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RESUMEN

El presente trabajo presenta el estudio cinético de la reaccién de
transesterificacion de un fosfodiéster (HpNPP) modelo del ARN (reaccion 1) en la
mezcla DMSO-agua a 37°C en presencia de amortiguadores, (mezclas de
guanidina, acetamidina, piperidina y metilamina con sus formas protonadas) con el
fin de proponer los posibles mecanismos involucrados en la catalisis con distintos

pares acido-base.

1)

Para determinar el mecanismo se hicieron perfiles de la variacion de la constante
de rapidez observada con la concentracion total de amortiguador (a varios grados
de neutralizacion) y con el grado de neutralizacion (con concentracion del
amortiguador constante) y finalmente se analizaron relaciones de Brgnsted para

confirmar el mecanismo propuesto.

El trabajo mostré que la mezcla 4:1 (v/iv) DMSO:agua presenta un maximo de
actividad catalitica con el par guanidina/guanidinio a 37°C. Ademas, en la catalisis
bésica especifica con hidroxido de tetrabutilamonio esta reaccion presentd un
efecto salino positivo mientras que la reaccion catalizada por amortiguadores no lo

hizo.

De los perfiles de la variacion de la constante de rapidez con la concentracion de
amortiguador y el grado de neutralizacion se obtuvo una ley de rapidez para los
diferentes pares acido-base utilizados, que presenta la siguiente expresion (B es la

forma neutra y HB" la forma protonada de la base):



Kobs = k1 [B] + kZ[B][HB+]

De esta ley de velocidad se concluye que hay dos rutas de transesterificacion del
HpNPP en el medio estudiado: una implica una catélisis basica general
bimolecular con constante de velocidad k; y la otra un mecanismo trimolecular
asistido por una activacion electrofilica del fosfato por parte de la especie acida del
amortiguador de una manera que puede considerarse como una imitacion del
mecanismo enzimatico de la ARNasa A. La pendiente da la gréafica de Brgnsted
para k; es similar a la informada en otros trabajos en agua; mientras que para k; la
pendiente resultd ser mas alta lo que indica una contribucidn especifica de

guanidinio y acetamidinio como receptores bifuncionales para el éster de fosfato.



1. INTRODUCCION

Los ésteres de fosfato son moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza
tanto en sistemas biolégicos como quimicos. Por ejemplo, los monoésteres de
fosfato estan involucrados en las fosforilaciones y desfosforilaciones, ademas en
la respiracion, la glucdlisis, la glucogendlisis, la transmision de los impulsos
Nnerviosos entre otros procesos metabdlicos [1 y 2]. Mientras que los fosfodiésteres
forman parte de la estructura de las moléculas del ADN y ARN, que son los
encargados de almacenar la informacion genética de los seres vivos. Por otro
lado, los fosfotriésteres son componentes de moléculas que resultan toxicas, en su
mayoria, a los seres vivos (por ejemplo algunos pesticidas y armas quimicas). En

la Figura 1 se muestran algunos ejemplos de mono, diy tri ésteres de fosfato.
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Figura 1. Ejemplos de algunas moléculas mono, di y triésteres.

Los ésteres de fosfato son especies cinéticamente muy estables a la hidrdlisis

alcalina en un orden de reactividad relativa: triésteres > monoésteres >> diésteres,



ademas existe también diferencia si estos son aromaticos o alifaticos, siendo los
altimos los menos reactivos [3 y 4]. La transferencia del ién fosfato es una de las
reacciones bioldgicas mas comunes e importantes, pero también es una de las
mas demandantes en cuanto a la energia de activacion requerida. La naturaleza
ha encontrado dos caminos principales para la hidrélisis de los ésteres fosfato.
Uno es el uso de iones metélicos como cofactores en el interior de las enzimas y

el otro es s6lo mediante una catalisis general acido-base [5].

La importancia de la comprension del mecanismo de la hidrdlisis de los ésteres
fosfato, radica en que proveerd una base solida para el disefio racional de
fosfodiesterasas artificiales mas eficientes que pueden funcionar como agentes
terapéuticos y otros usos potenciales [6, 7]. Se conoce de informes cientificos que
la transesterificacion catalitica de ésteres fosfato transcurre mas 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.

Por esta razén 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 distintas bases con el fin de conocer el mecanismo mediante el

cual se lleva a cabo dicha reaccion en DMSO acuoso.



2. ANTECEDENTES

2.1 Hidrélisis del enlace fosfodiéster por ribonucleasas

Los enlaces fosfodiéster son muy estables ante la hidrolisis. El tiempo de vida
media para el rompimiento de estos enlaces en el ADN a 25°C y pH de 7 se ha
estimado que es de 10™ afios, mientras que para el ARN el tiempo se reduce a
s6lo 100 afnos bajo las mismas condiciones, debido a la presencia del grupo 2'-
hidroxilo adyacente al enlace fosfodiéster [8]. La naturaleza ha desarrollado dos
estrategias generales para acelerar la ruptura de estos grupos, una de ellas es el
uso de iones metélicos divalentes como cofactores en ciertos lugares especificos
del sitio activo para facilitar el enlazamiento con el sustrato, proporcionar la
activacion del nucledfilo (por disminucién del pK,) y/o del sustrato con una catélisis
acida de Lewis. Por otro lado, algunas enzimas que no usan iones metalicos como
la ARNasa A aceleran de igual modo la ruptura del enlace fosfodiéster al formar

puentes de hidrogeno y una catélisis del tipo acido-base solamente [9].

Las ribonucleasas (ARNasas) son enzimas que catalizan la hidrélisis del ARN
(endonucleasas o exonucleasas) comprenden varias subclases dentro de la clase
de enzimas del grupo 3.1. Las ribonucleasas son de especial interés en el estudio
de los mecanismos quimicos de la accion enzimatica [10]. El mecanismo aceptado
para la hidrolisis de los enlaces fosfodiéster por la ARNasa A, consiste en una
catalisis del tipo 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 interactia con

el grupo saliente y la lisina 41 actia como catalizador electrostético (ver Figura 2)

[6].
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Figura 2. Mecanismo de hidrélisis del enlace fosfodiéster por la Ribonucleasa A.
Adaptado de [60].

El acelerado progreso en la biologia molecular, especialmente en la inhibicion
selectiva de la expresion de ciertos genes por la modificacion estructural de
oligonucledtidos, ha generado la necesidad de crear catalizadores artificiales que
puedan hidrolizar selectivamente al ARN [21]. Para su disefio es necesario el
conocimiento de varios aspectos de la accion de las ARNasas, como los

microambientes de sus sitios activos para maximizar su capacidad catalitica [8].

2.2 Ribozimas

Hasta la década de los ochentas del siglo pasado se tuvo la creencia de que todas
las enzimas eran solo de origen proteico; después de todo las proteinas con su
variedad de cadenas laterales son mas adecuadas para la catalisis quimica que



otros biopolimeros. De aqui que el descubrimiento de que el ARN tuviera actividad
catalitica y no solo transfiera informacion genética fue algo sorprendente. El
término que se acufié para este tipo de ARN con actividad catalitica fue de
“Ribozima” (proviene de la union de dos palabras en inglés “Ribonucleic acid” y
“Enzyme”). Desde entonces se han descubierto varios ejemplos de ribozimas: la
cabeza de martillo (*Hammerhead Rybozyme”), la de forma de broche de cabello
(“Hairpin Rybozymme”), las ribozimas del virus delta de la hepatitis, las ribozimas
satélite de Varkud entre otras mas [11].

El mayor objetivo en el estudio bioquimico de las ribozimas es la comprension de
su funcién en términos moleculares. La evidencia del uso de sus nucleobases
directamente en la catalisis quimica en una variedad de formas ha ido en aumento,
entre ellas se incluyen la formacién de puentes de hidrégeno con el estado de
transicion que estabilizan la carga formada y transfiriendo protones en una
catalisis acido-base general. Las reacciones de las ribozimas pueden ser divididas
en dos clases basadas en la forma en la que llevan a cabo la hidrdlisis. Las
ribozimas grandes requieren de nucledfilos externos mientras que las ribozimas

pequefias requieren de nucledfilos internos [9].

En el caso de las ribozimas pequefas se han realizado varios estudios a partir de
las estructuras cristalinas de algunas de éstas. A pesar de que son pequefias el
descifrar su mecanismo no ha resultado ser una tarea simple, ya que a diferencia
de algunas ribozimas (principalmente las grandes) éstas no utilizan ninguan ién
metdlico durante la hidrdlisis. El grupo de Ferré-D'Amaré ha obtenido evidencia del
mecanismo mediante el cual estas ribozimas no metélicas llevan a cabo la
hidrolisis de los ésteres fosfato mediante estudios cristalograficos [13]. Las
estructuras cristalinas que se han obtenido son la ribozima del virus delta de la
hepatitis y la de forma de broche de cabello. Los resultados muestran que las
bases del ARN estan involucradas en la hidrdlisis. Los candidatos en el caso de la
ribozima en forma de broche de cabello son la guanina-8 y las adeninas 9, 10 y 38.

La razdn por la que se proponen estas bases, las cuales son muy débiles, es por



su cercania al enlace fosfodiéster. Ademas, por el posible cambio en los valores
de pK, debido al tipo de ambiente que se genera por el plegamiento del ARN. En
las ribozimas que utilizan iones metélicos como cofactores, el pK, de las bases
puede verse perturbado por la formacion de complejos, ya sea de coordinacion o
electrostaticos. Aunque en la actualidad no existe ningun reporte donde se mida el
pKa de las bases perturbado por los factores mencionados anteriormente, la
evidencia que se tiene de las ribozimas no metélicas hacen factible la propuesta
de los cambios de los valores de pK; [11, 12, 13 y 14]

2.3 Catalisis acido-base general de la hidrdlisis de enlaces fosfodiéster en

ausencia de metales

La ruptura de los enlaces fosfodiéster es susceptible a la catalisis acido-base
general, esto ha ocasionado que haya mas atencion en este tipo de catalisis sobre
la acido-base especifica. La mayoria de los estudios cinéticos se han realizado en
amortiguadores de pH con imidazol para elucidar los mecanismos posibles para la
catdlisis de la ARNasa A, ya que en ésta los grupos imidazol de las dos cadenas

laterales de histidina son parte clave en la hidrolisis.

La catalisis con imidazol es modesta por lo que en las mediciones se requiere de
soluciones concentradas en éste. Por ejemplo, si para la hidrélisis se usa una
solucién de 1 mol/L del amortiguador ([Im])/[HIm*] = 1), se obtiene una rapidez que
es solo tres veces mayor que cuando la concentracion del amortiguador es cero
[15]. Esto se puede explicar con los efectos del medio ocasionado por los
constituyentes del amortiguador que son dificiles de eliminar en altas
concentraciones y pueden provocar interpretaciones incorrectas de los resultados

experimentales [15-18].



2.3.1 Catadlisis con amortiguadores

2.3.1.1 Imidazol y morfolina

En el caso del imidazol y de la morfolina ambas especies, la acida y la basica,
funcionan como catalizadores. Esto ha sido sugerido varias veces por los perfiles
obtenidos en forma de campana para las constantes de rapidez observadas contra
la proporcion de protonaciéon del amortiguador en la hidrdlisis del 3’, 5-UpU y 3,
5-ApA. Un inconveniente de estos resultados es que no se realizaron con un
control de la fuerza iénica, por lo que al ajustarla a un valor de 1.0 mol/L el perfil
en forma de campana desaparece. La razon por la cual la forma del perfil de
rapidez con el pH es sensible a la fuerza idnica es por la participacién de especies
cargadas en las reacciones de hidrdlisis y se considera la existencia de dos rutas
mecanisticas que estdn en competencia para la hidrolisis. Una ruta consiste en
una catalisis bifuncional donde participan ambas formas del amortiguador (acida y
béasica). La otra es s6lo una ramificacion de la anterior y consiste en una catélisis
basica general. La importancia relativa de estas dos rutas depende de la acidez o
basicidad del amortiguador utilizado [20, 21]. Con base en estas observaciones,
aunadas a otros resultados de la catalisis con amortiguadores de la isomerizaciéon
de los sustratos mencionados, Breslow propuso el mecanismo que se muestra en
la Figura 3 para la ruptura e isomerizacion de los enlaces 3',5'-fosfodiéster con

imidazol o morfolina [20].

En este mecanismo se propone que los catalizadores acido-base generales deben
actuar en pasos distintos, donde uno cataliza la formacion del intermediario y otro
su ruptura. De aqui se puede concluir que la formacion del intermediario la cataliza
el &cido, mientras que su ruptura la hace la base. Este mecanismo ha sido muy
criticado ya que la forma de campana del perfil de neutralizacion desaparece al
mantener constante la fuerza ionica, también por la correccion de las constantes
observadas para la reaccion no catalizada con amortiguadores con las de la

reaccion catalizada.
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Figura 3. Mecanismo de hidrdlisis de 3’, 5° UpU propuesto por Breslow. En la

Figura “e” significa ecuatorial y “a” es axial [21].

Una alternativa al mecanismo anterior la propuso Perrin [22] al utilizar los datos
obtenidos por Breslow. EI mecanismo que propuso consiste en la formacion del
intermediario de manera concertada mediante una catélisis basica general junto

con la desprotonacion del grupo 2’-hidroxi por la base, la cual ataca el grupo



fosfodiéster monoanionico. El fosforano dianionico formado puede hidrolizarse
mediante una catdlisis acida general o volver al estado anterior. Alternativamente,
se puede protonar un oxigeno del fosforano dianiénico para formar la especie
monoanidnica, la cual puede presentar una pseudorrotacion como paso limitante

para la isomerizacién. Este mecanismo se presenta en la Figura 4.

_ ik
U ] U
HO HO HO
koﬁ kB Koﬁ - ROH koﬁ
-— . -
O OH kygH eO_ 0 B o_ 0
0=P-0 P R
| O 1 0 O 0
OR OR
L a _
/
U U
HO HO
° " o
—k J Pseudorotacion —%04 Rapida
T a ' f 1 T
e O\P/O ao\ /o e OH _(I)_
HO™ 10 Ho/l?\o o=h-0
OR OR OR
a e

Figura 4. Mecanismo propuesto por Perrin a partir de los resultados del grupo de
Breslow [22].

El mecanismo anterior es consistente con las observaciones cinéticas, excepto
porque el fosforano dianiénico debe estar presente por un tiempo prolongado para
poder ser protonado, lo cual es incongruente con los datos experimentales
disponibles [15 y 22]. Ademas, este mecanismo no explica la catalisis con las

especies acidas de los amortiguadores.

Kirby y colaboradores también realizaron estudios con imidazol como
amortiguador en concentraciones de 0.1 a 0.7 mol/L a 80°C en agua usando como
sustratos modelos del ARN al 3,5-UpU y el oligonucledtido TTUTT (las
estructuras de ambos sustratos se muestran en la Figura 5). En el trabajo ademas
de estudiar la hidrdlisis de los sustratos, analizaron los efectos del medio (uso de

codisolventes y fuerza idnica). En el caso del dinucle6tido monofosfato 3, 5-UpU



su hidrdlisis es mas efectiva con la forma neutra de imidazol que con la forma
protonada. Ademas se observé que las constantes de primer orden son muy
sensibles a la fuerza ionica. La hidrélisis de TTUTT también es catalizada por
ambas formas del amortiguador, pero en este caso es mas efectiva la forma
protonada. A fuerza iénica constante no se observé el perfil en forma de campana
que observé Breslow con poli U. Ademas en este trabajo se propone un
mecanismo para la hidrélisis de 3',5-UpU y TTUTT, el cual involucra dos rutas
paralelas: una reaccion catalizada por la base general de forma mas o menos
concertada y un proceso de dos etapas, que incluye el paso determinante de la
catdlisis acida general, que es la ruptura del intermediario monoanién fosforano
[10].

2o g o
ofgfo o=p-0 U
o
O o
TTUTT 5 on
0=P-0O° T OH OH
o o
3',5-UpU
?
0=P-0 T

Figura 5. Estructura de los sustratos TTUTT y 3, 5’-UpU.

2.3.1.2 Otros amortiguadores

En un trabajo reciente Kirby estudié la hidrdlisis de dos sustratos modelo del ARN
el 4-nitrofenoximetil uridin 5’-fosfato y el 3,4-diclorofenoximetil uridina 5’-fosfato,
los cuales se muestran en la Figura 6. Las mediciones cinéticas se hicieron con 6
distintos amortiguadores (4-metilimidazol, 1-metilimidazol, PIPES, TRIS, BISTRIS
y morfolina) en soluciones acuosas a 70°C. Al igual que el trabajo mencionado

anteriormente el mismo grupo realizé experimentos con codisolventes y variacion
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en la fuerza idnica. En este trabajo se obtuvieron perfiles en forma de campana
para la variacion de la constante de rapidez observada con la proporcion de
protonacion, donde la desviacion de la linealidad se atribuye a un efecto del
disolvente sobre la reaccion de hidroélisis espontanea por hidroxido. Lo anterior se
determiné mediante los experimentos con los codisolventes. Los valores de las
constantes observadas para los distintos amortiguadores fueron del orden de 107
a 10 s™. En cuanto al mecanismo para estos sustratos modelos es el clasico de

una reaccion con catélisis basica general [23].

a
Figura 6. Estructura de los sustratos usados por el grupo de Kirby, el 4-

nitrofenoximetil uridina 5’-fosfato (a) y el 3,4-diclorofenoximetil uridina 5’-fosfato (b).

El grupo de Andrew Williams [24] estudio el efecto del pK, grupo saliente sobre la
velocidad de hidrélisis de fosfodiésteres modelos de ARN catalizada por iones OH
y por imidazol. La Figura 7 muestra un esquema general de la hidrdlisis del
ribonucledtido. Las ecuaciones de ajuste obtenidas para la hidrdlisis con el i6n
hidroxido y con imidazol tuvieron valores de pendientes negativas cercanas entre
ellas, lo cual indica un grado significativo del desarrollo de la carga negativa sobre
el grupo saliente en el estado de transicion. Las ecuaciones para los ajustes

obtenidos en este trabajo son las siguientes:

log Kimz = (- 0.59 + 0.08)pK” ™" + 1.40 + 0.42 Ec. 1
log kon = (- 0.54 + 0.05)pK*™" + 6.68 + 0.42 Ec.2
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Figura 7. Esquema general de la reaccién de hidrdlisis de un ribonucledétido [24].

Ademas para el sustrato con el grupo saliente 4-nitrofenol se obtuvo una grafica
de Brgnsted para la catalisis basica general con diferentes amortiguadores, el
valor de la pendiente de esta relacion fue de 0.67. En la Figura 8 se muestra una
grafica de Brgnsted para los datos obtenidos por los autores y la ecuacion de la

recta que ajusto estos datos experimentales se muestra en la ecuacion 3.

log ky/q

8 9 10
pKg,+log p/q

Figura 8. Dependencia de Brgnsted para la hidrolisis del 4-nitrofeniluridina-3’-

fosfato con una catalisis basica general [24].
log ks = (0.67 + 0.05)pK®" — (7.50 + 0.42) Ec. 3

AUn con este sustrato muy activado (kon = 840 M™s™) la eficiencia de catélisis con

imidazol (ki = 2.3x10° M™s™?) es bastante baja ya que en una disolucién de
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imidazol 0.1 M a pH 7 la rapidez de hidrélisis observada solamente se duplica

respecto a la de la hidrolisis espontanea.

En otro estudio semejante del mismo grupo con la misma serie de sustratos pero
haciendo uso de la ribonucleasa A como catalizador [25], se observd una
disminucién significativa del valor absoluto de la pendiente de la correlacion del
pKa del grupo saliente hasta -0.2 unidades, lo que refleja la contribucion de la
catalisis acida general por parte de la enzima y asi un menor grado de la

formacion de la carga negativa sobre el grupo saliente en la catalisis enzimatica.

2.3.2 Agentes hidrolizantes

El deseo de preparar ARNasas artificiales que rompan selectivamente secuencias
que codifiquen para un gen especifico y con esto inhiban su expresion ha sido el
director principal hacia la creacidén de catalizadores polifuncionales que hidrolicen
los enlaces fosfodiéster en el ARN. La mayoria de estos agentes utilizan iones
metalicos, pero también existen catalizadores multifuncionales puramente
organicos que son prometedores porgue no solo sirven como ARNasas artificiales
sino también funcionan para mimetizar los procesos elementales que toman lugar

en los centros cataliticos de algunas enzimas y ribozimas [21 y 26].

2.3.2.1 Diaminas y poliaminas alifaticas

Las a,w-alcanodiaminas son los mas simples catalizadores bifuncionales que han
probado tener actividad en la hidrélisis de los enlaces fosfodiéster. La aceleracién
que presentan es de uno a dos oOrdenes de magnitud mas eficiente que las
correspondientes monoaminas en la hidrélisis de polinucledtidos (aunque esta
actividad es solo hacia los acidos poliuridilico, policitidilico y poliadenilico), los

cuales quedan en fragmentos menores que pentameros.
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El orden de actividad de las diaminas no sustituidas es el siguiente: N-2-N > N-3-N
> N-1-N > N-4-N > N-5-N, donde el numero indica el nimero de carbonos en la
cadena de las diaminas. En el caso de las diaminas, tanto la forma neutra como la
protonada de la amina (a pH = 7) funcionan como catalizadores, donde la especie
neutra la mas efectiva. EI mecanismo propuesto para la amina monoprotonada se
muestra en la Figura 9, este consiste en la formacién de un puente de hidrogeno
entre la parte de amonio de la diamina y un oxigeno con carga negativa del fosfato
del enlace diéster, aunado a una catdlisis basica general por la forma neutra que
quita el proton del grupo 2-hidroxi. La idea de la formacion del puente de
hidrogeno se soporta en el hecho de que la trimetilacion de un grupo amino reduce

la eficiencia catalitica [27-29].

o o Y
A @
O:P—O'...-+H3N QO
T

N

O OH

Figura 9. Mecanismo propuesto para la hidrolisis del ARN con diaminas [27-29].

Una manera de mejorar la actividad de las diaminas hacia el ARN es conjugarlas
con un intercalador. Un caso particular es el uso de acridina; en la Figura 10 se
muestra un derivado de este que hidroliza mas del 40% del 16S/23S ARNr en una
hora a 37°C (pH 7.4, [derivado de acridina] = 1 mmol dm™) [21].

H
@) N NH
\/\N/\/ 2

/\
N NH
N 2

Figura 10. Estructura del derivado de la acridina utlizado en el estudio

mencionado [21].
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También se han realizado estudios cinéticos con polipéptidos que contienen lisina
y/o arginina junto con cadenas laterales hidrofébicas en la hidrélisis de un
oligonucledtido constituido solamente por adeninas como bases. Uno de los
polipéptidos mas efectivos en la hidrolisis es poli(Leu-Lis) usado a un valor de pH

de 7.5, con una concentracion en lisina de 1 mmol/L [21].
2.3.2.2 Derivados de imidazol

Existe varios ejemplos de la hidrolisis del enlace fosfodiéster en sustratos modelos
del ARN con derivados de imidazol, debido a que se sabe que dos residuos de
histidina de la ARNasa A tienen un papel importante en la accion catalitica. El
compuesto de la Figura 11, un bisimidazol 2,6-carboxamidapiridina, cataliza la
hidrolisis del 3', 5° ApA muy lentamente (aproximadamente el 30% de sustrato en
30 dias) a un valor de pH de 7.5 y a 50°C con una concentracion de catalizador de
10 mmol/L. La idea basica en el disefio de este compuesto es el uso de un residuo
de imidazol protonado y otro desprotonado para efectuar la hidrdlisis bifuncional.
El perfil de la variacion del grado de hidrolisis con respecto al pH de este
compuesto fue de forma de campana con un maximo a un pH de 7.6 (se obtuvo
35% de degradacion del 3', 5’ ApA). Este tipo de perfil se obtiene también para la
ribonucleasa A y confirma la hipétesis del disefio del catalizador [30].

e

N

Figura 11. Estructura del derivado bisimidazol 2,6-carboxamidapiridina [30].

Otra alternativa que ha funcionado mejor como agentes hidrolizantes es el uso de
intercaladores conjugados con imidazoles y/o grupos amino primarios. En estos

compuestos el uso de los intercaladores permite unirse al acido nucleico y con los

sustituyentes llevar a cabo la catélisis. Un ejemplo es el uso de la fenacina como
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intercalador (su estructura se muestra en la Figura 12) de la cual se ha informado
gue ocasiona que el tiempo de vida media de la hidrélisis del ARNt a pH de 7 y
37°C sea de 12 horas cuando se usa en una concentracion de 1 mmol/L. El perfil
de la hidrdlisis con respecto al pH tiene una forma de campana lo que indica que

existe mecanismo bifuncional [21].

@KT

Figura 12. Estructura del derivado de fenacina [21].

X

H
N
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Existen otros ejemplos del tipo de compuestos conjugados como los que se
muestran en la Figura 13, en estos el intercalador es acridina. EI compuesto 1 se
utilizé en la hidrdlisis del ARNr 16S/23S en concentraciones de 1 mmol/L a 37°C y
un valor de pH de 7.4, hidrolizandose un 60% del ARNr en una hora. El compuesto
2, a un valor de pH de 7 y una concentracion de 0.1 mmol/L, hidrolizé
completamente en 24 horas al ARNt. El mecanismo mediante el cual hidrolizan
estos compuestos es dificil de elucidar, pero se cree que sigue el mismo que el de

los compuestos mencionados anteriormente [21 y 31].

HN/\
72 NH
) L
HN _ N\/\N N

\
o) NN

YY) ““mv

N

Figura 13. Estructura de los derivados de imidazol conjugados con Acridina.
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Recientemente Felden y colaboradores informaron el uso de poliaminas
conjugadas con imidazoles en la hidrélisis de ARNt de una levadura sin el uso de
imidazol libre. En este trabajo se demostré que estos compuestos cortaron en
sitios especificos la cadena de sustrato usada; la selectividad en los lugares de
ruptura se atribuye principalmente a la localizacion de los residuos de imidazol, el
namero de nitrégenos y la separacion entre ellos. Un derivado de norespermina
reduce los sitios de hidrdlisis a s6lo una posicion en el ARNt y esto es en el doblez
del anticodon. Los resultados experimentales son consistentes con la participacion
cooperativa de un grupo amonio de la poliamina como fuente de protones
(ademés de unirse al esqueleto del nucleétido) y la parte del imidazol es la base.
Las reacciones de hidrdlisis se llevaron a cabo a pH fisiolégico. En la Figura 14 se
muestra uno de los compuestos utilizados [32].

HN—\\
J
H
N

(@]
H NH
HZN/\/\H ~ S NH2

Figura 14. Estructura de una de las poliaminas conjugadas con imidazol [32].

Un caso particular del estudio de la hidrdlisis de ésteres fosfato con derivados de
imidazol es el que realizé el grupo de Nome [6]. Este grupo utiliz6 un compuesto
que puede presentar una catélisis acido-base intramolecular, el BMIPP (bis (2-(1-
metil-1H-imidazoil)fenil)fosfato) que se muestra en la Figura 15. Este al tener dos
grupos imidazol puede actuar potencialmente como un catalizador acido-base
intramolecular. Los estudios se hicieron a 60°C a pH de 6.5 en solucion acuosa
con fuerza iénica de 1.0 mol/L ajustada con KCI. Los resultados mostraron que la
hidrélisis de este compuesto es 10° veces mas rapida que la hidrélisis de
difenilfosfatos debido a la catélisis intramolecular. Ademas la eficiencia catalitica

aumenta también con respecto a la catdlisis con amortiguadores de imidazol.
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Figura 15. Estructura del BMIPP usado como sustrato modelo de ARN [6].
2.3.2.3 Derivados de guanidina

Otro tipo compuestos que se han utilizado como agentes hidrolizantes son los
derivados de guanidina ya que estos, al igual que los metales, pueden lograr una
activacion electrofilica [26 y 33]. En este sentido el grupo de Anslyn ha sintetizado
varios compuestos. La estrategia que siguieron fue primero realizar estudios de
reconocimiento con los derivados para ver si existia alguna asociacion entre los
derivados de imidazol (que en su estructura presentan el fragmento de guanidina)
y un compuesto que contenia un enlace diéster de fosfato. Las constantes de
asociacion entre el dibencilfosfato y los compuestos 3 y 4 de la Figura 16 en
DMSO acuoso estuvieron en el intervalo de 10 a 10° M. Cada receptor formé los
complejos 1:1 y 1:2 dependiendo de la cantidad de agua del DMSO (por debajo de
80% de DMSO sdélo se formaron los complejos 1:1). El compuesto 3 mostré tener
actividad hidrolizante hacia el ARNm en soluciones acuosas de pH neutro a 37°C
en presencia de imidazol libre con concentraciéon 0.25 mol/L como cocatalizador
[34-36].
OO~

=
v o'y *

N N cr

HN—\(NH 7—NH+C|

g/NHTr HN,

Figura 16. Estructuras de los compuestos derivados de guanidinio usados en los
trabajos de Anslyn [34-36].

18



El grupo de Hamilton [37 y 38], realizd estudios con los receptores bisguanidinio
gue se muestran en la Figura 17. El compuesto 5 se usé en la hidrdlisis del
HpNPP en acetonitrilo. EI mecanismo sugerido consiste en el reconocimiento por
puentes de hidrogeno entre el fosfato del enlace diéster y los grupos guanidinio del
receptor, mientras que los grupos (dimetilamino) etil actian como bases
desprotonando el grupo hidréxido del sustrato. En el caso del compuesto 6 se
obtuvieron aceleraciones similares al compuesto 5, solo en la presencia de lutidina
y altas concentraciones de 6. El disolvente usado fue acetonitrilo, las condiciones
de reaccion fueron de pseudomonomolecularidad, con una concentracion de
HpNPP de 100 umol/L y una concentracion del receptor de 3 a 30 mmol/L. Sélo en
algunos casos se utilizé la 2,6-lutidina en concentracion de 0.0125mol/L, las sales
de los catalizadores fueron en la forma de tetrafenilborato para poderlas solubilizar.
El receptor 5 mostr6 una eficiencia de 14 veces con respecto a la reaccién sin
catalizador (knc = 3.8x107 s), mientras que el receptor 6 tuvo una eficiencia de

290 veces con respecto a la reaccion sin catalizar.

J/N(CH3)2

PP
H,;C),N
( 3 )2 \/\N N N/gNHz-*

H H H

6
H H
HZN\”/N N\H/NHZ
NH,* NH,*

Figura 17. Estructura de los compuestos utilizados por Hamilton en la hidrélisis del
HpNPP en acetonitrilo [37 y 38].

También el grupo de Kalesse utilizo el grupo guanidinio como agente hidrolizante
[39], en el estudio observaron el efecto del cambio de estructura y los efectos de
disolvente. Para ello se vari6 la cadena alifatica de los compuestos bis(guanidinio),
colocando una unidad aromética, entre otros grupos. En la Figura 18 se muestran

algunos de los compuestos usados por este grupo en los estudios cinéticos. El
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efecto de disolvente se analizé utilizando agua y acetonitrilo. Para las hidrélisis en
agua, las sales de los compuestos bis(guanidinio) fueron sulfatos y su
concentracion fue de 10 mmol/L, la temperatura de los experimentos fue de 55°C,
el pH se ajustd a un valor de 7.55 con HEPES 100 mmol/L, ademas la fuerza
ionica se mantuvo constante a un valor de 0.5 mol/L con KCI. Las condiciones de
la reaccién fueron de pseudomonomolecularidad usando una concentracién del
sustrato HpNPP de 2 mmol/L. Para la hidrdlisis en acetonitrilo las sales de los
compuestos bis(guanidinio) fueron ditetrafenilborato en una concentracién de 10
mmol/L, ademas se utilizo la 2,6-lutidina como base en una concentracion de 100
mmol/L, al igual que la hidrélisis en agua las condiciones fueron de

pseudomonomolecularidad utilizando una concentracion de HpNPP de 0.1 mmol/L.

® ® NH NH
(J’\i—' /\/H H NH2 H 2 )J\z
N_ _NH H,N™ N N~ NH
NN TJ S ? H/\/\H 2
HN H N NH
® o 2 NH
NH, //)
N
H2N NH2 €] @
NH, NH,
® ® ® ® H,N™ NH NH, H
NH; NH NH HN/>
A RN j8 O

HO

Figura 18. Estructuras de los compuestos usados en los estudios de Kalesse [39].

Para los estudios en acetonitrilo se observé que a medida que aumenta la cadena
alifitica 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 aminoimidazolio. Algo que observaron fue que al agregar mas de 0.1% de

agua la contribucién de la hidrélisis espontanea por hidroxido era mayor [39].
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En el caso de la hidrdlisis en agua el compuesto que contiene un anillo esteroideo
fue el mejor catalizador ya que mostré una eficiencia diez veces mayor a la
observada con los deméas compuestos en agua. Los efectos estructurales

anteriormente mencionados en acetonitrilo fueron los mismos que en agua [39].

Recientemente Anslyn y colaboradores informaron un estudio de “inventario de
protones” para un fosfodiéster con un grupo guanidinio unido intramolecularmente
que se muestra en la Figura 19 [40]. En el estudio de “inventario de protones” se
utilizé como control el sustrato modelo del ARN el HpNPP. Las concentraciones de
los sustratos en el estudio fueron de 830 pumol/L y 99.2 mmol/L de N-
metilpiperidina como base a pH de 10.4, las mediciones cinéticas se hicieron en
mezclas H,O y D,0. El estudio arroj6 que la presencia del grupo guanidinio en la
molécula del sustrato mejoro los valores de las constantes de rapidez de la ruptura
del enlace fosfodiéster en 16 veces y que el grupo guanidinio actia como un

catalizador acido general durante la hidrdlisis/transesterificacion y no s6lo como un

NH,
N
H NH
o OH

\

catalizador electrostatico.

P
o o
Figura 19. Diéster de fosfato con un grupo guanidinio intramolecular [40].

También el grupo de Gobel ha trabajado con analogos sintéticos de guanidina [33
y 41], los cuales son derivados de la 2-aminopiridina y del 2-aminobencimidazol
con el fin de disminuir los valores de pK, de 14 a 7 en el grupo guanidina (en la
Figura 20 se muestran algunos de estos analogos). Los estudios cinéticos se
hicieron con fragmentos de ARN etiguetados con compuestos fluorescentes para
poder determinar el grado de hidrdlisis en un secuenciador. Las concentraciones
de los sustratos fue de 120 a 140 nmol/L, la de los catalizadores fue de 1 umol/L a

10 mmol/L. El pH se mantuvo constante con 50 mmol/L de Tris y 0.01 % de SDS
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(los derivados de 2-amino piridina se mantuvieron a pH de 7.0, mientras los 2-
aminobencimidazoles a pH de 6.0) la temperatura se ajusté a 37°C en agua y las
corridas duraron de 16 a 20 horas. Por sorprendente que parezca, los derivados
de 2-aminopiridina presentaron muy baja actividad catalitica, mientras que los
derivados de 2-aminobencimidazoles fueron agentes hidrolizantes muy activos.
Los catalizadores mas activos fueron los tris (2-aminobencimidazoles), que a la
concentracion de 1 mmol/L hicieron que los tiempos de vida media para la
hidrélisis de los fragmentos de ARN usados (alrededor de 300 minutos) fueran

comparables con los que se han obtenido con nucleasas metalodependientes.

N
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Figura 20. Estructuras de algunos de los derivados de la 2-aminopiridina y el 2-

aminobencimidazol usados en el trabajo de Goébel [33 y 41].
2.3.2.4 Otros tipos de agentes hidrolizantes

Dentro de otro grupo de agentes hidrolizantes que se han utilizado, esta un
polimero de polietilenimina derivatizado con grupos alquilo (C2-Ci2), bencilo y
guanidinio conocido como “sinzima” (en la Figura 21 se muestra un esquema de
uno de los fragmentos de la sinzima) [9]. Este compuesto se utilizé en la hidrolisis
de un sustrato modelo del ARN, el HpNPP, obteniéndose constantes de rapidez
para la hidrélisis aproximadamente 10000 veces mayores que las obtenidas sin
catalizador. Las mediciones cinéticas se hicieron en agua a 30°C con un valor de

pH de 8 (amortiguado con HEPES), la concentracion del sustrato fue 1 mmol/L
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mientras que la concentracion del polimero fue 3 umol/L. La sinzima presenta una
cinética de saturacion del tipo de Michaelis-Menten (Kn, = 250 umol/L, Kear = 0.0085
s™). El perfil de la variacién de kea/Km contra el pH es de forma de campana con
un maximo (similar al de las enzimas) en 7.5. Lo anterior indica que el valor de Ky,
aumenta a valores altos de pH debido a la desprotonacion de las aminas en el
polimero que se unen con el sustrato anionico y K¢ disminuye a bajos valores de
pH por la disminucion de la disponibilidad del hidroxido. El disefio de este
catalizador se basa en el uso del ambiente hidrofébico creado por las cadenas
alifaticas del mismo polimero y los sustituyentes, que asemeja a los sitios activos
de las enzimas. Ademas del uso de grupos funcionales como el guanidinio que

hace aun mas eficiente la catalisis [9].

Figura 21. Esquema de uno de los fragmentos de la sinzima del trabajo de
Hollfelder [9].

Existe también un trabajo donde se utilizé un péptido de 42 aminoacidos (la
secuencia de aminoacidos se muestra en la Figura 22, estructura 7) que forma dos
hélices unidas por un pliegue (“loop”) [42]. Este péptido tiene la capacidad de
dimerizarse en 4 cadenas enrolladas que pueden llevar a cabo la hidrolisis de
fosfodiésteres. El sitio activo en la superficie plegada del catalizador presenta dos
residuos de histidina y cuatro argininas que tienen la capacidad de presentar
catalisis del tipo &cida general, basica general y nucleofilica, ademas puede

estabilizar el estado de transicion. Los sustratos modelos del ARN empleados

23



fueron el uridin 3-2,2,2-tricloroetilfosfato (ver Figura 22 estructura 8) y el 2-
hidroxipropil-2,2,2-tricloroetilfosfato que tienen un grupo saliente no mejor que el
HpNPP (en este el grupo saliente es el p-nitrofenolato). Las mediciones cinéticas
se hicieron en agua a 40°C y a un valor de pH de 7 ajustados con MES, HEPES o
acetato de sodio (50 mmol/L). La concentracion del péptido fue de 1 mmol/L y la
de los sustratos fue 2 mmol/L, para mantener constante la fuerza idnica se afiadié
cloruro de sodio. En todos los experimentos se hizo una corrida con imidazol como
catalizador con concentracion 50 mmol/L. Con uridin 3’-2,2,2-tricloroetilfosfato la
relacion entre las constantes de rapidez de segundo orden para la hidrolisis del
sustrato con el péptido e imidazol (kyep/ kim) fue de 252, en tanto que para el

sustrato 2-hidroxipropil-2,2,2-tricloroetilfosfato fue de 197.

Ac-N-A.A.D-Nle-E-A-A-I-K-H1-L-A-R14-R15_Nle-A-A-K-
G-P-V-D-
H,N-G-A-R-A-F-A-E-F-R34-R%3-A-L-H3-E-A-Nle-Q-A-A-

7
o)
&NH
N/&o
HOT o
o OH
o:FL—o cl

| Ha
© Cl
8

Figura 22. En esta Figura se muestra: (7) la secuencia de aminoé&cidos del
polipéptido, en donde los aminoacidos que estan en el sitio activo tienen un
namero que indica su posicion, en el extremo del carboxilo terminal se formé una
amida mientras que el extremo amino se acetilé; (8) estructura de la uridin 3'-
2,2,2-tricloroetilfosfato [42].
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2.4 Estudios de hidrélisis de fosfodiésteres en disolventes organicos

El ajuste de microambientes alrededor de los centros cataliticos en las enzimas
artificiales es importante para mejorar la eficiencia catalitica. En el caso de la
hidrolisis de los fosfodiésteres se conoce poco acerca de los efectos del disolvente.
Esto es por las dificultades en las mediciones de cinéticas tan lentas para la
hidrolisis de los ésteres de fosfato [8]. A continuacién se enuncian algunos de los
trabajos mas sobresalientes en la catalisis de la ruptura de ésteres de fosfato en

mezclas de disolventes organicos.

Uno de los primeros trabajos fue el del grupo de Hamilton, mencionado
anteriormente. La hidrélisis del HpNPP con los compuestos de la Figura 23 se
hicieron en acetonitrilo para poder facilitar la formacion de puentes de hidrogeno
entre el sustrato y el agente hidrolizante, ademas de mostrarse un aceleramiento
en las constantes de rapidez. También en acetonitrilo, el grupo de Reinhoudt
utilizé los complejos mono y dinucleares de zinc de tres calix [4] arenos
bifuncionalizado en el anillo superior, la estructura de los calix [4] arenos usados

como ligantes se muestra en la Figura 23 [43].

| |
OR Cl)R OrR RO OR OR OR RO OR OR OR RO
a b Cc
Figura 23. Estructura de los complejos de zinc de calix [4] arenos usados por el

grupo de Reinhoudt [43].

Los estudios cinéticos se hicieron en una mezcla acetonitrilo-agua al 50%, con

valores de pH entre 6.8 y 7 ajustado con HEPES 20 mmol/L, la temperatura
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también se mantuvo constante a 25°C, la concentracion de los complejos fue 0.48
mmol/L y la del sustrato 0.19 mmol/L. Los complejos se generaron in situ para
usarlos inmediatamente como catalizadores. Los valores de las constantes de
hidrolisis del HpNPP con el complejo dinuclear del ligante ¢ fueron 7000 veces
mas rapidas que las de la reaccién sin catalizar, mientras que para el ligante b
fueron 19000 veces mas rapidas. Lo anterior indic6 que los grupos dimetilamino
de ¢ no ayudaron al mejoramiento de la catalisis. El mecanismo propuesto (ver
Figura 24) consiste en la activacion del grupo fosforilo del sustrato con los dos
centros de zinc de manera cooperativa, en el caso de b una base externa actua
desprotonando el grupo hidroxilo del HpNPP; en el caso de c la base son los

grupos dimetilamino de uno de los anillos.

/
OR OR QOR RO

Figura 24. Representacion esquematica del posible mecanismo para la hidrolisis
del HpNPP catalizada por los complejos dinucleares de zinc de b y c del trabajo de
Reinhoudt [43].

Otro trabajo informado por el grupo de Hawai en el que estudiaron la hidrolisis de
un sustrato modelo del ARN (HpNPP) en una mezcla de acetonitrilo-agua
mediante un complejo dinuclear de zinc con un ligante derivado del péptido
gramicidina S. En la Figura 25 se muestran las estructuras de los ligantes usados
para formar los complejos dinucleares con los cuales se hizo el estudio de
hidrélisis. Todos los estudios se hicieron en 50% de acetonitrilo-agua en un pH

ajustado con HEPES (20 mmol/L) a pH 7 (la Unica excepcion fue el estudio hecho
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con el complejo del ligante 2 que se hizo en 80% de acetonitrilo) en condiciones
de pseudomonomolecularidad. De los tres complejos, el complejo uno mostré
tener una aceleracién drastica en la hidrélisis del HONPP (kops = 3300 s, kne =
0.51 s [44].

GS  Ry=R,=R3=R,;=H
1 R;=R,=R3=R,=PyCH,
2 R;=R,=PyCH,, Ry=Tfa, R,=H

3 R;=R,=PyCH,, R3=R,=H

Figura 25. Estructura de la Gramicidina S y sus derivados 2-metilpiridina [44].

También el grupo de Kondo realizé trabajos en acetonitrilo, s6lo que en este caso
fue en acetonitrilo al 99.9% con 0.01% en volumen de agua. Los trabajos de
estudios de hidrolisis se hicieron con el sustrato HpNPP usando cationes
metéalicos (Cu?* y Zn**) como catalizadores. En su estudio cinético no utilizaron
ningun ligante, ni tampoco ningun tipo de base soélo los cationes metalicos. La
aceleracién lograda en la reaccion catalizada con los metales con respecto a la no
catalizada (en acetonitrilo kyc= 6.8x107 s, kecy?'= 0.126 sy kezn?'= 2.55 s7) fue
de alrededor de 10° a 10° veces mayor. Las mediciones cinéticas se hicieron a
25°C con una concentracion de sustrato de 50 umol/L, la concentracién de los
metales fue 0.25 mmol/L. Para solubilizar el HpNPP en el acetonitrilo se utilizo el
éter 18-corona-6, el cual se observé que disminuye un poco la aceleracion pero la
disminucién es despreciable. Un efecto importante que arrojé este estudio fue que
al agregar agua u otro disolvente (en este caso fue metanol y DMF) la constante
de rapidez disminuye abruptamente debido al debilitamiento de la electrofilia de
los iones metélicos. Por ejemplo la constante de rapidez de acetonitrilo con 0.01%

de agua disminuye 1/250 al aumentar el contenido de agua a 2.01%. En el caso
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de la hidrolisis en los otros disolventes la caida es atin mayor por un factor de 10°
a 10* veces [45].

Por otro lado, el grupo de Kramer realizo la hidrdlisis del HoONPP en mezclas agua-
DMSO 3:1 con un complejo metalico ternario que puede funcionar como un
catalizador alostérico [46], la estructura de este complejo se muestra en la Figura
26. Los metales alostéricos que se usaron en el estudio fueron cobre, niquel y
paladio. Las mediciones cinéticas se hicieron a 20°C en la mezcla de disolventes
anteriormente mencionada con un ajuste de pH de 7.0 a 7.5 con MOPS 5 mmol/L.
Las concentraciones del sustrato y del complejo fueron 0.5 mmol/L y 0.1 mmol/L

respectivamente.

O = CU2+, Ni2+, Pd2+

Figura 26. Estructura del complejo metalico con sitios alostéricos del trabajo de
Kramer [45].

Las curvas cinéticas obtenidas fueron del tipo de Michaelis-Menten, los valores de
Kn obtenidos fueron 170 M™ para cobre, 340 M™ para niquel y 2600 M para
paladio; mientras los valores de ke x 10° fueron 17 s para cobre, 3.1 s™ para
niquel y 0.22 s™ para paladio. Esto indica que la naturaleza y tamafio del metal
afecta la afinidad y reactividad del catalizador hacia el sustrato [46]. Suh y Seok
Hong, contribuyeron también en el estudio de la catalisis del HpNPP en algunos
disolventes orgéanicos. Ellos realizaron la catdlisis acida del HpNPP (50 pumol/L)
con HCl y HCIO; en acetonitriio (MeCN), 1,4-dioxano, metanol (MeOH),
dimetilsulféxido (DMSO), etanol (EtOH) y N,N-dimetilformamida (DMF). La catalisis
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con los acidos de concentracion 0.092 mol/L fue de 50 a 50000 veces mas rapida

en los disolventes organicos que en agua [8].
A continuacion, en la tabla 1 se muestran los valores obtenidos en las reacciones

de transesterificacion del HpNPP por otros grupos de investigacion en diferentes

medios y con distintos catalizadores.
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Tabla 1. Constantes de rapidez para la hidrélisis del 2-hidroxipropil-4-nitrofenilfosfato informados en otros estudios de

hidrdlisis.
Catalizador Disolvente Temp. pH  kopsx10% st kp, M?s?  Ref.
Ninguno MeCN:H,O 25°C 7 2.7x107 N.D. [43]
11
Ninguno MeCN 25°C 7 3.8x10% N.D. [38]
(0.01%H,0 )
Ninguno MeOH 25°C  N.D. 7x10* N.D. [47]
K H,O 30°C  7.85 85° 33.8 [9]
HZK\NH NT
HoN ' N/)
O )
[~ N/H) y NL;
S
ﬂ NH._NH,
%/W/N\/\/\« N,
Ac-N-A.A.D-Nle-E-A-A-I-K-H1L-L-A-R-R15-Nle-A-A-K- H,O 30°C 7.0 ND 7.08x10"°  [42]
G-P-V-D-
HoN-G-A-R-A-F-A-E-F-R3*-R33-A-L-H30-E-A-Nle-Q-A-A-
J/N(CHs;)z MeCN 25°C N.D. 1.1 0.069 [38]
NH,* HN

(H3C)2N\/\NJ\N N/gNH +
H H/\O/\H 2



MeCN

MeOH

MeCN

MeCN
(0.1% H,0)

H.0O

MeCN
(0.1% H,0)

25°C

25°C

25°C

30°C

55°C

30°C

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

7.55

N.D.

0.055°

0.241

6.6

0.13¢

<5x104¢®

1.76°

0.00044

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

[38]

[47]

[47]

[48]

[48]

[48]
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H.O

MeCN
(0.1% H,0)

H.O

MeCN
(0.1% H,0)

H.0O

MeCN
(0.1% H,0)

H.0

55°C

30°C

55°C

30°C

55°C

30°C

55°C

7.55

N.D.

7.55

N.D.

7.55

N.D.

7.55

0.0015°

1.74¢

0.0013°

1.02¢

<5x10%¢®

1.22¢

0.0012°

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

[48]

[48]

[48]

[48]

[48]

[48]

[48]




MeCN 30°C  N.D. 0.99¢ N.D. [48]
(0.1% H,0)

H.0O 55°C 7.55 0.0018° N.D. [48]

MeCN 30°C  N.D. 1.12¢ N.D. [48]
(0.1% H,0)

H,0 55°C  7.55  <5x10™° N.D. [48]

MeCN 30°C  N.D. 1.22¢ N.D. [48]
(0.1% H,0)

H,O 55°C  7.55 8x10™"¢ N.D. [48]




MeCN
(0.1% H,0)

H.0O

MeCN
(0.1% H,0)

H.O

MeCN
(0.1% H,0)

30°C

55°C

30°C

55°C

30°C

N.D.

7.55

N.D.

7.55

N.D.

2.02¢

0.0013°

0.33¢

0.0024°

0.46¢

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

[48]

[48]

[48]

[48]

[48]
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§ H,O 55°C  7.55 <5x10™“°® N.D. [48]
7

<\|H HN H|/>
e, @ MeCN 30°C  N.D. 0.35¢ N.D. [48]
HZNJ\NH HJ\NHZ H (0.1% H,0)
NH N
HN,, N
HO
® e H,O 55°C  7.55 0.0143° N.D. [48]

HO

aP 50 mmol/IL de HEPES, © con 2,6-lutidina (0.0125 mol/L), ¢ con 2,6-lutidina (0.100 mol/L), ¢ con HEPES (0.100 mol/L),
| = 0.5 mol/L KCI, N.D. = No hay dato.

35



3. OBJETIVOS DEL TRABAJO

La catalisis con amortiguadores ha tomado mucha importancia en los ultimos afos,
debido a la posibilidad de presentar un mecanismo bifuncional donde actian
ambas especies (la acida y la basica). Ademas, como se menciond en los
antecedentes, el grupo guanidinio ha sido motivo de varios estudios en la hidrélisis
de fosfodiésteres, en parte por estar presente en el sitio activo de la nucleasa del
Staphylococcus, ademas de ser un activador de Lewis igual que los metales.
Aunado a lo anterior se ha visto que en medios con bajo contenido de agua la

transesterificacion de compuestos del tipo fosfodiéster se mejora notablemente.

Con base en lo anterior y con el fin de estudiar la capacidad catalitica de distintos
pares acido-base (guanidina, acetamidina, piperidina y metilamina) capaces de
formar amortiguadores en la hidrélisis de ésteres fosfato en medios con bajo
contenido de agua para proponer un mecanismo para la transesterificacion del
HpNPP, extrapolandolo al llevado a cabo por las ribonucleasas no metalicas, se
realizaran perfiles de la variacion de las constantes de rapidez con la
concentracion total del amortiguador y el grado de neutralizacién del mismo (en el
esquema | se muestra un ejemplo de estos perfiles).

0.0006

|
4 o
0.0005 4 2.0x10 5 o
[ ] X o
0.0004 1.6x10" s]
. o
- . o
“» 0.0003 1 » 1.2x10™*
o L] -
xg xé
0.0002 . B o
8.0x10°
|
0.0001 . a
5
4.0x107
- |
0.0000 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
[Base],, M [Base];,., M

Esquema |. Perfiles de la variacion de la constante de rapidez observada en
funcion de: la concentracién total del amortiguador (izquierda) y el grado de

neutralizacion del mismo (derecha).
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3.1 Metas

Determinar el porcentaje volumen/volumen de la mezcla de DMSO:agua (con
menos del 40% de agua, [59]) en donde exista la mayor capacidad de
transesterificacion del sistema amortiguador hacia el HoNPP.

Realizar estudios cinéticos para la transesterificacion del HpNPP en DMSO
acuoso para observar los efectos de la concentracion y el grado de neutralizaciéon
de las bases (en los sistemas amortiguadores formados), en la constante de
rapidez de la transesterificacion del HpNPP.

Utilizar distintos pares acido-base para ver el efecto que tiene el valor del pK, de

sus formas &cidas sobre las constantes de rapidez.
Determinar los valores de pK, de los pares acido-base utilizados en DMSO acuoso

para poder hacer correlaciones entre estos y las constantes de rapidez de manera

cuantitativa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Para la realizacion de los estudios cinéticos se uso solo un sustrato (HpNPP) y
cuatro bases (guanidina, acetamidina, piperidina y metilamina), de las cuales dos
estaban en la forma de acido, por lo que se requirié de una base extra para formar
el sistema amortiguador de pH con estas ultimas. Para las bases que venian en su
forma basica se uso acido perclérico para formar el amortiguador. Ademas para
medir el pK,; de los pares acido-base se usd un electrolito de soporte en
titulaciones potenciométricas. A continuacion se muestra una tabla en donde se
encuentran los reactivos usados y sus datos mas importantes, ademas mas

adelante se encuentra una breve descripcion.

Tabla 2. Estructura y caracteristicas principales de los reactivos usados.

Metilamina
CH3NH; Merck, 40%
(MeNH>) Masa molar = 31.06
Piperidina
NH Aldrich, 99%
% Masa molar = 85.15 , densidad a 25°C de
(PPD) 0.861 g/mL
NH,* Cr Cloruro de acetamidinio
Aldrich, 95%
HyC NH, Masa molar = 94.54
(HAMD")
NH,* CI Cloruro de guanidinio
Sigma, 99%
H,N NH, Masa molar = 95.53
(HGU")
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Hidréxido de tetrabutilamonio
Sigma-Aldrich, 40% (m/m) en agua,
densidad a 25°C de 0.995 g/mL

Masa molar = 259.47

2—hidroxipropil—-p—nitrofenilfosfato

Masa molar = 276.16

Sintetizado de acuerdo a Brown y Usher
[49]

Cloruro de tetrabutilamonio

Fluka, > 97%, pureza para intercambio
ionico.

Masa molar = 277.92

Acido perclérico

J. T. Baker, 69-72% (m/m), reactivo ACS
densidad de 1.67 g/mL

Masa molar = 100.46

Resina de intercambio idnico Amberlite®

Sigma-Aldrich

IR-120 H Capacidad de intercambio: 4.4 meq/g por
peso seco y 1.9 meg/mL de resina
hidratada

Ba(OH),-8H,0 Hidroxido de bario, para analisis

J.T. Baker, 98%
Masa molar = 315.48
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Oxido de propileno

o Sigma-Aldrich, 99%
< | d =0.83 g/mL

Masa molar = 58.08

o O Na* 4-nitrofenilfosfato de sodio hexahidratado
0 %P/\ Sigma-Aldrich, 98%
\N+ o/ ONa . 6H,0 Masamolar=371.14
O//

Etanol anhidro
/\ J. T. Baker, 99.9% (m/m), Reactivo ACS
HO
Masa molar = 46.07

Acetona
J. T. Baker, 99.6% , Reactivo ACS
Masa molar = 58.08

O

4.1.1 Disolventes

Para los experimentos se usé agua deionizada obtenida a partir de agua destilada
con el equipo NANOPURE BARNSTEAD. En tanto que el dimetil sulféxido (DMSQO)
se adquirid de J. T. Baker y se utilizé sin tratamiento previo.

4.1.2 Sustrato

Como sustrato modelo del ARN se utilizé el 2-hidroxipropil—p—nitrofenilfosfato

(HpNPP), el cual fue sintetizado mediante el método de Brown y Usher [49] y el

procedimiento de la sintesis y los reactivos utilizados se describen a continuacion:
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4.1.2.1 Reactivos usados en la sintesis del sustrato

Para la sintesis del HpNPP se requirié de 6xido de propileno y el p-nitrofenilfosfato
de sodio hexahidratado. Mientras que en la purificacion se uso6 hidréxido de bario,
etanol y acetona, ademas de la resina de intercambio ionico amberlite®. Las

especificaciones de cada reactivo se muestran en la Tabla 2.
4.1.2.2 Sintesis del sustrato

Para la sintesis del HpNPP se partié de una disolucion de la sal disdédica de p—
nitrofenilfosfato (3.5 mmol) en agua (141 mmol), ésta se pasé por una columna
empacada con la resina de intercambio i6nico IR-120 (H"). El eluyente acido se
ajusté a un valor de pH aproximado de 8 con una disolucién de amoniaco. A la
solucién basica resultante se le anadieron 20 mL de 1,2—epoxipropano y se
mantuvieron a 35 °C por 35 horas. El epdxido sin reaccionar fue removido por
destilacidén a presion reducida. La mezcla de reaccién se pasoé por la columna con
la resina mencionada anteriormente. La disolucion obtenida después de pasarla
por la columna se neutralizé a un valor de pH entre 6 y 7 con una disolucion de
hidroxido de bario libre de carbonatos (la medicion de pH se hizo con papel
indicador de pH). Una vez neutralizada se concentr6 a aproximadamente un
volumen de 10 mL a presion reducida y temperatura ambiente. Después se
afiadieron 2 volumenes de etanol y el precipitado obtenido (p—nitrofenilfosfato sin
reaccionar) se removio por filtracion. El filtrado se disminuyé a un volumen
cercano a 10 mL y se le afiadié con agitacion vigorosa una mezcla al 10% de
etanol en 300 mL de acetona. Se obtuvo un precipitado que se filtrd y éste
corresponde a la sal de bario del 2-hidroxipropil-p-nitrofenilfosfato. El rendimiento
obtenido fue del 42%. Al precipitado se le tom6 un espectro de Resonancia
Magnética Nuclear para ver su pureza en D,0. El espectro RMN 'H de la sal de
bario del HoDNPP se muestra en el apéndice 1. Como se observa en el espectro, el
grado de pureza es alto, pero para conocer numéricamente la cantidad de HpNPP

se hizo un estudio de transesterificacion alcalina con hidroxido de tetrabutilamonio.
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El experimento se llevo a cabo de la siguiente manera, se peso una cantidad de la
sal de bario tomando en consideracion que se obtuvo el 100% de rendimiento y se
preparé una solucion acuosa. Después se preparé una solucion madre de p-
nitrofenol y se tomaron varias alicuotas a las cuales se les agregd hidréxido de
tetrabutilamonio. Con la serie de 4-nitrofenol se determiné la absortividad molar
(e = 18000 M~'cm™) a 400 nm. Una vez conocido el valor de ¢ se hicieron varias
series de transesterificacion al tomar alicuotas de la solucién madre de la sal de
bario del HpNPP y con estas se calculé que la cantidad real de HpNPP en la sal
de bario fue >99%. Para los estudios cinéticos, se quité el bario al pasar una
solucion del HpNPP a través de una columna con la resina mencionada, para

intercambiar el ién Ba®* por iones H*.

4.1.3 Bases

Las bases usadas para los estudios cinéticos fueron: hidroxido de tetrabutilamonio,
piperidina, metilamina, cloruro de acetamidinio y cloruro de guanidinio. Las
caracteristicas principales se muestran en la Tabla 2 (compafiia de adquisicién,
pureza y masa molar). Todos se usaron sin tratamiento previo y en el caso de las
soluciones (metilamina, piperidina e hidréxido de tetrabutilamonio) se mididé su

concentracion mediante titulaciones potenciométricas, antes de utilizarse.

4.1.4 Sales

Se utilizé cloruro de tetrabutilamonio para ajustar la fuerza idnica en los

experimentos, sus especificaciones principales se muestran en la Tabla 2.
4.1.5 Acidos
El acido perclérico fue utilizado para neutralizar a dos de las bases (piperidina y

metilamina) y formar los pares amortiguadores requeridos para los estudios

cinéticos; ademas, se uso en las titulaciones potenciométricas para determinar el
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pKi de la mezcla de disolventes y para medir el pK, de las bases mencionadas. La

pureza y la compania de adquisicién se muestran en la Tabla 2.

4.2 Equipo

Las mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un equipo HP 8453
(con una ventana espectral de 190-1100 nm, una resolucion de 1 nm y una
precision en la longitud de onda <+0.5 nm) de arreglo de diodos. Las celdas
utilizadas fueron de cuarzo con una longitud de paso de 1 cm y un volumen de 3
mL. Los experimentos por potenciometria se realizaron usando un electrodo de
vidrio Orion ROSS™ con un potenciémetro ORION 710A en una celda a
temperatura constante (310 K), agitacion y flujo de nitrégeno constante. Los
experimentos de resonancia magnética nuclear de *'P se hicieron en un
espectrometro marca Brucker modelo Avance de 400 MHz en el Departamento de
Investigacion de Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora, en tanto que
los experimentos de 'H se realizaron en un espectrémetro Varian Gemini de 300
MHz de la Unidad de Apoyo a la Investigacion, Facultad de Quimica, UNAM. El
control de la temperatura se logré6 mediante los bafios de agua Fischer Scientific
ISOTEMP 1006S, mientras que la medicién de la misma se hizo con el termémetro
digital QUARTZ digi-termo.

4.3 Programas

Los ajustes por regresion lineal y no lineal mediante el método de minimos
cuadrados se hicieron en el programa Microcal™ Origin™ version 5.0 de Microcal
Software, Inc. Los valores de pK, fueron calculados utilizando el programa
Hyperquad 2000 versidén 2.1 NT. Los diagramas de distribucion de especies fueron
generados usando los valores de pK, determinados en la mezcla 4:1 DMSO-agua

en el programa Hyss Academic Software 1999 K. J. Powell.
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4.4 Estudios potenciométricos

Para la estandarizacion de las soluciones se hicieron titulaciones potenciométricas,
y se graficd el pH contra el volumen de titulante afiadido. La primer soluciéon en
normalizarse fue acido perclérico con carbonato de sodio anhidro (para
asegurarse de que no contuviera agua, se dejo en la estufa de vacio por 24 horas
y después se paso a un desecador). Se prepararon disoluciones de 25 mL de
carbonato de sodio y se valoraron hasta pasar el primer punto de equivalencia el
cual fue determinado mediante la derivada de la curva de titulacién). Una vez
estandarizado el acido perclérico se normalizaron las soluciones de hidroxido de

tetrabutilamonio, piperidina y metilamina.

Para determinar los valores de pK, de los pares acido-base, todas las titulaciones
potenciométricas se hicieron en una celda de vidrio de 30 mL a temperatura
constante de 37°C con burbujeo continuo de nitrogeno durante todo el
experimento para evitar la presencia de CO; en la disolucién. Se utilizé como
electrolito soporte cloruro de tetrabutilamonio para ajustar la fuerza idénica a una
concentracion 10 mM. La concentracion de las bases fue de 5 mM en soluciones
con un 80% de DMSO y 20% de agua. El titulante (el acido perclérico o el
hidroxido de tetrabutilamonio) también estaba en disoluciones al 80% de DMSO.
Previo a estas titulaciones, se determiné el pK; de la mezcla de DMSO-agua 80:20
a 37°C con la valoracion de 25 mL de una solucién 1 mM de acido perclérico con
una fuerza i6nica de 10 mM de cloruro de tetrabutilamonio con hidroxido de
tetrabutilamonio, se tomaron al menos 15 puntos antes y después del punto de

equivalencia para poder realizar los ajustes.
La obtencion de la constante de disociacion del agua K; en la mezcla DMSO-agua,

usada para calibrar el electrodo, se determiné con un ajuste no lineal mediante la

ecuacion 4 de la grafica de volumen de base anadido contra el pH [58].
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v = Vo(Ca +10PHPK) _ £40-PH)

Cg + F107PH —10(PH-PK) mo.4

Donde V es el volumen afnadido, Cg es la concentracidon de la base afiadida, V, es
el volumen inicial del acido, Ca es la concentracion del acido, pH es el valor de pH
medido, pK; es el menos logaritmo del producto iénico del agua en este medio (Kj)
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 union). La
ecuacion 4 se obtiene de despejar el volumen anadido (V) y agrupar términos de
la ecuacion 5 que es la ecuacion para la titulacion de un acido fuerte con una base

fuerte.

Vot Ve (Vo +VIKG
Ce [H'TCg

V +

Ademas de despejar el volumen anadido y reacomodar los términos, se hizo la

+ o«

sustitucion de [H'] (que es la concentracion de H* “aparente”, es decir, la
calculada empleando el valor de pH medido directamente y no corregido) por 10°",
K’ (que es el producto iénico del agua “aparente” sin considerar los coeficientes
de actividad) por 10 y finalmente V., el volumen de equivalencia, que al ser

multiplicado por Cg es equivalente al producto de Vo y Ca (VeCg = V(Ca)

En las titulaciones hechas la concentracion de la base afiadida, el volumen inicial,
los volumenes adicionados, la concentracion exacta del acido fuerte a titular y los
valores de pH para cada adicidén eran conocidos, por lo que fue posible calcular el
valor de pK;y de f. Una vez obtenidos los valores de f, se corrigieron los valores
de pH observados restandoles el logaritmo de f (pHeor = pH-logf). El valor
promedio de pK; de la mezcla DMSO-Agua 80:20 a 37.0°C fue de 18.7 + 0.1 que
estd en acuerdo con los valores informados en literatura para condiciones
semejantes (en 80% DMSO por peso a 25°C es 18.4 [50] y 18.84 en 80% DMSO
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por volumen a 30°C [51]). En la Figura 27 se muestra un ejemplo de las graficas

obtenidas y ajustadas por la ecuacion 4.
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Figura 27. Grafica de volumen de base afadida contra el pH corregido de la
titulacion de HCIO4 1 mM con una fuerza i6nica 10 mM de BusNCI en 80% de

DMSO a 37°C. La linea es el ajuste teorico realizado con la ecuacion 5.

4.5 Estudios cinéticos

Para los estudios cinéticos se utilizaron soluciones madre de las cuales se
tomaban alicuotas para tener la concentracion deseada en las celdas. Las
soluciones de las bases (metilamina, piperidina, guanidina y acetamidina) se
prepararon en una mezcla 80:20 DMSO-agua, a menos que se especifique lo
contrario, en una concentracion 1 M y se almacend en refrigeracion. El tiempo de
uso de cada solucion preparada no fue mayor de una semana. La disolucion de
HCIO4 se elaboré sin DMSO y fue la misma que se utilizé en las titulaciones

potenciométricas, en tanto que BusNOH se us6é a partir de la disolucién
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concentrada, previamente estandarizada. La disolucion del sustrato HpNPP se
hizo so6lo con agua y fue de una concentracion 1 mM y se usaba por un tiempo
maximo de 15 dias. Para el experimento del efecto salino, la disolucion de cloruro
de tetrabutilamonio se hizo en una mezcla de DMSO-agua al 80% del primero, con
concentracion de 1 M. Todas las mediciones se llevaron a cabo en celdas de
cuarzo de 1 cm de longitud de paso. El volumen dentro de las celdas fue de 2.5
mL y la temperatura de todos los experimentos fue de 37°C.

En estos experimentos se monitoreé la formacién del producto de Ila
transesterificacion intramolecular del HpNPP, el 4-nitrofenol (que se encuentra en
equilibrio con su forma desprotonada, el anion de 4-nitrofenolato de color amarillo,
Figura 28). Para ello se obtuvo el valor de absortividad molar en las condiciones
del experimento (¢ = 29000 Lmol'em™) en la longitud de maxima absorcion (en la
mezcla al 80% de DMSO agua fue de 420 nm). En las cinéticas se tuvieron
condiciones de reaccidon pseudomonomoleculares, es decir, el sustrato se
mantuvo a una concentracion mucho menor que la de las bases usadas (de 20 a
70 uM), para realizar ajustes de primer orden. En general debido a la rapidez de
las cinéticas, las constantes de rapidez se obtuvieron mediante dos formas: en las
lentas mediante ajustes de las rapideces iniciales y en las rapidas mediante

ajustes no lineales de las curvas obtenidas por el método integral.

OH
O,N °
o
\©\ \P// M} o) lo) +
TN N _/
0 o/\|/ R
O/ \o
OH - NO,
Bases:
HoN i
NH ?
% CH3NH,
HN
NO,

Figura 28. Esquema de la reaccion de transesterificacion del 2-hidroxipropil-p-

nitrofenil fosfato.
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En la Figura 28 se muestran los productos principales de la reaccion de
transesterificacion del HpNPP, el 4-nitrofenol y un fosfato ciclico. El fosfato ciclico
es un indicativo de que no se lleva a cabo la ruptura por una sustitucion
nucleofilica sino una transesterificacién intramolecular. Por esta razon se hicieron
estudios de resonancia magnética nuclear de fésforo (RMN *'P) con el fin de
confirmar que en los estudios cinéticos se presenta una transesterificacion y no
una sustitucion nucleofilica por la base. El experimento se hizo del siguiente modo;
primero se obtuvo el espectro de RMN *'P del HoNPP en DMSO al 80%, con 15%
de D,0 sin la presencia de ninguna base, el desplazamiento quimico del fésforo
en el HpNPP en estas condiciones (8) fue de —6.21 ppm. Después se anadio a
otra muestra guanidinio neutralizado al 90% con hidréxido de tetrabutilamonio, se
dejaron pasar dos horas para asegurar que la transesterificacion fuera completa,
después se tomd su espectro de RMN 3'P y el desplazamiento del fésforo ahora
fue de 16.32 ppm, lo que confirmd la formacién del fosfato ciclico (en estudios en
agua deuterada los desplazamientos del fésforo del HpNPP antes y después de la
transesterificacion son —4.07 y 18.60 ppm), los espectros de RMN *'P obtenidos

también se muestran en el apéndice 1.

En el caso de las cinéticas con guanidina y acetamidina la transesterificacion fue
completa y bastante rapida, de aqui que las constantes de rapidez observadas se
obtuvieron mediante el ajuste no lineal de la ecuacién 6, que corresponde a la

formacion de un producto mediante una cinética de primer orden.

A=D0A_(1-e ')+ A, Ec. 6

Donde A es la absorbancia en cualquier momento, AA_ es la diferencia entre la

absorbancia inicial y la infinita, Ag es la absorbancia al inicio, kons €s la constante
de rapidez observada y t es el tiempo. En la Figura 29a se muestra un ejemplo de
un ajuste con la ecuacién 6, para la transesterificacion del HpNPP con guanidinio

neutralizado al 60% con BusNOH; mientras que en la 29b se muestra un esquema
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del comportamiento de los espectros de UV-vis del HpNPP vy el 4-nitrofenol con el

tiempo.
0.54
c 0.4 )
g <
o 2
§ 03 . 3
N Chi*2 = 2.3104E-6 g
< 8
< 0.2+ A, 0.12576 +0 s
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Figura 29. Ejemplo de: (a) un ajuste con la ecuacién 6 para la transesterificacion
del HpNPP con guanidinio neutralizado al 60%; (b) del seguimiento de los
espectros del HpNPP con el tiempo, los niumeros que aparecen en la parte
derecha superior son los tiempos a los que fueron tomados los espectros en

segundos.

Las reacciones hechas con piperidina y metilamina fueron lentas, por lo que los
ajustes se hicieron mediante el método de las rapideces iniciales y al final de cada
cinética se agregaba una alicuota de un estandar de 4-nitrofenolato para calcular
la absorbancia final. El ajuste se realizé con la ecuacion 7, la rapidez inicial se
obtenia de la pendiente de la grafica de absorbancia del producto contra el tiempo,
al afadir el estandar de 4-nitrofenolato se observaba que la concentracion maxima

de p-nitrofenolato coincidia con la concentracion inicial de HpNPP.

VO = [dg\:'::| = kobs gNF [HpNPP] = kobs Aoo EC' 7
t—0

Los experimentos cinéticos para conocer la proporcion 6ptima de DMSO-agua se

hicieron con guanidinio 50% desprotonado (la base usada para formar el par
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amortiguador fue el hidroxido de tetrabutilamonio) en varias proporciones de
DMSO-agua haciendo una variacion de la concentracion total de guanidina de
0.01 M a 0.16 M segun las posibilidades de la mezcla.

Ademas, se llevaron a cabo perfiles con una proporcion de neutralizacion de las
bases constante, variando la concentracién total de la base de 0.01 a 0.2 M
dependiendo de cada base y rapidez. Para complementar este experimento se
realizaron perfiles de protonacion de cada base a una concentracién total de base
de 0.1 M. Finalmente se hicieron experimentos de cocatalisis, con la variacion de

la concentracion de guanidinio a una concentracion total 0.1 M de las bases.
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5. 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 un estudio del efecto de la composicion en la mezcla DMSO-agua
con un solo catalizador (guanidinio) y aplicando el siguiente criterio para encontrar
el optimo de actividad catalitica: el sistema Optimo debe contener una cantidad de
agua maxima posible que aun permita una alta eficiencia de la catalisis (es decir,
la velocidad de la reaccion catalitica debe ser dominante comparandola con la de
la reaccion espontanea) en el intervalo de concentraciones del catalizador
suficientemente bajas del orden de 0.01 a 0.2 M. La necesidad de este estudio se
debe a que la eficiencia de la catalisis del tipo acido-base es mayor en medios no
acuosos, sin embargo, la caracterizacion cuantitativa de las propiedades acido
base en medios no acuosos es extremadamente dificil y ademas, estos medios
favorecen la agregacion de especies idnicas y esto puede llegar a complicar

mucho el comportamiento cinético observado

Después fueron determinados los valores de pK, de las formas &cidas de las
bases empleadas como catalizadores en el medio oOptimo de la reaccion,
indispensables para poder correlacionar las constantes de rapidez de procesos
cataliticos con la fuerza de las bases. También fue necesario estudiar la cinética
de la hidrdlisis alcalina del HpNPP en el medio escogido para poder corregir las
constantes de rapidez de la catalisis con los sistemas amortiguadores, por la

contribucién de este proceso en disoluciones mas basicas.

Las tres etapas anteriores constituyen la parte preliminar del trabajo. La parte
principal es el estudio de la cinética de transesterificacion del HpNPP en la mezcla
de disolventes 6ptima en un amplio intervalo de concentraciones de los diferentes

pares de acidos y bases conjugados para poder proponer la ley de rapidez y
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determinar las constantes de rapidez de diferentes rutas cataliticas (a priori se
esperarian contribuciones de catalisis 4cido general, basico general y bifuncional).
Ademas, se hicieron perfiles de rapidez de la reacciébn contra el grado de
neutralizacion del catalizador para ver las proporciones de formas acida y basica
del catalizador en los cuales existia una mayor actividad catalitica. En la etapa
final del trabajo se buscé la correlacion de las constantes de rapidez con valores
de pKas en términos de la relacion de Brgnsted y asi poder llegar a algunas

conclusiones respecto del mecanismo de catalisis.

5.1 Efecto de la variacion de la proporcién de DMSO: agua sobre la rapidez

de la transesterificacion de HPNPP en presencia del amortiguador

Este experimento se realizé con el fin de determinar la composicién de la mezcla
de disolventes en la que se observan las mayores constantes de rapidez y el
efecto de catalisis con los componentes del amortiguador; de ahi que se eligieron
sé6lo las mezclas de 70, 80 y 90% de DMSO con respecto a su mezcla con el agua,
porque entre mayor sea la proporcion de agua la contribucion de la catdlisis basica
serda mas grande. Todas las mediciones cinéticas se hicieron a 37 °C ya que por
debajo de los 30 °C el DMSO es demasiado viscoso y esto baja la reproducibilidad
de los experimentos; ademas por ser la temperatura corporal. El amortiguador que
se uso fue el sistema guanidina/guanidinio en proporcién 1:1, en el intervalo de
concentraciones de 0.02 M a 0.2 M dependiendo de la composicion de la mezcla
de disolventes.

Las constantes de rapidez obtenidas mediante los ajustes a las curvas a distintas
proporciones de dimetil sulféxido-agua al variar la concentracion del amortiguador,
se muestran en la Tabla 3, en donde los porcentajes indican las proporciones de
DMSO y agua en las mezclas. Debido a que las soluciones madres de los
reactivos que se usaron fueron acuosas, la concentracion maxima a la que se

llegd dependié del contenido de agua. Debido a que el contenido de agua fue
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diferente en los tres experimentos, no se tienen los mismos valores de

concentracion en los tres experimentos para la mayoria de los casos.

Tabla 3. Variacion de las constantes de rapidez con la concentracion a diferentes
proporciones de DMSO a 37°C.

[Gu]t, M 70% 80% 90%
Kopsx10°, 71
0.02 N.D. 0.42 0.26
0.04 0.72 1.12 0.7
0.06 N.D. 2.23 1.31
0.08 1.77 3.76 3.02
0.10 N.D. 5.64 N.D.
0.12 3.24 N.D. N.D.
0.16 5.27 N.D. N.D.
0.20 7.83 N.D. N.D.

N.D.: No determinado. El porcentaje de error promedio en las constantes fue del
0.2%

Al comparar los medios para ver en cual es en el que se tienen los mayores
valores de constantes de rapidez. Si observamos la Tabla 3 podremos notar que
el mejor medio resultd ser el de 80% de dimetil sulfoxido. Cuando se grafico la
constante observada contra la concentracion total de base se observé que existia
una dependencia que involucra contribuciones tanto cuadratica como lineal, por lo
gue se hizo otro grafico del perfil de la variacién de kops/[GuU] con la concentracién
total de la base, que se muestra en la Figura 30 (la justificacién del uso de esta
forma de tratamiento de los resultados se presentara en los siguientes capitulos).
En la Figura 30 podemos observar la contribucion lineal (ki) a partir de la
interseccion con la ordenada y el valor de k, con la pendiente, los valores de los
parametros se exponen en la Tabla 4. Los valores de k; y k. nos indican que
conforme disminuye la cantidad de agua del medio, comienza a aumentar el valor

de la contribucion lineal (k;), y es mucho mayor en 70% de DMSO y es

53



basicamente casi despreciable dentro de los limites del error en 90% de DMSO.
Lo anterior es una prueba de que a mayor contenido de agua en el sistema, la
dependencia de la constante observada sera practicamente lineal, aunque es
importante sefalar que la disminucion de esta contribucion no es muy grande de
70 a 80%, pero si de 80 a 90%. Por otro lado, si analizamos los valores de k-
notaremos que tenemos un valor maximo cuando el contenido de dimetil sulféxido
es del 80% y en 90% se vuelve practicamente la Unica contribucién a la constante.
Esto confirma el hecho que a mayor contenido de DMSO es mayor la contribucion
cuadratica en la constante, sin embargo en nuestro sistema pasa por un maximo a
80% de DMSO, lo que resulta ser muy adecuado para este estudio por la dificultad
de hacer mediciones arriba de este porcentaje de DMSO.
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Figura 30. Perfil de la variacion de kz, con la variacion de la concentracion total del
amortiguador en una mezcla con 80% de DMSO a 37°C.
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Tabla 4. Valores de las contribuciones lineal y cuadratica en la constante

observada en los distintos porcentajes de DMSO.

% DMSO ki, Mts™ ko, M?s™t
70 0.012 + 8.6x10"  0.133 + 0.006
80 0.011 + 0.001 0.455 + 0.015
90 0.003 + 0.0054  0.393 + 0.099

La dependencia cuadratica de la constante se puede deber a que es de segundo
orden con respecto a una especie 0 existe la presencia de dos especies que estan
participando en el mecanismo de la reaccion de la transesterificacion. Lo anterior
se determinara en los experimentos posteriores. Con los resultados expuestos, se
tomo la decisién de realizar todos los estudios cinéticos de la transesterificacion
del HpNPP con una solucion al 80% de dimetil sulfoxido acuoso, para obtener los

mayores valores posibles de rapidez.

5.2 Determinacion de los valores de pK, de los pares acido-bases utilizados

en DMSO acuoso

Como el presente trabajo se realizé a temperatura constante y de 37°C en un
medio con una relacién 4:1 DMSO-agua los valores de pK, determinados en agua
no pueden utilizarse directamente, ya que dependen de la temperatura y del medio
usado [51 y 52]. Con base en lo anterior se decidié medirlas a partir de titulaciones
potenciométricas en estas condiciones. Se utilizé cloruro de tetrabutilamonio como
electrolito de soporte, para facilitar las mediciones de pH del electrodo en este

medio, con bajo contenido de agua.
Antes de hacer la medicién del pK, se determiné la constante de ionizacion de la

mezcla de disolventes en estas condiciones, que fue de 18.7+0.1, y un factor para

poder corregir las mediciones de pH del electrodo (ver Parte Experimental). La
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concentracion de las soluciones de las bases fue 5 mM y la del cloruro de tetrabutil

amonio en las mismas soluciones de 10 mM.

Las titulaciones se realizaron agregando alicuotas de soluciones, en 80% de
DMSO, de hidréxido de tetrabutilamonio (en el caso de cloruro de guanidinio y
acetamidinio) o acido perclérico (para piperidina y metilamina). Cada vez que se
afadia una alicuota se anotaba el valor de pH medido por el potenciometro. En la
Figura 31 se muestra la curva de valoracion del cloruro de acetamidinio obtenida

mediante el procedimiento descrito anteriormente.

Una vez hechas todas las valoraciones potenciométricas (para cada base se hizo
por duplicado) se analizaron las curvas obtenidas con el programa Hyperquad
2003 para obtener los valores de pK,. Los valores promedio obtenido para los
valores de pK, de las formas protonadas de las bases se muestran en la Tabla 5,

donde también se hace una comparacion con los valores informados en agua.
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Figura 31. Curva de titulacion de cloruro de acetamidinio 5 mM con hidréxido de
tetrabutil amonio a 37°C en 80% de dimetilsulfoxido, | = 10 mM de cloruro de
tetrabutilamonio. En la grafica, “a” representa la relacion de moles afadidos de

BusNOH por cada mol de acetamidinio.
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Tabla 5. Valores de pK, para los pares de bases usados en 80% de DMSO

acuoso a 37°C.

Base pKa en 80% de DMSO a 37°C pKa en agua a 25°C*
Guanidina 13.80+0.012 13.7
Acetamidina 12.10+0.010 12.4
Piperidina 9.90+0.011 11.1
Metilamina 10.06+0.025 10.7

*[53]

Como podemos observar en el caso de guanidina y acetamidina los valores
obtenidos de pKa son muy similares a los informados en agua, lo cual puede
deberse a que las energias libres de transferencia de protdén y de forma protonada
del amortiguador entre el agua y el DMSO se compensan una a otra y la energia
libre de transferencia de la forma neutra no es significativa. Por otro lado, si
comparamos el pK, de la forma protonada de metilamina y piperidina, estos
presentan una variacion con respecto a los valores en agua. El valor que mas
varia es el de piperidina, esto lo podemos adjudicar de manera cualitativa al hecho
de que la piperidina es mas hidrofobica que la metilamina por su estructura
quimica y como el DMSO (gy03= 47.24, [53]) es un disolvente menos polar que el
agua estabiliza a la especie neutra por encima de la especie cationica, lo que
propicia que se vuelva ligeramente mas acida en este medio que en agua (g93=
80.1, [53]). Cabe mencionar que la variacibn es de soOlo una unidad
aproximadamente, lo que implica que la estabilizacion de la especie neutra en

DMSO tampoco es muy alta.

La metilamina al tener s6lo un grupo metilo como sustituyente, ocasiona que la
variacion en el pK,; sea muy pequefia ya que la diferencia de las energias libres de
transferencia entre el agua pura y la mezcla usada es pequefa. Es importante
sefialar que los valores obtenidos (sin tanta variacion en los valores de pK,) son

muy similares para las aminas en DMSO, ya que estos compuestos no presentan
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variaciones tan notables en DMSO puro como el caso de los alcoholes y acidos

carboxilicos, entre otros [52].

En el apéndice 2 se muestran las curvas de titulacion de cada una de las bases
gue no se muestran en este apartado, ademas de presentarse un ajuste por cada
una de las bases mediante el programa hyperquad 2003. Finalmente, también se
muestran los diagramas de distribucion relativa de cada una de las bases con los

valores de pK, obtenidos en las mediciones potenciométricas.

5.3 Estudios de transesterificacion con el hidréxido de tetrabutilamonio

Antes de iniciar con los estudios cinéticos de los diferentes sistemas
amortiguadores, se realiz6 un perfil de la dependencia de las constantes de
rapidez con la concentracion del hidroxido de tetrabutilamonio para confirmar o

descartar una contribucion de la catélisis basica especifica en esos sistemas.

En este caso las reacciones de la transesterificacion del sustrato tuvieron
constantes de rapidez del orden de 0.005 a 0.2 s™, por lo que el célculo de las
constantes se hizo mediante el método integral. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 6 mientras que la gréafica se presenta en la Figura 32. Como
podemos observar la variacion de la constante de rapidez observada con la
concentracién de la base muestra una dependencia no lineal con una desviacién
al orden de reaccion mayor de uno, lo que es inesperado por que implica que la
transesterificacion alcalina del HoNPP puede incluir la reaccién con dos iones de
hidroxido en wuna etapa elemental. Una posible explicacion de este
comportamiento es la presencia de un efecto salino ya que el experimento se
realiz6 en condiciones de fuerza i6nica creciente. Para comprobar esto, se
hicieron estudios con la variacion la fuerza idnica para asi conocer si en realidad el
efecto de curvatura se debe solamente a un efecto causado por la fuerza idnica

(vide infra).
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Tabla 6. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion del

hidréxido de tetrabutilamonio.

[BusNOH]+, M kopsx10°, s
0.01 6.17
0.02 14.68
0.03 24.65
0.04 34.39
0.05 50.8
0.06 60.01
0.08 96.02
0.09 111.35
0.1 133.46

El porcentaje de error promedio en las constantes fue del 0.10%

0.14 i
0.12—-
0.10—-
0.08—-
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kobs’ S

0.04 +

0.02
[

0.00 - T - T - | -
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

[Bu,NOH], M

Figura 32. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion del
hidréxido de tetrabutilamonio.
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Para obtener el valor de la constante de rapidez de la catalisis alcalina a dilucion
infinita; es decir, libre de cualquier influencia de exceso del reactivo,
independientemente de su naturaleza se convirtieron las constantes observadas
en constantes aparentes de segundo orden y se graficaron con respecto a la
concentracion de la base para poder extrapolar el valor de la constante de

segundo orden bajo condiciones de dilucién infinita del hidroxido.

En la Figura 33 podemos ver la grafica obtenida después del tratamiento de los
datos y la linea de ajuste con la cual se obtuvo la constante de rapidez a partir de
la pendiente, koy = 0.58 M™s™, que es razonable respecto a lo informado en agua
a 25°C (kon =0.1 Mt s™), [50].
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Figura 33. Datos de la kqps convertidos en una constante aparente de segundo

orden para obtener el valor de la constante de la catélisis alcalina espontanea.

Una vez obtenido el valor de la constante de rapidez de la catalisis basica

espontanea se hicieron experimentos del efecto salino sobre ésta para encontrar
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la explicacion a la curvatura del perfil de concentracién. Las mediciones cinéticas
se hicieron con una variacién en la concentracion del cloruro de tetrabutilamonio
desde 0 a 0.10 M, manteniendo la concentracién de hidréxido de tetrabutilamonio
constante (e igual a 0.04 M), la temperatura, la proporcion de la mezcla de
disolventes y concentracion del HpNPP fueron las mismas que en los
experimentos anteriores. Los valores obtenidos para las constantes de rapidez al
cambiar la concentracion de la sal (y por lo tanto la fuerza i6nica) se muestran en
la Tabla 7 y la gréfica de la variacion de las constantes de rapidez con la fuerza
ionica en la Figura 34. En la grafica podemos ver como al comenzar a aumentar la
concentracion de la sal comienzan a incrementarse los valores de las constantes

de rapidez, lo que nos indica la existencia de un efecto salino en la reaccion.

Tabla 7. Dependencia de las constantes de rapidez con la concentracion de
cloruro de tetrabutilamonio, la concentracién del hidréxido de tetrabutilamonio fue
de 0.04 M.

[BusNCl]1, M kopsx10°, s
0 33.4
0.02 44.9
0.04 46.7
0.06 50.1
0.08 51.1
0.1 52.4

El promedio del porcentaje de error en las constantes fue del 0.10%
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Figura 34. Efecto salino en la catalisis basica especifica con hidroxido de

tetrabutilamonio 0.04 M.
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Figura 35. Variacion de las constantes aparentes de segundo orden con la fuerza
ionica. Los cuadros solidos representan a los puntos del experimento con la
variacion de la fuerza idnica con una concentracién de Buy;NOH constante en tanto
que los solidos representan a los puntos de la variacion de la concentracion de

BusNOH sin control de la fuerza i6nica.

62



Para comprobar que la desviacién positiva de la linealidad en la gréafica de la
Figura 32 se debe al mismo efecto salino (datos de ambas series de experimentos,
Tablas 6 y 7), se graficd la dependencia de la constante de rapidez del segundo
orden contra la fuerza i6nica calculada como la suma de concentraciones de
Bu;NOH y BusNCI, Figura 35. Al examinar la Figura 35, vemos como las
constantes de rapidez obtenidas en presencia del hidroxido de tetrabutilamonio
(cuadros negros) siguen el mismo comportamiento que las del experimento del
efecto salino (cuadros blancos). De este modo se obtiene la explicacién de la
curvatura en el perfil de concentracion, el cual es un simple efecto de la fuerza

iGnica sobre las constantes de rapidez.

La explicaciébn dada anteriormente es bastante I6gica, ya que en la reaccion
participan dos especies cargadas negativamente, el sustrato HPNPP e hidroxido,
que con base en la ecuacion de Debye-Huckel predice que las constantes de
rapidez aumentaran al incrementar la fuerza iénica, ya que el producto de las

cargas ZaZg €es positivo.

5.4 Estudios de la cinética de transesterificacion del HPNPP con el sistema

amortiguador guanidina-guanidinio

Mediante los experimentos previos de la variacion de la proporcion de
dimetilsulféxido en la mezcla de disolventes se eligié la que contiene el 20% de
agua, ya que en esta mezcla de disolventes se observaron las constantes de
rapidez para la transesterificacion del HpNPP mas altas (vide supra). Las
condiciones en todos los experimentos de esta seccidn con guanidina son de
pseudomonomolecularidad, ya que se mantiene constante y en pequefias
concentraciones al sustrato HpNPP (20 uM). El hidroxido de tetrabutilamonio se

utilizé como base para formar el sistema amortiguador con el guanidinio.
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Una vez establecidas las condiciones de reaccion, primero se hicieron los estudios
cinéticos para observar el efecto que se presenta al variar la concentracién total
del sistema amortiguador de guanidina/guanidinio en diferentes grados de
desprotonacion; es decir, se hicieron los perfiles de variacion de la constante de
rapidez observada para la transesterificacion del HpNPP cuando se varia la
concentracion total del amortiguador en una proporcion [Gu/HGu'] constante. Los
grados de desprotonacién del guanidinio en los que se realizaron los perfiles
fueron de 20%, 50% y 73%. La concentracion total del amortiguador varié de 0.02
M a 0.10 M. Los valores de las constantes de rapidez se calcularon mediante un
ajuste no lineal con la ayuda de la ecuacién 6 que se muestra en la seccion de
metodologia, dado que el sistema catalitico hidroliza el enlace fosfodiéster del
HpNPP en menos de dos horas lo que permite el uso de la ecuacion integral.

Los valores obtenidos para las constantes de rapidez en los diferentes perfiles de
concentracion del amortiguador en diferentes grados de protonaciéon se pueden
analizar en la Tabla 8. Por otro lado, las graficas de dichos perfiles se presentan

en las Figuras 36, 37 y 38.

Tabla 8. Variacion de las constantes de rapidez con la concentracion del
amortiguador total a diferentes grados de protonacion a 37°C en DMSO: agua 4:1.

Porcentaje de base libre

ul, () () 0
[Gu]r, M 20% 50% 73%
kob5x103, S_1
0.02 0.23 0.42 0.4
0.04 0.51 1.12 1.1
0.05 0.78 1.66 1.54
0.06 1.13 2.23 2.34
0.08 2 3.76 N.D.
0.10 4 5.64 5.29

N.D.: No determinado. Los promedios del porcentaje de error en las constantes
para 20, 50y 73% de base libre fueron 0.63%, 0.39% y 0.75% respectivamente.
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Figura 36. Dependencia de la constante de rapidez con respecto a la
concentracion total de guanidinio neutralizado al 50%.

0.006

0.005

0.004 +

-
"¢ 0.003 -

kobs’

0.002 +

0.001 - u

0.000 . , . , . , . , . ,
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

[Gu],, M

Figura 37. Variacion de la constante de rapidez de la transesterificacion del

HpNPP con la concentracidn total de guanidinio neutralizado al 73%.
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Figura 38. Efecto de la concentracion total de guanidinio (20% neutralizado),
sobre la transesterificacion del HopNPP a 37°C en DMSO:H,0 4:1.

Los resultados obtenidos en este sistema presentan un efecto muy alto de catalisis
sobre la transesterificacion del HPNPP nunca informado anteriormente con
catalizadores organicos. Para una estimacion del efecto catalitico vamos a utilizar
los resultados obtenidos en la mezcla de guanidino/guanidinio 1:1. El valor de pH
en esta mezcla es igual al pK, del guanidinio es decir 13.8 (ver Tabla 5). Con el
valor de pK; = 18.7 esto significa que la concentracion del OH" libre en estos
condiciones es igual a [OH] = 10*° = 1.2x10° M. Asi la constante de rapidez de la
reaccién espontanea al mismo pH es igual a Kops = kon [OH] = 7.3x10° s™. Como
podemos ver de la Tabla 6 en presencia de 0.1 M guanidino/guanidinio 1:1 Kops =
5.64x10° st que corresponde a un efecto catalitico de aproximadamente 10°
veces. Un efecto tan grande simplifica mucho el analisis de los resultados
cinéticos. Primero, no es necesario corregir la velocidad observada en presencia
del catalizador por la velocidad de la reaccion espontanea. Segundo, este efecto

se observa a una concentracion relativamente baja del catalizador, que no afecta
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de manera significativa las propiedades del medio; lo que representa la
eliminacién de un problema grave en andlisis de los datos obtenidos en medio
acuosos (ver referencias 10 y 23).

De las graficas de los perfiles podemos ver que el comportamiento no es lineal
sino que tiene una alta contribucion cuadratica en los tres casos. Esto refleja la
participacion de dos especies del amortiguador en la transesterificacion catalitica
del sustrato. De acuerdo con los mecanismos generales conocidos para la
catalisis con amortiguadores [54] podemos plantear tres posibles mecanismos, los

cuales se presentan a continuacion:

1. Catalisis basica general asistida con una segunda especia bésica; en este
mecanismo una base actla desprotonando al grupo 2-hidroxilo del sustrato, el
cudl ataca posteriormente al fosforo; mientras otra base lo asiste como se puede
ver en la siguiente Figura, y de este modo se presenta una cinética de segundo

orden.

Figura 39. Catalisis basica general asistida.

2.1 Catdlisis bifuncional con la donacion de un protén al oxigeno del grupo saliente:
este mecanismo consiste en el ataque de la base al hidrogeno del grupo 2-hidroxi,
el cual atacara al fésforo del fosfato, ayudado por una mayor activaciéon del
sustrato mediante la donacion de un proton de la especie acida del amortiguador
al grupo saliente. El esquema de este ataque se muestra en la Figura 40.
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Figura 40. Mecanismo de la catalisis bifuncional asistida con la activacién del

grupo saliente.

2.2 Catalisis bifuncional con asistencia electrofilica por parte del guanidinio al
grupo fosfato: de igual modo que en los mecanismos anteriores la catalisis se da
mediante el ataque de la guanidina al grupo 2-hidroxi desprotonandolo y de
manera concertada este ataca al fosforo del grupo fosfato que esta activado por la

interaccion electrostéatica con el guanidinio.

NH, !
HN=< LN NH,
N: _ K
H/ h/\H\ o +/:NH

S

Figura 41. Esquema del mecanismo de la catdlisis bifuncional con asistencia

electrofilica.

Para los datos obtenidos con guanidina, esta opcion se ve mas probable ya que
tenemos un grupo saliente, el nitrofenolato, de baja basicidad que posiblemente no

necesita la protonacion en el estado de transicion para salir.

3. Catalisis acida general con asistencia de una segunda especia acida: en este
caso se tiene un caso especifico de la catalisis acida general, en donde una
especie dona un protén al grupo saliente del sustrato mientras la otra estabiliza el
fosfato con carga negativa haciendo mas facil la salida del grupo saliente. El

esquema gue representa esto se muestra a continuacion:

68



Figura 42. Esquema del mecanismo acido general con la asistencia de una

segunda especie acida.

Es importante sefialar que en este tipo de sistemas se observo por primera vez la
cinética de segundo orden respecto a la concentracion del amortiguador, la cual es
la que se lleva a cabo en el mecanismo bifuncional establecido para RNAsa A.
Ademas, es probable que esta contribucion cuadréatica de verdad corresponde al
mecanismo polifuncional ya que cuando tenemos una relacion [Gu]:[HGu'] 1:1 las
constantes de rapidez observadas son mas altas que en las otras relaciones. Lo
cual es esperado si consideramos un mecanismo donde participan ambas

especies, para esto consideremos el siguiente interludio matematico:

Si consideramos que la ley de rapidez para este proceso es:

v =K[S][B][HB"] Ec. 8
y en las condiciones de pseudomonomolecularidad, tenemos que
Kobs = K[B][HB"] Ec.9
si se sustituye 9 en 8 nos da
U = Kops [S] Ec. 10
luego si la concentracion total del amortiguador es constante,
Cr =[B] + [HB"] Ec. 11
al despejar [HB"] de la ecuacion anterior nos queda
[HB*]= Cr — [B] Ec. 12

si sustituimos la ecuacion 12 en 9, obtenemos
kobs = K[B]( Ct = [B]); Kobs = k[B]Ct — k[B]? Ec. 13
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ahora, si derivamos la ecuacion 13 con respecto a [B] y se iguala a cero para
obtener el valor donde la funcion tenga un maximo, se obtiene lo siguiente:

d kobs
d[B]

=kC; —-2k[B]=0 = Cr =2[B] .-.[B]:CzT

Del interludio matematico anterior podemos ver que cuando se hace una grafica
de la kops €n funcion de [B], el maximo en un mecanismo de segundo orden en
donde participan ambas especies de un amortiguador debe ser en la relacion 1:1
de estos, es decir cuando [B] = [HB"]. Con base en lo anterior, para confirmar que
la reaccion se lleva a cabo con un mecanismo bifuncional se realizé un perfil de la
variacion de las constantes de rapidez con respecto a la proporcién de
desprotonacion del guanidinio con la concentracion total de guanidinio fija de 0.1
M. Las concentraciones del hidroxido de tetrabutilamonio en la celda variaron de
0.005 a 0.095 M. En la Figura 43 se encuentra la grafica obtenida para el perfil de
variacion de la constante de rapidez respecto a la desprotonacion de guanidinio y

en la Tabla 9 los valores de las constantes observadas.
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Figura 43. Perfil de la variacion de las constantes de rapidez con el grado de
desprotonacion del guanidinio en la transesterificacion del HoNPP a 37°C en 80%
DMSO acuoso. Los cuadros representan los valores promedio de los puntos

experimentales, mientras la linea es el ajuste calculado.
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Tabla 9. Variacibn de las constantes de rapidez con el porcentaje de

desprotonacion del guanidinio a 37°C en DMSO: agua 4:1.

[Guliibre, M Kobsx10%, s [Gu]iibre, M Kobsx10%, s
0.005 1.04 0.055 571
0.01 1.66 0.06 5.24
0.015 2.45 0.065 5.73
0.02 3.64 0.07 5.04
0.025 3.82 0.073 5.29
0.03 4.75 0.075 4.4
0.035 4.38 0.08 3.43
0.04 5.24 0.085 2.81
0.045 5.67 0.09 2.36
0.05 5.71 0.095 2.44

El porcentaje de error promedio en los valores de las constantes fue del 1%.

El perfil que se obtuvo, como se puede observar en la Figura 43, tiene la forma de
campana con un maximo entre 0.5 y 0.6 que confirma que en el mecanismo
participan ambas formas del amortiguador (la especie protonada y la
desprotonada). En los perfiles en forma de campana ha existido mucha
controversia en algunos trabajos, como los de Breslow [15-20]. La critica ha sido
principalmente en dos sentidos, el primero es el efecto del codisolvente debido a
que todos los experimentos se realizan en agua, y se puede observar este efecto
por utilizar amortiguadores organicos a muy altas concentraciones hasta 2-3 M
gue afectan la constante dieléctrica del agua; el segundo es el efecto de la fuerza
iGnica, que ocasiond en algunos de los casos ya informados que la forma de
campana desapareciera al mantener constante la fuerza idnica. En nuestro caso,
debido a que realizamos los experimentos cinéticos en concentraciones del
amortiguador menores de 0.1 M, que corresponden a menos del 1% de la
cantidad del amortiguador en masa, el efecto del codisolvente puede considerarse
despreciable al afectarse muy poco la constante dieléctrica. Otro aspecto que

también resulta importante es la fuerza ionica, para esto se realizaron mediciones
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cinéticas con variacion de la fuerza ionica. Estos estudios se analizan mas
adelante (vide infra), pero como se verd la fuerza i6nica no juega un papel

importante.

Es importante mencionar que en nuestro caso, el perfil en forma de campana
obtenido no es simétrico, ya que en la zona de mayor desprotonacion los valores
de las constantes de rapidez son ligeramente mas altas que el equivalente en la
forma protonada (por ejemplo, cuando tenemos la fraccion de 0.8 de la forma
desprotonada se compara con la de 0.8 de la protonada que equivale a 0.2 de la
desprotonada). Una posible explicacidon es la contribucion de la transesterificacion
basica espontanea ya que junto con el crecimiento de la concentracién de la forma
bésica crece el pH, pero la correccién fue minima por lo que se concluy6 que la
contribucion alcalina es despreciable. Asi la mayor reactividad en la parte basica
indica una contribucién de la catalisis basica general a través del mecanismo
trimolecular que se muestra en la Figura 41 o el bimolecular de la Figura 44. Por
otro lado, la reactividad en la parte acida de la gréfica tiende al cero, lo que
muestra una contribucion despreciable por parte de la catalisis acida general por

un mecanismo como el que se muestra en la Figura 42 o su analogo bimolecular.
NH,

e

—

o'\

OR

Figura 44. Esquema del mecanismo de una catalisis basica general bimolecular.

Los resultados anteriores muestran que las rutas de transesterificacion principales
pueden llevarse a cabo por alguno de los mecanismos de las Figuras 39, 41y 44.
De acuerdo con esto, podemos presentar la ley de rapidez general en la forma de
la ecuacion 14 donde la contribucibn del mecanismo de la Figura 44 esta
expresada como k;[B], la del mecanismo de la Figura 41 es k; [B][BH'] y la del

mecanismo de la Figura 39 del modo de k; [B]>.
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Kobs = K1[B] + ko[B][BH'] + ks[B] Ec. 14
Para realizar un andlisis con la ecuaciéon 14 es Util modificarla dividiendo ambos

lados por [B]:

k[g’]s =Ky + ko [BH'] + ks [B] Ec. 15

Al emplear una regresion lineal multiple a los resultados de todas series de

experimentos cinéticos con guanidinio (36 valores de kgps) con las variables
independientes [BH'] y [B] obtenemos para el coeficiente de ks un valor negativo
que no tiene sentido fisico y ademas es estadisticamente no significativo (prob>t =
0.72). Este nos permite excluir la contribucion cuadratica en [B] de la ecuacion 14

y asi llegamos a la siguiente ecuacion analoga a la 15 pero simplificada:

Kops _ ki + ko[BH"] Ec. 16
[B]

De la ecuacion anterior podemos ver que si se grafican los resultados como
kobs/[B] Vs. [BH'] la interseccion con la ordenada nos dara la constante de rapidez
de la contribucion del mecanismo de la Figura 44 (k;) a la constante de rapidez
observada mientras que la pendiente dara la contribucion del mecanismo de la
Figura 41 (k,). Para todos los valores de constantes de rapidez observadas en los
experimentos de guanidinio se calculd el cociente mencionado y se elaboré el
grafico que se muestra en la Figura 45, el cual presenta poca dispersién en los
datos experimentales (el coeficiente de correlacion fue de 0.985). En Tabla 10 se
encuentran los valores del ajuste y los respectivos valores de las constantes de

rapidez de cada contribucion.

Tabla 10. Valores de las constantes de rapidez para la catélisis con guanidina,
obtenidas con el ajuste de la ecuacion 16.
ki, Mt s™ ko, M* st
0.0154 + 0.0032 1.886 + 0.065
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Figura 45. Gréfica de las constantes observadas convertidas en constantes
aparentes de segundo orden y graficadas en funcion de la forma acida del
amortiguador para hacer el ajuste con la ecuacién 16.

Los valores obtenidos para las constantes de rapidez de cada una de las
contribuciones se utilizaron para generar un perfil tedrico para el efecto del grado
de neutralizacién del guanidinio sobre las constantes de rapidez observadas para
la transesterificacion del HpNPP en las condiciones ya mencionadas. Como
vemos en la Figura 43, la linea calculada producida por estos valores de

constantes predice muy bien el comportamiento experimental del perfil.

Esto nos permite concluir que la transesterificacion del sustrato modelo del ARN
en las condiciones experimentales usadas en este trabajo se lleva a cabo
principalmente mediante un mecanismo bifuncional, en donde participan al mismo
tiempo la especie acida como la especie béasica del amortiguador, ademas del
HpNPP. Para conocer mas detalles acerca del mecanismo se deben utilizar otras
bases para ver el efecto del pK, sobre la actividad catalitica y poder explicar los

valores encontrados en esta seccion.
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5.4.1 Efecto salino en la transesterificacion del HoNPP con guanidina

Para ver si existia un efecto salino sobre la rapidez de transesterificacion del
HpNPP en 80% de dimetil sulféxido con guanidina, se hicieron mediciones
cinéticas con una concentracion constante del amortiguador de 0.04, con un 50%
de la especie protonada y desprotonada, al afadir alicuotas de una solucién
madre de cloruro de tetrabutil amonio para observar qué efecto tiene sobre la
constante de rapidez. Las concentraciones en la celda de la sal se variaron desde
0 hasta 0.1 M, en la Tabla 11 se exhiben los resultados obtenidos durante este

experimento.

Tabla 11. Efecto de la concentracion de cloruro de tetrabutil amonio sobre las

constantes de rapidez observadas.

[BusNCI], M kops x10°, s™

0 1.10
0.025 1.08
0.05 1.12
0.075 1.11

0.1 1.11

El porcentaje de error promedio fue del 0.2%.

Al analizar estos resultados podemos ver que no existe ningun efecto salino sobre
las constantes, ya que las variaciones estan en el limite de error de las mediciones,
este resultado puede deberse a que el modelo de Debye-Huckel considera cargas
puntuales localizadas, y en nuestro caso a pesar de tener una especie con carga
positiva (el guanidinio, la forma protonada de la base) que ocasionaria un efecto
salino negativo sobre la constante de rapidez de transesterificacion, su carga se

encuentra deslocalizada entre dos atomos de nitrégeno por efecto de resonancia.

Lo anterior puede explicar porque no tenemos tal efecto y atribuirle Gnicamente a

la transesterificacion con el amortiguador la forma de campana obtenida en el
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perfil de la variacion de la constante con la protonacion de la base y no al efecto
de la fuerza idnica, como suele ser el caso en otros estudios con otros

amortiguadores en agua.

5.5 Estudios de transesterificacion con el sistema amortiguador acetamidina-

acetamidinio

El primer experimento que se hizo con este sistema fue el efecto de la
concentracion total del amortiguador sobre las constantes de rapidez de la
transesterificacion del HpNPP en diferentes grados de neutralizacion del
acetamidinio, los cuales fueron 20, 50 y 80%. Una caracteristica de este sistema
es que sus cinéticas son menos rapidas que la del guanidinio y esto se puede ver
claramente en los valores de las constantes obtenidas que se muestran en la
Tabla 12, pero a pesar de esto las cinéticas se siguieron por al menos tres tiempos
de vida media, con lo que se logra hacer los ajustes mediante el método integral.
Los perfiles de concentracion para las constantes de rapidez obtenidas al 20, 50 y
80% de neutralizacién, se ilustran en las Figuras 46, 47 y 48 respectivamente. Las

concentraciones del amortiguador variaron entre 0.02 y 0.18 M.

En estos perfiles podemos observar de nuevo que el que corresponde al 50% de
neutralizacion del acetamidinio es el que presenta las constantes mas altas,
ademas de tener una curvatura que nos indica que el orden de reaccion con
respecto a la concentracion del sistema amortiguador es mayor que uno, el mismo
caso se presento en los otros dos perfiles o que nos muestra que al igual que en
el caso de guanidinio participan dos especies del amortiguador en la catalisis, y se

presentan las mismas posibilidades para el mecanismo.

76



Tabla 12. Efecto de la concentracion total de acetamidinio en diferentes grados de
neutralizacion sobre las constantes de rapidez de transesterificaciéon del HpNPP a
37°C en DMSO: agua 4:1.

Porcentaje de neutralizacion del acetamidinio

[AMD]+, M 20% 50% 80%
kob5x103, S_1
0.02 N.D. N.D. 0.020
0.04 0.021 0.0348 0.038
0.06 N.D. 0.070 0.077
0.08 0.055 0.130 0.120
0.10 0.085 0.183 0.170
0.12 0.120 0.257 0.260
0.14 N.D. 0.350 0.360
0.16 0.200 0.440 0.425
0.18 0.240 0.545 0.490

N.D.: No determinado. Los promedios del porcentaje de error en las constantes
para 20, 50 y 80% de base libre fueron 0.69%, 0.23% y 0.24% respectivamente.
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[AMD],, M

Figura 46. Efecto de la concentracion total de acetamidinio neutralizado al 20%
sobre la transesterificacion del HopNPP a 37°C en DMSO:H,0 4:1.
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Figura 47. Perfil de las constantes de rapidez de la transesterificacion del HopNPP
a 37°C en DMSO:H,0 4:1 con la concentracion total de acetamidinio neutralizado
al 50%.
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Figura 48. Efecto de la concentracion total de acetamidinio neutralizado al 80%
sobre la transesterificacion del HpNPP a 37°C en DMSO:H,0 80:20.
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Para confirmar las observaciones del efecto de la concentracién se realizé un perfil
del grado de desprotonacién del acetamidinio sobre las constantes de rapidez de
transesterificacion del sustrato. Este perfil se muestra en la Figura 49 y en él
podemos observar de nuevo la forma de campana. En este caso el maximo se
encuentra un poco desplazado hacia la forma basica del amortiguador, lo cual es
una sefial de que haya mayor actividad de la forma basica. De nuevo nos
encontramos con un perfil que no es simétrico debido, en donde la parte &cida
tiende a cero que indica que la contribucion del mecanismo de catalisis acida
general es despreciable. Mientras, en la parte alcalina el perfil no va a cero lo que
nos da la posibilidad de una contribucién adicional. Como se mencion6 en la
seccion anterior, para la catalisis basica espontanea (o especifica) su contribucion
es despreciable, por lo que de nuevo se considerara una catalisis basica general

bimolecular.

2.0x10™

1.6x10™ O

1.2x10™

obs’ S

= 8.0x10° T

4.0x10°

0.0 : . , . , .
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

[AMD], M

Figura 49. Perfil del grado de neutralizacion del acetamidinio sobre las constantes
de rapidez de transesterificacion del HpNPP a 37°C en una mezcla del 20% de
agua en dimetilsulfoxido. Los cuadros representan los puntos experimentales,

mientras la linea el ajuste calculado.
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Por analogia, se hace uso de la ecuacion 16 y el tratamiento de los datos descrito
para el caso de guanidinio para poder ajustar el perfil de neutralizacion [calculando
una constante aparente de segundo orden mediante el cociente de la constante de
rapidez observada y la concentracion de acetamidina (forma desprotonada) y
graficAndola contra la concentracion del acetamidinio (forma protonada)]. La
grafica obtenida de este modo se ilustra en la Figura 50 y en ella podemos
observar un efecto de saturacion conforme se incrementa la concentracion de la
forma acida del amortiguador. Este efecto en el perfil nos indica que posiblemente
existe una interaccion entre el acetamidinio y el sustrato antes de llevarse a cabo
la transesterificacion (asi como en el caso de una cinética del tipo de Michaelis-
Menten, sélo que en nuestro caso se obtuvo de una grafica diferente). Este tipo de
interacciones entre grupos guanidinio (o similares en nuestro caso) en DMSO ya
ha sido observado por varios grupos [34 y 55]. Entonces siguiendo un modelo de
saturacion que se muestra a continuacion se hizo el ajuste de los datos cinéticos
mediante la ecuacién 17 que se reduce a la ecuacion (16) en condiciones de baja
concentracion de HAMD cuando K,s[HAMD'] << 1.

Kops _ K1+ Kaska[HAMD™]

= Ec. 17
[AMD] 1+ K [HAMD™]

En la ecuacion 17, ks €s la constante de rapidez observada, [AMD] es la
concentracion del amortiguador en la forma de acetamidina, [HAMD?] es la
concentracion del amortiguador en la forma de acetamidinio, k; es el valor de la
constante de rapidez de segundo orden de la reaccion catalizada por acetamidina
como base libre, k; es el valor de la constante de rapidez de segundo orden de la
reaccion entre AMD y el complejo HAMD® con el sustrato y Ks es las constante de

asociacion entre el sustrato y la forma protonada del amortiguador.
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Figura 50. Efecto de la concentracién de la forma protonada del amortiguador
sobre la constante de rapidez aparente de segundo orden para la

transesterificacion del HpNPP a 37°C en una mezcla del 20% de agua en
dimetilsulféxido.

Para derivar la ecuacion 17 hay que considerar el siguiente mecanismo formal:

Ky
S+B —p Ec. 18

Kas

S + HB*

[SBH] Ec. 19

ko
[SBH] +B ——>p +H* Ec. 20

donde S es el anién del sustrato HpNPP, B es una base cualquiera, HB" es la
forma protonada de la base y P son los productos de la transesterificacion. De

este mecanismo resulta que la expresion de la ley de rapidez de la reaccién tiene
la forma de la ecuacion 21.

v = ki[ST[B] + k:[SBH][B] Ec. 21
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Si se considera el balance de masa para el sustrato S (no es necesario tomar en
cuenta el balance de materia para los componentes del amortiguador ya que fue
empleado en un exceso sobre el sustrato):

[STr =[S] + [SBH] Ec. 22
al utilizar el balance de masa y la expresion de la constante de asociacién de la

ecuacion 22 tenemos que las expresiones para las concentraciones del sustrato

libre y acomplejado son:

1= ST gy - KalHBIS

= 2T Ec. 23
1+ Ko [BH'] 1+ Ko [HB*]

Uniendo las ecuaciones 21 y 23 obtenemos la ecuacién 24, de la cual se obtiene

la ecuacion 17 para Kops.

(k1 [B] + K ask [HB* 1[B)S];
1+ K [HB*]

Ec. 24

Los valores para las constantes obtenidas mediante el ajuste con la ecuacion 17
se muestran en la Tabla 13 y el ajuste que se hizo es la linea entre los puntos que
se muestra en la Figura 50. El ajuste hecho muestra que los datos experimentales
se ajustan bien al modelo propuesto, por lo que la asociacion entre la forma
protonada de acetamidina y el sustrato es factible. Este hallazgo puede indicarnos
que la forma &cida del amortiguador funciona por un mecanismo de activacion
electrofilica mientras que la forma desprotonada actua facilitando el proceso de
transesterificacion ya que acepta un protén del grupo hidroxilo en el estado de
transicion, que proporciona otra prueba méas para confirmar que el mecanismo de

la Figura 51 es el principal en la transesterificacion del HONPP en nuestro medio.
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Figura 51. Esquema del mecanismo de la catalisis bifuncional con asistencia

electrofilica para el acetamidinio.

Tabla 13. Valores obtenidos en el ajuste de la grafica de la Figura 49 con la

ecuacion 17, para las constantes de rapidez y asociacion.

Parametro ki, M1s™ ko, M1s™ Kas, M

Valor 0.00072 + 0.0003 0.0129 + 0.003 6.91+2.7

El mecanismo de la catdlisis basica general en este caso tiene forma presentada

en la Figura 52.

Figura 52. Esquema del mecanismo de la catalisis basica general bimolecular

para acetamidina.

Al examinar los valores obtenidos mediante el ajuste, encontramos de nuevo una
contribucién de segundo orden a la constante de rapidez observada bastante alta,
gue demuestra la existencia de un mecanismo del tipo bifuncional que explica la
forma de campana encontrada. Sin embargo, haciendo una comparacion con los
trabajos del grupo de Gobel [52] podemos ver que el valor obtenido en este trabajo
para la constante de asociacion es muy cercano al informado cuando se utilizé un

receptor del tipo amidinio con un fosfato en DMSO puro a 30°C, Kas = 14 M™.
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Al comparar los valores obtenidos para las constantes de rapidez entre los
sistemas amortiguadores formados por acetamidina y guanidina, podemos concluir
que el sistema de guanidina presenta los valores méas altos. Siendo razonables
para la contribucion del mecanismo bimolecular con respecto a los valores de pK,
de estos, pero no para la contribucion trimolecular. Un analisis mas detallado se
hara en la ultima seccién de este capitulo, en donde se haran las comparaciones

entre todos los sistemas.

5.6 Estudios de transesterificacién con el sistema amortiguador piperidina-
piperidinio

Del mismo modo que en los casos anteriores, las condiciones de reaccion fueron
las mismas (temperatura constante de 37°C, mezcla DMSO:H,0 4:1 y condiciones
de pseudomolecularidad con una concentracién de HpNPP de 67 uM) excepto por
el uso de acido percldrico, ya que en este caso la forma en la que se usoé la
piperidina fue en la forma basica y por ello se utilizé un &cido para neutralizarla.
Para ser constantes con la forma en la que se informaron anteriormente los
resultados, los porcentajes de neutralizacion seran de la especie acida, es decir,

del i6n piperidinio para el caso de los perfiles de concentracién y de neutralizacion.

De nuevo, primero se realizaron los perfiles de la variacion de las constantes de
rapidez con la concentracién total del amortiguador en diferentes fracciones de
neutralizacion. Las fracciones de neutralizacién del piperidinio utilizadas fueron 0.3,
0.5y 0.8. Los valores de las constantes de rapidez obtenidas para este sistema
fueron muy pequefios, por lo que se obtuvieron por el método de las rapideces
iniciales utilizando al final de cada corrida cinética la adicién de un estandar de p-
nitrofenol para de este modo cuantificar la absorbancia final de sustrato hidrolizado.
Los valores obtenidos por este método para las constantes de rapidez se
encuentran en la Tabla 14 y las gréficas de los perfiles obtenidos estan en las
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Figuras 53, 54 y 55 respectivamente para los porcentajes de neutralizaciéon de 80,
50y 30%.

Debido a la lentitud de la transesterificacion con este sistema, los valores de las
constantes son menos exactos, por lo que la dispersion entre los datos obtenidos
es mayor que para los dos sistemas anteriores. De los tres sistemas estudiados,
s6lo que el que tiene una proporcion 1:1 de piperidina-piperidinio presenta poca
dispersion entre los puntos y una forma parabdlica para el perfil, que se vuelve a

repetir como en los casos anteriores.

Tabla 14. Efecto de la concentracion total de piperidina en diferentes grados de
neutralizacion sobre las constantes de rapidez de transesterificacion del HpNPP a
37°C en DMSO: agua 4:1.

[PPD]t, M Porcentaje de neutralizacion del ion piperidinio
30% 50% 80%
Kobsx10°, 57
0.02 N.D. N.D. 0.7014
0.04 N.D. 0.291 0.92015
0.06 N.D. 0.482 1.2303
0.08 N.D. 0.749 1.83679
0.10 0.68212 0.941 1.56885
0.12 1.0845 1.476 2.05302
0.14 1.171 1.851 2.49057
0.16 1.4035 1.878 N.D.
0.18 1.70434 2.434 N.D.
0.20 1.971 2.714 N.D.
0.22 2.03733 N.D. N.D.

N.D.: No determinado. Los promedios del porcentaje de error en las constantes
para 20, 50 y 80% de base libre fueron 1.95%, 0.80% y 1.34% respectivamente.
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Para el perfil en el que tenemos una proporcion de 4:1 piperidina:piperidinio se
observa un comportamiento casi lineal, lo que se puede explicar si consideramos
que para este sistema amortiguador la contribucion de la catalisis basica es mayor
que la bifuncional. Por otro lado, el perfil que tiene una fraccion de 0.70 del i6n
piperidinio tiene una curvatura muy grande pero con valores de constantes de
rapidez muy pequefios, lo que corroborard al menos de manera cualitativa la baja
contribucién de la constante de rapidez de segundo orden, a la constante
observada para este catalizador. No obstante la curvatura observada en los
perfiles nos sefiala que estan participando dos especies del amortiguador en la
reaccion de transesterificacion, que sefiala la existencia de tres mecanismos como

en los casos anteriores.
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Figura 53. Efecto de la concentracion total de piperidinio neutralizado al 80%
sobre la transesterificacion del HoNPP a 37°C en DMSO:H,0 4:1.
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Figura 54. Perfil de las constantes de rapidez de la transesterificacion del HopNPP
a 37°C en DMSO:H,0 4:1, con la concentracion total de piperidinio neutralizado al
50%.
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Figura 55. Efecto de la concentracion total de piperidinio neutralizado al 30%
sobre la transesterificacion del HpNPP a 37°C en DMSO:H,0 80:20.
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También se hizo un experimento mas, para determinar el efecto del grado de
neutralizacion del ion piperidinio cuya gréafica se ilustra en la Figura 56. Para este
caso podemos ver que el perfil es muy similar al de la catalisis basica general
como unico mecanismo, pero por las curvas obtenidas en los perfiles de
concentraciones, se debe a que en este caso hay una contribucion de un

mecanismo de catdlisis bifuncional.

Finalmente para poder ajustar el perfil del grado de neutralizacion, se hizo un
ajuste de todos los datos a una constante aparente de segundo orden por division
de la constante observada por la concentracion de la piperidina y al ajustar con la
ecuacion 16. La grafica se muestra en la Figura 57 y sus parametros de ajuste se
resumen en la Tabla 15.
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Figura 56. Perfil del grado de neutralizacion del i6n piperidinio sobre las
constantes de rapidez de transesterificacion del HoNPP a 37°C en una mezcla del
20% de agua en dimetilsulfoxido. Los cuadros representan los puntos
experimentales, la linea continua el ajuste calculado con todos los datos y la

segmentada el ajuste que considera Unicamente los datos de ese experimento.
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Tabla 15. Valores de las constantes de rapidez para catalisis con piperidina.
kl, M-l S-:L kz, M-2 S-l
1.53x10° +9x10"  1.22x10™ + 1.2x10”

‘_'.U)
s
2
o 4
< . 5®i=153x105+122x10ﬁBHj
S 1.0x10™ [B]

x -

5.0x10°

0.0 T I T I T I T I T I T I T I
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14
[HPPD']

Figura 57. Gréfica de la variacidén de las constantes aparentes de segundo orden
con la forma acida del amortiguador en la transesterificacion del HpNPP a 37°C en
DMSO acuoso al 80%.

En el perfil de la Figura 56 se puede observar que la curva teorica (la linea
continua) predice correctamente el comportamiento, sin embargo no pasa por los
puntos experimentales. Esto se debe a la menor precision de las mediciones con
este amortiguador si lo comparamos con guanidina y acetamidina. Si se emplean
para los célculos de k; y ko solamente los puntos de la Figura 57, se obtienen las
constantes de rapidez 1.514x10° M* s* y 1.99x10™ M? s respectivamente los
cuales difieren poco de los valores en la Tabla 15. Con estas constantes se

obtiene la linea segmentada en la Figura 56. Finalmente, las Figuras 58 y 59 son
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ilustraciones de los mecanismos bifuncional y basico general para el caso de la

catalisis con piperidina.

Figura 58. Esquema del mecanismo de la catdlisis bifuncional con asistencia

electrofilica.

H "o :/\(ly

)\/O/ P\=O
OR

Figura 59. Esquema del mecanismo de la catalisis basica general bimolecular que
presenta la mayor contribucion en la catdlisis de la transesterificacion del HpNPP.

5.7 Estudios de transesterificacion con el sistema amortiguador metilamina-

metilamonio

Para ver el efecto que tienen el valor del pK, de los pares acido-base se utilizé
metilamina cuyo valor de pK, en este medio es de 10.06, el cual es intermedio
entre el de piperidina (9.9) y el de acetamidinio (12.1). Es importante sefalar que
este sistema presenta muy baja reproducibilidad debido posiblemente a que la
metilamina es volatil. Aunado a esto las constantes de rapidez son muy pequefas,
por lo que sus valores se obtuvieron mediante el método de las rapideces iniciales

como se describe en la seccion de metodologia.
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Los estudios del efecto de la concentracién total del sistema amortiguador
neutralizado en diferentes proporciones sobre la rapidez de la transesterificacion
del sustrato sélo pudieron realizarse en dos fracciones, 0.5 y 0.8 (al tomar como
punto de partida la forma acida). Los valores de las constantes de rapidez que se
obtuvieron en estos perfiles de concentracibn se encuentran en la Tabla 16

mientras que las gréaficas en las Figuras 60 y 61.

Tabla 16. Efecto de la concentracion total de acetamidinio en diferentes grados de
neutralizacion sobre las constantes de rapidez de transesterificacion del HpNPP a

37°C en DMSO: agua 4:1 con el sistema metilamina/metilamonio.

Porcentaje de neutralizacion del ibn amonio

[MeNH_]r, M 50% 80%
Kopsx10°, st
0.03 N.D. 0.5960
0.06 0.5840 0.8726
0.09 0.8120 1.1309
0.12 1.1941 1.9507
0.15 1.5411 2.4674
0.18 1.9121 2.9784
0.2025 N.D. 2.8011
0.21 2.578 3.3149
0.231 N.D. 3.3510
0.24 3.5126 3.9068
0.26 N.D. 4.1652
0.27 4.0488 4.4649

N.D.: No determinado. Los promedios del porcentaje de error en las constantes
para 50y 80% de base libre fueron 1.15% y 1.75% respectivamente.
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Figura 60. Efecto de la concentracion total de metilamonio neutralizado al 80%
sobre la transesterificacion del HoNPP a 37°C en DMSO:H,0 4:1.
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Figura 61. Perfil de las constantes de la variacion de la rapidez de la
transesterificacion del HpNPP a 37°C en DMSO:H,0 4:1 con la concentracion total

de metilamonio neutralizado al 50%.
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Los perfiles obtenidos muestran una desviacién de la linealidad mayor para el
caso de neutralizacion a 50%.

e CHs
1\ _ I+H3N
H/'\{'/_\H R

Q
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Figura 62. Esquema del mecanismo de la catdlisis bifuncional con asistencia
electrofilica en el caso de metilamina.

Al igual que en los casos anteriores, y con base en los datos experimentales
obtenidos el mecanismo de una catélisis béasica asistida con una activacion
electrofilica (Figura 62) debe contribuir parcialmente. Para confirmar lo anterior, se
hizo un perfil del grado de neutralizacion, sin embargo estos resultados resultaron
ser muy desviados del resto de las mediciones con metilamina y no se tomaron en
cuenta. Un andlisis de los resultados de la Tabla 16 mediante ecuacion 16 se
presenta en la Figura 63.
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Figura 63. Gréfica de la variacion de las constantes aparentes de segundo orden
con la forma acida del amortiguador en la transesterificacion del HpNPP a 37°C en

DMSO acuoso al 80% con el amortiguador formado por metilamina.
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Los valores obtenidos del ajuste de la gréafica de la Figura 63 se presentan en la
Tabla 17. Como podemos observar, nuevamente la contribucion de segundo orden

presenta mayor peso en el perfil.

Tabla 17. Valores de los parametros de ajuste y los correspondientes valores de
las constantes de rapidez.
ki, Mt s™ ko, M? 5™
1.60x10™ + 8.4x10”" 8.776x10™ £ 1.3x10”

En la siguiente seccion se analizaran a fondo las correlaciones entre los valores
de pK, de los pares acido-base utilizados y los valores de las constantes de
rapidez, para obtener mayor informacion acerca del mecanismo por el cual se

lleva a cabo la transesterificacion del HpNPP.

5.8 Correlaciones de Brgnsted para la catalisis acido-base

Con base en los estudios cinéticos anteriores, para analizar los mecanismos
propuestos se hicieron las relaciones de Brgnsted para los sistemas cataliticos
utilizados. En la Tabla 18 se muestran los valores de las constantes de rapidez y
los valores de pK, de la forma protonada de cada base. En el caso de
acetamidinio el valor de k, de tercer orden se calcul6 a partir del producto de la
constante de asociacion (Ky) y la constante de rapidez k, de segundo orden,
ambas ajustadas mediante la ecuacién 17 y que se muestran en la Tabla 13. Para
la grafica de la relacién de Brgnsted se obtuvieron los valores de los logaritmos y

se graficaron respecto al pK,, como se muestra en la Figura 64.
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Tabla 18. Valores de las constantes de rapidez para cada uno de los sistemas
amortiguadores usados en la reaccion de transesterificacion del HpNPP y los
valores de pKj, de los pares acido-base utilizados en DMSO acuoso al 80% a 37°C.

Base ki, M1s™ ko, M?s™ pPKa
Guanidina 0.0154 + 0.0032 1.886 + 0.065 13.80+0.012
Acetamidina 0.00072 £ 0.0003 0.089 + 0.038 12.10+0.010

Metilamina  1.60x10° + 8.37x10"7 8.776x10™° + 1.29x10°  10.06+0.025
Piperidina  1.53x10™ +8.96x10"  1.22x10*+1.17x10°  9.90+0.011

log k

T T T T T T T T
10 11 12 13 14

pKa

Figura 64. Relacion de Brgnsted para la transesterificacion del HpNPP en 80% de
DMSO acuoso a 37°C. Los puntos en forma de cuadro son para log k; y los puntos
circulares para log k.

De la gréfica de la relacion de Brgnsted se calcularon las pendientes para de este

modo conocer los valores de  en la relacion que se muestra en la ecuacion 25:

logk=p pKa+C Ec. 25
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donde k es la constante de rapidez, B es la pendiente de la grafica que tiene
interpretaciones mecanisticas importantes (vide infra) y C es la ordenada al origen

y no presenta ningun significado fisico.

Los valores obtenidos para 3 en los ajustes de los experimentos hechos para la

transesterificacion del HoNPP se muestran en la siguiente Tabla:

Tabla 19. Valores de P obtenidos a partir de la relacion de Brgnsted para la
transesterificacion del HopNPP en 80% de DMSO acuoso a 37°C.

Correlacion B C R*
log ki 0.78 £ 0.02 -12.62 £ 0.19 0.9991
log ks 1.14+0.11 -15.35+1.36 0.9794

_ et
o
O\P/'O/
10
RO o

Figura 65. Esquema del estado de transicion con base en la correlacion de

Brgnsted.

El valor de B para la contribucion del mecanismo bifuncional es inesperadamente
mas alto que el de la contribucién del mecanismo de catalisis basica general.
Primero analizaremos el valor de  para la catalisis basica general. El valor
obtenido en este trabajo es un poco mas grande que el obtenido por el grupo de
Andrew Williams para una catélisis acido-base general en la transesterificacion de
un nucleétido que contiene el 4-nitrofenol como grupo saliente (el valor obtenido
por ellos para B fue de 0.67, ver referencias 24 y 25) y que es un sustrato

aproximadamente 1000 veces mas reactivo que el HpNPP. El significado de este
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valor es la formacion de un estado de transicion tardio, es decir, que se parece
mas a los productos que a los reactivos, en donde la base desprotona al grupo 2-
hidroxi tal como se muestra en el esquema la Figura 65.

Una explicacion sencilla de lo anterior se logra si consideramos los dos valores
extremos para f, es decir, cero y uno. Para un valor de cero en la pendiente de la
relacion de Bregnsted para una catalisis acido-base nos indica que el enlace
hidrégeno-oxigeno del grupo 2-hidroxi (en nuestro caso en particular) casi no se
desprotona en el estado de transicién ya que no se forma el enlace fésforo-
oxigeno, por lo que su pK, en el estado de transicion es muy alto y nos muestra
que se parece mas a los reactivos que a los productos (estado de transicidon
temprano). En el caso contrario, cuando B es 1 el enlace hidrogeno-oxigeno del
grupo 2-hidroxi se encuentra muy debilitado y se desarrolla una carga parcial
positiva con lo que baja el pK, (es decir, se vuelve mas acido) ya que al mismo
tiempo se comienza a formar el enlace entre el fésforo y el oxigeno, sugiriendo
que el estado de transicion se parece mas al producto que a los reactivos (estado
de transicion tardio). Con base en esto, por el valor obtenido en la pendiente de la
relacion de Brgnsted en nuestros estudios (0.78) podemos afirmar de manera
cualitativa que el estado de transicion es tardio.

El valor anterior es razonable si se considera que en el medio utilizado el pK, del
grupo 2-hidroxi del HoNPP es de 19.8 [56] mientras que los valores de pK, de las
bases utilizadas no superan el valor de 13.8, por lo que es poco probable llegar a

la desprotonacion total de este grupo.

Para el caso de la relacién de Brgnsted para el mecanismo bifuncional, el valor se
puede explicar si tomamos en cuenta los mecanismos propuestos. Con guanidina
y acetamidina la estabilizacion electrofilica se da posiblemente por un arreglo

complementario de enlaces de hidrogeno como se muestra en la siguiente Figura:
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R
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H . Cle\ /NH Gu, R= NH2
o oh AMD, R = CH

Figura 66. Esquema de la interaccion entre los amidinios y el fosfato considerada

en el mecanismo de la transesterificacion del HoONPP en DMSO acuoso al 80%.

En cambio para piperidina y metilamina la interaccion podria ser como uno de los

dos tipos que se encuentran en la Figura que se muestra a continuacion:

e _"HaN—CHs
- \N+ H Q-
H Q- H N .
\O ‘\' (0 P‘\:
)\/O/ \§O )\/O/ \_©
OR OR
a b

Figura 67. Esquema de la interaccion entre los iones amonio y el fosfato
considerada en el mecanismo de la transesterificacion del HpNPP en DMSO

acuoso al 80%.

Como podemos ver ambas interacciones son distintas, para los amidinios
(acetamidinio y guanidinio) la interaccion se puede deber a una
complementariedad favorecida por una deslocalizacion de la carga en ambas
especies. Mientras en los iones amonio (piperidinio y metilamonio) si se da por el
tipo “a” que se muestra en la Figura 67 no es favorecida por el arreglo no lineal
que se presenta, entre tanto el tipo de interaccién “b” de la Figura tampoco es mas
favorecida la de los amidinios, ya que esta interaccion se da solo entre un atomo
de cada especie. Por lo tanto, se puede suponer que son dos tipos diferentes de
activacion electrofilica y en la relacion de Brgnsted en realidad la recta que

observamos es una interseccién entre dos rectas distintas que se cruzan.
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Para confirmar esta hipétesis se realizaron experimentos de cocatélisis. Estos
experimentos consisten en el uso de dos especies distintas en una catélisis del
tipo acido-base. En nuestro caso se hizo del siguiente modo, se varid la
concentracion de guanidinio en relacion a la concentracion de las bases utilizadas
(las bases estaban protonadas al 10%), con el fin de tener el guanidinio como la
especie acida en todos los casos y sélo variar la base. En este experimento sélo
se realiz6 con acetamidina y piperidina (metilamina no se utiliz6 por la baja
reproducibilidad que presenta) mientras que para el sistema guanidina-guanidinio
los datos ya se conocen. Las condiciones experimentales fueron las mismas que
para los estudios cinéticos anteriores y los valores de las contribuciones de primer
y segundo orden en la constante de rapidez observada se muestran en la
siguiente Tabla.

Tabla 20. Valores obtenidos para las constantes de rapidez de la

transesterificacion bifuncional del HpNPP usando como especie acida al ion

guanidinio.
Base ky, M?st PKa
Guanidina 1.886 + 0.065 13.80+0.012
Acetamidina 0.24 +0.014 12.10+£0.010

Piperidina 1.7x10° £ 1.17x10™ 9.90+0.011

Con los valores de la Tabla 20 se hizo otra gréfica de la correlacion de Brgnsted
para ver si la hipétesis propuesta era correcta (ver Figura 68), en caso de serlo el
valor de la pendiente de esta curva seria el mismo que el de la anterior sélo que
paralela. Y en efecto, el valor de 3 fue de 0.78 también. Esto sugiere que el valor
de 1.14 para la contribucion de segundo orden se puede descomponer en dos
partes, una la de la catalisis basica (ya que al hacer el experimento se mantuvo
constante la forma acida) y otra contribucion por la parte acida. Lo anterior
también apoya los mecanismos propuestos para la reaccién de transesterificacion
del HpNPP en donde el grupo fosfato se activa por medio de un par iénico con la

forma acida del amortiguador.
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Figura 68. Relacion de Brgnsted para la transesterificacion del HpNPP en 80% de

DMSO acuoso a 37°C cuando se usa al ion guanidinio como la especie &cida.

Otra manera de ver esto es al examinar los valores de las constantes, en la
contribuciéon de primer orden (que involucra una catalisis béasica general
bimolecular solamente) varian de manera monétona con el pK,. Mientras que en la
contribucion de segundo orden (la catalisis bifuncional) el comportamiento es muy
distinto, ya que la variacion entre el acetamidinio y guanidinio no es muy alta y de
acetamidinio a piperidinio se incrementa enormemente, lo que confirma la

activacion electrofilica mencionada anteriormente.

Es importante mencionar que por primera vez se informa un perfil de
neutralizacion en forma de campana, que surge de manera natural y sin ninguna
manipulacion matematica en estos medios; y que ademas es de segundo orden
respecto al amortiguador. Este tipo de perfiles son muy importantes en los
estudios biomiméticos ya que son los que se obtienen en la reacciones de
hidrolisis enzimaticas, por lo que obtenerlos sugiere que el sistema usado puede

imitar a las enzimas.

100



6. CONCLUSIONES

La reaccion de transesterificacion del 2-hidroxipropil-4-nitrofenilfosfato en mezclas
dimetilsulféxido-agua a 37°C con el sistema amortiguador guanidina-guanidinio,

tiene una rapidez 6ptima en la proporcion 4:1 DMSO:H,0 volumen/volumen.

En la transesterificacion basica especifica del HpNPP con hidréxido de
tetrabutilamonio en la mezcla 4:1 DMSO a 37°C, se presenta un efecto salino

positivo, debido a que los reactivos son iones de carga similar.

En el mecanismo para la transesterificacion del HpNPP con los sistemas
amortiguadores formados por acetamidina y guanidina participan de manera
bifuncional las especies protonada y desprotonada del amortiguador. Ademas,

existe una contribucién de un mecanismo basico general bimolecular.

En los sistemas amortiguadores formados con metilamina y piperidina, el
mecanismo mas importante fue el de la catalisis basica general bimolecular,

existiendo una contribucion del mecanismo bifuncional de menor eficiencia.

Las reacciones de transesterificacion del HpNPP con los sistemas amortiguadores

no presentan un efecto salino.

Las rutas de transesterificacion del HoNPP en el medio estudiado son dos: una es
por una catalisis bésica general bimolecular del sustrato y la otra por un
mecanismo similar al anterior con la diferencia que es asistido por una activacion
electrofilica del fosfato por parte de la especie &cida del amortiguador de una
manera que puede considerarse como una imitacion del mecanismo enzimético de
la ARNasa A. Este comportamiento se analiz6 en términos de las relaciones de

Brgnsted.
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7. PERSPECTIVAS

Con el fin de obtener una serie mas completa y realizar relaciones de Brgnsted se
recomienda sintetizar diferentes sustratos modelos del ARN. Ademas de llevar a
cabo los mismos estudios cinéticos para la hidrolisis de sustratos modelos del

ARN en distintos medios con bajo contenido de agua.

Para tener mayor evidencia del mecanismo se recomienda hacer el estudio del
efecto isotdpico sobre los sistemas usados y determinar un mecanismo para la

hidrélisis de los distintos sustratos modelo del ARN.
Finalmente, se recomienda estudiar la hidrélisis de cadenas de ARN en diferentes

disolventes y con distintas bases para determinar su mecanismo en estos medios,

aunado al estudio del efecto isotépico.
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APENDICE |

Espectro de RMN 3'P del HpNPP antes de la reaccion de transesterificacion con
guanidina neutralizada al 50% en DMSO acuoso al 80%.

Espectro de RMN *'P del HpNPP después de la reaccién de transesterificacion

con guanidina neutralizada al 50% en DMSO acuoso al 80%.
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Espectro de RMN *H del HpNPP
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APENDICE II
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Ajuste del pKa de acetamidinio en Hyperquad
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Ajuste del pKa de guanidinio en Hyperquad
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Ajuste del pKa de piperidinio en Hyperquad
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