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OBJETIVO

General

Evaluar el efecto de las mezclas de acetona-agua sobre las constates de rapidez de la
reaccion de hidrélisis del sustrato modelo del ARN, 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato,
(HpNPP) con guanidina/guanidinio a 37°C para determinar las mezclas en las cuales se

puede imitar el mecanismo enzimatico de la ARNasa A.

Especificos

Determinar los valores de pKwy el valor de pKa del ion guaninidinio en las mezclas acetona-

agua (de 10 a 80%, de 10 en 10%) a una temperatura constante de 37°C.

Determinar las constantes de rapidez para la catalisis basica especifica en la reaccién de
transesterificacion del HpNPP en las mezclas acetona-agua (de 10 a 80%, cada 10%) a
37°C.

Determinar la existencia de la catdlisis por guanidina en la reaccion de transesterificacion
del HpNPP mediante la realizacién de perfiles de concentracién del catalizador a 37°C en

las diferentes mezclas de acetona agua.

Estudiar el efecto del grado de neutralizaciéon de guanidina en la constante de rapidez de la

reaccion de hidrolisis del HpNPP en diferentes mezclas de acetona-agua.

Proponer los posibles mecanismos de reaccién para la ruptura del HoNPP con base en los

resultados obtenidos.
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Determinar en qué mezclas existe una catalisis bifuncional.

RESUMEN

En este trabajo se presenta el estudio cinético de la reaccion de transesterificacion del
sustrato modelo del ARN, el 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato. Los experimentos se hicieron
en mezclas de acetona con agua en diferentes proporciones volumen/volumen (desde 10%
hasta 80% de acetona) a 37°C en presencia del amortiguador guanidina-guanidinio.

En las mezclas analizadas se pudo observar que el pKw aumenta conforme
aumenta el porcentaje de acetona mostrando un desplazamiento del valor de 13.70 hasta
16.48, lo cual permite que se lleve a cabo la catalisis por el amortiguador empleado.
También se determing el valor del pKa del guanidinio en las mezclas, donde este valor
practicamente se mantiene constante conforme aumenta el porcentaje de acetona en las
mezclas.

Para determinar el mecanismo de reaccién se hicieron perfiles de la variacion de la
constante de rapidez observada con la concentracion total del amortiguador (50%
neutralizado), el grado de neutralizacién (con concentracion constante) y ademas un perfil
de catdlisis basica especifica con hidroxido de tetrametilamonio.

De los perfiles de la variacion de la constante de rapidez de la reaccion con la
concentracion del amortiguador y el grado de neutralizacion, se obtuvo la siguiente
ecuacion de rapidez: Kops = ki[Gu] + kz[Gu] [HGU'] + kon[OH].

De la ecuacién de la velocidad se concluye que hay tres rutas cataliticas posibles
en la reaccidn de ruptura del HoNPP en el medio estudiado: una implica una catdlisis basica
general con constante de velocidad ki, esta ruta no demostr6 mucho cambio al cambiar la
proporcion del disolvente organico. La segunda ruta es una catalisis bifuncional, donde
participa guanidina como base y el guanidinio en su forma &cida. Este dltimo activa de
manera electrostatica al grupo fosfato. Esta ruta, puede considerarse como imitacion del
mecanismo enzimatico de la ARNasa y en este trabajo se encontré que se expresaba en
mayores porcentajes de la mezcla de acetona. Por Ultimo, la tercera contribucion se debe
a la catdlisis basica especifica por los iones hidroxido presentes en el medio, la cual se va

abatiendo conforme aumenta la cantidad de acetona.
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INTRODUCCION

Los ésteres de fosfato son moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza tanto en
sistemas biolégicos y quimicos. Por ejemplo, los monoésteres de fosfato son los
modificadores covalentes mas comunes en procesos metabdlicos que incluyen fosforilacion
y desfoforilacién en la respiracion, la glucolisis, gluconeogénesis, etc. (Voet, 2003). Los
diésteres de fosfato forman parte de la estructura del ADN y el ARN; desde el punto de vista
de la biotecnologia, en particular de la ingenieria genética, un paso muy importante para
manipular el material genético es la hidrolisis eficiente y selectiva de estas moléculas. Los
triésteres de fosfato son toxicos en su mayoria y se han utilizado como pesticidas y armas
guimicas, por lo que existe interés ambiental en el tratamiento y desactivacién de estos
compuestos mediante su hidrélisis para eliminar grandes cantidades almacenadas de ellos
y evitar que se formen subproductos téxicos. (Shneider y Yatsimirsky, 2003).

Los fosfodiésteres son poco reactivos debido a que presentan una carga negativa
(la cual se comparte entre dos oxigenos) y esto los hace menos electrofilicos en
comparacion con los triésteres. La reactividad de los diésteres dependera
significativamente del nucledfilo y del grupo saliente (Kirby y Hollfelder, 2009).

En sistemas biolégicos, la naturaleza ha encontrado dos caminos principales para
la hidrolisis de los esteres de fosfato. Uno es mediante el uso de iones metalicos como
cofactores en el interior de las enzimas y el otro mediante una catélisis general 4cido-base
(Hollfelder y col., 2007). La importancia de la comprension del mecanismo de la hidrdlisis
de los ésteres de fosfato, radica en que proveera una base sélida para el disefio racional
de fosfodiesterasas artificiales mas eficientes que puedan funcionar como agentes
terapéuticos y tener otros usos potenciales (Nome y col., 2008).

Hasta ahora, se conoce que la gran eficiencia de las enzimas se debe a la
cooperacion entre los grupos funcionales de sus sitios activos y se cree que un factor
importante que contribuye a la eficiencia de la catalisis enzimatica es la deshidratacién
parcial del sustrato y del sitio activo debido al microambiente creado por la presencia de
grupos laterales hidrofébicos de los aminoacidos. Se conoce de informes cientificos que la
transesterificacion catalitica de ésteres de fosfato transcurre mas rdpido en disolventes
organicos que en agua (Kirby y varvoglis, 1967). Sin embargo, se conoce poco sobre el

efecto que tienen las mezclas de disolventes organicos con agua en la hidrolisis de
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fosfodiésteres, aun menos, del mecanismo mediante el cual se lleva a cabo esta
transesterificacion en este tipo de mezclas y en ausencia de metales.

Por esta razon en el presente trabajo se estudié de manera sistematica la reaccion
de transesterificacion de un sustrato modelo del ARN en ausencia de metales, mediante el
uso de un amortiguador de pH, con el fin de conocer el efecto de la mezcla acetona-agua

sobre el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo dicha reaccion.
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ANTECEDENTES

Hidrélisis del ARN por Ribonucleasas

Las enzimas son proteinas sofisticadas con estructuras supramoleculares que catalizan las
reacciones quimicas que ocurren en los sistemas vivos. Debido a una gran variedad de
grupos funcionales en su sitio activo, son capaces de llevar a cabo abundantes
biotransformaciones quimicas bajo condiciones fisioldgicas, con una eficiencia catalitica
sorprendente y alta especificidad hacia su sustrato. En las Gltimas décadas, las enzimas
han sido ampliamente investigadas, no sélo para su comprension catalitica, sino también
por sus posibles aplicaciones (Dong y col., 2012).

Para entender las relaciones entre su estructura y funcion, el mecanismo catalitico
y las aplicaciones potenciales que se derivan de su uso, se han desarrollado diversos
catalizadores biomiméticos basados en la actividad enzimatica. Uno de los grupos de
enzimas que ha destacado en este tipo de investigaciones, debido al tipo de sustrato y al
mecanismo catalitico, es el de las ARNasas o ribonucleasas. Estas son enzimas que
catalizan la hidrélisis del acido ribonucleico (ARN) en componentes mas pequefios (Delvin
y col., 2004). La ruptura se realiza en el fosfato que une a dos nucleoétidos, especificamente
en los enlaces fésforo—oxigeno del esqueleto del ARN (Ver figura 1). Las ARNasas pueden
ser endonucleasas (actividad dentro del nlcleo celular) o exonucleasas (actividad fuera del
nucleo celular) y existen varias subclases dentro del grupo bioquimico 3.1 de las enzimas
(Kirby y col., 1998).
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Figura 1. Estructura del ARN.

La formacion y la ruptura del enlace fésforo—oxigeno es un proceso de suma
importancia para la quimica de la vida (Kirby y col., 2013). El enlace fésforo—oxigeno es un
enlace covalente que se produce entre un grupo fosfato (PO.*) y un grupo hidroxilo (-
OH). Por la cantidad de sustituyentes sobre el fosforo se distinguen entre mono-, di- y
triésteres de fosfato (Taran, 206). La notable estabilidad asociada al enlace fésforo- oxigeno
presente en los fosfodiésteres es un elemento esencial para la supervivencia y
mantenimiento de la vida (Massoud y col., 2014).

La hidrdlisis de los diésteres de fosfato, involucra el ataque nucleofilico al &tomo de
fésforo, por el oxigeno del agua o del hidroxido (Figura 2). Lo anterior genera un
intermediario pentacoordinado y la subsecuente expulsién de un grupo alcohol. En funcién
de la estructura del sustrato, el paso determinante en la reaccion sera el atague nucleofilico

o la ruptura del intermediario (Mancin y Tecilla, 2007).

15



0 O
o O O~/

o
RO-P-O  OH o R2\<// O” +R4OH
l\/ 7 °

O

1?

Figura 2. Mecanismo general de la hidrélisis basica de un diéster de fosfato.
Fuente: Adaptado de Sanchez, 2010

Los diésteres de fosfato no ciclicos y sin el grupo 2-hidroxilo logran mantener su
estabilidad hacia la hidrélisis gracias a la carga negativa del grupo fosfato, que protege a
los enlaces contra el ataque nucleofilico. El mecanismo de la hidrélisis que se presenta es
nuevamente de adicion — eliminacion. El nucledfilo entrante se une al fésforo creando un
intermediario con geometria bipiramidal trigonal, posteriormente ocurre la ruptura de uno
de los enlaces en el diéster (Taran, 2006).

Se estima que la ruptura del enlace fésforo—oxigeno del éster en el acido
desoxirribonucleico (ADN) presenta un tiempo de vida media de billones de afios. Por otra
parte, para el ARN es de al menos cien afios (Suh y Seok Hong, 2000). Esto se debe a la
presencia del grupo B-hidroxilo en la molécula que funciona como el nucledfilo interno
(Taran, 2006). La ARNasa A acelera la ruptura del fosfato al formar enlaces de hidrégeno
y una catalisis tipo acido-base. El mecanismo aceptado para la hidrélisis por la ARNasa A
(Figura 3), consiste en una catdlisis acido-base general en donde el imidazol desprotonado
de la histidina 12 interviene como una base general, mientras que el grupo imidazol
protonado de la histidina 119 funciona como un acido general que interacciona con el grupo

saliente y la lisina 41 acta como catalizador electrostatico (Kirby, 1996).
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Figura 3. Mecanismo de hidrdlisis del enlace fésforo—oxigeno por la Ribonucleasa.
Fuente: Corona, 2008.

Hidrdlisis del ARN por Ribozimas

Hasta la década de los ochentas del siglo pasado se tuvo la creencia de que todas las
enzimas eran s6lo de origen proteico. Después de todo, las proteinas con su variedad de
cadenas laterales son las mas adecuadas para la catalisis quimica que otros biopolimeros.
De aqui que el descubrimiento de que el ARN tuviera actividad catalitica y no sélo transfiera
informacion genética fue algo sorprendente (Corona, 2008). El término que se acufi6 para

este tipo de ARN con actividad catalitica fue de “Ribozima”. Desde entonces se han

descubierto varios ejemplos de ribozimas: la cabeza de martillo, la de forma de broche de
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cabello, las ribozimas del virus delta de la hepatitis, las ribozimas satélite de Varkud (VS),
entre otras (Takagi y col., 2004).

Las ribozimas catalizan reacciones esenciales para el procesamiento del ARN y
sintesis de proteinas (Zhang y col., 2015). El reconocimiento de las ribozimas a su ARN
blanco se da mediante interacciones especificas entres las bases nitrogenadas de la
ribozima y el blanco. La escision se lleva acabo sobre el enlace fésforo-oxigeno del fosfato,
esta actividad se ha visto en la ribozima cabeza de martillo, la broche de cabello, las
ribozimas del virus delta de la hepatitis, GIm S, y las ribozimas VS, entre otras (Zhang y
col., 2015).

La ruptura del ARN llevada a cabo por la ribozima VS es a través de una catalisis
tipo acido-base, al igual que la ARNasa A, donde las bases nitrogenadas adenina 759 y
guanina 638 son muy importantes para el mecanismo catalitico. Las bases nitrogenadas
estabilizan el estado de transicion del tipo fosforano con enlaces de hidrégeno a través de
la adenina protonada que proporcionaria una estabilizacioén electrostatica del estado de
transicion dianiénico (Figura 4). El mecanismo presenta puntos evidentes hacia una

catdlisis 4cido-base por las nucleobases (Smith y Collins, 2007)

Figura 4. Mecanismo general de la reaccién de la ruptura del ARN por la ribozima VS a
través de una catalisis acido-base general.
Fuente: Smith y Collins, 2007
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El efecto cinético isotopico de la ribozima VS muestra que la transferencia del ion
hidrogeno ocurre en el estado de transicion de la reaccion de ruptura del sustrato. La
estrategia catalitica requiere de un &cido y una base para llevarse a cabo la reaccién. Las
bases nitrogenadas adenina 759 y guanina 638 son las responsables de la catalisis.
Estudios indican que en la reaccion quien participa como base es la guanina 638 y como
acido la adenina 759 (Figura 5) (Wilson y col., 2010).

Figura 5. Propuesta del mecanismo de la reaccion de ruptura del ARN por la ribozima VS.

Fuente: Wilson y col., 2010

En el mecanismo, el ion hidrégeno es removido del grupo alcohol del carbono 2 de
la ribosa por la guanina 638. El grupo alcoxi que se forma actuara como nucledfilo sobre el
grupo fosfato, mientras que el grupo saliente es protonado por la adenina 759 (Wilson y
col., 2010).

Enzimas Artificiales

Al considerar el mecanismo de accién de las enzimas y de las ribozimas, los cientificos se

han dado a la tarea de imitar la actividad de estas macromoléculas para poder asi
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comprender el mecanismo de accion y crear aplicaciones en distintitas ramas de la ciencia.
Enzima artificial es el término acufiado por Ronald Breslow para las moléculas que imitan
la actividad de una enzima. Durante las Ultimas décadas, los investigadores han creado
enzimas artificiales como alternativas altamente estables y de bajo costo en una amplia
gama de aplicaciones (Wei y Wang, 2013). Uno de los objetivos de estos ensayos es
ayudarnos a comprender la relacion entre la estructura y la actividad en un sitio enzimatico
utilizando la reactividad de un anélogo biomimético estructuralmente similar (Boulatov,
2004).

Una reaccién quimica en el laboratorio es muy diferente a las reacciones que
suceden en los sistemas vivos. En un laboratorio las especies quimicas atacan a un sustrato
libre aleatoriamente en una disolucién. Cualquier selectividad se debe a la reactividad
particular de una seccion del sustrato o por un impedimento estérico. Las reacciones que
se llevan a cabo en un organismo vivo involucran enzimas, las cuales enlazan y orientan a
los reactantes, lo cual se refleja en la selectividad que ofrecen para llevar a cabo una
reaccion (Breslow, 2009). Dentro de la amplia gama de aplicaciones que podemos
encontrar para las ARNasas artificiales, es el posible empleo en el tratamiento de
enfermedades producidas por virus, hongos, bacterias y algunos tipos de cancer (lo
anterior, mediante el desarrollo de nucleasas dirigidas a cadenas de ARN para que
interrumpan el ciclo celular). Ademas, si de las anteriores se generan catalizadores que
puedan hidrolizar selectivamente al ARN, se podria tener la inhibicion selectiva de la
expresion de ciertos genes por la modificacion estructural de oligonucleotidos (Lonnberg y
col, 1998).

Lo anterior, hace importante conocer las condiciones ideales en las cuales se imita
de forma eficiente la actividad de este tipo de enzimas, como los microambientes de sus
sitios activos, con el objetivo de maximizar la actividad catalitica. El impulso para el
desarrollo de nucleasas sintéticas ha estimulado intensivos estudios de la catélisis de la
hidrolisis de diésteres de fosfato en los ultimos afios (Suh y Seok, 2000). De acuerdo con
estudios en esta area, el reconocimiento del sustrato, las interacciones especificas, la
interaccion entre los sitios cataliticos y los sitios de unién al sustrato han sido considerados
como factores fundamentales para el disefio de una enzima artificial eficiente. Hasta ahora
un gran numero de enzimas artificiales se han construido en diferentes estructuras que van
desde pequefios compuestos moleculares, polimeros, conjuntos supramoleculares y

nanomateriales (Yin y col, 2012).
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El disefio de nucleasas artificiales efectivas, necesita el conocimiento sobre varios
aspectos de la hidrélisis de los diésteres de fosfato (Sanchez, 2010). Dentro de las
consideraciones necesarias para llevar a cabo la imitacion enzimatica se debe tomar en
cuenta al menos tres aspectos importantes: el mecanismo de accion, el sitio activo de la

enzima en conjunto con su microambiente y el sustrato.

Catalisis Acido-Base General

No todas las enzimas contienen metales en su sitio activo. Muchas dependen de
cadenas de aminoacidos colocadas estratégicamente para interaccionar con el sustrato y
promover la formacion del estado de transicion de la reaccion antes de expulsar el producto,
o los productos. Tal es el caso de la ribonucleasa A, la cual lleva la catdlisis del ARN a
través de un mecanismo acido-base general donde un residuo de un aminoacido del sitio
dona un ion hidrégeno (H*) a la especie que lleva carga negativa en el estado de transicién.
Ademas, una base general elimina un protén (H*) de la especie que lleva carga positiva en
el estado de transicion (McKee y McKee, 2009).La ecuacién empirica para la rapidez de

una reaccion de catalisis acido- base general es:

v = [S] (ko + ku'[H'] + kon [OHT] + kna[HA] + ks[B])

En la ecuacion anterior, HA representa a un acido débil y B a una base débil y kua,
ks son sus respectivas constantes cataliticas. Mientras que la catalisis en donde participan
los iones hidrégeno (H*) e hidréxido (OH’) recibe el nombre de catalisis acido-base
especifica. Ambos tipos de catalisis pueden distinguirse experimentalmente mediante la
observacion de la dependencia de la rapidez de la reaccién con la concentracion del
amortiguador.

Un modo de discriminar experimentalmente entre ambas rutas es realizar
experimentos con una serie de disoluciones amortiguadoras en la reaccién catalizada. El
primero puede realizarse con la variacion de la concentracion total del amortiguador con
una proporcion de neutralizacion fija (constante). En el otro experimento, se mantendria
constante la concentracion del amortiguador y se haria variar el porcentaje de
neutralizacion. Si en el primer experimento obtenemos una gréfica de la dependencia de la

constante de rapidez con la concentracion del amortiguador y observamos una
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dependencia lineal (0 no lineal en algunos casos) con una pendiente mayor que cero,
estaremos hablando de una catalisis &cido-base general. En este caso, el segundo
experimento ayudaria a discriminar si la dependencia es con la base, con la forma &cida o
con ambas formas del amortiguador (Jencks, 1969). Sin embargo, si en el primer
experimento obtenemos una gréfica con pendiente de cero y en el segundo una grafica en
donde exista una dependencia de la constante de rapidez con la fraccion de neutralizacion
(que esta directamente relacionada con la concentracion de los iones hidronio e hidréxido)
con pendiente mayor a cero, estaremos en el caso de una reaccién catalizada por la ruta
acido-base especifica (Corona, 2011).

La ruptura de los ésteres de fosfato es susceptible a la catalisis acido-base general.
Buscar reproducir en el laboratorio este tipo de catalisis nos lleva al uso de un amortiguador
de pH, pues en el amortiguador estan presentes un acido débil y su base conjugada. La
mayoria de los estudios cinéticos se han realizado en amortiguadores de pH con imidazol
para elucidar los mecanismos posibles para la catalisis de la ARNasa A, ya que en ésta los
grupos imidazol de las dos cadenas laterales de histidina son parte clave en la hidrolisis
(Corona, 2008).

En los dltimos afios, grupos de investigacion se han dado a la tarea de reproducir
este tipo de mecanismos cataliticos a partir de otros amortiguadores de pH. Las guanidinas
han sido utilizadas como bases de eleccion para llevar a cabo el proceso de imitacion
enzimatica basados en el mecanismo de la ARNasa A. El grupo guanidinio (Figura 6) esta
presente en el aminoacido arginina y frecuentemente se observa en la naturaleza para
coordinar diferentes oxoaniones, tales como carboxilatos y fosfatos, en enzimas y

anticuerpos (Salvio, 2015).

NH

R

HoN NH>

Figura 6. Molécula de Guanidina

La actividad bioldgica de la guanidina, su particular estabilidad termodinamica, la
alta basicidad en disolucién acuosa y las aplicaciones en sintesis han sido objeto de
numerosas discusiones en la literatura de las ultimas tres décadas (Raczynska y col., 2003).

Las guanidinas han sido reconocidas como bases organicas de nitrégeno muy fuertes en
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solucion, el valor del pKa de la guanidina medido en agua es 13.6. La guanidina es una
base mas fuerte que otras que contienen nitrégeno por ejemplo: piridinas, aminas, amidas
y también con dos atomos de nitrégeno basicos como las diaminas. Dichas propiedades
basicas de las guanidinas se han utilizado para la catélisis de diversas reacciones organicas
(Ishikawa, 2009).

La guanidina es un caso especial de sistemas con electrones n-1r conjugados. Un
grupo imino y dos nitrégenos amino se encuentran unidos al mismo atomo de carbono
(Raczynska y col., 2003). La estabilidad termodinamica de las guanidinas aciclicas y sus
formas monoprotonadas se atribuye la estabilizacion por resonancia (Figura 7) (Ishikawa,
2009).

NH2 NH, NH,

e I P i s

2 H2N NH2

Figura 7. Estructuras de resonancia de la Guanidina.

La guanidina posee tres atomos de nitrégeno susceptibles a ser protonados. La
conjugacion n—r posible entre los nitrégenos del grupo amino y del imino incrementa la
basicidad del 4&tomo de nitrégeno imino y disminuye la basicidad del atomo de nitr6geno
amino (Raczynska y col., 2003).

En estudios recientes, se ha informado de la sintesis y la actividad catalitica de
compuestos con unidades de guanidina. Una investigacion cinética mostré que un requisito
previo es la presencia simultdnea de una unidad guanidinio que actia como activador
electrofilico/electrostatico y una unidad de guanidina neutra que actia como base general
(Corona y col., 2010). Por otro lado, mientras que la catdlisis nucleofilica es tedricamente
posible, la mayoria de los informes favorecen a una catalisis basica de Brgnsted general o
modelos de enlaces de hidrogeno para explicar el papel de catalizador de guanidina (Taylor
y col., 2012).
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El Uso de Disolventes para la Hidrolisis Biomimética

El dominio catalitico de las enzimas es notablemente atribuido a una combinacién de
efectos, incluido el efecto del medio (Hollfelder y col., 2001). A diferencia de los receptores
biolégicos, que funcionan casi exclusivamente en el agua, los receptores sintéticos operan
en muchos disolventes, lo que permite modificar o mejorar las interacciones
intermoleculares, como enlace de hidrégeno (Wiskur y col., 2004). Se conoce de informes
cientificos que la transesterificacion catalitica de ésteres de fosfato transcurre méas rapido
en disolventes organicos que en agua. Sin embargo, se conoce muy poco acerca del
mecanismo mediante el cual se lleva a cabo esta transesterificacion en ausencia de metales
(Sanchez, 2010).

La aceleracion de la velocidad de reaccion que provocan las enzimas en las
reacciones de transferencia de grupos fosforilo depende fuertemente del microambiente en
el sitio activo. Algunos calculos hechos para la reaccion que cataliza la nucleasa del
estafilococo muestran que la constante de velocidad puede ser incrementada en un factor
de 10" como consecuencia de la desolvatacion del sustrato. Lo anterior inhibe la formacion
de enlaces de hidrégeno, y a través de un sitio activo preorganizado donde se encuentran
acidos y/o bases débiles en un ambiente con baja permitividad dieléctrica. Por ello, el uso
de medios no acuosos es una aproximacion que resulta apropiada para imitar el
microambiente al interior de las enzimas naturales (Sanchez, 2010).

Los disolventes organicos tienen la ventaja de proporcionar un medio de constante
dieléctrica baja, en la que pueden tener lugar fuertes interacciones eléctricas entre los
reactivos. El interior no polar de las enzimas que ofrece la célula viva es equivalente al uso
de solventes organicos usados en el laboratorio (Kirby y Hollefelder, 2009). Poner una
molécula de sustrato en un disolvente organico se considera, por lo tanto, comparable a su
unién a un sitio activo en el “nucleo hidrofébico” de una enzima. La reactividad puede
mejorar mediante el efecto hidrofébico, especialmente la solvatacion especifica o la
eliminacion del disolvente, y las interacciones electrostaticas fuertes entre dipolos en un
medio de baja polaridad (Kirby y Hollefelder, 2009).
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Efecto del Disolvente

Las reacciones quimicas se pueden realizar en fase gaseosa, liquida o en estado sélido,
pero, por buenas razones, la gran mayoria de las transformaciones quimicas se lleva a cabo
en fase liquida, es decir, en disolucién (Reichardt, 2007).

El efecto del disolvente engloba a los efectos que un disolvente determinado tiene
sobre la reactividad quimica. Entre dichos efectos se encuentran el efecto en la rapidez y
equilibrio de una reaccion, por esta razon la elecciéon de un disolvente nos permite tener
control sobre una reaccion quimica (Reichardt, 2007).

La sensibilidad de una reaccion quimica a los disolventes ha intrigado a los quimicos
por mucho tiempo. En las dUltimas décadas, se han diseflado diferentes técnicas
experimentales con el fin de investigar el papel de los disolventes sobre una reaccion
(Audran Gy col., 2012).

Efecto sobre el pKa

El equilibrio de ionizacion de un &cido o una base esti afectado por un cambio en el
disolvente. Este efecto no s6lo se debe a la acidez o basicidad, sino también a la constante
dieléctrica (permitividad dieléctrica). Algo conocido es que los iones se estabilizan por los
disolventes polares, ya que los dipolos electrostéticos interaccionan directamente con las
cargas eléctricas de los iones y la permitividad dieléctrica disminuye la tendencia de los
iones a reasociarse (Fersht, 1980). La ionizacion de un &cido neutro disminuye con la
adicién de un disolvente de baja polaridad a una solucién acuosa como en la ecuacion que

se muestra a continuacion (Cox, 2013):

HAS A + H'

La razén por la cual los &cidos neutros se ionizan menos en disolventes de menor
permitividad dieléctrica, se debe a que en su disociacion se generan dos iones. Lo anterior
no se favorece ya que el disolvente serd menos eficiente en estabilizar las nuevas cargas

generadas (hay que recordar que la permitividad dieléctrica es la capacidad de separar
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cargas). Por otra parte, la ionizacién de un acido catiénico es muy poco sensible a la
polaridad del disolvente y a su permitividad dieléctrica ya que no hay variacién de carga en
el equilibrio, como se muestra en la siguiente ecuacion (Cox, 2013):

HB* 5B + H'

Cualquier variacién es debida a una pequefia estabilizacién particular de la

estructura quimica del 4cido cationico en el disolvente. (Cox, 2013).

Efecto sobre la Rapidez de Reaccion

Generalmente, la reactividad y el mecanismo de reaccion se visualizan como el
comportamiento de moléculas aisladas, en donde el disolvente se ve s6lo como un soporte
para llevar a cabo dicha reaccion. Sin embargo, un disolvente o0 una mezcla de disolventes
pueden influir en la rapidez de las reacciones quimicas (Reichardt, 2003).

La dependencia de la rapidez de reaccion con el medio puede, en principio, ser
abordado desde dos puntos de vista. El primero con la comparacion de las tasas de
reaccion en fase gaseosa y en disolucién. El segundo, con la comparacion de la rapidez de
reaccion en disolventes diferentes. Hasta hace poco, muy pocas reacciones que se
producen en disolucion habian sido examinandas en fase de gas. Por lo tanto, la
comparacion se ha limitado esencialmente a la comparacion de la rapidez en diferentes
disolventes. Por ejemplo, las reacciones que siguen mecanismos iénicos con considerable
separacion de carga o dispersién de carga durante la activacion, tales como las de
transferencia de protones o reacciones Sy2, son investigadas en disoluciéon (Reichardt,
2003).

La variacién de la naturaleza del medio se manifestara en el cambio de la rapidez
de reaccién observada o en la proporcion relativa de los productos formados cuando el
disolvente interacciona con el estado de transicion de una reaccion, aunque puede no verse

afectado el mecanismo general de reaccion (Castellanos y col., 2001).
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Efecto Hidrofébico

El efecto hidrofébico describe el fenbmeno que se observa cuando sustancias no polares
se mantienen juntas para minimizar su contacto con el agua. Es la base de una gran
variedad de fenédmenos quimicos y bioldgicos, tales como la estabilizacién de la estructura
terciara de las proteinas, los hidratos del metano, la formacion de micelas y liposomas, el
efecto limpiador de los jabones y detergentes, la formacion de membranas biolégicas, entre
otros. Este efecto se produce cuando se mezcla un compuesto no polar con un disolvente
polar capaz de formar enlaces de hidrogeno, un ejemplo clasico es el agregar aceite al
agua. Desde el punto de vista termodinamico, el efecto hidrofébico es un proceso conducido
por la entropia mas que por la entalpia debido al ordenamiento molecular mas que a la
fuerza de las interacciones formadas (Corona, 2006).

El efecto hidrofébico tiene un efecto pronunciado en la estructura de las proteinas.
Regiones de estas pueden estar compuestas por aminoacidos con cadenas laterales
predominantemente hidrofébicas (Cragg, 2010). Cuando una cadena polipeptidica se
enrolla en su estructura tridimensional en disolucion, los aminoacidos no polares quedan
hacia el interior de la macromolécula, teniendo poco o ninglin contacto con el agua. En tanto
las cadenas laterales polares de los aminoacidos descansan en el exterior. (Corona 2006).
Esto permite que las proteinas se unan a sustratos hidrofobos, de tal forma que beneficiara

la interaccién enzima-sustrato. (Cragg, 2010).

Estudios de la Hidrdlisis del ARNy su Molécula Modelo

El estudio de la reactividad del ARN es complicado ya que la estabilidad del enlace fésforo—
oxigeno depende fuertemente de la estructura secundaria del biopolimero. En las
estructuras de doble hélice el apilamiento de bases entre las cadenas dificulta la salida del
nucledtido al adoptar una posicidn apical en el intermediario fosforano; otra dificultad al
trabajar con ARN es que las ribonucleasas naturales se encuentran presentes y pueden
afectar los resultados (Taran, 2006). En este sentido, se opta por el 2- hidroxipropil p—
nitrofenil fosfato (HpNPP) (Figura 8) como anélogo del ARN (Taran, 2006). Con este

modelo, los requerimientos para una catalisis efectiva son menos rigidos, si tomamos en
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cuenta que el sustrato en si mismo contiene al nucledfilo, lo cual que permite examinar los
efectos del disolvente en su transesterificacion y asi obtener informacion sobre el disefio de

microambientes de nucleasas artificiales efectivas (Hong y Suh, 2000).

P-O  OH
OZN@O o

Figura 8. Estructura del 2-hidroxipropil p—nitrofenil fosfato (HPNPP)

Ruptura del 2- hidroxipropil p—nitrofenil fosfato (HpNPP) en Mezclas de Disolventes
con Guanidina como Catalizador

Desde hace tiempo se ha estudiado la ruptura del ARN utilizando el HopNPP como
modelo, un ejemplo son los trabajos de Kallesse quien utilizé el grupo guanidinio como
agente hidrolizante; en el estudio se observaron el efecto de cambio de estructura del
catalizador y los efectos del disolvente. Para ello se varié la cadena alifatica de los
compuestos bis(guanidinio), colocando una unidad aromatica, entre otros grupos. El efecto
del disolvente se analizé utilizando agua y acetonitrilo. Las condiciones de reaccion en agua
fueron de pseudoprimer orden usando una concentracion del sustrato HpNPP 5 veces
menor que el catalizador, mientras que en acetonitrilo se consiguié el mismo efecto con la
concentracion del sustrato 100 veces menor que el catalizador (Kallese, 1997).

Para los estudios en acetonitrilo se observé que a medida que aumenta la cadena
alifatica en los grupos bis(guanidinio) baja la actividad del catalizador, mientras que al
colocar grupos aromaticos como espaciadores aumentd la actividad lograndose un maximo
con el compuesto que tiene un espaciador aromatico y dos grupos aminoinmidazolio.
Observaron gque al agregar mas de 0.1% de agua la contribucidn de la hidrélisis espontanea
por hidroxido es mayor (Kallese, 1997).

Posteriormente, otro grupo reportd un estudio cinético de la reaccion de
transesterificacion del HpNPP (Figura 9) en la mezcla dimetilsulféxido-agua a 37°C en

presencia de diferentes amortiguadores &cido-base como catalizadores (guanidina,
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acetamidina, piperidina, benzamidina, aminoguanidina y metilamina), con el fin de proponer
los posibles mecanismos involucrados en la catalisis con distintos pares de &cido-base
(Coronay col., 2010).
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Figura 9. Transesterificacion del HpNPP con amortiguadores de pH.

Fuente: Coronay col., 2010

Para determinar el mecanismo se llevaron a cabo perfiles de la variacion de la
constante de rapidez observada con la concentracién total del amortiguador (a varios
grados de neutralizacion), y perfiles de variacién de la constante de rapidez observada con
el grado de neutralizacion (con la concentracion del amortiguador constante). También se
analizé el efecto cinético isotépico del disolvente en mezclas con agua deuterada y
relaciones de Brgnsted. Los resultados obtenidos por este grupo de investigacion muestran
gue la rapidez de la reaccién es 6ptima en la proporcion 4:1 DMSO:H20 volumen/volumen.
La catalisis que se llevé acabo mostré un perfil de campana que demuestra que la catalisis
es bifuncional (figura 10). El analisis de todos los datos mostrd que el posible mecanismo
de la reaccién involucra dos rutas, tal como se muestra en la siguiente ecuacion: K ops = K1
[B] + k2 [B] [HB']. En esta ecuacién se muestra la catalisis realizada por la base general y
la catalisis bifuncional. De la dltima, en estudios mas detallados se encontré6 que la

participacion de la forma &cida es como un estabilizador electrostéatico del grupo fosfato. Lo
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anterior puede considerarse como una imitacion del mecanismo enzimético de la ARNasa
A (Coronay col., 2010).
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Figura 10. Perfil de Neutralizacion del amortiguador formado a partir de guanidina.

Fuente: Corona y col., 2010

Otros grupos de investigacion han evaluado la hidrélisis del ARN basados en
modelos como el HpNPP, utilizando diferentes catalizadores en mezclas de disolventes
organicos con agua. Especial atencion se ha dedicado a la utilizacion de diferentes
estrategias para llevar a cabo la catalisis con guanidinio en combinacién con otras unidades
activas, tales como cationes metalicos (Aoki y col., 2002), polimeros (Saveli y Salvio, 2015),
nanoparticulas (Salvio y Cincotti, 2014), entre otros.

Con el objetivo de aprovechar la cooperacién del amortiguador formado por
guanidina/guanidino intramolecularmente, Baldini y col. informaron la sintesis de
guanidinocalixarenos (Figura 11) y del estudio de la transestrificacion del HpNPP en la

mezcla de DMSO/agua con la proporcion 4:1 respectivamente (Baldini y col., 2012).
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Figura 11. Estructura general de los guanidinocalixarenos.
Fuente: Salvio, 2015.

Los resultados obtenidos por estos investigadores muestran que el requisito para
gue exista la catalisis es la presencia de una guanidina neutra que actia como base general
y otra protonada que actla como un activador electrofilico. De igual forma resaltan la
importancia de la molécula que forma un espaciador entre las fracciones del amortiguador
y coOmo ésta genera un impacto en la constante de rapidez observada para la catdlisis del
HpNPP (Baldini y col.,, 2012). Investigaciones como estas apoyan el disefio de
fosodiesterasas artificiales basadas en guanidina como el catalizador de eleccién sobre la
hidrolisis del ARN basados en modelos como el HpNPP (Salvio, 2015).

31



MATERIALES Y METODOS
Sustrato

Para la realizacion de los estudios cinéticos se empleé como sustrato el diéster de fosfato,
2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato (HpNPP) con masa molar de 276.16 g/mol. El sustrato fue
sintetizado de acuerdo a lo informado por Brown y Usher (Brown y Usher, 1965) con la
reaccion del 4-nitrofenilfosfato y el 6xido de propileno y fue proporcionado por el director
del proyecto. Este compuesto es un modelo del ARN ampliamente utilizado. Su reaccién de
ruptura es irreversible y da como producto el 4-nitrofenolato en valores de pH alcalinos
(Figura 12). Este ultimo es facilmente detectable por espectrofotometria del ultravioleta
visible, debido a que tiene una banda caracteristica en la region del visible a 400 nm en

agua.
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Figural2. Reaccion de transesterificacion del HpNPP.

Disolventes

Para la realizacion de todos los experimentos se utiliz6 agua desionizada obtenida del
equipo Barnstead Nanopure, donde el agua obtenida tenia una resistencia de 18.2 MQ que
equivale a 0.055 microsiemens. La acetona que se utilizé fue adquirida de Aldrich con una
pureza del 99.9% vy fue utilizada sin ningan tratamiento previo. En todos los ensayos se

utilizaron mezclas acetona—agua, las mezclas evaluadas se hicieron desde 10% hasta el
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80% de acetona y el resto de agua. Con un incremento de 10% de acetona en cada mezcla
estudiada hasta llegar a 80% de acetona.

Reactivos

Para la realizacién de los experimentos se utilizé hidréxido de tetrametilamonio (M = 181.23
gmol?, pureza del 97%), cloruro de tetrametilamonio (M = 109.60 gmol?, pureza del 99%),
cloruro de guanidinio (M = 95.53 gmol?, pureza del 99 %), &cido clorhidrico (M = 36.46
gmol?, densidad = 1.2 g/mL, pureza del 37%) e hidrégeno ftalato de potasio (M = 204.22
gmol?, pureza del 99.95 %). Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich y
fueron usados sin tratamiento previo. El amortiguador usado como catalizador se generaba
in situ con el cloruro de guanidinio y el hidroxido de tetrametilamonio en proporciones

estequiométricas adecuadas.

Equipo

Las mediciones espectrofotométricas se hicieron en un espectrofotometro modelo Cary 60
de doble haz de luz (con lampara de Xenon), equipado con multicelda y un recirculador de
agua PCB1500, ambos equipos de marca Agilent Technologies. Las titulaciones para
conocer los valores de pKw y pKa se hicieron con un potenciémetro digital marca Metrohm
modelo 780, con el uso de un electrodo de vidrio marca Metrohm (aquatrodo). Para calibrar
el potenciémetro se usaron amortiguadores de referencia frescos a 25 °C con valores de
pH de 4.00, 7.00 y 9.00. El potencibmetro una vez hecha la calibracion, hizo la correccién
del valor de pH a la temperatura de trabajo. Durante los experimentos se mantuvo constante
la temperatura a 37 °C utilizando un bafio de recirculacion de agua marca Julabo modelo
FP45-HL.
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Programas

El analisis de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos y de las titulaciones
potenciométricas para determinar las constantes de rapidez y la constante de ionizacion del
agua en las diferentes mezclas, se hizo con el programa OriginPro™ version 9.0 de 64 bits.
Los valores de pKa fueron calculados utilizando el programa Hyperquad 2008 version 2.1
NT.

Estudios Cinéticos

Las reacciones con el HpNPP (Figura 13) se siguieron espectrofotométricamente con la
medicion de la aparicion del anién 4-nitrofenolato. Durante la sintesis del sustrato se forma
un isémero de la molécula del HpNPP, el cual también es considerado en la reaccion. La
hidrolisis del isémero es mucho mas rapida debido a que el grupo hidroxilo presenta menor
impedimento estérico (ya que es primario), lo cual permite que la desprotonacion ocurra de
mas rapido y con esto comienza la reaccién de transesterificaciéon. El isbmero del sustrato
es considerado también en los ajustes de las curvas de todas las cinéticas que se llevaron

a cabo.

o_ O +

P

O,N N\
’ oL CH g, 0O NO,

(6] O isomero
OH

o
NO,

Figura 13. Reaccién general observada de hidrélisis de HpNPP
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La solucion del sustrato se prepar6 en agua, haciéndola pasar por una columna con
resina Amberlite IR-120H de intercambio iénico para eliminar el catién Ba?* (para purificar
el sustrato, el mismo es transformado en la sal de bario, de ahi la necesidad de removerlo),
gue puede ocasionar interferencia con los estudios cinéticos.

Para los estudios cinéticos se utilizaron mezclas de acetona con agua en una
proporcion variable volumen/volumen desde 10 hasta 80 por ciento de acetona para cada
perfil. Las mezclas se elaboraron incrementando 10 por ciento de acetona en cada mezcla
hasta llegar a 80 por ciento. La disolucion madre del sustrato HONPP se hizo sélo en agua
y fue de una concentracién 1 mM. Todas las mediciones se llevaron a cabo en celdas de
cuarzo de 1 cm de longitud. El volumen dentro de las celdas fue de 2.5 mL y la temperatura
de todos los experimentos fue de 37°C. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de
una alicuota de la disolucion del HoNPP.

En estos experimentos se monitorizd la formacion del producto de la
transesterificacion intramolecular del HpNPP, el 4-nitrofenolato. Para ello se obtuvo el valor
de absortividad molar en las condiciones del experimento (e = 18,000 Lmolicm™ para la
mezcla con 10% de acetona hasta ¢ = 25,000 Lmol'* cm™? en la mezcla de 80% de acetona)
en la longitud de maxima absorcion (en la mezcla al 80% de DMSO agua fue de 410 nm).
En las cinéticas se tuvieron condiciones de pseudoprimer orden, es decir, el sustrato se
mantuvo a una concentracion mucho menor que la de las bases usadas (20 uM), para
realizar el andlisis como cinéticas de primer orden.

En todas las cinéticas con guanidina, la transesterificacién fue completa, por ello las
constantes de rapidez observadas se obtuvieron mediante el ajuste no lineal de la siguiente

ecuacion.

(1-e =) +A,

_ kgt
A= AAw’l(l—e )+ AA,

La ecuacion corresponde a la formacion de dos productos de forma paralela
mediante una cinética de primer orden. A es la absorbancia en cualquier momento, AA _
es la diferencia entre la absorbancia inicial y la infinita, Ao es la absorbancia al inicio, Kops €S
la constante de rapidez observada y t es el tiempo. En la Figura 14 se muestra un ejemplo

de un ajuste con la ecuacion mencionada anteriormente.
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Figura 14. Ajuste de la ecuacion para formacion del 4-nitrofenolato.

Perfil de Concentracion

Para conocer el efecto que tiene la concentracion del amortiguador (catalizador) sobre la
reaccion de ruptura del sustrato, se elaboraron perfiles donde se hizo variar la
concentracion del amortiguador desde 0.008 a 0.16 M, a una fraccidén de neutralizacion del
amortiguador constante del 50% en todas las mezclas realizadas de acetona-agua. Con
este perfil se buscé conocer si existe la catalisis 0 no. En caso de existir, con este perfil se
puede conocer el orden respecto al catalizador.

Las opciones posibles mas comunes se ilustran en la figura 15. En la curva a se
observa un comportamiento de orden cero respecto al catalizador lo cual indica que no
existe la catdlisis. Esto se presenta porgue no hay dependencia con la concentracion del
mismo y se ve reflejado en la pendiente de valor cero (y = ko).

En la curva b se observa un comportamiento lineal, es decir, una dependencia de
orden uno con relacién al catalizador (y = keaCat]r + ko). Esto podria deberse a la
participacién de alguna de las especies (la forma acida o la forma basica) del amortiguador
(catalizador).

Finalmente, en la curva ¢ vemos un comportamiento cuadrético, caracteristico de

una reaccion de segundo orden (y = keaCat]?r + kea[Cat]r + ko). Este tipo de perfiles puede
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deberse a una contribucion de segundo orden de la base, del acido o bien de ambos al

mismo tiempo.

obs

[Catalizador],

Figura 15. Perfiles posibles de la variacion de las constantes de rapidez en funcién
de la concentracion del catalizador: (a) perfil de orden cero, (b) perfil de primer orden y (c)

perfil de segundo orden.

Para generar estos perfiles, se varia la concentracién del catalizador en cada una
de las celdas, manteniendo constante el perfil de neutralizacion, la proporcién del disolvente

y la concentracién del sustrato (en condiciones de pseudoprimer orden).

Perfil de Neutralizacion

Para conocer las especies del amortiguador que participan en el mecanismo de la reaccion
de transesterificacion del HoNPP, se elaboraron perfiles de neutralizacion en cada mezcla
de acetona—agua a estudiar. En este tipo de perfiles se mantuvo la concentracion total del
amortiguador constante en un valor de 0.1 M y se hizo variar la fraccion del amortiguador

desde 0.1 a 0.9 (es decir, del 10 al 90% de neutralizacion).
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Con la elaboracion de estos tipos de perfiles se buscé conocer que fraccion del
amortiguador era la que beneficiaba a la catélisis. En el caso en el que ambas fracciones
del amortiguador sean las que llevan a cabo la catélisis, se obtiene un perfil caracteristico

de una curva en forma de campana.

Célculo de la constante de catélisis basica especifica

Para confirmar o descartar la contribucién de la catélisis basica en la transesterificacion del
HpNPP, se elaboraron perfiles de dependencia de la constante catalitica respecto a la
concentracion de hidroxido. Para este perfil, se utilizé hidroxido de tetrametilamonio como
base y la concentracion se hizo variar desde 0.002 a 0.02 M. Los experimentos se realizaron
en todas las mezclas de acetona-agua estudiadas. Para conocer esta contribucion se debe
obtener la constante de la catalisis basica en cada mezcla de acetona-agua. Esta constante

se obtuvo con las pendientes de las curvas obtenidas en cada mezcla (Kobs = kon[OH])

Estudios Potenciométricos

Las titulaciones se realizaron en mezclas de acetona-agua a 37°C en una celda de vidrio,
cerrada y de 30.0 mL; el volumen inicial de las disoluciones a titular fue de 25.0 mL. Las
disoluciones a titular se burbujearon con N,y se mantuvieron en atmésfera de nitrégeno
durante todo el experimento para evitar la presencia de CO; en disoluciéon ya que la
presencia de carbonatos dificulta el alcance del equilibrio en el electrodo después de cada
adicién de titulante. El potenciémetro se calibré6 usando amortiguadores de referencia a
25°C, pH 4.00, 7.00, 9.00.

Para conocer el pKa se utilizé6 como electrolito soporte cloruro de tetrametilamonio
para ajustar la fuerza idnica a una concentraciéon 0.1 M. Se utiliz6 cloruro de guanidinio con
concentracion de 0.1 M para ser valorado. Como titulante se us6 hidroxido de
tetrametilamonio cuya concentracion fue de 0.05 M en cada mezcla de acetona-agua. El

titulante también estaba en disoluciones que contenian el mismo porcentaje de acetona y
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agua de la mezcla a titular. Después de las titulaciones potenciometricas, los valores de
pKa fueron calculados utilizando el programa Hyperquad 2008.
Previo a estas titulaciones, se determiné el pK; de cada mezcla de acetona-agua realizada
a 37°C con la valoracién de 25 mL de una solucion con una fuerza iénica de 0.1 M de cloruro
de tetrametilamonio y acido clorhidrico como valorante con concentracién de 0.01 M
(previamente valorado) y con hidréxido de tetrametilamonio para ser valorado. Se tomaron
al menos 15 puntos antes y después del punto de equivalencia para poder realizar los
ajustes.

La obtencidn de la constante de disociacion del agua Ki en la mezcla acetona-agua,
usada para calibrar el electrodo, se determind con un ajuste no lineal mediante la ecuacion
de la grafica de volumen de base afadido contra el pH (Johansson y Johansson, 1978);

para la obtencion de la constante K; se utilizé la ecuacion que se muestra a continuacion:

_ Vp(Cp +10PHPR) _ £10PH)
VT g+ £10PH _10@H D

Donde V es el volumen afiadido, Cg es la concentracion de la base afiadida, Vo es el
volumen inicial del acido, Ca es la concentracion del acido, pH es el valor de pH medido,
pKi es el menos logaritmo del producto i6nico del agua en este medio (Ki) y f es un factor
de correccién que es una funcién de los coeficientes de actividad y la diferencia en el
potencial de la interfase del electrodo (potencial de unién). De la ecuacion anterior al
despejar el volumen afiadido (V) y al agrupar términos se obtiene la siguiente ecuacién que

es a que se utiliza para la titulacion de un &cido fuerte con base fuerte:

V,+V '
0+ f[H+]7_(V0+\/)KI -V
Ce [H']Cg

V+ e=0

Ademas de despejar el volumen afiadido y reacomodar los términos, se hizo la sustituciéon
de [H'] (que es la concentracién de H* aparente, es decir, la calculada empleando el valor
de pH medido directamente y no corregido) por 10°", K'i (que es el producto iénico del
agua aparente sin considerar los coeficientes de actividad) por 10°K" y finalmente Ve, el
volumen de equivalencia, que al ser multiplicado por Cg es equivalente al producto de Vo y
Ca (VeCs = VoCh).
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En las titulaciones hechas, la concentracion de la base afadida, el volumen inicial,
los volimenes adicionados, la concentracién exacta del 4cido fuerte a titular y los valores
de pH para cada adicién eran conocidos, por lo que fue posible calcular el valor de pKiy de
f. Una vez obtenidos los valores de f, se corrigieron los valores de pH observados
restandoles el logaritmo de f (pHcorr = pH — logf). Los valores obtenidos de pK; de la mezclas
acetona-agua a 37.0°C se mostraran en el préximo capitulo. En la figura 16 se muestra un

ejemplo de las gréaficas obtenidas y del ajuste por la ecuacion despejada.
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Figura 16. Grafica de volumen de base afiadida contra el pH.
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RESULTADOS y DISCUSION

Para cumplir con los objetivos planteados, el trabajo experimental se dividié en varias
etapas como se describe brevemente a continuacion.

Primero se hizo el estudio del efecto de la concentracion total del catalizador
(guanidinio) en las diferentes mezclas acetona-agua (desde 10 hasta 80 porciento de
acetona, para conocer el efecto del disolvente sobre la catalisis del sustrato) para confirmar
la existencia de la catdlisis por guanidina y el orden respecto al amortiguador. El intervalo
de las concentraciones del catalizador estuvo entre las siguientes concentraciones: 0.01 a
0.2 mol/L.

Después se estudié el efecto del grado de neutralizacion del catalizador en las
diferentes mezclas acetona-agua para conocer las especies involucradas en el mecanismo
de reaccion de ruptura del HpNPP. Con este experimento también se podra conocer en qué
mezclas de disolventes se podria tener una catalisis bifuncional. De acuerdo con los
resultados obtenidos en esta fase, se requirié conocer el valor de la constante basica
especifica (kon) en cada mezcla de disolventes. Lo anterior fue para descartar o considerar
la aportacion de la catalisis por iones hidréxido en la ruptura del HpNPP con la guanidina.

También fueron determinados los valores de pKa de la guanidina en todas las
mezclas acetona-agua. Asi mismo, se determiné el valor de la autoionizacion del agua
(pKw) en las diferentes mezclas de acetona-agua usadas, para poder conocer la
concentracion de iones hidroxido en los diferentes amortiguadores utilizados en los

experimentos.

Determinacién de los Valores del pKw del Agua y del pKa de Guanidinio en las

Mezclas Acetona- Agua

Como el presente trabajo se realizO en mezclas de acetona-agua a una temperatura
constante de 37°C, los valores de pKa de la guanidinio determinados en agua a 25°C no
pueden utilizarse, dada la dependencia de la temperatura y de la mezcla de disolventes
utilizados. Primero se busco si existian informes sobre la determinacion del pKa de la
guanidinio en las mezclas de acetona-agua que se utilizaron. Al no encontrarse en las

condiciones de trabajo empleados, se decidi6 determinarlos a partir de titulaciones
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potenciométricas. Para facilitar las mediciones de pH del electrodo en este medio, se utilizd
cloruro de tetrametilamonio como electrolito de soporte.

Antes de hacer la medicion del valor pKa de guanidina se determinaron los valores
de la constante de autoionizacion del agua (pKw) de todas las mezclas utilizadas bajo las
mismas condiciones. Los valores del pKw en cada mezcla de disolvente se encuentran en
la tabla 1.

Tabla 1. Valores de pKw a 37°C en las diferentes mezclas de acetona-agua.
Porcentaje de Acetona 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
pKw 13.77 14.02 143 1443 1478 1529 1587 16.48

En la tabla 1 se puede notar que los valores de aumentan notablemente conforme
aumenta el porcentaje en volumen de acetona. Sin embargo, antes del 50% de acetona el
aumento es de menos de una unidad del valor de pKw. A partir del 50% de acetona, el
aumento es de casi 0.5 unidades por cada porcentaje. En la figura 17, podemos ver el
comportamiento mencionado. En el grafico se observa un cambio de pendiente en 50% en

volumen de acetona.
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Figura 17. Relacién de los valores de pKw determinados en las mezclas de acetona agua.

Ya que en la gréfica del valor de pKw en funcién del porcentaje en volumen de

acetona, no tenemos una correlacion clara, se buscaron otras opciones para analizar el
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efecto de la acetona sobre el valor de pKw en cada mezcla. La primera correlacion que se
hizo fue con la fraccion molar de acetona, es decir la relaciéon en moles de moléculas de
cada componente del disolvente. La gréfica se muestra en la Figura 18. En ella podemos
observar un comportamiento lineal del pKw con relacion al contenido de acetona. A mayor
contenido de acetona el valor de pKw aumenta, lo que es de esperarse ya que la acetona
es menos polar que el agua y ademas tiene una permitividad dieléctrica menor. Esto genera
gue el agua se disocie menos y por ende su valor de pKw aumente. Al grafico se le hizo un
ajuste lineal, la ecuacion de la recta obtenida fue: pKw = 5.81Xacetona + 13.68, con un valor
de r? de 0.995. El valor del intercepto es muy cercano al valor informado para el agua a la
temperatura de trabajo. En el caso de la pendiente, el valor de 5.81 nos permite esclarecer
gue por cada aumento de 0.1 unidades en la fracciébn molar, el aumento del pKw sera de
0.58 unidades. Lo anterior es de suma importancia porgue entre mayor contenido de
acetona en el medio, menor serd la cantidad de los iones hidrégeno e hidroxido generados
por el medio. Es posible que esto Ultimo permita observar una catalisis por guanidina sin la
contribucién notable de la catalisis por los iones hidroxido. En el caso del analisis en funcién
de la permitividad dieléctrica del medio no hubo una tendencia clara, por lo tanto, no se

informa de su andlisis.
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Figura 18. Relacion de los valores de pKw determinados en las mezclas de acetona agua

en funcién de la fraccion molar.

Existe un informe para valores de pKw en mezclas binarias formadas por acetona y

agua. Desafortunadamente, los valores determinados por el grupo de Woolley se
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encuentran a una temperatura de 25°C y en mezclas menores al 50% de acetona. En la
tabla 2 se muestran los valores obtenidos por este grupo y los valores determinados en el
presente trabajo (Woolley y col., 1977).

Tabla 2. Comparacién de valores de pKw en mezclas acetona-agua.

Porcentaje de acetona en pKw, 25°C * pKw, 37°C
volumen (Woolley y col., 1970)
10% 14.3 13.77
20% 14.68 14.02
30% 15 14.3
40% 15.36 14.43
50% 15.78 14.78

*Valores reportados por Woolley y colaboradores (1977).

En la tabla se puede observar que los valores en ambas columnas aumentan en la
misma proporcion, sin embargo muestran diferencias en los valores de pKw para el mismo
porcentaje. Este comportamiento es de esperarse pues la temperatura aumento, lo que
genera que la constante de autoionizacion del agua aumente y por ende el pKw disminuya.
El andlisis comparativo para el pKw en las mezclas de acetona-agua a 37°C con otros
informes se dificulta al no contar con datos bajo las mismas condiciones, sin embargo existe

una tendencia similar en los valores comparados.

Para conocer los valores de pKa se realizaron las titulaciones agregando alicuotas
de soluciones (mezclas acetona-agua) de hidroxido de tetrametilamonio. Cada vez que se
afiadia un alicuota se anotaba el valor del pH medido por el potenciémetro. El valor de pH
mostrado en el potencidmetro se corrigié para el andlisis de los datos como se menciona
en la seccién de materiales y métodos. En la figura 19 se muestra la curva de valoracion
del cloruro de guanidinio obtenida mediante el procedimiento descrito en la seccién de
materiales y métodos. Una vez hechas todas las valoraciones potenciométricas se
analizaron las curvas obtenidas con el programa hyperquad para obtener los valores de
pKa. Los valores promedio obtenidos de guanidinio para cada mezcla de acetona agua se

muestran en la tabla 3.
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Figura 19. Curva de valoracioén del cloruro de guanidinio a 37°C en la mezcla de

70% de acetona.

Tabla 3. Valores del pKa de guanidinio a 37°C en las diferentes mezclas acetona-agua.

Porcentaje de Acetona 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
en volumen
pKa 131 132 133 135 136 13.63 13.65 13.88

En los resultados de la tabla 3 se observa que el valor de pKa del guanidinio
aumenta en menos de una unidad conforme aumenta el porcentaje de acetona. Por lo que
podemos concluir que el efecto de la acetona en las mezclas no afecta en gran medida el
valor del pKa. Esto es razonable ya que el guanidinio es un 4cido catiénico, y cuando se
disocia, genera ion hidrégeno y guanidina (especie neutra), lo que no tendra un aumento
significativo en las energias de Gibbs de transferencia de fase. En 2012, en el grupo de
Yatsimirsky se informa del valor determinado en mezclas binarias de DMSO-agua para
guanidinio. Para la mezcla que contiene 80% de DMSO el valor del pKa del guanidinio es
de 13.8 (Corona y col., 2012), valor similar al obtenido en la mezcla de acetona-agua en la
misma proporcion que es de 13.9. La diferencia del valor del pKa determinado en este
trabajo, en comparacién en las mezclas binarias es de 0.1. Este comportamiento es muy
razonable pues el guanidinio es un &cido catiénico, lo que lo hace poco sensible a la
polaridad del disolvente y a la permitividad dieléctrica del mismo, ya que no hay variacion

de carga en el equilibrio. Cualquier variacion es debida a una pequefia estabilizacion
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particular de la estructura quimica del acido catiénico en el disolvente (Cox, 2013). Basados
en esta informacion y el informe del valor en la mezcla DMSO-agua 4:1, encontramos que
es de esperarse que el valor de pKa del guanidinio se mantenga estable en mezclas binarias
con alto contenido de disolvente organico.

La estabilidad del valor del pKa podria tener un efecto positivo en la busqueda de
una catalisis por la forma &cida y basica del amortiguador (catalisis bifuncional) porque el
valor de pKw del medio aumenta mientras que el valor de pKa no. Lo anterior se puede ver
con un ejemplo sencillo, si consideramos un amortiguador hecho en una mezcla de 80% de
acetona con el 50% de la forma protonada con una concentracion total 0.1 M, el pH seria
de 13.9 (segun el valor estimado). Con el valor de pKw determinado como 16.5, podriamos
conocer la concentracion de ion hidréxido como pOH = pKw — pH, lo que nos daria una
concentracion de 102° (0.0025). Si comparamos las concentraciones de guanidina y del ion
hidroxido, el guanidinio supera al ion hidroxido casi 100 veces. En la Figura 20 se muestra

el perfil del pKa en funcién del porcentaje de acetona.
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Figura 20. Relacién de los valores de pKa en las mezclas acetona-agua.

En la gréafica de la figura 20 podemos observar que hay un aumento moderado en
el pka desde 10% hasta 50% de acetona. Entre el intervalo de 50 a 70% muestra un
estancamiento y a partir de 80% comienza a elevarse de nuevo. Al igual que con los valores
de pKw se hizo el analisis en funcién de la fraccidbn molar de acetona. El grafico obtenido
del efecto del valor de pKa en funcién de la fraccion molar del disolvente se muestra en la
Figura 21. En esta figura podemos observar que tiene un comportamiento semejante al del

porcentaje en volumen. Se intent6 analizar el efecto del disolvente con el parametro de la
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permitividad dieléctrica pero tampoco hubo una tendencia clara, por lo que no se informa

este analisis.
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Figura 21. Valores de pKa en funcion de la fraccion molar de acetona.

Debido a que los valores de pKw y pKa pueden cambiar con el disolvente (0 mezcla de
ellos) y la temperatura, es necesario determinar su valor cuando se hagan experimentos
para poder correlacionar mejor con los parametros de reaccion. En el caso del guanidinio,
ademas de agua, se conocen sus valores de pKa en mezclas de DMSO:agua 4:1, tanto a
25°C (Salvio y col., 2011) como a 37°C (Corona y col., 2012). Al no contar con informes que
muestren los valores de pKa del guanidinio para la mezcla de acetona-agua a 37°C, dificulta
realizar una comparacion de los datos obtenidos con las otras investigaciones. Por esta
razon es importante reportar lo obtenido sobre estos valores en las condiciones con las que

se trabajaron en este proyecto.

Efecto de la Hidrélisis Basica Especifica

Para conocer la contribucién de la catélisis basica especifica en las diferentes mezclas de
disolvente, se realizaron perfiles de la dependencia de las constantes de rapidez con la
concentraciéon de hidréxido de tetrametilamonio. Las cinéticas se hicieron a 37 °C en un
intervalo de concentracion entre 0.002 a 0.02 M de hidréxido de tetrametilamonio, con un

valor de fuerza i6nica constante de 0.1 M con cloruro de tetrametilamonio. Los valores
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obtenidos para este experimento se muestran en la tabla 4. En este experimento se
determina la pendiente de la recta obtenida y el valor de la pendiente corresponde al valor
de la constante de la catdlisis basica especifica en cada medio.

En la figura 22 se muestran todos los perfiles. En ella podemos observar que
conforme aumenta el contenido de acetona en las mezclas, el valor de la pendiente
aumenta (ver tabla 5). Para confirmar este comportamiento se hizo el grafico de la figura
23, en ella podemos ver que hay una tendencia al aumento de la constante de rapidez por
el aumento de acetona. Esto podria esperarse debido a que la interaccion entre la acetona
y el ion hidréxido es menor que entre la del agua y la del ion hidréxido, lo que afecta en la
basicidad del mismo ion. Es decir, debido a que la acetona solvata de manera menos
eficiente al ion hidroxido este estara mas disponible para llevar a cabo la reaccién y por lo

tanto la constante de rapidez serd mas elevada.

Tabla 4. Relacion de los valores obtenidos para las constantes de rapidez de la reaccion
entre el HONPP con iones hidroxido a 37°C en las diferentes mezclas de acetona-agua con

una fuerza ionica controlada de 0.1 M.

Kobs* 103 S_l*

[OH]. M 20% 30% 40% 50%  60%  70%  80%
0.002 0.018 0.020 040 035 027
0.004 0.41 0.44 0.48 058 083 1
0.005 0.54 0.58 0.64 0.78 1.1 15 2.2
0.006 0.67 0.73 0.77 0.93 1.3 2.1
0.008 0.92 1.0 1.0 1.3 1.9 1.6 46

0.01 1.2 1.2 1.4 1.8 2.0 2.4 6.3
0.014 1.6 1.8 2.0 2.4 35 3.9 11.8
0.018 2.2 2.3 2.6 33 45 5.9 14.9
0.020 2.4 2.6 3.0 38 5.2 7.2 16.2

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%.

Tabla 5. Constantes de rapidez para la hidrélisis basica especifica a 37°C en las mezclas

acetona-agua.
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Porcentaje de acetona en volumen 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
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Figura 22. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentracién de hidréxido

de tetrametilamonio.
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Figura 23. Variacién de las constantes de rapidez basica especifica contra el porcentaje

de acetona.
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Efecto de la Concentracion Total del Amortiguador

Para conocer si la guanidina es capaz de efectuar una catdlisis acido-base en la reaccion
de transesterificacion del HpNPP se evalu6 el efecto de la concentracion del amortiguador.
El experimento se realiz6 mediante la variacion de la concentracion del amortiguador en
cada mezcla de acetona-agua con una proporcién de neutralizacion fija del 50%. El motivo
de usar esta fraccion de neutralizacion es porque se tiene la presencia en cantidades
equimolares de las dos especies del amortiguador (HGu*/Gu) y ademas, justo en esa
proporcion el valor de pH del amortiguador es igual al pKa del &cido. Lo anterior lo podemos
confirmar con la ecuacion de Henderson-Hasselbach: pH = pKa + log ([Gu)/[HGu]); si [Gu]
= [HGu"], entonces log (J[GuU)/[HGu™]) =0y pH = pKa.

En todos los experimentos se utilizaron condiciones de pseudoprimer orden
respecto al sustrato ([HpNPP] = 20 uM). El amortiguador se generdé a partir de las
concentraciones adecuadas entre cloruro de guanidinio y el hidréxido de tetrametilamonio.
La concentracidn total del amortiguador se hizo variar desde 0.008 hasta 0.16 My en todos
los casos se mantuvo constante la fuerza ionica con cloruro de tetrametilamonio. Los
valores de las constantes de rapidez se obtuvieron mediante un ajuste no lineal con la ayuda
de la ecuacién mencionada en la seccién de materiales y métodos. Esto fue posible debido
a que el sistema catalitico hidroliza el HpNPP en menos de dos horas y permite el uso de
la ecuacién integral.

Los valores obtenidos para las constantes de rapidez para los perfiles de
concentracion en las diferentes mezclas se muestran en la tabla 6. Dichos valores fueron
utilizados para elaborar los graficos que se muestran en la figura 24 con el fin de explicar
los siguientes efectos. En el panel (a) de la figura 24 se observa que desde el 10% al 40%
de acetona con agua, existe la catalisis por guanidina. Sin embargo, la dependencia es de
primer orden ya que tenemos una linea recta. Esto significa que, en estas fracciones de
acetona, en el mecanismo esta involucrado so6lo una especie de guanidina (Kops =
keu[Gu]r+ko, donde ko = 0), la forma protonada o la desprotonada, por lo que en esta zona
no es posible encontrar una catalisis bifuncional. En otras investigaciones se ha visto el
mismo comportamiento, donde al incrementar la cantidad de disolvente organico
incrementa también la constante de la rapidez de la reaccion de la ruptura del éster de
fosfato. Por ejemplo, en la mezclas de DMSO-agua y acetonitrilo-agua muestran que la

constate catalitica aumenta conforme disminuye la cantidad de agua en las mezclas
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(Gémez y col., 2006; Salvio y col., 2011; Baldini y col., 2012). Sin embargo no se ha visto
un perfil cuadratico, por lo que no es posible considerar una catélisis bifuncional por el
amoritguador de pH.

Para poder distinguir qué especie es la que participa en el mecanismo, se hizo el

perfil de neutralizacion cuyos resultados se analizan mas adelante.

Tabla 6. Relacién de valores obtenidos para las constantes de rapidez en funcion de la

concentracion del amortiguador de acuerdo al porcentaje de acetona.

[Gulr, Kobex10° S
moliL ~ 10% 20% 40% 50% 60% 70% 80%
0.008  0.038  0.039 0.041 0.027 0.054 1.0 1.4
0.01 0065  0.068 0.078 0.039 0.074 0.75 0.86
0.02 1.1 0.099 1.1 0.055 1.0 1.3 2.4
0.04 2.2 2.2 2.4 1.1 2.8 2.3 4.3
0.08 4.9 4.7 4.8 2.3 5.4 5.0 10.6
0.1 6.6 6.1 6.2 4.7 7.5 6.9 14.0
0.12 7.9 7.6 7.5 6.5 8.9 9.8 20.3
0.14 9.4 8.9 8.8 7.8 10.6 8.5 26.5
0.16 10.6 10.5 10.2 11.0 12.6 16.3 30

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%.
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Figura 24. Perfiles de concentracion en la catélisis del HoNPP con guanidina a 37°C en
las mezclas de acetona del: (a) 10 a 40% y (b) 50 a 80%)
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En los perfiles hechos a partir de las mezclas con 50% de acetona se comienza a
observar un ligero comportamiento cuadratico de la curva, como se observa en la parte (b)
de la figura 24 (el cual no es efecto de la fuerza i6nica, ya que esta se mantuvo constante).
En la mezcla con 80% de acetona, la curvatura del perfil es mas evidente y refleja una
contribucién de segundo orden por parte del catalizador (kobs = ko + ki[Gu]r + ko[Gulr?). Esto
puede ser por la parte basica del amortiguador o bien por ambas fracciones del catalizador
en la transesterificacion catalitica del sustrato. Del mismo modo que en los casos anteriores,
una vez identificada la existencia de la catalisis basica se hace la caracterizacion de las
especies importantes mediante los perfiles de neutralizacion.

Este tipo de perfil, cuadratico, fue informado por primera vez el grupo de Yatsimirsky.
En el grupo de Yatsimirsky se utilizé guanidinios y amidinios de 70 a 90% de DMSO acuoso.
Por otra parte el grupo de Salvio se ha basado en el trabajo del grupo de Yatsimirsky y ha
sintetizado diferentes compuestos derivados de guanidinio. Los sistemas incluyen ligantes
tipo pinza derivatizados en una o dos partes con guanidinio, hasta calixarenos de tipo
bisguanidinios. Lo anterior, se basa en el perfil cuadratico encontrado por el grupo de
Yatsimirsky, ya que todos los trabajos de Salvio se han hecho principalmente en la mezcla
4:1 en volumen de DMSO:agua (Salvio y col. 2011, 2013, 2015).

Si tomamos como base los trabajos hechos con sistemas biomiméticos de las
ARNasas y Ribozimas, el trabajo que se presenta tiene alta congruencia ya que se
encuentra que a mayor contenido de disolvente organico se comienza a evidenciar la
presencia de una catdlisis de segundo orden en el catalizador (en este caso el

amortiguador).

Efecto del Grado de Neutralizacion del Amortiguador

Con base en los resultados obtenidos en el efecto de la concentracién del amortiguador, se
realizaron perfiles de variacion de la neutralizacién del amortiguador desde 10 al 80% en
cada mezcla de acetona-agua para la reaccion de ruptura del HpNPP. Los experimentos
anteriores se hacen manteniendo la concentracién del amortiguador constante en 0.1 M.

Estos perfiles tienen el objetivo de determinar qué especie o especies del amortiguador
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participan en el mecanismo catalitico de la transesterificacion del HpNPP. Los valores
obtenidos de las constantes de rapidez se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Dependencia de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion del
guanidinio en la transesterificacion del HpNPP a 37°C en funcién del porcentaje de acetona.
kobsx103 S'l

GuL 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

0.01 1.1 1.2 1.2 11 1.2 2.1 4.5
0.02 2.3 2.4 2.8 2.3 2.4 1.6 3.7 7.3
0.03 3.7 3.7 3.8 3.7 4.0 2.6 5.4 10.7
0.04 4.7 5.0 5.3 4.8 5.0 4.1 7.2 12.9
0.05 6.0 6.2 6.0 6.1 6.4 5.9 8.7 15.0
0.06 7.5 7.9 7.5 7.4 7.6 7.6 10.2 15.6
0.07 8.5 8.7 8.7 8.5 8.8 9.2 11.6 16.4
0.08 9.0 9.5 10.0 9.5 10.2 10.6 13.3 17.8
0.09 9.8 9.9 111 115 11.9 12.8 154 20.4

*El porcentaje de error para las constantes fue menor a 1%.

Para poder explicar las tendencias encontradas, se hicieron las graficas de los
perfiles de neutralizacién que se muestran en la figura 25. En los perfiles que se hicieron
del 20% al 60% de acetona, se observa un comportamiento casi lineal con una pequefia
caida entre el 80 y 90% del amortiguador (correspondiente a las concentraciones 0.08 y
0.09 M de guanidina libre). Este comportamiento puede deberse a una alta contribucién de
la forma basica del amortiguador en el mecanismo y/o a la participacion de la catélisis
basica especifica. Al no presentarse curvatura alguna o una mayor actividad en fracciones
correspondientes a la forma &cida del catalizador es un indicativo de que no hay
participacién de la forma acida, por lo tanto, no hay una catalisis bifuncional en estas

mezclas.
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Figura 25. Perfil de la variaciéon de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion
del guanidinio en: (a) del 20 al 60% y (b) del 70 y 80% de acetona.

Por otro lado en la mezcla de 80% de acetona, este perfil denota una tendencia de
disminucion del intervalo entre los valores de la constante que se encuentran entre las
concentraciones de guanidina libre de 0.05 y 0.07. Este comportamiento sugiere un
mecanismo bifuncional. Sin embargo, no cae lo suficiente como un perfil de campana
tradicional. Este tipo de perfiles ha sido informado recientemente por el grupo de
Yatsimirsky (Corona y col, 2012). En su caso utilizé, para el sustrato HpNPP,
amortiguadores de tipo guanidinio y amidinio. Su estudio, lamentablemente sélo abarca de
70 a 90% de DMSO acuso. Aungue también, existen informes previos como el del grupo de
Breslow del perfil en forma de campana en la catdlisis de sustratos modelos del ARN
(Breslow y Anslyn, 1989) (Breslow R y Xu, 1993).El grupo de Kirby demostré (Kirby y col.,
1988) que el perfil anterior se debia a un simple efecto de codisolvente y de la fuerza i6nica
del medio. La importancia de encontrar este tipo de perfiles radica en que se biomimetiza
el comportamiento cinético de una enzima en funcién del valor de pH. Lo que permite
trabajar en condiciones donde se puede imitar el mecanismo mediante el cual realizan sus
funciones las enzimas ribonucleasas.

El comportamiento mostrado en la mezcla de 80% de acetona puede deberse a las
contribuciones simultaneas de todas las especies presentes en el medio [iones hidréxido
(catalisis basica especifica), guanidinina libre (catalisis basica general), ion guanidinio
(catdlisis &cida general) y el disolvente], incluso por la combinacién de algunas de ellas.
Para esto, consideraremos la ecuacion candnica de la catalisis acido-base propuesta por
Brgnsted (1928), Jencks (1969), Laidler (1987) y Kwan (2005), donde se consideran todas

las especies participantes. En nuestro caso, al tener un perfil cuadratico en el efecto de la
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concentracion total, un perfil en forma de campana no simétrico y casi hiperbdlico
consideraremos la participacion de los iones hidroxido, la guanidina libre y la combinacion

de guanidina con guanidinio en la siguiente ecuacion de rapidez:

Kobs = Ka[GU] + k2[Gu] [HGU™] + kon[OH]

En la ecuacién anterior se considera la contribucion de la catélisis basica general,
debido a la dependencia que tiene con la concentracién del amortiguador, se considera
también la catalisis acido-base general (bifuncional) debido al ligero comportamiento en
forma de campana mostrado (en perfiles de alto contenido de acetona), y por ultimo la
catalisis basica especifica atribuida por el medio. Este tipo de ley de rapidez fue informado
también en sistemas similares por el grupo de Yatsimirsky (Corona y Col, 2012), s6lo que
en el presente trabajo se afiade la participacion de los iones hidroxido debido a que si es
aparentemente significativa (vide infra).

Para poder analizar los datos donde se sospecha que si existe la contribucién
bifuncional en la catalisis, se tendrd que dar un tratamiento a los datos haciendo la
correccion por la contribucion de la catélisis por iones hidroxido. Lo anterior se puede hacer
con los valores determinados de la catalisis basica especifica en cada mezcla. Para conocer
la concentracidn de iones hidroxido en cada una de las fracciones del amortiguador se tuvo
gue recurrir a la ecuacién sin aproximaciones de la constante de equilibrio acido base para
la del guanidinio. Esto es, porgue los valores de pKa y del pKw son muy cercanos y las
aproximaciones no son validas. La ecuacion general del calculo de la concentracion,
cuando se toma en cuenta el balance de carga y el de materia de las especies involucradas

en el equilibrio, es:

)= Ka(HGu® |-|H |+|oH )
[Gu]+H" |-|oH" |

La cual, al despejarse para calcular la concentracion de ion hidrégeno, queda como:
[H']? + {[Gu] + Ka}[H*]?> — {Kw + Ka[HGU*]}[H*] — KaKw =0

Con la concentracion de hidrogeno y considerando el valor de Kw y su expresion,
Kw = [H*] [OH], podemos calcular la concentraciones de iones hidrogeno. La resolucion de

la cubica que se empleo fue por el método algebraico, haciendo un algoritmo en Excel para
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poder hacer el calculo mas rapido. No se utilizé el método de Newton-Rapson por ser mas
elaborado para calcular tantos datos, al basarse en aproximaciones.

Con el valor calculado de la concentracion de iones hidréxido y los valores de la
constante de la catalisis basica especifica para cada porcentaje en volumen de acetona
(ver tabla 5) se hizo la siguiente operacion para el tratamiento de los datos obtenidos:

Kobs - kOH[OH-] = kz[GU] [HGU+] + kl[GU]

La ecuacion anterior nos permite descartar la contribucion basica especifica en cada
una de las mezclas. La correccion permitira verificar si existe un efecto de los iones
hidréxido sobre la catalisis bifuncional, para conocer dicho efecto se realizaron las gréaficas
mostradas en la figura 26 y 27. En la figura 26a se muestran los porcentajes de 20 y 30%
de acetona corregidas, se observa que se conserva la linearidad y aparece mas dispersion.
Esto es congruente con la sospecha que no aparecia la catalisis bifuncional en estos
porcentajes. En la figura 26b, en el caso de 40% comienza a caer el perfil, al igual que en
50% y en 60% ya se nota una forma de campana. Los perfiles de 40% y 50% son perfiles
clasicos de una catalisis basica general, donde a mayor proporcién de la base comienza a

saturar la actividad. Sin embargo, no hay una existencia clara de una catalisis bifuncional.
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Figura 26. (a) Perfil de la variacién de la constante de rapidez con el grado de
desprotonacion del guanidinio en 20% y 30% de acetona. (b) Perfil de la variaciéon de la
constante de rapidez con el grado de desprotonacion del guanidinio en 40%, 50% y 60%

de acetona.
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Figura 27. Perfil de la variacion de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion

del guanidinio en 70% y 80% de acetona.

Los perfiles corregidos de las mezclas de 70 y 80% de acetona, tienen una forma
de campana con un maximo entre 0.5 y 0.6 de la fraccién de base libre, que confirman que
en el mecanismo participan ambas formas del amortiguador. Ademas, presenta una
asimetria que confirma una contribucion simultdnea de la catalisis basica general.

Como podemos ver, la aparicion de la catdlisis bifuncional se da en mayores
proporciones de acetona. Aproximadamente desde 60% es donde aparece un vestigio de
su participacion. Para hacer el analisis correcto de los datos se dividié en dos grupos, en el
primero se hizo un ajuste lineal del perfil de neutralizacién corregido para conocer el valor
de la catélisis basica general. En la figura 28 se muestra un ejemplo de este analisis, el
valor de la pendiente de la grafica corresponde al valor de la constante de rapidez, si

consideramos la siguiente ecuacion:

Kobs - Kon[OH] = ki[Gu] + ko
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Figura 28. Analisis en 30% de acetona del perfil de neutralizacién corregido. En

este analisis se obtiene el valor de la constante basica general.

El segundo grupo de datos fue de 60 a 80%, donde se observa un perfil en forma
de campana o una curvatura. Para el analisis de estos datos, debemos considerar la
ecuacion de rapidez corregida: Kobs - Kon[OH] = ko[Gu] [HGU™] + ki[Gu]. Si dividimos ambos

lados entre [Gu], la ecuacién anterior se transforma en:

(Kobs - Kon[OH])/[GU] = k2 [HGU™] + ki

La ecuacion anterior toma la forma de una linea recta en un gréafico coordenadas de
(Kobs - kon[OH])/[Gu] en funcién [HGuU*]. Los valores de las constantes corregidas se
dividieron con la concentraciéon de la guanidina libre y se graficaron en funcién de la
concentracion del ion guanidinio (se calcula restando a 0.1 M la concentracion de la base
libre). En la figura 29 se muestra un ejemplo de este analisis para el caso de 80% de
acetona. En estas coordenadas, el valor de la pendiente corresponde a la constante de la

catdlisis bifuncional, mientras que el intercepto a la constante de la catalisis basica general.
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Figura 29. Ejemplo del andlisis del perfil de neutralizacion corregido en la mezcla de 80%

de acetona.

Los valores obtenidos en el andlisis de los dos tipos de graficas se enumeran en la
tabla 8. En el analisis de 20 a 50% se extrajo el valor de la constante para la catdlisis basica
general, ki, mientras que del segundo grupo de 60 a 80% se obtuvieron el valor de k; y el
de la catalisis basica bifuncional, k2. Un caso especial fue el de 50% de acetona que se
analizé en los dos tipos de coordenadas. En ambos casos el valor de ki practicamente no
vario, por lo que se tomo el valor obtenido para la catalisis bifuncional. Existen reportes
acerca de la presencia de la catdlisis bifuncional en agua. Con los experimentos se
determina que la contribucion existe, pero debido a la presencia de iones hidréxido en una
alta proporcion, su catdlisis es practicamente indetectable. Esto mismo, puede aplicarse en

los sistemas estudiados, ya que en caso de 50%, encontramos que sSi existe pero la
contribucién es muy pequefia.
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Tabla 8. Dependencia de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion del

guanidinio en la transesterificacion del HoNPP a 37°C en funcién del porcentaje de acetona.

X acetona ki, stMm? ka, s M
0.0577 0.035

0.095 0.043

0.140 0.028

0.196 0.031 0.19
0.268 0.061 0.376
0.363 0.020 1.94
0.495 0.028 4.36

En la figura 30, se observan las tendencias de la dependencia de los valores de las

constantes de rapidez ki y k2 en funcion de la fraccién molar de acetona. En el caso de la

catdlisis basica general, ki, se observa que no hay un cambio aparente, ya que hay una

tendencia horizontal con un valor de pendiente practicamente de cero (figura 30 a). Esto

significa que en el caso de la catalisis por la forma desprotonada del amortiguador, no se

afecta en su reactividad al variar la proporcién de acetona. Es decir, no hay efecto de

disolvente en este tipo de catalisis. En el caso de la grafica de la figura 30b, vemos que

conforme aumenta la fraccion molar de la acetona va aumentando el valor de la constante

de rapidez de la catdlisis bifuncional, que es en la que participan ambas especies del

amortiguador.
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Figura 30. Dependencia de los valores de ki1 (a) y k2 (b) en funcién de la fraccion

molar de acetona.
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La aparicion de la catélisis bifuncional puede deberse a un efecto de disolvente
sobre la reactividad. Para tratar de encontrar la explicacion se analizaron los datos de las
constantes de rapidez obtenidas con la permitividad dieléctrica de manera directa, para ver
si habia un efecto electrostatico. La correlacion no existe y no hay ninguna tendencia. En el
modelo de Kirkwood, cuyo analisis también depende de la permitividad dieléctrica del medio
y que da una correlacién con el cambio de polaridad entre las especies participantes de la
reaccion, tampoco se encontrd una tendencia. Para las mezclas acetona-agua, tampoco
hay valores informados de valores del parametro E+(30), que permitirian encontrar una
correlacion con el cambio de solvatacién en la reaccion, por lo que no se pudo correlacionar.
Al intentar hacer varios tipos de analisis y buscar una posible explicacion de la presencia
de la catdlisis bifuncional en un mayor contenido de acetona, la posible respuesta la
podemos encontrar en los parametros termodinamicos que se midieron, los valores de pKa
Y pKw.

Si hacemos un andlisis de los perfiles de neutralizacion, el perfil en forma de
campana casi aparece en 80% y no es hasta que se quita la contribucién por la catalisis
basica especifica que se encuentra el perfil deseado. También podemos observar que la
catélisis basica general no tiene efecto de disolvente y cuando la diferencia del pKa y del
pKw es menor que dos unidades, hay una alta contribucion por las rutas basicas especifica
y general. Esto no permite ver la catalisis bifuncional, pero es hasta que la diferencia es de
mas de dos unidades que permite encontrar su presencia.

Por lo anterior, podemos establecer que el factor mas importante en encontrar las
condiciones donde aparezca un mecanismo donde participen ambas especies, como en las
enzimas, es que el pKw aumente bastante y el pKa no, de tal modo que la diferencia sea
mayor que dos unidades para poder encontrar la catalisis. Otro medio donde se observa
este tipo de catdlisis es en DMSO, donde la diferencia entre el pKw y el pKa es de mas de
5 unidades.

En la figura 31 se muestran las dos principales rutas encontradas para la catalisis
con guanidina en la ruptura del sustrato HpNPP a 37°C en las mezclas de acetona-agua.

Ambas rutas, participan al mismo tiempo en conjunto con la ruptura por iones hidréxido.
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Figura 31. Mecanismos propuestos para la catalisis con guanidina. a) Catdlisis basica

general asistida. b) Catalisis bifuncional con asistencia electrofilia.

En la figura 31a se ilustra el mecanismo donde una base actia desprotonando al
grupo 2-hidroxilo del sustrato, el cual ataca posteriormente al fosforo del grupo fosfato. En
la figura 31b se observa a la catalisis bifuncional donde de igual modo se da mediante el
ataque de la guanidina al grupo 2-hidroxi desprotonandolo y de manera concertada este
ataca al fosfato que esta activado por la interaccién de tipo electrostatica con el guanidinio,
favorecido por la formacién de enlaces de hidrégeno y la complementariedad del fosfato
con el guanidinio.

Este ultimo tipo de interaccion ha sido encontrada en el mismo tipo de sustratos en
las mezclas de DMSO-agua, para los cuales existen distintos reportes donde se analiza la
catdlisis tipo &cido base con amortiguadores formados por derivados de la guanidina, donde
el mecanismo que se propone es similar al propuesto: catalisis basica general y la catalisis
bifuncional con asistencia electrofilica. En 2012, Corona y colaboradores en un trabajo
donde utilizaron diferentes tipos de catalizadores de tipo amidinio y guanidinio, encontraron
este tipo de catalisis en mezclas de DMSO con agua en 80% volumen (Corona y col. 2012).
También, Salvio y colaboradores (Salvio y col., 2011, 2013, 2014 y 2015; Baldini y col.,
2012) proponen el mecanismo bifuncional con asistencia electofilica de diferentes tipos de
sistemas bisguanidinios con una guanidina protonada y una desprotonada en mezclas de
DMSO-agua (Salvio y col., 2011, 2013 y 2015). En ese tipo de sistemas, se ha encontrada
una excelente eficiencia catalitica.

Por otra parte Baldini y colaboradores al igual que Cacciapaglia y colaboradores,
presentan el mismo mecanismo bifuncional para la catalisis del HoONPP con derivados de

calixarenos con unidades de guanidina en una mezcla de DMSO-agua 80/20 vlv.
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(Cacciapaglia y col., 2013; Baldini y col., 2012). También existe al menos un informe del
uso de nanoparticulas de silicio con guanidina para la catélisis del HoNPP, llevados a cabo
en una mezcla de DMSO-agua 4:1, en el cual se propone el mecanismo bifuncional con
asistencia electrofilica. (Savelli y Salvio, 2015). Es importante mencionar que los informes
citados, se realizaron en mezclas que contenian 80% de disolvente organico. Al comparar
los resultados obtenidos con dichos informes, se pude observar que el comportamiento de
la catdlisis por el amortiguador formado por guanidina-guanidinio es similar al que se
presenta en este trabajo, donde la mezcla de disolventes fue de acetona-agua, en el que
se muestra el mecanismo bifuncional en las mezclas que superan el 60% de acetona.

En el presente trabajo, se hizo un estudio detallado en mezclas formadas con un
disolvente aproético polar (acetona) con agua, desde un 10 hasta un 80%. En este se
encontré que conforme se acerca a un porcentaje mayor de 50% de acetona se comienza
a presentar una catalisis de segundo orden por el amortiguador. Ademas, se encuentra un
perfil en forma de campana. Este trabajo resulta de gran importancia porque fundamenta la
utilizacion de mezclas binarias de disolvente organico-agua en sistemas biomiméticos de
las ARNasas. Lo que es importante ya que al disefiar catalizadores no enzimaticos debe
tomarse en cuenta para tener una mejor eficiencia. Ademas, permitira la generacion de mas
sistemas cataliticos que se pueden probar en este tipo de condiciones que permiten emular

a la enzima.
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CONCLUSIONES

La reaccién de transesterificacion del 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato en mezclas de
acetona con agua a 37°C presenta una catdlisis con guanidina, segin se observa en los
perfiles de concentracion.

De los perfiles de concentracion y del grado de neutralizacion, se obtuvo la siguiente
ecuacion cinética de rapidez para la reaccion de transesterificacion del HoNPP a 37°C: Kops
= kq[Gu] + k2[Gu] [HGuU™] + kon[OH]. Esto implica la participacion de tres rutas cataliticas en
los sistemas estudiados, donde puede predominar alguna en funcion de la concentracién
de las especies patrticipantes.

En las mezclas de acetona con agua con mayor proporcion de acetona (de 60 a
80%) se presenta el mecanismo bifuncional. Es decir, a mayor contenido de acetona la
existencia del mecanismo biomimético se hace presente.

Se determinaron los valores de pKw y pKa en las mezclas de acetona-agua a de
37°C. En el caso del pKw el aumento fue de 13.7 a 16.48. Para el valor de pKa, el aumento
fue de 13.1 para la mezcla de 10% de acetona hasta 13.9 en la mezcla de 80% de acetona.

La catalisis basica especifica del HpNPP con hidroxido de tetrametilamonio se
observa en todas las mezclas de acetona-agua estudiadas (10% hasta 80% de acetona).
La constante catalitica mostré un incremento conforme aumenta la proporcién de acetona

la mezcla desde 0.12 hasta 0.75 M1s1,
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