.

La figura 3.1.22 muestra la evolucién de A250m/A2600m, con la
temperatura, En el intervalo T = 25,0-30,0 °C no se observan variaciones
significativas. Sin embargo, a partir de 35,0 °C se produce una variaciéon en
A2950m/ Az60nm indicadora de un cambio conformacional. A 35,0 °C los espectros
obtenidos muestran puntos isosbésticos que reflejan la existencia de un equilibrio.
La conformacion adquirida a esa temperatura es inestable como refleja el aumento

del cociente A2950m/ A260nm con el aumento de la temperatura.

0,50
0,45 e
£ 040 °
& °
< 035 o
g 0,30
< ° ©
0,25 °
0,20 ——
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
T(°C)
Figura 3.1.22. Variacion del cociente de
absorbancias Az95nm/Az60nm con la

temperatura. pH = 7,0; I = 0,1 M (NaCl);
[polilo = 1,46-10°M;
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

3.1.3.5.1 Estudio cinético del cambio conformacional Z-B mediado por AEDT

El retorno de la forma Z del ADN obtenida en presencia de Zn (II), a la forma B
original, se estudié mediante adiciéon de un exceso de AEDT, que compleja el
metal. Se ha centrado la atencién en los cambios conformacionales Z-B tanto de la
forma Z originada a 25,0 °C como de la generada a 35,0 °C. Se muestran a modo

de ejemplo las cinéticas obtenidas para los cambios conformacionales B-Z y Z-B a

35,0 °C (figura 3.1.23 y figura 3.1.24).

0,18 0,114
0,112
0110
0,108
<" 0106
0,104
0,102

‘ ‘ ‘ 0,100 w w w
1250 2500 3750 5000 0 625 1250 1875 2500

t(s) t (s)

Figura 3.1.24. Perfil cinético para el
cambio conformacional B-Z en presencia cambio conformacional Z-B en presencia de
de ZnCl,. T=35,0°C; pH = 7,0; I = 0,1 ZnCl,y AEDT. T = 35,0 °C; pH = 7; I = 0,1
M (NaCl); [ZnCl;] = 8,7-10° M; [polilo = M (NaCl); [ZnCl,] = 5,8:10°M; [poli]l, =
6,50-10° M. 4,33-10° M; [AEDT] = 2,6-102 M.

285nm

Figura 3.1.23. Perfil cinético para el

Los valores de las constantes observadas para el cambio conformacional
Z-B son mayores que las asociadas al cambio B-Z (tabla 3.1.8). Estos resultados
son acordes con los parametros de activacion obtenidos para ambos procesos con
el polinucleétido metilado.#3 ILa energfa libre de activacion asociada al proceso B-
Z es mayor que la del cambio conformacional inverso.

Tabla 3.1.8. Constantes observadas para el cambio conformacional Z-B a
diferentes temperaturas.

T (°C) 10%kebs (s)  [Zn(II)1/[poli]
25,0 8,7¢1,5 119
35,0 14,3+ 1,8 1500

pH =7,0;1= 0,1 M.
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3.1.3. Resultadosy discusion

3.1.3.5.2 Efectividad de los iones Ni(Il) y Zn(II) para inducir el cambio
conformacional B-Z

La habilidad de inducir el cambio conformacional B-Z, aumenta en el siguiente
orden: Na < Mg < Ni < Mn <Zn. 376389419431 E] papel de Na(I) y Mg(I) es
esencialmente de naturaleza electrostatica, la nube idnica de carga positiva
envolvente del esqueleto del ADN reduce la repulsion entre los iones fosfato
adyacentes, en direccion vertical, mas eficientemente en la forma Z que en la B
(estabiliza la forma Z).411-417 Sin embargo, en presencia de concentraciones
elevadas de sal sédica, la interaccion electrostatica es baja y se requieren elevadas
concentraciones de sal de magnesio, mientras que cantidades infimas de Ni(II),
Zn(II) y Mn(II) son suficientes para promover la transicion.¥738 J.a elevada
eficiencia de estos ultimos iones no puede explicarse en términos electrostaticos,
pues sera similar para Mg(II). El aumento de la eficiencia podria estar relacionado
con su capacidad para formar quelatos con algunos sitios de reacciéon del ADN,
fosfatos y la posicion N7 de las purinas con estos metales. La estabilidad de los
quelatos no explica los resultados obtenidos, ya que, si esto fuese asi, el i6n Ni(II)
que da lugar a enlaces mas fuertes que Zn (II), serfa el promotor mas eficiente.*32
Otro factor que podria explicar la tendencia observada experimentalmente, es la
labilidad de los cationes, la rapidez con que el catiéon es capaz de expulsar una
molécula de agua de su esfera de coordinacion interna para albergar el complejo
formado con un sitio del ADN y expresada como el tiempo de permanencia del
agua en la esfera de coordinacion. Este factor se descarta porque el tiempo de
permanencia del agua para el i6n Mg(H20)s>" (105 s) es menos eficiente que para
Ni(H20)2* (104 s). El mas labil es Zn(H20)s2* que es menos eficiente que el
menos labil, Mn(H20)s?*.433 La energfa de hidratacién de los cationes —habilidad
para modular el estado de hidratacion del sistema— puede ser un factor crucial. La
relevancia de este factor es evidenciada por el efecto positivo del etanol. En el
proceso de transferencia del catiéon desde el agua a la superficie hidréfoba del
ADN, se encuentra implicado un proceso de deshidratacién. En la tabla 3.1.9 que

muestra las entalpfas de hidratacién de los iones (AH niar) se observa que toman
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3.1. Estudio dnético del cambio conformacional del ADN

valores negativos para todos los cationes,** lo que indica que el proceso opuesto,
de deshidratacion esta desfavorecido energéticamente, en particular para Ni(II),
que presenta el mayor valor en términos absolutos. La secuencia de los valores
AHyuigr es paralela a la secuencia de induccion del proceso B-Z.

Tabla 3.1.9. Entalpias de hidratacion para el proceso de hidratacion de los tres
metales considerados, Ni(II), Zn(II) y Mn (II).***

AH higr
(kJ mol™)
Ni(II) Zn(I1) Mn(II)
-2106 -2044 -1845
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3.1.4 Conclusiones

El estudio cinético del cambio conformacional B-Z inducido por iones metalicos

divalentes (Zn(II) y Ni(I)) y por etanol ha conducido a las siguientes

conclusiones:

1.

Se ha demostrado que la mezcla etanol/i6n metalico induce la transicion
de B-Z de forma mas eficaz que cada promotor (EtOH y i6n metalico)
por separado. El efecto sinérgico es debido al hecho de que los
promotores por separado inducen la transicion B—Z del poli(dG-dC)-
poli(dG-dC) mientras que la mezcla (EtOH/ién metalico) produce una
forma agregada de las familias de las Z.

El estudio del efecto de la temperatura en el cambio conformacional del
ADN promovido por Nidl) y Zn(II) muestra que la transiciéon del
poli(dG-dC)-poli(dG-dC) de la forma B, dextrogira, a la Z, levogira o a la
forma agregada Z* depende de la temperatura que actia como factor
selectivo respecto a los tres procesos.

Las tres estructuras (B, Z y Z*) muestran diferentes relaciones de
absorbancias a 295 y 260 nm. A5/ 420 = 0,12 para la forma B, 0,32 para
la forma Z y en torno a 0,8 e incluso mayor para la forma Z*. Estas
diferencias permiten determinar la forma que prevalece en unas
determinadas condiciones por un simple analisis mediante espectroscopia
UVv.

En el proceso de transferencia del cation desde el agua a la superficie
hidréfoba del ADN, se encuentra implicado un proceso de deshidratacién
que explica la tendencia de las eficiencias de los iones observadas en este

trabajo para la induccién del proceso B-Z.

257






Bibliografia







(1)
(2)

(3)

(4)
(5)
(6)
(7)
(8)

(10)
(11)

(12)

(13)

(14)

(15)
(16)
(17)
(18)

(19)

(20)
(21)
(22)
(23)
(24)
(25)

(26)
(27)

Ross, W. C. J. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1958, 68, 669.

Ross, W. C. J. Biological alkylating agents: fundamental chemistry and the design of
compounds for selective toxicity; Cancer Monograph; Butterworths: London, 1962.

Guliaev, A. B.; Singer, B. In Encyclopedia of Biological Chemistry; Editors-in-Chief: William,
J. L., Lane, M. D., Eds.; Elsevier: New York, 2004, p 609.

Price, C. C. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1958, 68, 663.

Miller, E. C.; Miller, J. A. Pharmacol. Rev. 1966, 18, 805.
Hemminki, K. Carcinogenesis 1993, 14, 2007.

DeVita, V. T.; Chu, E. Cancer Res. 2008, 68, 8643.
Auerbach, C. Hereditas 1949, 35, 128.

Hosseini-khalili, A.; Haines, D. D.; Modirian, E.; Soroush, M.; Khateri, S.; Joshi, R.; Zendehdel,
K.; Ghanei, M.; Giardina, C. Mutat. Res., Genet. Toxicol. Environ. Mutagen. 2009, 678, 1.

Ehrenberg, L.; Hussain, S. Mutat. Res., Rev. Genet. Toxicol. 1981, 86, 1.

Craig, C. R.; Stitzel, R. E. Modern Pharmacology with Clinical Applications; Lippincott
Williams & Wilkins: Baltimore, MD, 2003.

Arcangelo, V. P.; Peterson, A. M. Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A Practical
Approach; Lippincott Williams & Wilkins: Baltimore, MD, 2011.

Block, S. S. Disinfection, Sterilization, and Preservation; Lippincott Williams & Wilkins:
Baltimore, MD, 2000.

Fraise, A.; Lambert, P. A.; Maillard, J. Y. Principles and Practice of Disinfection, Preservation
and Sterilization; John Wiley & Sons: Hoboken, NJ, 2008.

Lawley, P. D. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1974, 23, 283.
Dipple, A. Carcinogenesis 1995, 16, 437.
Guthrie, R. D.; Jencks, W. P. Acc. Chem. Res. 1989, 22, 343.

Bartsch, H.; Terracini, B.; Malaveille, C.; Tomatis, L.; Wahrendorf, J.; Brun, G.; Dodet, B.
Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1983, 110, 181.

Gourdie, T. A,; Valu, K. K.; Gravatt, G. L.; Boritzki, T. J.; Baguley, B. C.; Wakelin, L. P. G;
Wilson, W. R.; Woodgate, P. D.; Denny, W. A. J. Med. Chem. 1990, 33, 1177.

Beranek, D. T. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1990, 231, 11.

Mason, W. A.; Meloan, C. E. J. Agric. Food Chem. 1976, 24, 299.

Trams, E. G. Anal. Chem. 1958, 30, 256.

Tee, K. L.; Schwaneberg, U. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 5380.

Doderer, K.; Lutz-Wahl, S.; Hauer, B.; Schmid, R. D. Anal. Biochem. 2003, 321, 131.

Zocher, F.; Enzelberger, M. M.; Bornscheuer, U. T.; Hauer, B.; Schmid, R. D. Anal. Chim. Acta
1999, 391, 345.

Fishbein, L.; Cavanaugh, M. A. J. Chromatogr. A 1965, 20, 283.
Nelis, H. J. C. F.; Airy, S. C.; Sinsheimer, J. E. Anal. Chem. 1982, 54, 213.

261



4. Bbliografia

(28)

(29)
(30)
(31)

(32)
(33)
(34)
(35)

(36)

(37)
(38)
(39)
(40)

(41)
(42)
(43)
(44)
(45)
(46)

(47)
(48)

(49)
(50)

(51)

(52)
(53)
(54)

262

Hooberman, B. H.; Chakraborty, P. K.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1993,
299, 85.

Eder, E.; Kutt, W.; Deininger, C. Chem.-Biol. Interact. 2006, 164, 76.
Eder, E.; Kutt, W. Chem.-Biol. Interact. 1989, 69, 45.

Eder, E.; Espinosa-Gonzalez, J.; Mayer, A.; Reichenberger, K.; Boerth, D. Chem. Res. Toxicol.
2006, 19, 952.

Boffa, L. C.; Bolognesi, C.; Mariani, M. R. Mutat. Res. Lett. 1987, 190, 119.
Dickens, F.; Jones, H. E. Br. J. Cancer 1965, 19, 392.
Gates, K. S. Chem. Res. Toxicol. 2009, 22, 1747.

Drablgs, F.; Feyzi, E.; Aas, P. A.; Vaagbg, C. B.; Kavli, B.; Bratlie, M. S.; Pefia-Diaz, J.; Otterlei,
M.; Slupphaug, G.; Krokan, H. E. DNA Repair 2004, 3, 1389.

van Sittert, N. J.; Boogaard, P. J.; Natarajan, A. T.; Tates, A. D.; Ehrenberg, L. G.; Térnqvist,
M. A. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 2000, 447, 27.

Fu, D.; Calvo, J. A.; Samson, L. D. Nat. Rev. Cancer 2012, 12, 104.
Hemminki, K. Arch. Toxicol. 1983, 52, 249.
Loechler, E. L. Chem. Res. Toxicol. 1994, 7, 277.

Spears, C. P.; Kang, S.-l.; Kundu, N. G.; Shamma, T.; Ohla, G. Curr. Top. Med. Chem. 1997, 2,
85.

Swain, C. G.; Scott, C. B. J. Am. Chem. Soc. 1953, 75, 141.

Kang, S. |.; Spears, C. P. J. Med. Chem. 1987, 30, 597.

Sedgwick, B. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2004, 5, 148.

Barbin, A.; Bartsch, H. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1989, 215, 95.
Vogel, E. W. Carcinogenesis 1989, 10, 2093.

Vogel, E. W.; Nivard, M. J. M.; Ballering, L. A. B.; Bartsch, H.; Barbin, A.; Nair, J,;
Comendador, M. A.; Sierra, L. M.; Aguirrezabalaga, I.; Tosal, L.; Ehrenberg, L.; Fuchs, R. P. P.;
Janel-Bintz, R.; Maenhaut-Michel, G.; Montesano, R.; Hall, J.; Kang, H.; Miele, M.; Thomale,
J.; Bender, K.; Engelbergs, J.; Rajewsky, M. F. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen.
1996, 353, 177.

Ho, T.-L. Chem. Rev. 1975, 75, 1.

Friedberg, E. C.; Walker, G. C.; Siede, W. DNA Repair and Mutagenesis; ASM Press:
Washington, DC, 1995.

Kondo, N.; Takahashi, A.; Ono, K.; Ohnishi, T. J. Nucleic Acids 2010, 2010.

Swenberg, J. A,; Richardson, F. C.; Boucheron, J. A.; Dyroff, M. C. Environ. Health Perspect.
1985, 177.

Boysen, G.; Pachkowski, B. F.; Nakamura, J.; Swenberg, J. A. Mutat.Res.,Gen. Toxicol.
Environm. Mutagen. 2009, 678, 76.

Margison, G. P.; Santibanez Koref, M. F.; Povey, A. C. Mutagenesis 2002, 17, 483.
Sugiura, K.; Goto, M. Chem.-Biol. Interact. 1981, 35, 71.
Sanderson, B. J. S.; Shield, A. ). Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1996, 355, 41.



(55)
(56)
(57)

(58)

(59)
(60)

(61)
(62)
(63)
(64)
(65)
(66)
(67)
(68)
(69)
(70)
(71)
(72)
(73)
(74)

(75)
(76)
(77)
(78)
(79)
(80)

(81)
(82)
(83)

(84)
(85)

Miller, E. C.; Miller, J. A. Cancer 1981, 47, 2327.
Siddik, Z. H. In The Cancer Handbook; John Wiley & Sons, Ltd: Hoboken, NJ, 2005.

Garcia, S. T.; McQuillan, A.; Panasci, L. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1988,
37,3189.

Eastmond, D. A.; Hartwig, A.; Anderson, D.; Anwar, W. A.; Cimino, M. C.; Dobrey, |,;
Douglas, G. R.; Nohmi, T.; Phillips, D. H.; Vickers, C. Mutagenesis 2009, 24, 341.

McCann, J.; Choi, E.; Yamasaki, E.; Ames, B. N. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1975, 72, 5135.

McCann, J.; Spingarn, N. E.; Kobori, J.; Ames, B. N. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1975, 72,
979.

Ames, B. N.; Lee, F. D.; Durston, W. E. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1973, 70, 782.
Ames, B. N.; McCann, J.; Yamasaki, E. Mutat. Res. 1975, 31, 347.

Mortelmans, K.; Zeiger, E. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 2000, 455, 29.
Osterman-Golkar, S.; Ehrenberg, L.; Wachtmeister, C. A. Radiat. Bot. 1970, 10, 303.
Ross, W. C. J. J. Chem. Soc. 1950, 2257.

Van Duuren, B. L.; Goldschmidt, B. M. J. Med. Chem. 1966, 9, 77.

Dipple, A,; Slade, T. A. Eur. J. Cancer (1965-1981) 1970, 6, 417.

Hansch, C.; Fujita, T. J. Am. Chem. Soc. 1964, 86, 1616.

Moriguchi, I.; Kanada, Y. Chem. Pharm. Bull. 1977, 25, 926.

Kénemann, H.; Musch, A. Toxicology 1981, 19, 223.

Kénemann, H. Toxicology 1981, 19, 209.

Hansch, C. Acc. Chem. Res. 1969, 2, 232.

Hermens, J.; Canton, H.; Janssen, P.; De Jong, R. Aquat. Toxicol. 1984, 5, 143.

Tuppurainen, K.; Létjonen, S.; Laatikainen, R.; Vartiainen, T.; Maran, U.; Strandberg, M.;
Tamm, T. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1991, 247, 97.

Hansch, C. Sci. Total Environ. 1991, 109, 17.

Hakura, A.; Kawazoe, Y. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1986, 34, 1728.

Eder, E.; Neudecker, T.; Lutz, D.; Henschler, D. Chem.-Biol. Interact. 1982, 38, 303.
Wheeler, G. P.; Bowdon, B. J.; Grimsley, J. A,; Lloyd, H. H. Cancer Res. 1974, 34, 194.
Wishnok, J. S.; Archer, M. C.; Edelman, A. S.; Rand, W. M. Chem.-Biol. Interact. 1978, 20, 43.

Tamura, N.; Takahashi, K.; Shirai, N.; Kawazoe, Y. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1982, 30,
1393.

Sugiura, K.; Yamanaka, S.; Fukasawa, S.; Goto, M. Chemosphere 1978, 7, 737.
Deneer, J. W.; Sinnige, T. L.; Seinen, W.; Hermens, J. L. M. Aquat. Toxicol. 1988, 13, 195.

Chabner, B. A.; Longo, D. L. Cancer Chemotherapy and Biotherapy: Principles and Practice;
Lippincott Williams & Wilkins: Baltimore, MD, 2010.

Koenigs, E.; Friedrich, H.; Jurany, H. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1925, 58, 2571.
Epstein, J.; Rosenthal, R. W.; Ess, R. J. Anal. Chem. 1955, 27, 1435.

263



4. Bbliografia

(86) Bardos, T.J.; Datta-Gupta, N.; Hebborn, P.; Triggle, D. J. J. Med. Chem. 1965, 8, 167.

(87)  Van Duuren, B. L.; Melchionne, S.; Seidman, |.; Pereira, M. A. Environ. Health Perspect.
1986, 69, 109.

(88)  Perlman, M. E.; Bardos, T. J. J. Org. Chem. 1988, 53, 1761.

(89)  Wilman, D. E. V.; Palmer, B. D.; Denny, W. A. J. Med. Chem. 1995, 38, 2256.

(90)  Grover, P. L.; Sims, P. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1970, 19, 2251.
(91)  Sims, P. Biochem. J. 1973, 131, 405.

(92) Swaisland, A. J.; Grover, P. L.; Sims, P. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1973, 22,
1547.

(93)  Agarwal, S. C.; Van Duuren, B. L.; Kneip, T. J. Bul. Environ. Contam. Toxicol. 1979, 23, 825.
(94)  Agarwal, S. C.; Neton, J. Sci. Total Environ. 1989, 79, 69.

(95)  Malaveille, C.; Brun, G.; Kolar, G.; Bartsch, H. Cancer Res. 1982, 42, 1446.

(96)  Hemminki, A.; Vayrynen, T.; Hemminki, K. Chem.-Biol. Interact. 1994, 93, 51.

(97)  Phillips, D. H.; Grover, P. L.; Sims, P. Chem.-Biol. Interact. 1978, 20, 63.

(98)  Turchi, G.; Bonatti, S.; Citti, L.; Gervasi, P. G.; Abbondandolo, A.; Presciuttini, S. Mutat. Res.
1981, 83, 419.

(99)  Turchi, G.; Bauer, C.; Bronzetti, G.; Citti, L.; Corsi, C.; Fassina, G. F.; Gervasi, P. G.; Lippi, A.;
Nieri, R.; Abbondandolo, A.; Berti, G.; Mastrorilli, E. Mutat. Res. 1983, 117, 213.

(100) Sinsheimer, J. E.; Chakraborty, P. K.; Messerly, E. A.; Gaddamidi, V. Mutat. Res., Genet.
Toxicol. 1989, 224, 171.

(101) Padgette, S. R.; Wimalasena, K.; Herman, H. H.; Sirimanne, S. R.; May, S. W. Biochemistry
(Moscow) 1985, 24, 5826.

(102) Banerjee, R.; Rachid, Z.; McNamee, J.; Jean-Claude, B. J. J. Med. Chem. 2003, 46, 5546.
(103) Hemminki, K.; Falck, K. Toxicol. Lett. 1979, 4, 103.
(104) Hemminki, K.; Heinonen, T.; Vainio, H. Arch. Toxicol. 1981, 49, 35.

(105) Rosman, L. B.; Beylin, V. G.; Gaddamidi, V.; Hooberman, B. H.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res.
1986, 171, 63.

(106) Planche, G.; Croisy, A.; Malaveille, C.; Tomatis, L.; Bartsch, H. Chem.-Biol. Interact. 1979, 25,
157.

(107) Thier, R.; Muller, M.; Taylor, J. B.; Pemble, S. E.; Ketterer, B.; Guengerich, F. P. Chem. Res.
Toxicol. 1995, 8, 465.

(108) Barbin, A.; Bresil, H.; Croisy, A.; Jacquignon, P.; Malaveille, C.; Montesano, R.; Bartsch, H.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 1975, 67, 596.

(109) Metzler, M. Tetrahedron 1978, 34, 3113.
(110) Robertson, K. A. Cancer Res. 1982, 42, 8.

(111) Sobol, Z.; Engel, M. E.; Rubitski, E.; Ku, W. W.; Aubrecht, J.; Schiestl, R. H. Mutat. Res. 2007,
633, 80.

(112) Sawicki, E.; Bender, D. F.; Houser, T. R.; Wilson, R. M.; Meeker, J. E. Anal. Chem. 1963, 35,
1479.

264



(113)
(114)

(115)

(116)

(117)

(118)
(119)
(120)

(121)

(122)
(123)

(124)
(125)
(126)
(127)
(128)
(129)

(130)

(131)
(132)
(133)
(134)
(135)
(136)
(137)
(138)
(139)

Hemminki, A.; Vayrynen, T.; Hemminki, K. Chem.-Biol. Interact. 1994, 93, 51.

Connors, T. A,; Elson, L. A.; Leese, C. L. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1964,
13,963.

Eder, E.; Neudecker, T.; Lutz, D.; Henschler, D. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands)
1980, 29, 993.

Neudecker, T.; Lutz, D.; Eder, E.; Henschler, D. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands)
1980, 29, 2611.

Raikova, E.; Grueva, D.; Golovinsky, E. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1981, 30,
289.

Eder, E.; Henschler, D.; Neudecker, T. Xenobiotica 1982, 12, 831.
Ashby, J.; Callander, R. D.; Gilman, D. Mutat. Res. Lett. 1984, 140, 71.

Ashby, J.; Hilton, J.; Dearman, R. J.; Callander, R. D.; Kimber, |. Environ. Health Perspect.
1993, 101, 62.

Zoetemelk, C. E. M.; Mohn, G. R.; Vandergen, A.; Breimer, D. D. Biochem. Pharm.
(Amsterdam, Netherlands) 1987, 36, 1829.

Schmiedel, G.; Filser, J. G.; Bolt, H. M. Toxicol. Lett. 1983, 19, 293.

Magata, Y.; Lang, L.; Kiesewetter, D. O.; Jagoda, E. M.; Channing, M. A.; Eckelman, W. C.
Nucl. Med. Biol. 2000, 27, 163.

Jablonkai, I. Pest Manage. Sci. 2003, 59, 443.

Hill, B. T.; Harrap, K. R. Chem.-Biol. Interact. 1972, 5, 117.

Juma, F. D.; Rogers, H. J.; Trounce, J. R. Br. J. Clin. Pharmacol. 1979, 8, 209.
Juma, F. D.; Rogers, H. J.; Trounce, J. R. Br. J. Clin. Pharmacol. 1980, 10, 327.
Braun, R.; Dittmar, W.; Hefter, B.; Weber, K. Chem.-Biol. Interact. 1981, 35, 229.

Miyahara, M.; Miyahara, M.; Kamiya, S.; Maekawa, A. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1981, 29,
2366.

Katzenellenbogen, J. A.; McGorrin, R. J.; Tatee, T.; Kempton, R. J.; Carlson, K. E.; Kinder, D.
H. J. Med. Chem. 1981, 24, 435.

Budzisz, E.; Nawrot, E.; Malecka, M. Arch. Pharm. (Weinheim). 2001, 334, 381.
Nawrot-Modranka, J.; Nawrot, E.; Graczyk, J. Eur. J. Med. Chem. 2006, 41, 1301.

Imamura, T.; Talcott, R. E. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1985, 155, 1.

Kalinowska-Lis, U.; Szmigiero, L.; Studzian, K.; Ochocki, J. Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 660.
Preussmann, V.; R.; Schneider, H.; Epple, F. Arzneimittel-Forsch. 1969, 19, 1059.

Mellett, L. B.; Woods, L. A. Cancer Res. 1960, 20, 524.

Van Duuren, B. L.; Nelson, N.; Orris, L.; Palmes, E. D. J. Natl. Cancer Inst. 1963, 31, 41.

Van Duuren, B.; Orris, L.; Nelson, N. J. Natl. Cancer Inst. 1965, 35, 707.

Van Duuren, B. L.; Langseth, L.; Orris, L.; Teebor, G.; Nelson, N.; Kuschner, M. J. Natl. Cancer
Inst. 1966, 37, 825.

265



4. Bbliografia

(140)

(141)
(142)
(143)

(144)
(145)
(146)
(147)
(148)
(149)
(150)
(151)
(152)

(153)
(154)

(155)
(156)
(157)
(158)
(159)
(160)
(161)
(162)
(163)

(164)

(165)

(166)

(167)

(168)

266

Van Duuren, B. L.; Langseth, L.; Orris, L.; Baden, M.; Kuschner, M. J. Natl. Cancer Inst. 1967,
39,1213.

Bagley, C. M., Jr.; Bostick, F. W.; DeVita, V. T., Jr. Cancer Res. 1973, 33, 226.
Chmielewicz Z. F.; Fiel, R. J.; Bardos, T. J.; Ambrus, J. L. Cancer Res. 1967, 27, 1248.

Lewis, L. D.; Fitzgerald, D. L.; Mohan, P.; Thatcher, N.; Harper, P. G.; Rogers, H. J. Br. J. Clin.
Pharmacol. 1991, 31, 77.

Lewis, L. D.; Burton, L. C.; Harper, P. G.; Rogers, H. J. Eur. J. Cancer 1992, 28, 1976.

Lewis, L. D.; Fitzgerald, D. L.; Harper, P. G.; Rogers, H. J. Br. J. Clin. Pharmacol. 1990, 30, 725.
Hsieh, K. H.; Marshall, G. R. J. Med. Chem. 1981, 24, 1304.

Truhaut, R.; Delacoux, E.; Brule, G.; Bohuon, C. Clin. Chim. Acta 1963, 8, 235.

Kawazoe, Y.; Tamura, N.; Yoshimura, T. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1982, 30, 2077.
Friedman, O. M.; Boger, E. Anal. Chem. 1961, 33, 906.

Acosta, D.; Mitchell, D. B. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1981, 30, 3225.
Archer, M. C.; Eng, V. W. S. Chem.-Biol. Interact. 1981, 33, 207.

Fisher, G. R.; Donis, J.; Gutierrez, P. L. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1992, 44,
1625.

Hipkens, J. H.; Struck, R. F.; Gurtoo, H. L. Cancer Res. 1981, 41, 3571.

Parodi, S.; Picca, M.; Bolognesi, C.; Cavanna, M.; Carlo, P.; Finollo, R.; Brambilla, G.
Pharmacol. Res. Commun. 1977, 9, 621.

Samanta, S.; Pain, A.; Ghosh, M.; Dutta, S.; Sanyal, U. Exp. Oncol. 2005, 27, 279.
Schasteen, C. S.; Reed, D. J. Toxicol. Appl. Pharmacol. 1983, 70, 423.

Schmid, F. A.; Otter, G. M.; Mehta, B. M. Cancer Res. 1985, 45, 40.

Shyam, K.; Cosby, L. A,; Sartorelli, A. C. J. Med. Chem. 1986, 29, 1323.

Wheeler, G. P.; Chumley, S. J. Med. Chem. 1967, 10, 259.

Kim, J. H.; Thomas, J. J. Bul. Environ. Contam. Toxicol. 1992, 49, 879.

Van Duuren, B. L. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1969, 163, 633.

Nakano, N.; Yamamoto, A.; Kobayashi, Y.; Nagashima, K. Talanta 1995, 42, 641.

Dierickx, K. M. E.; Journé, F.; Gerbaux, P.; Morandini, R.; Kauffmann, J.-M.; Ghanem, G. E.
Talanta 2009, 77, 1370.

Gomez-Bombarelli, R.; Palma, B. B.; Martins, C.; Kranendonk, M.; Rodrigues, A. S.; Calle, E.;
Rueff, J.; Casado, J. Chem. Res. Toxicol. 2010, 23, 1275.

Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. Chem. Res. Toxicol.
2005, 18, 1161.

Arenas-Valgaiion, J.; Gomez-Bombarelli, R.; Gonzdlez-Pérez, M.; Gonzdlez-Jiménez, M.;
Calle, E.; Casado, J. Food Chem. 2012, 134, 986.

Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Gomez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Pérez, M.; Céspedes, I. F.;
Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. J. Phys. Org. Chem. 2009, 22, 386.

Hammock, L. G.; Hammock, B. D.; Casida, J. E. Bul. Environ. Contam. Toxicol. 1974, 12, 759.



(169)
(170)
(171)
(172)
(173)
(174)
(175)
(176)
(177)
(178)
(179)
(180)
(181)

(182)
(183)
(184)
(185)
(186)
(187)
(188)

(189)
(190)
(191)
(192)
(193)
(194)

(195)
(196)
(197)
(198)

(199)

Agree, A. M.; Meeker, R. L. Talanta 1966, 13, 1151.

Thomas, J. J.; Kim, J. H.; Mauro, D. M. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 1992, 22, 219.
Vogel, E. W.; Nivard, M. J. M. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1994, 305, 13.
Spears, C. P. Mol. Pharmacol. 1981, 19, 496.

Swenson, D. H.; Lawley, P. D. Biochem. J. 1978, 171, 575.

Ehrenberg, L.; Granath, F.; Tornqvist, M. Environ. Health Perspect. 1996, 104 Suppl 3, 423.

Walles, S. A. S. Toxicol. Lett. 1980, 5, 161.

Meier, |.; Shephard, S. E.; Lutz, W. K. Mutat. Res. 1990, 238, 193.

Boerth, D. W.; Eder, E.; Rasul, G.; Morais, J. Chem. Res. Toxicol. 1991, 4, 368.
Yano, K.; Isobe, M. Cancer Res. 1979, 39, 5147.

Yano, K.; Katayama, H.; Takemoto, K. Cancer Res. 1984, 44, 1027.

Rosman, L. B.; Gaddamidi, V.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1987, 189, 189.

Rosman, L. B.; Chakraborty, P. K.; Messerly, E. A.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res., Genet.

Toxicol. 1988, 206, 115.

Schrader, T. J.; Langlois, |.; Soper, K.; Cherry, W. Teratog. Carcinog. Mutagen. 2002, 22, 425.

Hemminki, K. Chem.-Biol. Interact. 1981, 34, 323.

Eya, S. K.; Talcott, R. E. Environ. Mutagen. 1980, 2, 395.

Hemminki, K.; Paasivirta, J.; Kurkirinne, T.; Virkki, L. Chem.-Biol. Interact. 1980, 30, 259.
Isobe, M.; Yano, K. Mutat. Res. 1982, 93, 57.

Ehrenberg, L.; Osterman-Golkar, S.; Singh, D.; Lundqvist, U. Radiat. Bot. 1974, 14, 185.

Agurell, E.; Cederberg, H.; Ehrenberg, L.; Lindahlkiessling, K.; Rannug, U.; Tornquvist,

Mutat. Res. 1991, 250, 229.

Norppa, H.; Vainio, H. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1983, 116, 379.

Das, L.; Das, S. K.; Chu, E. H. Y.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res. 1993, 299, 19.

Giri, A. K.; Messerly, E. A.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res. 1989, 224, 253.

Schiffmann, D.; Eder, E.; Neudecker, T.; Henschler, D. Cancer Lett. 1983, 20, 263.

Nishi, Y.; Hasegawa, M. M.; Taketomi, M.; Ohkawa, Y.; Inui, N. Cancer Res. 1984, 44, 327

M.

0.

Shyam, K.; Penketh, P. G.; Divo, A. A.; Loomis, R. H.; Rose, W. C.; Sartorelli, A. C. J. Med.

Chem. 1993, 36, 3496.

Jesson, M. I.; Johnston, J. B.; Robotham, E.; Begleiter, A. Cancer Res. 1989, 49, 7031.
Casado, J.; Lopez-Quintela, M. A.; Lorenzo-Barral, F. M. J. Chem. Educ. 1986, 63, 450.
Peterson, L. A.; Harris, T. M.; Guengerich, F. P. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 3284.

Garcia-Santos, M. P.; Gonzalez-Mancebo, S.; Hernandez-Benito, J.; Calle, E.; Casado,
Am. Chem. Soc. 2002, 124, 2177.

JoJ.

Gdémez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Pérez, M.; Pérez Prior, M. T.; Manso, J. A.; Calle, E.; Casado,

J. Chem. Res. Toxicol. 2008, 21, 1964.

267



4. Bbliografia

(200)

(201)

(202)
(203)
(204)
(205)

(206)

(207)

(208)
(209)
(210)
(211)

(212)

(213)

(214)

(215)
(216)
(217)
(218)
(219)
(220)
(221)
(222)
(223)
(224)
(225)
(226)
(227)
(228)

268

Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; Gomez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Perez, M.; Garcia-Santos,
M. P.; Calle, E.; Caballero, M. C.; Casado, J. J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 11824.

Pérez-Prior, M. T.; Gomez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Pérez, M.; Manso, J. A.; Garcia-Santos,
M. P.; Calle, E.; Casado, J. Chem. Res. Toxicol. 2009, 22, 1320.

Vogel, E. W.; Barbin, A.; Nivard, M. J. M.; Bartsch, H. Carcinogenesis 1990, 11, 2211.
Kawazoe, Y.; Tamura, N.; Yoshimura, T. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1982, 30, 2077.
Ninomiya, S.; Kohda, K.; Kawazoe, Y. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1984, 32, 1326.

Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. J. Solution Chem.
2008, 37, 459.

Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. J. Agric. Food
Chem. 2005, 53, 10244.

Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Gomez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Pérez, M.; Céspedes, I. F.;
Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. J. Phys. Org. Chem. 2008, 22, 386.

Karchesy, J. J.; Arbogast, B.; Deinzer, M. L. J. Org. Chem. 1987, 52, 3867.
Giraud, |.; Rapp, M.; Maurizis, J.-C.; Madelmont, J.-C. J. Med. Chem. 2002, 45, 2116.
Kagn, S. |.; Spears, C. P. J. Med. Chem. 1987, 30, 597.

Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Garcia-Santos, M. D.; Calle, E.; Casado, J. Chem. Res. Toxicol.
2005, 18, 1161.

Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. J. Phys. Org. Chem.
2008, 21, 932.

Fernandez-Rodriguez, E.; Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Garcia-Santos, M. P.; Calle, E.;
Casado, J. Int. J. Chem. Kinet. 2007, 39, 591.

Reingold, I. D. Organic Chemistry: An Introduction Emphasizing Biological Connections; Indo
American Books: Delhi, 2007.

Archelas, A.; Furstoss, R. Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 112.

Wade, L. G. Organic Chemistry; Pearson Prentice Hall: London, 2010.
Parker, R. E.; Isaacs, N. S. Chem. Rev. 1959, 59, 737.

Smith, K.; EI-Hiti, G.; Al-Shamali, M. Catal. Lett. 2006, 109, 77.

Shen, Y.-M.; Wang, B.; Shi, Y. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1429.
Laird, R. M.; Parker, R. E. J. Am. Chem. Soc. 1961, 83, 4277.

Addy, J. K.; Parker, R. E. J. Chem. Soc. 1965, 644.

Addy, J. K.; Parker, R. E. J. Chem. Soc. 1963, 915.

Chapman, N. B.; Isaacs, N. S.; Parker, R. E. J. Chem. Soc. 1959, 386, 1925.
Addy, J. K.; Laird, R. M.; Parker, R. E. J. Chem. Soc. 1961, 1708.
Parker, R. E.; Rockett, B. W. J. Chem. Soc. 1965, 2569.

Parker, R. E.; Rockett, B. W. J. Chem. Soc. B 1966, 681.

Laird, R. M.; Parker, R. E. J. Chem. Soc. 1965, 4784.

Isaacs, N. S.; Parker, R. E. J. Chem. Soc. 1960, 3497.



(229)
(230)
(231)
(232)

(233)
(234)
(235)

(236)
(237)

(238)

(239)

(240)
(241)

(242)

(243)

(244)
(245)
(246)

(247)

(248)
(249)
(250)
(251)
(252)
(253)
(254)
(255)
(256)

Biggs, J.; Chapman, N. B.; Finch, A. F.; Wray, V. J. Chem. Soc. B 1971, 55.
Pritchard, J. G.; Siddiqui, I. A. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 1973, 452.
Pritchard, J. G.; Long, F. A. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 2667.

Muniz Filho, R. C. D.; de Sousa Ferreira, S. A. A.; da Silva Pereira, F.; Castro Ferreira, M. M. J.
Phys. Chem. A 2010, 114, 5187.

Brown, H. C.; Roy, C. D. Molecules Online 1998, 2, 114.
Bronsted, J. N.; Kilpatrick, M.; Kilpatrick, M. J. Am. Chem. Soc. 1929, 51, 428.

Kirkovsky, L. I.; Lermontov, S. A.; Zavorin, S. I.; Sukhozhenko, I. |.; Zavelsky, V. I.; Thier, R.;
Bolt, H. M. Environ. Toxicol. Chem. 1998, 17, 2141.

Long, F. A,; Pritchard, J. G. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 2663.

Shipley, D. S.; Ross, A. M.; Mohan, R. S.; Whalen, D. L.; Sayer, J. M.; Serve, P. M.; Jerina, D.
M. J. Org. Chem. 1994, 59, 977.

Blumenstein, J. J.; Ukachukwu, V. C.; Mohan, R. S.; Whalen, D. L. J. Org. Chem. 1993, 58,
924.

Nellaiah, H.; Morisseau, C.; Archelas, A.; Furstoss, R.; Baratti, J. C. Biotechnol. Bioeng. 1996,
49, 70.

Magdalou, J.; Hammock, B. D. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1988, 37, 2717.

Day, B. W.; Naylor, S.; Gan, L.-S.; Sahali, Y.; Nguyen, T. T.; Skipper, P. L.; Wishnok, J. S.;
Tannenbaum, S. R. Cancer Res. 1990, 50, 4611.

Rios-Blanco, M. N.; Ranasinghe, A.; Upton, P.; Lee, M. S.; Filser, J. G.; Swenberg, J. A. L
Chromatogr. B 2002, 778, 383.

Osterman-Golkar, S.; Czene, K.; Lee, M. S.; Faller, T. H.; Csanady, G. A.; Kessler, W.; Pérez, H.
L.; Filser, J. G.; Segerback, D. Toxicol. Appl. Pharmacol. 2003, 191, 245.

Svensson, K.; Olofsson, K.; Osterman-Golkar, S. Chem.-Biol. Interact. 1991, 78, 55.
Svensson, K.; Ostermangolkar, S. Toxicol. Appl. Pharmacol. 1984, 73, 363.

Czene, K.; Osterman-Golkar, S.; Yun, X.; Li, G.; Zhao, F.; Pérez, H. L.; Li, M.; Natarajan, A. T.;
Segerback, D. Cancer Epidemiol., Biomarkers Prev. 2002, 11, 315.

Osterman-Golkar, S.; Ehrenberg, L.; Segerback, D.; Hallstrom, I. Mutat. Res., Fundam. Mol.
Mech. Mutagen. 1976, 34, 1.

Boyland, E.; Williams, K. Biochem. J. 1965, 94, 190.

Fjellstedt, T. A.; Allen, R. H.; Duncan, B. K.; Jakoby, W. B. J. Biol. Chem. 1973, 248, 3702.
DeMeester, C. Toxicol. Lett. 1984, 21, 255.

Koskinen, M.; PIna, K. Chem.-Biol. Interact. 2000, 129, 209.

Solomon, J. J.; Mukai, F.; Fedyk, J.; Segal, A. Chem.-Biol. Interact. 1988, 67, 275.
Barlow, T.; Dipple, A. Chem. Res. Toxicol. 1998, 11, 44.

Li, F.; Segal, A.; Solomon, J. J. Chem.-Biol. Interact. 1992, 83, 35.

Kumar, R.; Vodicka, P.; Peltonen, K.; Hemminki, K. Carcinogenesis 1997, 18, 407.
Selzer, R. R.; Elfarra, A. A. Arch. Biochem. Biophys. 1997, 343, 63.

269



4. Bbliografia

(257)
(258)
(259)
(260)

(261)
(262)

(263)

(264)
(265)
(266)

(267)

(268)
(269)
(270)
(271)
(272)
(273)
(274)
(275)

(276)

(277)
(278)
(279)

(280)
(281)
(282)
(283)
(284)
(285)

270

PIna, K.; Nilsson, R.; Koskinen, M.; Segerback, D. Carcinogenesis 1999, 20, 2025.
PIna, K.; Segerback, D.; Schweda, E. K. H. Carcinogenesis 1996, 17, 1465.
Tretyakova, N. Y.; Sangaiah, R.; Yen, T.-Y.; Swenberg, J. A. Chem. Res. Toxicol. 1997, 10, 779.

Tretyakova, N.; Sangaiah, R.; Yen, T.-Y.; Gold, A.; Swenberg, J. A. Chem. Res. Toxicol. 1997,
10, 1171.

Qian, C.; Dipple, A. Chem. Res. Toxicol. 1995, 8, 389.

Koskinen, M.; Vodickova, L.; Vodicka, P.; Warner, S.; Hemminki, K. Chem.-Biol. Interact.
2001, 138, 111.

Gervasi, P. G.; Citti, L.; Del Monte, M.; Longo, V.; Benetti, D. Mutat. Res., Genet. Toxicol.
1985, 156, 77.

Kglmark, G.; Giles, N. H. Genetics 1955, 40, 890.
Kglmark, H. G.; Kilbey, B. J. Mol. Gen. Genet. 1968, 101, 89.

von der Hude, W.; Seelbach, A.; Basler, A. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen 1990,
231, 205.

Rios-Blanco, M. N.; Plna, K ; Faller, T.; Kessler, W.; Hakansson, K.; Kreuzer, P. E.; Ranasinghe,
A,; Filser, J. G.; Segerback, D.; Swenberg, J. A. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen.
1997, 380, 179.

Voogd, C. E.; van der Stel, J. J.; Jacobs, J. J. J. A. A. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1981, 89, 269.
Cochrane, J. E.; Skopek, T. R. Carcinogenesis 1994, 15, 719.

Sugiura, K.; Kimura, T.; Goto, M. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1978, 58, 159.

Glatt, H.; Jung, R.; Oesch, F. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1983, 111, 99.
DeMeester, C.; Mercier, M.; Poncelet, F. Arch. Int. Physiol. Biochim. Biophys. 1982, 90, B19.
Wade, D. R,; Airy, S. C.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1978, 58, 217.

Frantz, S. W.; Sinsheimer, J. E. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1981, 90, 67.

Canter, D. A.; Zeiger, E.; Haworth, S.; Lawlor, T.; Mortelmans, K.; Speck, W. Mutat. Res.,
Genet. Toxicol. 1986, 172, 105.

Frantz, S. W.; van den Eeckhout, E.; Sinsheimer, J. E.; Yoshihara, M.; Koreeda, M. Toxicol.
Lett. 1985, 25, 265.

Pfeiffer, E. H.; Dunkelberg, H. Food Cosmet. Toxicol. 1980, 18, 115.
Djuric, Z.; Hooberman, B. H.; Rosman, L.; Sinsheimer, J. E. Environ. Mutagen. 1986, 8, 369.

von der Hude, W.; Carstensen, S.; Obe, G. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen 1991,
249, 55.

Dunkelberg, H. Br. J. Cancer 1979, 39, 588.

Ciliberti, A.; Maltoni, C.; Perino, G. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1988, 534, 235.

Snellings, W. M.; Weil, C. S.; Maronpot, R. R. Toxicol. Appl. Pharmacol. 1984, 75, 105.
Dunkelberg, H. Br. J. Cancer 1982, 46, 924.

Brookes, P.; Lawley, P. D. Br. Med. Bull. 1964, 20, 91.

Melnick, R. L. Ann. N. Y. Acad. Sci. 2002, 982, 177.



(286)
(287)

(288)

(289)
(290)

(291)

(292)
(293)

(294)

(295)

(296)

(297)
(298)

(299)

(300)
(301)
(302)
(303)
(304)
(305)
(306)

(307)
(308)
(309)
(310)

(311)
(312)

Norppa, H.; Vainio, H.; Sorsa, M. Am. J. Ind. Med. 1981, 2, 299.

Sinsheimer, J. E.; Chen, R.; Das, S. K.; Hooberman, B. H.; Osorio, S.; You, Z. Mutat. Res.,
Genet. Toxicol. 1993, 298, 197.

von der Hude, W.; Carstensen, S.; Girtler, R.; Obe, G. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1992,
278, 289.

Pero, R. W.; Osterman-Golkar, S.; Hogstedt, B. Cell Biol. Toxicol. 1985, 1, 309.

Thaens, D.; Heinzelmann, D.; Bohme, A.; Paschke, A.; Schuirmann, G. Chem. Res. Toxicol.
2012, 25,2092.

Nivard, M. J. M.; Czene, K.; Segerback, D.; Vogel, E. W. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech.
Mutagen. 2003, 529, 95.

Hemminki, K.; Falck, K.; Vainio, H. Arch. Toxicol. 1980, 46, 277.

IARC. Some industrial chemicals; Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans; WHO: Lyon, 1994; Vol. 60

IARC. Re-evaluation of Some Organic Chemicals, Hydrazine and Hydrogen Peroxide
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans; WHO: Lyon, 1999; Vol. 71.

Stellman, J. M.; Office, I. L. Encyclopaedia of Occupational Health and Safety: Guides,
Indexes, Directory; International Labour Office: Washington, D.C., 1998.

Rios-Blanco, M. N.; Ranasinghe, A.; Lee, M. S.; Faller, T.; Filser, J. G.; Swenberg, J. A.
Carcinogenesis 2003, 24, 1233.

Minerath, E. C.; Elrod, M. J. Environ. Sci. Technol. 2009, 43, 1386.

Barbin, A.; Béréziat, J.-C.; Croisy, A.; O'Neill, I. K.; Bartsch, H. Chem.-Biol. Interact. 1990, 73,
261.

Rios-Blanco, M. N.; Faller, T. H.; Nakamura, J.; Kessler, W.; Kreuzer, P. E.; Ranasinghe, A.;
Filser, J. G.; Swenberg, J. A. Carcinogenesis 2000, 21, 2011.

Roe, R.; Paul, J. S.; Montgomery, P. O. B. J. Heterocycl. Chem. 1973, 10, 859.

Moussou, P.; Archelas, A.; Baratti, J.; Furstoss, R. J. Org. Chem. 1998, 63, 3532.

Moussou, P.; Archelas, A.; Baratti, J.; Furstoss, R. Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 1539.
Simmon, V. F. J. Natl. Cancer Inst. 1979, 62, 901.

Migliore, L.; Rossi, A. M.; Loprieno, N. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1982, 102, 425.

Rossi, A. M.; Migliore, L.; Barale, R.; Loprieno, N. Teratog. Carcinog. Mutagen. 1983, 3, 75.

Castelain, P.; Criado, B.; Cornet, M.; Laib, R.; Rogiers, V.; Kirsch-Volders, M. Mutagenesis
1993, 8, 387.

Knaap, A.; Voogd, C. E.; Kramers, P. G. N. Mutat. Res. 1982, 101, 199.
Bootman, J.; Lodge, D. C.; Whalley, H. E. Mutat. Res., Genet. Toxicol. 1979, 67, 101.
Albertini, R. J.; Sweeney, L. A. Crit. Rev. Toxicol. 2007, 37, 489.

Pottenger, L. H.; Malley, L. A.; Bogdanffy, M. S.; Donner, E. M.; Upton, P. B.; Li, Y.; Walker, V.
E.; Harkema, J. R.; Banton, M. |.; Swenberg, J. A. Toxicol. Sci. 2007, 97, 336.

Jones, R. B.; Mackrodt, W. C. Biochem. Pharm. (Amsterdam, Netherlands) 1983, 32, 2359.
Ninomiya, S.; Kohda, K.; Kawazoe, Y. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1984, 32, 1326.

271



4. Bbliografia

(313)

(314)

(315)

(316)

(317)

(318)
(319)

(320)

(321)
(322)
(323)

(324)

(325)
(326)
(327)

(328)

(329)
(330)

(331)

(332)
(333)
(334)
(335)
(336)
(337)
(338)

272

Gomez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Pérez, M.; Calle, E.; Casado, J. Chem. Res. Toxicol. 2012, 25,
1176.

Uziel, M.; Munro, N. B.; Sue Katz, D.; Vo-Dinh, T.; Zeighami, E. A.; Waters, M. D.; Griffith, J.
D. Mutat. Res., Rev. Genet. Toxicol. 1992, 277, 35.

Pérez-Prior, M. T.; Gdmez-Bombarelli, R.; Gonzalez-Pérez, M.; Manso, J. A.; Garcia-Santos,
M. P.; Calle, E.; Casado, J. J. Org. Chem. 2010, 75, 1444.

Gonzalez-Pérez, M.; Gomez-Bombarelli, R.; Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; Céspedes-
Camacho, I. F.; Calle, E.; Casado, J. Org. Biomol. Chem. 2011, 9, 7016.

Silvari, V.; Haglund, J.; Jenssen, D.; Golding, B. T.; Ehrenberg, L.; Tornqvist, M. Mutat. Res.,
Genet. Toxicol. Environ. Mutagen. 2005, 580, 91.

Gates, K. S.; Nooner, T.; Dutta, S. Chem. Res. Toxicol. 2004, 17, 839.

Maria, I. M.; Murielle, L.; Alain, A.; Annette, C.; Michael, A.; Roland, F. Tetrahedron:
Asymmetry 2004, 15, 2801.

Breuer, M.; Ditrich, K.; Habicher, T.; Hauer, B.; KeReler, M.; Stiirmer, R.; Zelinski, T. Angew.
Chem. Int. Ed. 2004, 43, 788.

Hwang, S.; Choi, C.; Lee, E. Biotechnol. Lett. 2008, 30, 1219.
Di Fabio, R.; Pietra, C.; Thomas, R. J.; Ziviani, L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995, 5, 551.

Pedragosa-Moreau, S.; Morisseau, C.; Baratti, J.; Zylber, J.; Archelas, A.; Furstoss, R.
Tetrahedron 1997, 53, 9707.

Kotik, M.; Stepanek, V.; Grulich, M.; Kyslik, P.; Archelas, A. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2010, 65,
41.

Xu, W.; Xu, J. H.; Pan, J.; Gu, Q.; Wu, X. Y. Org. Lett. 2006, 8, 1737.
Kotik, M.; Brichac, J.; Kyslik, P. J. Biotechnol. 2005, 120, 364.

Zocher, F.; Enzelberger, M. M.; Bornscheuer, U. T.; Hauer, B.; Wohlleben, W.; Schmid, R. D.
J. Biotechnol. 2000, 77, 287.

Pedragosa-Moreau, S.; Morisseau, C.; Zylber, J.; Archelas, A.; Baratti, J.; Furstoss, R. J. Org.
Chem. 1996, 61, 7402.

Westkaemper, R. B.; Hanzlik, R. P. Anal. Biochem. 1980, 102, 63.

Yeates, C. A.; van Dyk, M. S.; Botes, A. L.; Breytenbach, J. C.; Krieg, H. M. Biotechnol. Lett.
2003, 25, 675.

12th Report on Carcinogens Research Triangle Park, N.C.: U.S. Dept. of Health and Human
Services, Public Health Service, National Toxicology Program., 2011.

Philo, M. R.; Fordham, P. J.; Damant, A. P.; Castle, L. Food Chem. Toxicol. 1997, 35, 821.
Mark, J. E. Physical Properties of Polymers Handbook; Springer: Heidelberg, 2006.
Fishbein, L. Scand. J. Work Environ. Health 1992, 18 Suppl 1, 5.

Guss, C. O.; Mautner, H. G. J. Org. Chem. 1951, 16, 887.

Cristol, S. J.; Helmreich, R. F. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 4083.

Sugiura, K.; Maeda, A.; Goto, M. Chemosphere 1979, 8, 369.

Chung, J.-K.; Shen, S.; Jiang, Z.; Yuan, W.; Zheng, J. Toxicol. Lett. 2012, 210, 353.



(339)
(340)
(341)

(342)
(343)

(344)
(345)
(346)

(347)
(348)

(349)

(350)
(351)
(352)

(353)
(354)

(355)
(356)
(357)

(358)
(359)
(360)
(361)
(362)
(363)
(364)
(365)
(366)
(367)

Hammett, L. P. Chem. Rev. 1935, 17, 125.
Upadhyay, S. K. Chemical Kinetics and Reaction Dynamics; Springer: Heidelberg, 2006.

Sangal, A. Krishna's Advanced Organic Chemistry; Volume 1; Krishna Prakashan: Meerut,
Uttar Pradesh, 2011.

Savela, K.; Hesso, A.; Hemminki, K. Chem.-Biol. Interact. 1986, 60, 235.

Vodicka, P.; Koskinen, M.; Arand, M.; Oesch, F.; Hemminki, K. Mutat. Res., Rev. Mutat. Res.
2002, 511, 239.

Norppa, H.; Vainio, H. Scand. J. Work Environ. Health 1983, 9, 108.
Santosusso, T. M.; Swern, D. J. Org. Chem. 1975, 40, 2764.

Arnaut, L. G.; Formosinho, S. J.; Burrows, H. Chemical Kinetics: From Molecular Structure to
Chemical Reactivity; Elsevier: Amsterdam, 2007.

Akerlof, G. J. Am. Chem. Soc. 1932, 54, 4125.

De Flora, S.; Zanacchi, P.; Camoirano, A.; Bennicelli, C.; Badolati, G. S. Mutat. Res., Rev.
Genet. Toxicol. 1984, 133, 161.

Hemminki, K.; Alhonen-Raatesalmi, A.; Koivisto, P.; Vodicka, P. Chem.-Biol. Interact. 1990,
75, 281.

Herbert, A.; Rich, A. J. Biol. Chem. 1996, 271, 11595.
Zhao, J.; Bacolla, A.; Wang, G.; Vasquez, K. Cell. Mol. Life Sci. 2010, 67, 43.

Vasudevaraju, P.; Bharathi; Garruto, R. M.; Sambamurti, K.; Rao, K. S. J. Brain Res. Rev.
2008, 58, 136.

Watson, J. D.; Crick, F. H. C. Nature 1953, 171, 737.

Sannohe, Y.; Endo, M.; Katsuda, Y.; Hidaka, K.; Sugiyama, H. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132,
16311.

Zimmer, C.; Marck, C.; Guschlbauer, W. FEBS Lett. 1983, 154, 156.
Bacolla, A.; Wells, R. D. J. Biol. Chem. 2004, 279, 47411.

Bacolla, A.; Jaworski, A.; Larson, J. E.; Jakupciak, J. P.; Chuzhanova, N.; Abeysinghe, S. S.;
O'Connell, C. D.; Cooper, D. N.; Wells, R. D. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2004, 101, 14162.

Wang, G.; Vasquez, K. M. Mutat. Res., Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 2006, 598, 103.

Choi, J.; Majima, T. Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 5893.

Zhao, J.; Bacolla, A.; Wang, G.; Vasquez, K. Cell. Mol. Life Sci., 67, 43.

Wells, R. D. Trends Biochem. Sci 2007, 32, 271.

Wojciechowska, M.; Napierala, M.; Larson, J. E.; Wells, R. D. J. Biol. Chem. 2006, 281, 24531.
Karapetyan, A. T.; Minyat, E. E.; lvanov, V. |. FEBS Lett. 1984, 173, 243.

Shimada, N.; Kano, A.; Maruyama, A. Adv. Funct. Mater. 2009, 19, 3590.

Ferreira, J. M.; Sheardy, R. D. Biophys. J. 2006, 91, 3383.

Brazda, V.; Laister, R.; Jagelska, E.; Arrowsmith, C. BMC Mol. Biol. 2011, 12, 33.

Rojsitthisak, P.; Romero, R. M.; Haworth, I. S. Nucleic Acids Res. 2001, 29, 4716.

273



4. Bbliografia

(368) Gao, X.; Huang, X.; Smith, G. K.; Zheng, M.; Liu, H. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8883.
(369) Volker, J.; Klump, H. H.; Breslauer, K. J. Biopolymers 2007, 86, 136.
(370) Lee, J.; Kim, Y.-G.; Kim, K. K.; Seok, C. J. Phys. Chem. B 2010, 114, 9872.

(371) D'Urso, A.; Choi, J. K.; Shabbir-Hussain, M.; Ngwa, F. N.; Lambousis, M. |.; Purrello, R.; Balaz,
M. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2010, 397, 329.

(372) Kastenholz, M. A.; Schwartz, T. U.; Hinenberger, P. H. Biophys. J. 2006, 91, 2976.

(373) Zacharias, W.; Larson, J. E.; Klysik, J.; Stirdivant, S. M.; Wells, R. D. J. Biol. Chem. 1982, 257,
2775.

(374) Loprete, D. M.; Hartman, K. A. Biochemistry 1993, 32, 4077.

(375) Zacharias, W.; Caserta, M.; O'Connor, T. R.; Larson, J. E.; Wells, R. D. Gene 1988, 74, 221.
(376) Behe, M.; Felsenfeld, G. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1981, 78, 1619.

(377) Stirdivant, S. M.; Ktysik, J.; Wells, R. D. J. Biol. Chem. 1982, 257, 10159.

(378) Pohl, F. M. Nature 1976, 260, 365.

(379) Raghavan, S. C.; Lieber, M. R. BioEssays 2006, 28, 480.

(380) Bacolla, A.; Wells, R. D. Mol. Carcinog. 2009, 48, 273.

(381) Lupski, J. R. Trends Genet. 1998, 14, 417.

(382) Chang, Y.-M.; Chen, C. K.-M.; Hou, M.-H. Int. J. Mol. Sci. 2012, 13, 3394.

(383) Pohl, F. M.; Jovin, T. M. J. Mol. Biol. 1972, 67, 375.

(384) Gray, D. M.; Edmondson, S. P.; Lang, D.; Vaughan, M.; Nave, C. Nucleic Acids Res. 1979, 6,
2089.

(385) van de Sande, J. H.; Jovin, T. M. The EMBO journal 1982, 1, 115.

(386) Chaires, J. B.; Norcum, M. T. J. Biomol. Struct. Dyn. 1988, 5, 1187.

(387) van de Sande, J. H.; McIntosh, L. P.; Jovin, T. M. EMBO J. 1982, 1, 777.

(388) Guéron, M.; Demaret, J. P.; Filoche, M. Biophys. J. 2000, 78, 1070.

(389) Schoenknecht, T.; Diebler, H. J. Inorg. Biochem. 1993, 50, 283.

(390) Klump, H. H.; Schmid, E.; Wosgien, M. Nucleic Acids Res. 1993, 21, 2343.

(391) Moller, A.; Nordheim, A.; Nichols, S. R.; Rich, A. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1981, 78, 4777.
(392) Malfoy, B.; Hartmann, B.; Leng, M. Nucleic Acids Res. 1981, 9, 5659.

(393) Rich, A.; Nordheim, A.; Wang, A. H. J. Annu. Rev. Biochem 1984, 53, 791.

(394) Chen, F. M. Biochemistry 1984, 23, 6159.

(395) Moller, A.; Nordheim, A.; Kozlowski, S. A.; Patel, D.; Rich, A. Biochemistry 1984, 23, 54.
(396) Liu, L. F.; Wang, J. C. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1987, 84, 7024.

(397) Peck, L.J.; Wang, J. C. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1983, 80, 6206.

(398) Mirkin, S. M.; Lyamichev, V. I.; Kumarev, V. P.; Kobzev, V. F.; Nosikov, V. V.; Vologodskii, A.
V. J. Biomol. Struct. Dyn. 1987, 5, 79.

(399) Bae,S.; Kim, D.; Kim, K. K.; Kim, Y.-G.; Hohng, S. J. Am. Chem. Soc. 2010, 133, 668.

274



(400)
(401)
(402)
(403)
(404)
(405)

(406)
(407)
(408)
(409)
(410)
(411)
(412)

(413)

(414)
(415)

(416)
(417)
(418)
(419)
(420)
(421)
(422)
(423)
(424)
(425)
(426)
(427)
(428)
(429)
(430)

Wang, G.; Christensen, L. A.; Vasquez, K. M. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2006, 103, 2677.
Sun, X.-G.; Cao, E.-H.; Zhang, X.-Y.; Liu, D.; Bai, C. Inorg. Chem. Commun. 2002, 5, 181.
Eichhorn, G. L.; Shin, Y. A. J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 7323.

Duguid, J. G.; Bloomfield, V. A.; Benevides, J. M.; Thomas Jr, G. J. Biophys. J. 1995, 69, 2623.
Zatta, P.; Drago, D.; Bolognin, S.; Sensi, S. L. Trends Pharmacol. Sci. 2009, 30, 346.

Liquier, J.; Bourtayre, P.; Pizzorni, L.; Sournies, F.; Labarre, J. F.; Taillandier, E. Anticancer
Research 1984, 4, 41.

Sunderman, F. W. Scandinavian Journal of Work Environment & Health 1989, 15, 1.
Taillandier, E.; Taboury, J. A.; Adam, S.; Liquier, J. Biochemistry 1984, 23, 5703.
Spingler, B. Inorganic Chemistry 2005, 44, 831.

Spingler, B.; Da Pieve, C. Dalton Transactions 2005, 1637.

Vandesande, J. H.; Mcintosh, L. P.; Jovin, T. M. Embo Journal 1982, 1, 777.
Thiyagarajan, S.; Rajan, S. S.; Gautham, N. Nucleic Acids Research 2004, 32, 5945.

Bharanidharan, D.; Thiyagarajan, S.; Gautham, N. Acta Crystallographica Section F-
Structural Biology and Crystallization Communications 2007, 63, 1008.

Bharanidharan, D.; Thiyagarajan, S.; Gautham, N. Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst
Commun 2007, 63, 1008.

Song, H.; Kaiser, J. T.; Barton, J. K. Nature Chemistry 2012, 4, 615.

Lim, M. H.; Song, H.; Olmon, E. D.; Dervan, E. E.; Barton, J. K. Inorganic Chemistry 2009, 48,
5392.

Barton, J. K.; Olmon, E. D.; Sontz, P. A. Coordination Chemistry Reviews 2011, 255, 619.
Boon, E. M.; Barton, J. K. Bioconjugate Chemistry 2003, 14, 1140.

Biver, T.; Cavazza, C.; Secco, F.; Venturini, M. J. Inorg. Biochem. 2007, 101, 461.
Rossetto, F. E.; Nieboer, E. J. Inorg. Biochem. 1994, 54, 167.

Fazakerley, G. V. Nucl. Acids Res. 1984, 12, 3643.

Middendorf, S. M.; Diebler, H. Berichte der Bunsen-Gesellschaft 1996, 100, 641.
Taboury, J. A.; Taillandier, E. Nucleic Acids Research 1985, 13, 4469.

Adam, S.; Bourtayre, P.; Liquier, J.; Taillandier, E. Nucleic Acids Research 1986, 14, 3501.
Amo-Ochoa, P.; Castillo, O.; Sanz Miguel, P. J.; Zamora, F. J. Inorg. Biochem. 2008, 102, 203.
Woisard, A.; Fazakerley, G. V. Biochemistry 1986, 25, 2672.

Kypr, J.; Kejnovska, I.; Renciuk, D.; Vorlickova, M. Nucl. Acids Res. 2009, 37, 1713.
Kankia, B. |. Nucleic Acids Res. 2000, 28, 911.

Mouat, M.; Manchester, K. Comp. Haematol. Int. 1998, 8, 58.

van de Sande, J. H.; Jovin, T. M. EMBO J. 1982, 1, 115.

Biver, T.; Garcia, B.; Leal, J. M.; Secco, F.; Turriani, E. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12,
13309.

275



4. Bbliografia

(431) van de Sande, J. H.; MclIntosh, L. P.; Jovin, T. M. The EMBO journal 1982, 1, 777.

(432) Martell, A. E.; Smith, R. M. Critical stability constants; Plenum Press: NY, 1975.

(433) Hunt, J. P,; Friedman, H. L. In Prog. Inorg. Chem.; John Wiley & Sons, Inc.: 2007, p 359.
(434) Burgess, ). Metal ions in solution; Ellis Horwood: Chichester, England, 1978.

(435) Ninomiya, S.l.; Ebie, M.; Hakura, A.; Kohda, K.; Kawazoe, Y.; Shioiri, T. Tetrahedron Lett.
1984, 25, 5785.

(436) Singer, B.; Grunberger, D. Molecular Biology of Mutagens and Carcinogens; Plenum Press:
New York, NY, 1983.

(437) Snodin, D. J. Regul. Toxicol. Pharmacol. 2006, 45, 79.

276



Apéndices






“El aprendizaje es un simple apéndice de nosotros mismos;
. ’ 1y ; il
dondequiera que estemos, estd también nuestro aprendizaje

William Shakespeare

Apéndice 1. Variacién de log (0°/N7) y log(1/TDs,) con la constante de
sustrato de Swain-Scott.

Tabla 3.1.1. Variacidn de log (0%/N7) y log(1/TDso) con la constante de sustrato de
Swain-Scott.

Compuesto s log 0°/N7  log (1/TDso)
N-nitroso-N-etilurea 0,27%° -0,20'8 -1,04%°
Isopropil metanosulfonato 0,29 -0,52%° -1,84%
b 042" 100° 20"
N-nitroso-N-metilurea 0,44 -1,00"° -1,45%
N-nitroso-N-metiluretano 0,546 -1,15% -
Clorozotocina 0,58% - -1,60%
Dietilsulfato 0,64%44 -1,70%° -2,00%
Etil metanosulfonato 0,67464%° -1,52% -
1,3-propanosultona 0,714 1,888 -3,25%
Oxido de cloroetileno 0,83°% - -1,79%
Glicidaldehido 0,83%46 -2,30'® -3,78%
Metilmetanosulfonato 0,836 -2,40"® -4,09%
Dimetilsulfato 0,866 -2,57%% -2,48%
Etilenimina 0,9% - -2,45%
Trimetilfosfato 0,91%40 - -2,22%
Epiclorhidrina 0,93 -2,66% -4,14%548
Oxido de etileno 0,96°% - -3,27%
B-propiolactona 1,07% -2,09' -2,75%
Oxido de propileno 1,082 - -4,46%
Cloruro de bencilo 1,43% - -3,43%

a: Este trabajo.

Al






Apéndice 2 Influencia de la temperatura y la composicion del medio en
la alquilacion de NBP por SO.

Se ha considerado oportuno utilizar el método de velocidades iniciales para evaluar
el efecto de la composicion del medio y la temperatura sobre la constante de
alquilacién, £aq, dados: i) los elevados tiempos de reaccion necesarios para obtener
los parametros del ajuste a reacciones consecutivas; y ii) la pequefia aportacion del
aducto « a la absorbancia inicial. La desviacion existente entre los valores de g
obtenidos a partir del parametro « del ajuste y de la velocidad inicial (tabla 3.1.2)
considerando que la velocidad inicial es exclusivamente la de formacién del aducto

B es del 10% aproximadamente.

Los valores de kaq obtenidos en los diferentes medios en el intervalo de

temperatura 25,0- 37,5 °C se recogen a continuacion.

Tabla 3.1.2. Influencia de T sobre las constantes de alquilacion ka.q para la
reaccion de alquilacion de NBP por SO.

10%Kaiq
(Mis?)
T Agua:Dioxano (v:v)

(°c) 7,5:2,5 7,0:3,0 6,5:3,5 6,0:4,0 5,5:45 5,0:50
25,0 1,3 0,81 0,48 0,36 0,21 0,17
27,5 1,5 0,92 0,70 0,43 0,33 0,20
30,0 1,9 1,1 0,85 0,52 0,37 0,28
32,5 2,1 14 1,0 0,66 0,43 0,42
35,0 2,3 15 1,2 0,82 0,63 0,53
37,5 2,4 1,9 1,2 1,1 0,64 0,57

PH nentro

Se han obtenido los parametros de activacion para todos los medios (tabla
3.1.3). Al comparar los correspondientes al medio 7:3 agua:dioxano obtenidos a
partir del pardmetro a del ajuste Aap/7 (tabla 2.3.21) y a partir del método de

velocidades iniciales, se observa una buena concordancia (tabla 3.1.3).

A2



5. Apéndices

Tabla 3.1.3. Parametros de activacion de la reaccion de alquilacion de NBP por pNSO.

Paré:lneetros Agua:Dioxano (v:v)
activacién 7,5:2,5 7:3 6,5:3,5 6:4 5,5:4,5 5:5
E..
(kJ-mc;qI‘l) 40 +5 |52 *x2 |58 *8 |67 3 |76 +10 92 * 7
A*He,
(kJ-moIIfll) 37 +5 49 +2 55 +8 65 + 3 | 73 +10 |89 =+ 7
-A*S°,
(moltaciy 194 £15 159 £7 141 +25 113 + 9 85 %33 37 21
#
AGaa (25,0°C) o7 19 | 98 +4 | 98 +15 (100 + 6 | 99 + 20 100 + 13
(kJ-mol™)

PpH neutro.

Se ha comprobando también que existe una correlacion isocinética entre
los parametros de activacion (figura 3.1.1) lo que sugiere que el mecanismo por el
que transcurre la reaccion de alquilacion de la NBP a través de Cg, Sx2, es

independiente del medio de reaccion.

100
(50:50)
s~ 80
© .
£ (60:40) (55:45)
g 60
e (65:35)
< 40
(75:25)
R?=0,9996
20 ‘

-250-200-150-100 -50 O
A*S° (J mol™)

Figura 3.1.1.Correlacién isocinética en

medio neutro para medios agua:dioxano

(50:50-75:25). [NBPl,= 1,96:102% M;
[SOl.= (7,69-8,62)-10° M;

A2.2
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