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OBJETIVO

General

Evaluar el efecto de las mezclas de etanol-agua en la reaccion de transesterificacion del sustrato
modelo del ARN, 2-hidroxipropil-p-nitrofenilfosfato (HpNPP), con guanidina, para determinar la(s)

mezcla(s) en el cual se lleva a cabo una catalisis bifuncional

Especificos

Determinar las constantes de rapidez de la catalisis con guanidina en la ruptura del HpNPP
a diferentes concentraciones de etanol acuoso (20-80% v/v), con la variacion de la concentracion
del catalizador y su neutralizacion.

Determinar las constantes de rapidez de la catalisis basica especifica (OH") del HpNPP a
diferentes concentraciones de etanol acuoso (20-80% v/v).

Obtener la ley de rapidez en las mezclas estudiadas y proponer un mecanismo posible
para la ruptura del HPNPP.

Determinar la(s) mezcla(s) donde el mecanismo sea bifuncional y se pueda mimetizar el

mecanismo enzimatico.
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RESUMEN

En el presente trabajo se muestra el estudio cinético de la reaccién de transesterificacion del
sustrato modelo del ARN, el 2-hidroxipropil p-nitrofenilfosfato. Los experimentos se hicieron en
mezclas de etanol con agua en diferentes proporciones volumen/volumen (desde 10% hasta 80%
de etanol) a 37°C en presencia del amortiguador guanidina-guanidinio. 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 neutralizacion (con
concentracion constante) y ademas un perfil de catalisis 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 neutralizacién, se obtuvo la siguiente ecuacion de
rapidez: kobs = ki[Gu] + k2[Gu] [HGuU™] + kon[OH], donde la permitividad del medio y el efecto del
medio sobre el pKw y pKa de la mezcla permiten que predomine alguna ruta. De la ecuacion de
la velocidad se concluye que hay tres rutas cataliticas posibles en la reaccién de ruptura del
HpNPP en el medio estudiado: una implica una catdlisis basica general con constante de
velocidad ki. La catalisis por guanidina libre no presenta un efecto de disolvente y esta presente
en todos los porcentajes de manera constante. En el caso de la ruptura por iones OH" esta se da
en mayores valores de permitividad dieléctrica, lo que es consistente con el hecho de que no
predomine en altos porcentajes de etanol. La ruta de la catalisis bifuncional, donde participan
ambas especies del catalizador: guanidina como base y el guanidinio en su forma &cida, este
ultimo activa de manera electrostatica al grupo fosfato, predomina a menores permitividades
diélectricas y donde la diferencia de pKw—pKa del catalizador sea mayor a 5. Esté ruta, puede
considerarse como imitacién del mecanismo enzimatico de la ARNasa y en este trabajo se
encontré en las mezclas de etanol con agua con mayor proporcion del disolvente organico (de 50

a 80%) predomina esta ruta catalitica.
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INTRODUCCION

Las enzimas son moléculas notablemente sofisticadas que catalizan reacciones esenciales para
la vida, que de otro modo no podrian ocurrir. Después de la elucidacion estructural, se ha podido
entender como operan a un nivel molecular. La mayoria no se han caracterizado y sus
mecanismos quimicos siguen siendo un enigma. Lo que todos tienen en comudn es un complejo
sitio de unién que cambia para acomodar huéspedes moleculares y transformarlos en valiosos
productos quimicos. Cuando se conoce alguna informacién estructural, es posible imitar la
actividad de la enzima mediante el disefio cuidadoso de un analogo artificial (Cragg, 2010).

Una de las caracteristicas mas notables de la quimica de los organismos vivos es el
desarrollo evolutivo de los ésteres de fosfato, por un lado, para proporcionar el esqueleto
extremadamente estable para los biopolimeros que codifican la informacion genética, el ARN y
luego el ADN. Por otra parte, para la regulacidon temporal de proteinas que esta en gran parte
bajo el control de quinasas y fosfatasas, y una vez mas para la generacion, distribucion y
aplicacion de energia libre a través de la célula mediante la manipulacién de anhidridos de acido
fosforico y sus ésteres (Bowler y col., 2010).

La solucién a la paradoja entre la notable estabilidad quimica de monoésteres y diésteres
de fosfato y su facil manipulacién se encuentra en el poder catalitico de las enzimas para romper
los enlaces P-O-C y P-O-P rapidamente. Esto da algunas de las mayores aceleraciones de
velocidad enzimética registradas. La base quimica de esa catalisis esta en el corazén de la
seleccidn natural de ésteres y anhidridos de fosfato para funciones centrales ubicuas en biologia
(Bowler y col., 2010).

Los diésteres de fosfato forman parte de la estructura del ADN y el ARN; desde el punto
de vista de la biotecnologia, un paso clave para manipular el material genético es la hidrolisis
eficiente y selectiva de estas moléculas. Los triésteres de fosfato son en su mayoria toxicos y se
han utilizado en la elaboracion de pesticidas y armas quimicas a lo largo de la historia, por lo que
existe un especial interés ambiental en el tratamiento y desactivacion de estos compuestos
mediante su hidrdlisis, para eliminar grandes cantidades almacenadas de ellos y evitar que se
formen subproductos téxicos (Shneider y Yatsimirsky, 2003).

Existen dos caminos principales por los cuales la hidrdlisis de los ésteres de fosfato se
lleva a cabo. Uno es mediante el uso de iones metélicos como cofactores en el interior de las
enzimas y el otro mediante una catalisis del tipo acido-base general (Hollfelder y col., 2007). La

relevancia en la comprension del mecanismo de la hidroélisis de los ésteres de fosfato radica en
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que proveerd una base solida 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 catélisis enzimatica es la deshidratacion parcial del sustrato y del
sitio activo debido al microambiente creado por la presencia de grupos laterales hidrofébicos de
los aminoéacidos. Se conoce de informes cientificos que la transesterificacion catalitica de ésteres
de fosfato transcurre mas rapido en disolventes organicos que en agua (Kirby y varvoglis, 1967).
Sin embargo, es poco lo que se conoce del efecto que tienen las mezclas de disolventes
organicos con agua sobre la hidrélisis de fosfodiésteres, y ain menos del mecanismo por el cual
se lleva a cabo esta transesterificacion en dicho tipo de mezclas y aunado la ausencia de metales.

Debido a esto en el presente trabajo se estudié de manera sistematica la reaccién 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 etanol-agua sobre el

mecanismo mediante el cual se lleva a cabo dicha reaccion.

13



ANTECEDENTES
Funcionamiento e Importancia de las Enzimas

Dentro de las células ocurre un gran nimero de reacciones quimicas que proveen a éstas de
energia y de los componentes necesarios para su mantenimiento y supervivencia, sin los cuales
muy dificilmente se podria concebir la vida. Muchas de las reacciones necesarias que se llevan
a cabo tienen una rapidez de reaccidn muy baja por lo que tardarian mucho tiempo o inclusive
algunas no ocurririan. Es por ello la imperativa necesidad de la presencia de catalizadores que
potencien la velocidad en que estas se realizan.

Las enzimas son biocatalizadores, especificos, potentes y muy eficientes. Las enzimas
brindan estabilizacion y selectividad biolégica a lo largo de la reaccién y funcionan disminuyendo

la energia de activacion (A*G). Lo anterior se traduce en una aceleraciéon de la rapidez de

reaccion, (en general aceleran las reacciones en un orden de 10" veces mas rapido). De este
modo hacen posible la coexistencia de un gran nimero de reacciones quimicas en el interior de
las células. (Grisham y Garret, 1999)

Las enzimas poseen ciertas caracteristicas primordiales en las que se encuentra basada
su actividad: aceleran en varios 6rdenes de magnitud con relacién a la reaccion no catalizada.
No cambian la constante de equilibrio de una reaccién quimica, no presentan modificacion al final
de la reaccion y poseen un alto grado de especificidad para con su sustrato (Bender y Brubacher,
1977). La causa de que las enzimas "reconozcan" de manera muy especifica a su sustrato reside
en la estructura y la conformacion del centro activo de la enzima. Es decir, las enzimas poseen
una estructura tridimensional bien definida. Si ésta se modifica, la capacidad catalitica puede
verse comprometida ya que gran parte de su actividad incluye la interaccién con el sustrato, por
tal motivo sus caracteristicas estructurales y conformacionales deben ser complementarias a las
del sustrato (lllanes, 2008).

Las enzimas también participan en muchos mecanismos de regulacion y de este modo
permiten que el metabolismo se adapte a diferentes situaciones. En la gran mayoria de los casos
las enzimas son de naturaleza proteica, pero también se conocen &cidos nucleicos

cataliticamente activos llamados como "ribozimas" (Peret6 y col, 2007).
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Biomimética

La biomimética estudia los modelos, sistemas y elementos de la naturaleza con el fin de imitarlos
en sistemas sintéticos. Los estudios biomiméticos han tomado gran relevancia los ultimos afos,
en especial los modelos enzimaticos para la comprension y generacion de enzimas artificiales.
Uno de los objetivos de este campo es el desarrollar catalizadores que puedan ser activados y
modulados durante el proceso catalitico (Dong y col., 2012; Kirby 1996). Lo anterior no solo
ayudaria a que las reacciones se llevaran a cabo en sistemas artificiales, sino que también bajo
condiciones mas seguras y controladas. En el caso de las enzimas, las interacciones no
covalentes juegan un papel fundamental en particular en el confinamiento del sustrato en el sitio
activo, en la creacion de un sitio hidrofébico interno en agua, en las propiedades de
autoreplicacion y también en los sitios alostéricos (Raynal y col., 2014).

El disefio de catalizadores artificiales capaces de competir con algunas enzimas es un
tema de intensa investigacion. Entre algunas de las funciones caracteristicas de un modelo
enzimatico estan las siguientes: tener actividad catalitica que se asemeje a la actividad de la
enzima o que muestre actividad sobre los sustratos de la enzima en cuestién y/o mostrar un alto
grado de reconocimiento estructural y quiral de los sustratos. Un sistema artificial debe contar con
una masa molar menor de 2000 Da, estabilidad a la manipulacion en temperaturas elevadas,
solubilidad en una gama de disolventes y pocos centros quirales (Salvio y col., 2010; Raynal y
col., 2014).

La habilidad que tienen las enzimas para acelerar las reacciones se puede entender en
términos de interacciones mas fuertes entre el estado de transicidn con el sitio activo de la enzima.
Dichas interacciones son del tipo electrostaticas o de enlaces de hidrogeno y ademas contribuyen
a la liberacién de moléculas de agua del centro activo de la enzima al medio (Abe y col., 2012;
Gomez-Tagle, 2006, Hong y Suh, 2000). El cambio de solvatacion del sustrato al entrar al sitio
activo de la enzima repercute del mismo modo que la variacién de la permitividad dieléctrica del
medio al aumentar la rapidez de las reacciones. Es por ello, que una forma de mimetizar la accion
enzimatica puede ser variar la proporcion de disolventes organicos acuosos con el fin de cambiar

la permitividad dieléctrica del medio (Bruice y Benkovic, 2000).

Ribozimas

No todas las enzimas son proteinas a diferencia de lo que se pensaba algunas décadas atras, lo

que contribuy6 al esclarecimiento de esto fue el descubrimiento de RNAs con actividad catalitica
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en los afnos 80 por Thomas Cech y Sidney Altman (de manera independiente cada uno). El
término que se acufi6 para este tipo de RNA que funge como catalizador fue de "ribozima"
(proviene de la union de dos palabras en inglés "Ribonucleic acid" y "enzyme") (Dobey, 2014).
Se han identificado siete clases de RNA catalitico de origen natural hasta la fecha, las
cuales catalizan la escision o la unidn de la cadena principal de ARN por transesterificacion o
hidrolisis de grupos fosfato (Figura 1). Las ribozimas de tipo cabeza de martillo, virus de la
hepatitis D (HDV), horquilla, y Satélite Neuroespora Varkud son pequefios RNAs de 50-150
nucleétidos que realizan la autodivision especifica del sitio (Doherty y Doudna, 2001). Estas
reacciones son explotadas para el procesamiento de intermediarios de replicacion y en el control
de expresién de genes por la ruptura de metabolitos del ARN. Notablemente las enzimas
nucleoliticas y los intrones de autoensamble llevan a cabo reacciones de transesterificacion. La

ARNasa P cataliza reacciones de hidrélisis del enlace fosforo-oxigeno necesarias para procesar
las moléculas del RNAt (Lilley y Eckstein, 2008).

(0] 0]
"L AN
\ — — \ A A
/O ----- R----- O0—R, /O ----- P ----- O—R
W/ A
O o O 0
© ©
A. Transesterificacion B. Hidroélisis

Figura 1. Rupturas de los enlaces P-O mediante: a) transesterificacion y b) Hidrdlisis.

Podemos dividirlas con base en las diferencias de la naturaleza de la reaccién de hidrdlisis
que realizan, en ribozimas grandes y ribozimas pequefias. Estas ultimas requieren de nucledfilos
internos mientras las ribozimas grandes requieren de nucledfilos externos para llevar a cabo la
reaccion (Bevilacqua y Yajima, 2006). De acuerdo con la estructura cristalina, determinada por
estudios cristalograficos, y funcidn de las ribozimas es como se ha obtenido informacién de los
mecanismos de accion de las mismas. Estos estudios han evidenciado que las bases
nitrogenadas del RNA juegan un papel importante en la reaccion hidrolitica. Como se ha indicado
en estudios previos, dos de las bases implicadas en la catélisis de la Hairpin ribozima son la
Guanina-8 y la adenina-38 (Lilley y Eckstein, 2008).

El mecanismo general de estas ribozimas es similar a la de muchas ribonucleasas

proteicas, en la que un nucledfilo de 2’oxigeno ataca el fosfato adyacente en la cadena principal
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de ARN, dando como resultado productos de escision con 2°,3"-fosfato ciclico y terminales
5’hidroxilo. Las ribozimas rompen solamente en un lugar especifico, a diferencia de las
ribonucleasas proteicas, lo que logran mediante el apareamiento de bases y las interacciones
terciarias para ayudar a alinear el sitio de ruptura dentro del nacleo catalitico. EI mantenimiento
evolutivo de estas secuencias puede ser debido a su especificidad del sitio y a la simplicidad y
eficiencia de la auto-divisién del genoma (Doherty y Doudna, 2001).

Ribonucleasas

Las ribonucleasas (ARNasas) son enzimas que catalizan la hidrolisis de moléculas de ARN
(endonucleasas o exonucleasas). Estas enzimas han despertado un genuino interés en el estudio
de los mecanismos quimicos de la accién enzimatica. La hidrdlisis de RNA por ribonucleasas
proteicas tales como la ARNasa A se produce a través de la catélisis acido-base, en el que un
grupo imidazol de histidina actia como una base general y abstrae un protén del nucledfilo 2-
hidroxilo mientras que una segunda histidina actia como un acido general y dona un protén al
grupo saliente 5-hidroxilo (Doherty y Doudna, 2001).

La ARNasa A cataliza la ruptura del enlace entre el fésforo y oxigeno 5’ del ARN de cadena
sencilla. El sitio activo de la enzima esta formado por las histidinas 12 y 119, y la lisina 41. El
mecanismo de ruptura endonucleotica “en linea” de ARN de cadena simple consiste en un paso
inicial de transfosforilacion. La histidina 12 actia como una base y sustrae un proton del hidroxilo
2’ del substrato, facilitando el ataque nucledfilo al atomo de fésforo. La cadena lateral de la
histidina 119 actua como un acido y protona el oxigeno 5 facilitando su desplazamiento. El
fosfodiéster ciclico 2’,3’ resultante se libera al medio donde serd hidrolizado (Cuchillo y col., 1993).
La lisina 41 contribuye a la accion catalitica del enzima estabilizando el exceso de carga negativa
del oxigeno unido al grupo fosforilo en el estado de transicién a través de la transferencia de un

proton (Figura 2).
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Figura. 2. Mecanismo de accion de la ribonucleasa A.

Fuente: Mecanismo adaptado de Gilliand y col. J. Am. Chem. Soc., 1998.

Es el posicionamiento preciso de estos grupos y la capacidad de la proteina para modular
los valores de los pKas de las histidinas, los responsables de la aceleracion de la velocidad de
reaccion en las reacciones catalizadas por la ARNasa A (Doherty y Doudna, 2001). En
condiciones fisioldgicas, la hidrélisis espontanea del ARN se produce con una constante de
rapidez de 107 min™', lo que significa que el tiempo de vida media de la reaccion seria de unos
20 anos. En comparacion, la ARNasa A acelera la velocidad de transfosforilacion mas de 12
ordenes de magnitud, resultando la vida media del ARN del orden de microsegundos (Lépez,

2009).
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Efectos del Disolvente

Efecto del Disolvente en la Rapidez de las Reacciones

Las reacciones quimicas se pueden realizar en distintos estados de la materia como son liquido,
sélido o gas, pero, por buenas razones, la mayoria de las transformaciones quimicas se lleva a
cabo en fase liquida es decir en disolucién (Reichardt, 2007).

El efecto del disolvente comprende los efectos que un determinado disolvente tiene sobre
la reactividad quimica. Entre estos efectos se encuentra el efecto en la rapidez y equilibrio de una
reaccion, debido a esto la eleccion de un disolvente nos puede permitir tener control sobre una
reaccion quimica (Reichardt, 2007).

La sensibilidad que presenta una reaccion quimica a los disolventes participantes en la
misma ha generado gran interés en los profesionales estudiosos de la materia durante mucho
tiempo. En las ultimas décadas, se han disefiado diferentes técnicas experimentales con el fin de
investigar y esclarecer el rol que juegan los disolventes sobre una reaccion (Audran G y col.,
2012).

El disolvente en el que transcurre una reaccion tiene con frecuencia un notable efecto
sobre su rapidez y, desde luego, puede incluso cambiar el mecanismo de la misma. Los efectos
de la variacién del disolvente pueden ser de tipo electrostaticos, entre ellos: la modificacion de
las fuerzas derivadas de las constantes dieléctricas (constantes dieléctricas) de disolventes puros
y mixtos entre particulas cargadas. Los efectos de cambiar de un tipo de disolvente a otro (de
uno polar o uno menos polar), los efectos de la presion interna (cohesion) y externa del disolvente.
Los efectos de la viscosidad del disolvente, los efectos de solvatacidon selectiva por uno de los
componentes en un disolvente mixto o del diferente grado de solvatacion por diferentes
disolventes de los reactivos. El estado de transicion y los productos, efectos de los enlaces de
hidrégeno, efectos de ionizacién del disolvente, los efectos de solvdlisis por el disolvente, y los
efectos de la acidez del medio. Algunos de estos efectos estan relacionados (Reichardt y Welton,
2011).

Los efectos del disolvente involucran una accion especifica del mismo en la etapa de
interconversion quimica que conduce a un cambio de mecanismo 0 a un mecanismo sustituto.
Esto puede incluir a la catalisis de tipo acido o base general /especifica por las moléculas de
disolvente. Para una reaccion quimica que tiene diferente mecanismo por el cual lleva a cabo la
reaccién, un disolvente puede cambiar las probabilidades relativas entre la via hacia cada

mecanismo, pero no los mecanismos reales (Reichard, 2007).
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Las reacciones de sustitucién nucleofilica son claros ejemplos de lo susceptible que puede
una reaccion ser al cambio de disolventes, y que éste genere a la vez, una variacioén en el
mecanismo por el que transcurre una reaccion. Un aumento de polaridad y de la capacidad para
solvatar iones suele cambiar (aunque no necesariamente en todos los casos) el mecanismo de
Sn2 a Sn1. El paso de un disolvente polar protico a otro polar aprético puede provocar un cambio
del mecanismo Sn1 al Sn2, a través de un extraordinario aumento de eficacia del nucledfilo
presente en el sistema (Sykes, 2002).

Los disolventes préticos polares favorecen los mecanismos del tipo Sy1. Esto se debe a
que, en este mecanismo se desarrolla y concentra una carga eléctrica en el estado de transicién
en relacién con los reactivos de partida. La energia requerida para llevar a cabo el proceso se
hace menor a medida que crece la constante dieléctrica € del medio; el proceso también se ve
facilitado al aumentar la solvatacion del par i6nico en desarrollo (Sykes, 2002).

En cambio, para las reacciones Sy2, un aumento de la polaridad del disolvente tiene un
efecto mucho menor, se observa una fuerte variaciéon en la velocidad de las reacciones Sy2
cuando se ven efectuadas bajo disolvente polares apréticos, en lugar de polares préticos. (Sykes,
2002) Este distinto comportamiento de las reacciones Syl y Sn2 frente a los cambios de

disolvente puede emplearse como herramienta de diagnostico mecanistico.

Efecto del Disolvente Sobre el pKa

El equilibrio de ionizacion de un &cido o una base esté afectado por un cambio en el disolvente.
Este efecto no so6lo 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 electrostaticos interaccionan directamente con las cargas eléctricas
de losionesy la permitividad dieléctrica disminuye la tendencia de los iones a reasociarse (Fersht,
1980). La ionizacién de un acido neutro disminuye con la adicién de un disolvente de baja

polaridad a una solucién acuosa como en la ecuacién que se muestra a continuaciéon (Cox, 2013):
HAS A+ H*

La razén por la cual los acidos neutros se ionizan menos en disolventes de menor

permitividad dieléctrica se debe a que en su disociacion se genera dos iones. Lo anterior no se

favorece ya que el disolvente sera menos eficiente en estabilizar las nuevas cargas generadas

(hay que recordar que la permitividad dieléctrica es la capacidad de separar cargas). Por otra

20



parte, la ionizacion de un acido catiénico es muy poco sensible a la polaridad del disolvente y a
su permitividad dieléctrica ya que no hay variacion de carga en el equilibrio, como se muestra en
la ecuacion siguiente (Cox, 2013):
HB* S B + H*
Cualquier variacion es debida a una pequefia estabilizacién particular de la estructura

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

Catdlisis Acido-Base General

No todas las enzimas contienen metales en su sitio activo. Muchas dependen de cadenas de
aminodacidos 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 a cabo la catalisis del ARN a través de un
mecanismo acido-base general donde un residuo de un aminoacido del sitio dona un ion
hidrogeno (H*) de la especie que lleva carga negativa en el estado de transicion. Ademas, una
base general elimina un proton (H*) de la especie que lleva carga positiva en el estado de
transicion (McKee y McKee, 2009). La ecuacion empirica para la rapidez de una reaccion de
catalisis 4cido-base general es:
L = [S] (ko + ke'[H*] + kon [OH] + kna[HA] + kg[B])

En la ecuacién anterior, HA representa a un acido débil y B a una base débil y kua, ks son
sus respectivas constantes cataliticas. Mientras que la catdlisis en la cual participan los iones
hidrogeno (H*) e hidréxido (OH") recibe el nombre de catalisis 4cido-base especifica. Ambos tipos
de catalisis pueden distinguirse experimentalmente por medio de la observacién de la
dependencia de la rapidez de la reaccion con la concentracién del amortiguador.

Un modo de diferenciar experimentalmente entre ambas rutas cataliticas 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 dependencia lineal (o no lineal en algunos
casos) con una pendiente mayor que cero, estaremos hablando de una catalisis acido-base

general. En este caso, el segundo experimento ayudaria a discriminar si la dependencia es con
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la base, con la forma acida o con ambas formas del amortiguador (Jencks, 1969). No obstante,
si en el primer experimento obtenemos una grafica 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 esté directamente relacionada con la concentracion de los iones hidronio e
hidroxido) con pendiente mayor a cero, estaremos en el caso de una reaccion 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 catdlisis nos lleva al uso de un amortiguador de
pH, pues en el amortiguador estan presentes tanto un acido débil como su base conjugada. La
mayoria de los estudios cinéticos se han realizado en amortiguadores de pH con imidazol con la
finalidad de 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 hidrélisis
(Corona, 2008).

En los Ultimos afos, 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 eleccién para llevar a cabo el proceso de imitacion enzimética basados
en el mecanismo de la ARNasa A. El grupo guanidinio (Figura 3) 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

H,oN NH,

Figura 3. Molécula de Guanidina

La actividad biolégica de la guanidina, su particular estabilidad termodinamica, la alta
basicidad en disolucién acuosa y sus 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 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 catalisis de diversas reacciones organicas (Ishikawa, 2009).

La guanidina es un caso especial de sistemas con electrones n-1r conjugados. Un grupo

imino y dos nitrdgenos amino se encuentran unidos al mismo atomo de carbono (Raczynska y
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col.,, 2003). La estabilidad termodinamica de las guanidinas aciclicas y sus formas
monoprotonadas se atribuyen a la estabilizacion por resonancia (Figura 4) (Ishikawa, 2009).

NH2 NH, NH,

e I P

2 H2N NH2 2

Figura 4. Estructuras de resonancia de la Guanidina.

La guanidina posee tres atomos de nitrégeno susceptibles a ser protonados. La
conjugacion n—1r1 posible entre los nitrégenos del grupo amino y del imino incrementa la basicidad
del &tomo de nitrégeno imino y disminuye la basicidad del &tomo de nitrdgeno 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 simultanea de una unidad guanidinio que actia como activador
electrofilico/electrostatico y una unidad de guanidina neutra que actia como base general
(Coronay col., 2010). Por otro lado, mientras que la catalisis nucleofilica es teéricamente posible,
la mayoria de los informes favorecen a una catdlisis basica de Brgnsted general o modelos de

enlaces de hidrégeno para explicar el papel de catalizador de guanidina (Taylor y col., 2012).

Catalisis Acido-base General en la Hidrélisis de Enlaces P-O

Los principios de la catalisis acido-base, son utiles para explicar los mecanismos quimicos
fundamentales de algunas enzimas, ya que muchas reacciones son catalizadas por acidos y
bases. Se conocen dos tipos de catalisis acido-base: la catalisis acido-base especifica y la
catdlisis acido-base general. Cuando el efecto catalitico esta dado por los iones H* y OH", se trata
de una catalisis del tipo acido-base especifica (McKee y McKee, 2009). Si la actividad catalitica
es proporcionada por otras especies que actian como acidos o bases en el sentido de Bragnsted
y Lowry (especies que dan o aceptan protones, respectivamente), se trata entonces de una
catalisis del tipo acido-base general. La hidrdlisis de los ésteres es un buen ejemplo de una

reaccion que es catalizada por medio de este tipo de catalisis (Avery, 2002).
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En la ribonucleasa pancreatica humana, también conocida como RNAasa A, que lleva a
cabo la reaccion de hidrdlisis del enlace fosforo-oxigeno. La accion catalitica se debe a que tanto
la forma acida como la basica de dos histidinas se encuentras presentes en el sitio activo de la
enzima, la His 12 (la especie libre, actia como base general) y la His 119 (especie protonada,
que actuara como acido general). La catalisis comienza con la sustraccién de un proton del grupo
2'-OH del sustrato por el par electronico del imidazol de las His 12 y al mismo tiempo una sesion
del proton de la His 119 al sustrato. Liberandose asi el primer producto de la catalisis. Entra el
segundo sustrato, una molécula de agua. La His119 toma uno de los protones del agua. El protén
ataca al grupo fosfato ciclico, dando un segundo estado de transicion. Se rompe el enlace entre
el carbono y el oxigeno y se libera el segundo producto (Battaner, 2013).

Recientemente también podemos encontrar estudios cinéticos que se han realizado, los
cuales se centran en reacciones cataliticas del tipo acido-base general en la ruptura de enlaces
fosfodiéster. Se utilizan amortiguadores de pH con imidazol para esclarecer los posibles
mecanismos que emplea la ARNasa A para llevar a cabo la catdlisis. Se usan amortiguadores
que contengan imidazol, como ya antes se menciond, debido a que este grupo perteneciente a
las cadenas laterales de las histidinas esta fuertemente relacionado como piezas claves durante
la hidrdlisis (Corona, 2008).

Importancia del Guanidinio en la Ruptura de los Enlaces P-O

La importancia del enlace fosforo-oxigeno, en el ADN y ARN, y su poca reactividad hacia la
hidrélisis ha retado a los cientificos a disenar y sintetizar fosfodiesterasas artificiales con el
propésito de que éstas rompan, de manera selectiva y eficiente, polirribonucleétidos,
polinucledtidos de igual manera que una nucleasa lo haria. En las fosfodiesterasas la actividad
mimética, en su mayoria, se logra utilizando cationes metalicos ligados a los sitios activos, se
suele utilizar Cu" y Zn" ya que estos metales responden favorablemente en la reaccion (Salvio,
2015). Sin embargo, los iones metalicos no son las Unicas unidades activas que pueden jugar un
rol central en el mimetismo de la enzima. Una serie de sistemas cataliticos basados en guanidinio
capaces de promover eficazmente la escisién de ésteres de fosfato se han reportado en los
ultimos afos.

La unidad de guanidinio (Figura 5), juega un papel clave en enzimas como la nucleasa
staphylococcal, se ha utilizado ampliamente como un activador y/o grupo de anclaje en el disefio

de catalizadores hidroliticos. Estos catalizadores contienen uno o mas unidades de guanidinio, o
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una unidad de guanidinio en conjuncion con otra unidad activa como un centro metalico, un grupo

hidroxilo, o una base libre en solucién (Salvio y col., 2011).

1H* 2H*
Figura 5. Estructura del guanidinio.

Fuente: Salvio y col., 2011.

La habilidad del guanidinio para enlazar el grupo fosfato se puede atribuir a su estructura
rigida y plana y a su complementariedad geométrica con este oxoanion. Esto permite la formacion
de uno de dos puntos patron de union posible de los enlaces de hidrégeno (Figura 6), ya que hay
otros sitios de unién de los enlaces de hidrégeno que son posibles. Ademas, tiene un alto valor

de pKa que asegura la protonacion sobre un amplio intervalo de valores de pH (Salvio, 2015).

o QT H—NH

—

R \CP/ / NH
0" \\ ]

R o JURIANAEY H—NH Rs

Figura 6. Patron de unién mas comun en la interaccién de un grupo guanidinio con un

fosfodiéster. Fuente: Salvio, 2015

El aducto formado entre fosfato y guanidinio, es resultado de una interaccion electrostatica
y de enlaces de hidrégeno. Esta interaccion, particularmente si nos referimos a su constante de
asociacion en agua y otros disolventes polares no es muy fuerte, pero se presenta. En las
proteinas de manera casi general, la interaccion guanidinio-oxoanion normalmente se lleva a
cabo en el interior de “huecos” hidrofobicos, en donde se favorece y aumenta la fuerza de la
interaccion (Salvio, 2015). Ademas, se han informado de estudios en los que se muestra que la

interaccion del guanidinio con el fosfato mediante puentes de hidrogeno es mas fuerte en mezclas
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de DMSO/agua que en agua pura. Lo anterior puede traducir al siguiente razonamiento, un
catalizador que tenga una unidad de guanidinio como anclaje y/o grupo activador se vera
potencialmente favorecida en una mezcla de solventes con una proporcion menos acuosa, en

otras palabras, en una mezcla de disolventes menos polar (Salvio y col., 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Tabla 1. Reactivos utilizados y sus propiedades.

Férmula del compuesto Caracteristicas principales de los compuestos

(CHz)4NCI Cloruro de tetrametilamonio
Fluka >99% para cromatografia de intercambio i6nico

Masa molar = 109.6

NH, Cloruro de guanidinio

/& Sigma, 99%

H,N NH,* CI
Masa molar = 95.53

0 o
HO o R
jﬂ OONOZ 2—hidroxipropil p—nitrofenilfosfato
Masa molar = 276.16
(HpNPP)

Disolventes

Para la realizacion de todos los experimentos se utilizé agua desionizada obtenida del equipo
Barnstead Nanopure, donde el agua obtenida tenia una resistencia de 18.2 MQ que equivale a
0.055 microsiemens. Se utilizo etanol de pureza del 99.9% y fue utilizada sin ningun tratamiento
previo. En todos los ensayos se utilizaron mezclas etanol-agua, las mezclas evaluadas se
hicieron desde 30% hasta el 80% de etanol y el resto de agua. Con un incremento de 10% de

acetona en cada mezcla estudiada hasta llegar a 80% de etanol.
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Programas

El analisis de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos para determinar las constantes

de rapidez en las diferentes mezclas se hizo con el programa OriginPro™ version 9.0 de 64 bits.

Equipo

Las mediciones espectrofotométricas se hicieron en un espectrofotémetro HP 8453 de arreglo de
diodos equipado con multicelda. Durante los experimentos se mantuvo constante la temperatura

a 37 °C utilizando un bafio de recirculacion de agua marca Julabo modelo FP45-HL.

Estudios cinéticos

Los estudios cinéticos se realizaron en un espectrofotbmetro HP 8453 de arreglo de diodos
equipado con multicelda, equipado con un compartimento termorregulado a 37+0.1°C. Las
reacciones se realizaron en condiciones de pseudoprimer orden ([HpNPP] = 20-70 u mol/L) y se
evaluo el efecto del catalizador y el disolvente sobre la constante de rapidez de la reaccién de
transesterificacion del HpNPP (Figura 7).

Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de una alicuota de la disolucion del
HpNPP. La solucion del sustrato se prepar6 en agua haciéndola pasar por una columna con la
resina Amberlite IR-120H de intercambio i6nico para eliminar el cation Ba?*, que puede ocasionar
interferencia con los estudios cinéticos. La concentracién del HpNPP se determindé mediante la
absorbancia del 4-nitrofenolato después de la hidrdlisis con hidroxido de sodio 0.1 mol/L. La
disoluciéon madre del sustrato HpNPP se hizo s6lo en agua con una concentracion de 1 m mol/L.
Las mediciones se llevaron a cabo en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud. El volumen total en
la celda fue de 2.5 mL. En los experimentos se empled espectrofotométricamente la banda de
absorcion de 420 nm del anién 4-nitrofenolato que se forma, para seguir el transcurso de la
reaccion. Las soluciones para las reacciones se prepararon mediante mezclas de etanol-agua de
20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 porciento.
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Figura 7. Hidrdlisis del HpNPP.

En todas y cada una de las cinéticas con guanidina se completo totalmente la reaccion,
debido a esto las constantes de rapidez observadas se mantuvieron mediante el ajuste no lineal

de la ecuacioén siguiente.

A=AA_ (L-e) +AA L (1-e7) + A

La ecuacién corresponde a la formacién 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.

Perfil de Concentracion

Para conocer el efecto que tiene la concentracion del catalizador sobre la hidrolisis del sustrato,
se elaboraron perfiles donde se hizo variar la concentracion del amortiguador en un intervalo
desde 0.01 a 0.14 mol/L, a una fraccién de neutralizacion del amortiguador constante del 50% en
todas las mezclas realizadas de etanol-agua. Con la finalidad de conocer si existe la catalisis o
no. En caso de que la reaccion se lleve a cabo exitosamente, con este perfil se puede conocer el

orden con respecto al catalizador.
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Las opciones posibles mas comunes se ilustran en la figura 8. En la curva a se observa
un comportamiento de orden cero respecto al catalizador lo cual indica que no existe la catalisis.
Esto se observa ya que 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 relacion al catalizador (y = kcafCat]r + ko). Esto podria sugerir
la participacion de algunas de las especies del catalizador. Finalmente, en la curva ¢ vemos un
comportamiento cuadratico (y = kea[Cat]?r + kea[Cat]r + ko), caracteristico de una reacciéon de
segundo orden. Este tipo de perfiles puede deberse a una contribucion de segundo orden de la

base, del 4&cido o bien de ambos al mismo tiempo.

[Catalizador];

Figura 8. Perfiles posibles de la variacion de las constantes de rapidez en funcion de la
concentracion del catalizador: (a) perfil de orden cero, (b) perfil de primer orden y (c) perfil de

segundo orden.

Perfil de Neutralizacion
Para conocer que especies del catalizador participan en el mecanismo de la reaccion de
transesterificacion del HpNPP se llevaron a cabo perfiles de neutralizacién en cada mezcla de

etanol-agua. En estos perfiles se mantuvo constante la concentracion total del amortiguador en

un valor de 0.1 mol/L y se hizo variar la fraccion del amortiguador desde 0.1 a 0.9 (del 10 al 90%).
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Lo que se buscaba con la elaboracién de un perfil de neutralizacion es conocer que
fraccion del catalizador era la que favorecia a la catélisis. En el caso de que ambas fracciones

del amortiguador sean las que aporten a la realizacion de la catdlisis, se obtiene un pefrfil
caracteristico de una curva en forma de campana (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de neutralizacién de una catalisis bifuncional.
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RESULTADOS Y DISCUSION

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

La primera parte fue evaluar el efecto de la concentracion total del catalizador (guanidinio
50% neutralizado) en las diferentes mezclas etanol-agua (desde 10 hasta 80 por ciento de etanol,
para conocer el efecto del disolvente sobre la ruptura catalitica del sustrato). Este experimento
es muy importante para confirmar la existencia de la catalisis 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 estudio el efecto del grado de neutralizacion del catalizador en las diferentes
mezclas etanol-agua para conocer las especies involucradas en el mecanismo de reaccion de
ruptura del HpNPP. Con relacién a los objetivos planteados, este experimento puede permitir,
ademas de conocer las especies participantes, conocer en qué mezclas de disolventes se podria
tener una catdlisis bifuncional, es decir, un mecanismo donde participen la forma neutra y la
protonada del catalizador.

Debido a que una de las posibles especies participantes en la ruptura del sustrato puede
ser el ion hidroxido, es importante determinar el valor de la constante basica especifica (kon) en
cada mezcla de disolventes. Lo anterior fue para descartar o considerar la aportacion de la

catdlisis por iones hidroxido en la ruptura del HoNPP con la guanidina.

Efecto de la Hidrdlisis Basica Especifica

Debido a la posibilidad de una contribucién por parte de la catalisis basica especifica (hidrélisis
del sustrato por iones hidréxido) en la reaccién en las diferentes mezclas de disolvente, se
realizaron perfiles de la dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion de
hidroxido. Las cinéticas se hicieron a 37 °C en un intervalo de concentracion entre 0.02 a 0.14
mol/L de hidroxido de tetrametilamonio, con un valor de fuerza i6nica constante de 0.2 mol/L con
cloruro de tetrametilamonio. Los valores obtenidos en los experimentos realizados en las
diferentes mezclas de disolvente utilizadas se muestran en la figura 10. De estas gréficas se
obtuvo la pendiente, la cual corresponde al valor de la constante de la catalisis basica en el medio,
kon. Este valor es importante de obtener ya que con él podemos conocer la contribucién de la

reaccion por iones hidréxido en funcién de su concentracion (kons = konw[OH]). Los valores
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obtenidos en cada mezcla de reaccion se muestran en la tabla 2. De los valores encontrados
podemos observar que conforme aumenta el contenido de etanol en la mezcla los valores de las
constantes tienden a disminuir con un comportamiento no lineal. Es decir, lo anterior significa que,
a mayor contenido de etanol, menor es la contribucion de la catalisis por iones hidréxido. Esto
podria deberse a qué hay una interaccion fuerte entre el etanol y los iones hidroxido en
comparacion por ejemplo con acetona (Garcia-Moreno, 2016) y con dimetilsulféxido (Corona,
2008). Esta interaccion puede hacer que compita el disolvente con el sustrato o que ocasiona

una disminucion en los valores de las constantes de rapidez.

Tabla 2. Constantes de rapidez para la hidrélisis basica especifica a 37°C en las mezclas

etanol-agua.

% etanol-agua (v/v)  10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

kown, L molts™ 0.092 0.066 0.068 0.053 0.054 0.043 0.037 0.028 0.012

1.8x107°
{ m 10 -
1.6x10°4 O 20
1 8 30
1.4x107 ® 40 - n
1 o 50 o
1.2x10°3
1 = 60 - .
% 1o0xw03-{ ® 70 o 8
% 1 © 80 - 0 g
2 8.0x10" 1 g B o =
i o &
" u 3] 8 & *
6.0x10™* - °
] O ) TS 2 2 S
O B 2
4.0x10* £ 8 ¢ o °
i u % o O
2.0x10™ g g &
00 T T T T T T T T T

— 1 T T T T T T T — 1
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014 0.016 0.018 0.020
[OH], mol/L

Figura 10. Variacién de las constantes de rapidez bésica especifica en funcioén del porcentaje de

etanol.
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Caldin (1954) informo acerca de la predominacion de la formacion del ion etoxido en las
mezclas de etanol agua en la presencia de los iones hidroxido, mediante evidencia experimental.
Esto puede resultar importante, ya que la competencia entre los iones hidroxido y los iones
etoxido en la catalisis basica especifica puede ser una explicacion del motivo de la disminucion
de su actividad catalitica al aumentar la proporcién de disolvente. Asi mismo, puede existir un
efecto sobre la solvatacion en el estado de transicion, el cual puede tener una mayor carga que
los reactivos y al aumentar el contenido de etanol no se mejora su estabilizacion. Hecho que
puede evidenciarse con la grafica que se muestra en la Figura 11, donde se observa que existe
una dependencia lineal en una parte de la gréfica entre el logaritmo de la constante de rapidez y
el inverso de la permitividad dieléctrica (1/€). La permitividad dieléctrica es una medida de la
capacidad del disolvente para separar cargas mediante una estabilizacion (Reichardt, 2007). Esta
grafica permite observar que en una fraccion de 0 al 90% en volumen de etanol, hay una
dependencia lineal. Esto da evidencia que, en el mecanismo al formarse el estado de transicion,
este tiene mayor carga que los reactivos por lo que al aumentar la cantidad de etanol, se
disminuye la permitividad dieléctrica del medio y esto disminuye la rapidez de reaccién. Esto es
indicativo de una posible desprotonacion del grupo hidroxi del sustrato que a su vez ataca al
atomo de fosforo con lo que se genera un estado de transicién de mayor carga que los reactivos
(Reichardt, 2007).
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Figura 11. Dependencia de las constantes de la catlisis basica especifica en funcién de la

permitividad dieléctrica.
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En la Figura 12 en la dependencia de la constante de rapidez con el valor de pKw, una correlacion
de Brgnsted, tiene un valor de pendiente de -0.5. Este valor de pendiente involucra un desarrollo
intermedio de la carga en el estado de transicion (en donde el complejo activado tiene un aspecto
similar al producto (Williams, 1988)). Esto puede explicar en gran medida porque al aumentar la
proporcion de etanol, se disminuye la permitividad dieléctrica y por ende se disminuye la
constante de rapidez. Finalmente, en la figura 13 se observa una dependencia casi lineal entre la
forma logaritmica de la constante de rapidez y la fraccidon molar del etanol en la mezcla binaria

con agua.
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Figura 12. Relacion de Brgnsted para la catalisis basica especifica en funcion del pKw del

medio.
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Figura 13. Dependencia de la catdlisis basica especifica en funcion del contenido de etanol en

la mezcla binaria de disolvente.

Efecto de la Concentraciéon Total del Amortiguador

Para investigar si la guanidina es capaz de efectuar una catalisis acido-base en la reaccién de
transesterificacion del HpNPP se evalu6 el efecto de la concentracion del amortiguador. El
experimento se realizd de la siguiente manera, se vario la concentracién del amortiguador en
cada una de las mezclas de etanol-agua manteniendo fija una proporcion de neutralizacién del
50%. Se utilizo esta fraccion de neutralizacion para tener presentes en cantidades equimolares
las dos especies del amortiguador (HGu*/Gu), ademas, justo en esa proporcion el valor de pH del
amortiguador es igual al pKa del acido en el medio que se utilizo para llevar a cabo la reaccion.
Lo anterior lo podemos confirmar con la ecuacion de Henderson-Hasselbach para
amortiguadores de pH: pH = pKa + log([Gu]/[HGU]); si [Gu] = [HGuU*], entonces log ([GUl/[HGU*])
=0y pH = pKa.

Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones de pseudoprimer orden respecto al
sustrato ([HpNPP] = 20 umol/L). El amortiguador se gener6 a partir de las concentraciones
adecuadas entre cloruro de guanidinio y el hidroxido de tetrametilamonio (dependiendo de la
proporcion de neutralizacién que se deseaba utilizar). La concentracion total del amortiguador se

hizo variar desde 0.01 hasta 0.14 mol/L y en todos los casos se mantuvo constante la fuerza
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i6nica con cloruro de tetrametilamonio de 0.2 mol/L. Los valores de las constantes de rapidez se
obtuvieron mediante un ajuste no lineal con la ayuda de la ecuacion mencionada en la seccion
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 ecuacion integral.

En la tabla 3 se muestran valores obtenidos para las constantes de rapidez de los
diferentes perfiles de concentracion correspondiente a cada mezcla de etanol-agua. Estos valores
se graficaron para evaluar los efectos sobre la reaccidén, se muestra en la figura 14. En la parte
(a) de la figura 14 se observa que desde el 30% al 50% de etanol con agua, existe la catlisis por
guanidina. Sin embargo, la dependencia es de primer orden ya que observamos una linea recta.
Lo que significa es que en estas fracciones de etanol-agua el mecanismo involucra
aparentemente solo a una especie del catalizador guanidina (Kobs = Keu[GU]r+ko, donde ko = 0), ya
sea la forma protonada o la desprotonada, por lo tanto, en esta zona no es posible encontrar una
catdlisis bifuncional. 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 3. Relacion de valores obtenidos para las constantes de rapidez en funcién de la
concentracion del amortiguador de acuerdo con el porcentaje de etanol en agua.

[Gu]r Kobsx10®, s*

mol/L 30% 40% 50% 60% 70% 80%
0.01 0.035
0.02 0.064 0.055 0.08 0.066 0.058 0.062
0.04 14 1.24 1.44 1.35 1.37 1.47
0.05 1.93

0.06 2.41 2.15 2.27 2.22 2.16 2.64
0.08 3.4 3.06 3.18 3.1 3.51 4.01
0.10 4.34 4.08 3.83 4.12 4.72 5.41
0.12 531 5.12 4.73 5.21 6.0 7.07
0.14 6.21 5.78 6.53 6.87

En los perfiles hechos en las mezclas con mas de 60% de etanol se comienza a observar
un ligero comportamiento cuadrético de la curva, como se observa en la parte (b) de la figura 14
[(este comportamiento no se le puede atribuir al efecto de la fuerza idnica, ya que esta se mantuvo

constante, (Kirby, 1988)]. En la mezcla con 80% de etanol, la curvatura del perfil es mas marcada
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y lo que refleja una contribucion de segundo orden por parte del catalizador (Kobs = ko + ki[Gu]r +
ko[Gu]r?). 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 catdlisis basica se hace la caracterizacién de

las especies importantes mediante los perfiles de neutralizacion.
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Figura 14. Perfiles de concentracién en la catalisis del HoONPP con guanidina a 37°C en las
mezclas de etanol-agua del: (a) 30 a 50% y (b) 60 a 80%.

Este tipo de perfil, cuadratico, fue informado por primera vez por el grupo de Yatsimirsky
(Corona, 2010), en el cual se utilizaron guanidinios y amidinios de 70 a 90% de DMSO acuoso.
Por otra parte, el grupo de Salvio se ha basado en el trabajo de este grupo 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 mencionado, 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 (Corona y col., 2010 y 2012), 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 catélisis de segundo orden en el catalizador (en este caso el amortiguador).
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Efecto del Grado de Neutralizacion del Amortiguador

Debido a los resultados obtenidos en el efecto de la concentracién del amortiguador guanidina,
se realizaron perfiles de variacién de la neutralizacion del amortiguador desde 20 al 80% en cada
mezcla de etanol-agua para la reaccion de ruptura del HopNPP. En estos experimentos se
mantuvo la concentracion del amortiguador constante en 0.1 mol/L. El objetivo de estos perfiles
es determinar qué especie o especies del amortiguador participan en el mecanismo catalitico de
la transesterificacion del HpNPP. Los valores para las constantes de rapidez observadas

obtenidas se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Dependencia de la constante de rapidez con el grado de desprotonacién del guanidinio
en la transesterificacion del HpNPP a 37°C en funcién del porcentaje de etanol en agua. La

desviacion estandar en todos los valores fue menor al 1%.

[Gu]. Kobsx10%, 5%

mol/L 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
0.1 -- 0.834 -- -- -- -- --
0.2 1.92 1.46 1.29 -- 2.1 2.04 2.21
0.3 -- 2.23 2.06 2.19 2.26 2.64 3.57
0.4 3.26 2.87 2.73 3.16 3.4 3.22 4.19
0.5 3.89 3.56 3.19 3.75 3.77 4.17 4.93
0.6 4.91 4.06 3.8 451 4.34 4,76 55
0.7 5.38 471 -- 5.0 5.05 5.44 5.92
0.8 6.03 5.36 4.69 54 571 5.94 6.22
0.9 6.97 5.76 5.32 6.32 6.32 6.32 59

Para poder explicar las tendencias encontradas en este tipo de experimentos, se hicieron
las graficas de los perfiles de neutralizacién que se muestran en la figura 15. En los perfiles que
se hicieron del 20% al 60% de etanol, se observa un comportamiento casi lineal con una pequefa
caida entre el 70 y 80% del amortiguador (correspondiente a las concentraciones de guanidina
libre de 0.07 y 0.08 mol/L). Este comportamiento puede deberse a una alta contribuciéon de la
forma basica del amortiguador en el mecanismo y/o a la participacion de la catélisis basica

especifica.
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Por otro lado, en las mezclas de 70 y 80% de etanol, este perfil denota una tendencia de
disminucion del intervalo entre los valores de la constante de rapidez entre las concentraciones
de guanidina libre de 0.05 y 0.07. Este comportamiento sugiere un mecanismo bifuncional. Sin
embargo, la caida de los valores de constantes de rapidez no es suficiente para generar un perfil
de campana tradicional. Los perfiles de campana son muy representativos de catalisis de tipo
bifuncional, sobre todo en los mecanismos enzimaticos. En sistemas no biolégicos, este tipo de
perfil ha sido informado por el grupo de Yatsimirsky (Coronay col, 2010 y 2012) de manera natural
en sistemas catalizados con guanidina y amidinio pero en mezclas de DMSO acuso. El estudio
anterior se limit6 al trabajo en mezclas que sélo abarca de 70 a 90% de DMSO acuso. Aunque
también, existen informes previos como el del grupo de Breslow del perfil en forma de campana
en la catalisis 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 informado por Breslow era ocasionado
por un 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.
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Figura 15. Perfiles de variacién de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion del
guanidinio en: (a) 20 al 60% y (b) 70 y 80% de etanol en agua.

El comportamiento mostrado en las mezclas de 70 y 80% de etanol puede deberse a las
contribuciones simultaneas de todas las especies presentes en el medio [iones hidréxido (catélisis
bésica especifica), guanidinina libre (catélisis basica general), ion guanidinio (catalisis &cida

general) y el disolvente], incluso por la combinacién de algunas de ellas. Es por esto, que para
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discriminar entre varias rutas se requiere considerar la ecuacion canoénica de la catdlisis acido-
base propuesta por Brgnsted (1928) (Jencks, 1969; Kwan, 2005; Laidler, 1987), donde se
consideran todas las especies participantes en el mecanismo. Con los experimentos ya
analizados (vide supra), podemos indagar que las especies que estan participando en la reaccion
de ruptura en las condiciones que se establecieron son los iones hidroxido, la guanidina libre y la
combinacion de guanidina con guanidinio en la siguiente ecuacion de rapidez:

Kobs = k1[Gu] + k2[Gu] [HGU'] + kon[OH]

Lo anterior debido a que en el perfil de concentracion se tiene un comportamiento
cuadratico en algunos perfiles y en el perfil de neutralizaciéon tiene una forma de campana
incompleta. Este tipo de ley de rapidez fue informado también en sistemas similares por el grupo
de Yatsimirsky (Coronay col., 2010 y 2012), sélo que en el presente trabajo se afiaden los iones
hidroxido debido a que su contribucién es aparentemente significativa (vide infra).

En todos los casos, debido a la posibilidad de la contribucién de la catélisis basica
especifica, se hizo la correccién restando su contribucién a la constante de rapidez observada.
Lo anterior se puede hacer con los valores determinados de la catalisis basica especifica en cada
mezcla. Para conocer la concentracion de iones hidroxido en cada una de las fracciones del
amortiguador se tuvo que recurrir a la ecuacion sin aproximaciones de la constante de equilibrio
acido base para la del guanidinio. Esto es porque los valores de pKa y del pKw son muy cercanos
y las aproximaciones conocidas que generan la ecuacion de Henderson-Hasselbach para
disoluciones amortiguadoras no son validas (Charlot, 1980). 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:

o

La cual, al despejarse para calcular la concentracién de ion hidrégeno, queda como:
[H® + {[Gu] + Ka}[H"]? — {Kw + Ka[HGu*]}[H*] — KaKw = 0

La concentracion de hidrégeno y considerando el valor de Kw y su expresion, Kw = [H*] [OH],
podemos calcular las concentraciones de iones hidrégeno. La resolucién de la cubica que se
empleo fue por el método algebraico, haciendo un algoritmo en Excel para poder hacer el célculo
mas rapido. No se utilizé el método de Newton-Rapson por ser mas elaborado para calcular tantos

datos, al basarse en aproximaciones.
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Con el valor calculado de la concentracion para los iones hidroxido y los valores de la
constante de la catalisis basica especifica para cada porcentaje en volumen de etanol (ver tabla
2) se hizo la siguiente operacion para el tratamiento de los datos obtenidos:

Kobs - KoH[OH'] = k2[Gu] [HGU'] + ki[Gu]

La ecuacion anterior nos permite descartar la contribucion bésica especifica en cada una
de las mezclas. La correccion permitird verificar si existe un efecto de los iones hidréxido sobre
la catalisis bifuncional. Para conocer dicho efecto se realizaron las graficas mostradas en la figura
16y 17. En lafigura 16a se muestran los porcentajes de 20 y 30% de etanol corregidas. En estas
graficas podemos ver que conservan la linearidad, por lo que no se puede determinar una

contribucién bifuncional de manera adecuada. Esto es congruente con la sospecha que no

aparecia la catdlisis bifuncional en estos porcentajes.
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Figura 17. Perfil de la variacion de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion del
guanidinio en 70% y 80% de etanol.

Los perfiles corregidos de las mezclas de 70 y 80% de etanol, no aparece claramente la
forma de campana, pero si hay una caida en las constantes de rapidez a partir de 80% de la
forma libre, esto es una evidencia que en el mecanismo participan ambas formas del
amortiguador.

Como podemos ver, la aparicion de la catdlisis bifuncional se da en mayores proporciones
de etanol. 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 18 se muestra un ejemplo de este analisis, el valor de la pendiente de la gréafica
corresponde al valor de la constante de rapidez, si consideramos la siguiente ecuacion:

Kobs - kOH[OH'] = kl[GU] + ko
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Figura 18. Andlisis en 30% de etanol del perfil de neutralizacién corregido. En este

analisis se obtiene el valor de la constante bésica 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 andlisis de estos datos, debemos considerar la ecuacion de
rapidez corregida: Kobs - Kon[OH] = ko[Gu] [HGU™] + ka[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 grafico con las coordenadas
de (Kobs - Kon[OH)/[Gu] en funcion [HGu™]. Los valores de las constantes corregidas se dividieron
con la concentracién de la guanidina libre y se graficaron en funcién de la concentracién del ion
guanidinio (se calcula restando a 0.1 mol/L la concentracion de la base libre). En la figura 19 se
muestra un ejemplo de este analisis para el caso de 70% de etanol. 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 catdlisis basica general.
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Figura 19. Ejemplo del andlisis del perfil de neutralizacion corregido en la mezcla de 70%
de etanol.

Los valores obtenidos en el andlisis de los dos tipos de graficas se encuentran en la tabla
5. En todos los porcentajes se intentd hacer la extraccion de las contribuciones de la constante
para la catdlisis basica general, k; y el de la catdlisis basica bifuncional, k.. S6lo que, en los casos
de menor proporcién de etanol, hubo mayor dispersion en las contribuciones bifuncionales. Es
importante sefialar que el valor de la constante de la catalisis basica general, ki practicamente no
vari. Lo que implica una baja contribucion del efecto de disolvente sobre esta ruta del
mecanismo. Lo que es importante del andlisis anterior y cuyos valores se muestran en la tabla,
es que aun y cuando por el perfil de concentracién no se sospecha de la presencia de la catalisis
bifuncional por la falta de una curvatura evidente, esta presente. Existen informes acerca de la
presencia de la catdlisis bifuncional en agua (Corona, 2012), sin embargo, debido a la alta
proporcion de iones hidroxido presentes en el medio y su alta contribucidn no permite la deteccion
de la misma. En el presente estudio se detectd que conforme aumenta el contenido del disolvente
organico, hay un incremento en la presencia de la catdlisis bifuncional, lo que puede deberse en
gran medida a que se favorecen las interacciones entre el guanidinio y el fosfato del sustrato
(Anslyn, 1992 y Kneeland, 1993) al disminuir la permitividad del medio.
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Tabla 5. Dependencia de la constante de rapidez con el grado de desprotonacion del guanidinio
en la transesterificacion del HoNPP a 37°C en funcion del porcentaje de etanol.

XKetanol ki, sTM? Ko, ST M2
0.033 0.06

0.072 0.075 0.1
0.117 0.063 0.14
0.171 0.058 0.13
0.237 0.068 0.1
0.317 0.062 0.24
0.420 0.064 0.38
0.554 0.063 0.7

En la figura 20, se observan las tendencias de la dependencia de los valores de las
constantes de rapidez ki y k2 en funcién de la fraccion molar de etanol. En el caso de la catélisis
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 20 a). Esto significa que en el
caso de la catdlisis por la forma desprotonada del amortiguador, no se afecta en su reactividad al
variar la proporcion de etanol. Es decir, no hay efecto de disolvente en este tipo de catalisis. En
el caso de la gréfica de la figura 20b, vemos que conforme aumenta la fraccién molar del etanol
se incrementa el valor de la constante de rapidez de la catdlisis bifuncional, que es en la que
participan ambas especies del amortiguador.

Con los valores obtenidos en la tabla 5 se hizo un andlisis del efecto de disolvente
mediante parametros tedricos y empiricos conocidos para las mezclas binarias de etanol-agua.
Los parametros utilizados fueron la permitividad dieléctrica del medio (Wohlfarth, 2008) (este
parametro indica la capacidad del medio para separar cargas, en este caso entre mayor sea la
misma, significa que se favorece la formacion de cargas nuevas en la reaccion, especificamente
en el complejo activado), el valor de E+(30) y EN (Dimroth, 1963; Roses, 1995 y 1996) (estos dos
parametros dan una idea de la formacién de especies mas o menos polares en el estado de
transicion en funcion de los valores de los disolventes) ademas de los parametros de Catalan que
se muestran en la figura 21 (2000, 2001 y 2009).
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Figura 21. Relacion de las constantes ki (a) y k2 (b) con el parametro E+(30).

En el caso de los pardmetros E1(30) y EtV, los perfiles de la forma logaritmica de ki y k.
tuvieron el mismo comportamiento. En el caso de la catalisis basica especifica (ki) muestra un
valor de pendiente cero, es decir no se ve afectado; en tanto que con la catalisis basica
bifuncional, muestra una doble tendencia, una parte lineal con pendiente negativa y una parte
con pendiente cero. Ambos pardmetros empiricos se derivan de la polaridad del medio, entre mas

polar sea este, mayor sera el valor del pardmetro. La Unica diferencia entre el valor de Er(30) y
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ErV, es que el Gltimo esta normalizado, es decir el valor O se le otorga al TMS (tetrametilsilano) y
el 1.0 al agua (Roses, 1992). Es interesante que conforme aumenta la polaridad del disolvente
en el caso de la catdlisis bifuncional donde participan una especie neutra y una catidnica por parte
del catalizador, ademas del sustrato anionico, la rapidez de la reaccion disminuye. Esto puede
deberse a que la carga neta del complejo activado en el estado de transicion comienza a disminuir
debido a la ruptura y formacién de enlaces. En tanto que, en el caso de la catalisis basica general,
es posible que no haya ningun efecto sobre la carga o polaridad en el estado de transicion, debido
a la participacion de una especie neutra como lo es la guanidina. Asi mismo, tenemos que
considerar que los catalizadores son eficientes formadores de enlaces de hidrégeno y esto puede
tener una competencia entre el disolvente con los reactivos y el complejo activado en el estado
de transicion. Cuando se hizo el andlisis con los parametros de catalan que correlacionan, la
polaridad, la acidez y basicidad del medio no se encontr6 una correlacion.

El otro parametro analizado fue la permitividad del medio, en donde se evalla el desarrollo
de cargas durante el estado de transicion. De nuevo, la catdlisis basica general no tuvo ninguna
correlacion mientras que de 50 a 80% de etanol si. En la figura 22 se muestra el perfil del logaritmo
de la constante de la catélisis basica bifuncional en funcién de la permitividad dieléctrica. La
pendiente de este perfil es positiva, lo que implica una disminucion en la carga en el estado de
transicion ya que al estar en las mezclas de mayor permitividad la rapidez disminuye, mientras
gue en las de menor permitividad la rapidez aumenta. Ademas, esta pendiente positiva indica que
el radio del complejo activado en el estado de transicion debe ser mas grande (Reichardt, 2003)
lo que indica que estad mas solvatado por moléculas de etanol. Este perfil encontrado, da
evidencia que la permitividad del medio es de suma importancia para la catalisis, ya que al parecer
el hecho de que no haya mucha carga en el estado de transicion, favorece un mecanismo
bifuncional. Algo, que debe ser considerado también, es que en el mecanismo donde participan
dos especies, ha sido informado que la forma catiénica fundamentalmente se asocia por enlaces
de hidroégeno e interacciones ion-ion con el fosfato. Lo anterior, también puede explicar porque
una disminucion de la permitividad diélectrica puede favorecer este mecanismo. Por un lado, se
favorecen las interacciones ion-ion y por otro, esta interaccion permite que la carga que se forma

en el complejo activado se distribuya entre més atomos.
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Figura 22. Relacion entre las constantes de la catalisis basica bifuncional y la permitividad
dieléctrica

Ademas de lo analizado anteriormente para el caso del mecanismo bifuncional que imita
a los mecanismos enzimaticos, otros parametros que parecen ser de suma importancia son los
valores de pKa y pKw del guanidinio y de las mezclas binarias analizadas. Si hacemos un analisis
de los perfiles de neutralizacion, el perfil en forma de campana casi aparece en 80% y no es hasta
gue se quita la contribucién por la catalisis basica especifica que se encuentra el perfil deseado.
También podemos observar que la catalisis basica general no tiene efecto de disolvente y cuando
la diferencia del pKa y del pKw es menor que dos unidades, hay una alta contribucién 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 detectar su presencia.

Por lo anterior, podemos establecer que otro factor para 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 (Corona, 2008).

Esta diferencia entre las constantes ademas permite el abatimiento de la concentracion
del ion hidréxido en el medio, lo que hace posible que se detecte en el mecanismo. En un estudio
reciente (Garcia-Moreno, 2016) similar al presente, pero con acetona, se encontré que el efecto

del medio es de suma importancia para que se presente la ruta bifuncional. Ademas, si

49



comparamos los valores de constantes obtenidos en ese trabajo, son ligeramente mayores a las
presentadas en este. Esto es importante ya que al tener dos disolventes con valores de
permitividad dieléctrica similar (Wohlfarth, 2008) pero estructuras diferentes, encontramos que si
hay efectos diferentes. Es decir, en el disolvente aprético como lo es la acetona se intensifican
las interacciones entre el sustrato y el catalizador y por ende tenemos mayores valores en las
constantes de rapidez de la reaccion estudiada. En tanto que etanol, al ser un disolvente prético
la magnitud de las interacciones puede ser menor (ya que hay competencia con el sustrato y el
catalizador por parte del disolvente) y por eso los valores encontrados en las constantes de
rapidez son menores que las de las mezclas con acetona.

En la figura 23 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 etanol-agua. Ambas rutas,
participan al mismo tiempo en conjunto con la ruptura por iones hidréxido. Estas dos rutas, son
los mas probables con base en las evidencias encontradas en el presente trabajo. La coexistencia
de los tres mecanismos mencionados anteriormente es algo muy comun en las catalisis de tipo
acido-base. Sin embargo, regularmente en ciertas condiciones predomina una ruta en particular
sobre las demas. Es por eso por lo que en este trabajo se buscaron las condiciones para encontrar
donde se favorece el mecanismo bifuncional.

En la figura 23a se ilustra el mecanismo donde una base actta desprotonando al grupo 2-
hidroxilo del sustrato, el cual ataca posteriormente al fésforo del grupo fosfato. En la figura 23b
se observa a la catdlisis 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 interaccion de tipo electrostatica con el guanidinio, favorecido por la formacion de
enlaces de hidrégeno y la complementariedad del fosfato con el guanidinio.

Este ultimo tipo de interaccién ha sido encontrada en el mismo tipo de sustratos en las
mezclas de DMSO-agua, para los cuales existen distintos informes donde se analiza la catalisis
tipo acido base con amortiguadores formados por derivados de la guanidina, donde el mecanismo
gue se propone es similar al de este trabajo: catalisis basica general y la catdlisis bifuncional con
asistencia electrofilica. 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 HpNPP con derivados de

50



calixarenos con unidades de guanidina en una mezcla de DMSO-agua 80/20 v/v. (Cacciapaglia
y col., 2013; Baldini y col., 2012).
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Figura 23. Mecanismos propuestos para la catalisis con guanidina. a) Catalisis basica general.
b) Catdlisis bifuncional con asistencia electrofilica.

También existe al menos un informe del uso de nanoparticulas de silicio con guanidina
para la catélisis del HpNPP, 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
gue el comportamiento de la catalisis por el amortiguador formado por guanidina-guanidinio es
similar al que se presenta en este trabajo, donde la mezcla de disolventes fue de etanol-agua, en
el que se muestra el mecanismo bifuncional en las mezclas que superan el 50% de etanol.

En el presente trabajo, se hizo un estudio detallado en mezclas formadas con un
disolvente prético polar (etanol) con agua, desde un 10 hasta un 80%. En este se encontré que
conforme se acerca a un porcentaje mayor de 50% de etanol 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 enziméticos 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

Se midieron los valores para la catalisis basica especifica de la ruptura del HpNPP a la
temperatura de 310 K de 0 a 90% de etanol en agua. La constante de la catalisis en cada medio
varié de 0.092 a 0.012 L mol? s, lo que indica un fuerte efecto del medio en esta ruta.

Se encontrd una correlacion entre el logaritmo de la constante basica especifica con el
pKw del medio, la permitividad dieléctrica del medio y la fraccion molar del etanol con las
siguientes ecuaciones:

logkon = 6.02—0.51 pKw (7, 0.903);
logkon = —0.24-65.1/¢ (10, 0.9)
y logkon = —=1.05-0.95 Xewon (9, 0.934)

La reaccion de transesterificacion del 2-hidroxipropil p-nitrofenil fosfato en mezclas de
etanol con agua a 37°C presenta una catalisis con guanidina, segun se observa en los perfiles de
concentracion. Conforme aumenta el porcentaje de etanol, el valor de las constantes de rapidez
obtenidas aumenta.

De los perfiles de concentracion y del grado de neutralizacion, se obtuvo la siguiente
ecuacion cinética de rapidez para la reaccion de transesterificacion del HpNPP a 37°C:

Kobs = K1[GU] + k2[Gu] [HGU™] + kon[OH]

La catdlisis por guanidina libre no presenta un efecto de disolvente y esta presente en
todos los porcentajes de manera constante.

La ruptura del HpNPP por iones OH" se da en mayores valores de permitividad dieléctrica
y la ruta bifuncional predomina a menores permitividades dieléctricas y donde la diferencia de
pKw—pKa del catalizador sea mayor a 5.

Con base en la conclusién anterior, en las mezclas de etanol con agua con mayor
proporcion del disolvente organico (de 50 a 80%) predomina el mecanismo bifuncional. Es decir,
a mayor contenido de etanol el predominio del mecanismo biomimético se hace presente.

En el presente trabajo se encuentran las condiciones de mezclas de disolventes para
poder mimetizar el mecanismo enzimatico, es decir, donde predomine la catélisis bifuncional.
Esto permitira disefiar catalizadores que puedan ser estudiados en las mismas condiciones con

sustratos como nucleétidos.
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Recomendaciones

El presente trabajo de investigacion nos ha permitido un acercamiento al estudio de la
relacién que existe entre las reacciones quimicas y el medio en el que ocurren. Ademas, de la
relevancia en cuanto a la preferencia de alguna via o mecanismo de reaccion en funcién de las
mezclas de disolventes utilizadas. Como perspectivas de este trabajo, debido a los resultados
obtenidos tenemos:

Estudiar el efecto de las mezclas de disolvente en las constantes de asociacion entre
guanidinio y ésteres de fosfato (mono y di), para poder tener evidencia que este puede ser uno
de los factores preponderantes en la eficiencia de la catdlisis en los sistemas estudiados.

Evaluar la capacidad catalitica del mejor sistema con nucle6tidos y polinucleétidos para
evaluar su eficiencia en la ruptura.

Disefar catalizadores derivados de guanidina o del amino&cido arginina que puedan
actuar mediante un mecanismo bifuncional.

Con las condiciones establecidas probar el mismo sistema en la ruptura de otro tipo de
ésteres de fosfato como los Triésteres que tienen importancia ambiental.
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