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ResumenEn esta tesis se presenta el estudio de rea

iones quími
as rela
ionadas 
on los me
anis-mos de genera
ión, alma
enamiento y transporte de óxido nítri
o (NO), me
anismos que sonde gran importan
ia en los seres vivos dada la 
antidad de fun
iones aso
iadas al NO. Losproblemas estudiados en esta tesis fueron abordados tanto en forma experimental 
omo teó-ri
a, en este último 
aso mediante el uso de métodos de estru
tura ele
tróni
a y metodologíashíbridas 
uánti
o - 
lási
as.En lo que se re�ere al transporte de esta molé
ula, la rea

ión estudiada fue la rea

iónde transnitrosa
ión:
RS− + R′SNO → RSNO + R′S−Esta rea

ión ha sido propuesta 
omo me
anismo de transporte de NO así 
omo deregula
ión de la fun
ión protei
a. En parti
ular se estudió la rea

ión entre S -nitroso-L-
isteína etil ester y L-
isteína etil ester en medio a
uoso y en medio orgáni
o (metanol).En 
uanto al alma
enamiento, se 
ree que los S-nitrosotioles (RSNOs) desempeñan unrol fundamental y por esta razón el estudio de las propiedades de los mismos es de sumarelevan
ia. En este trabajo se muestra una forma interesante de estabilizarlos mediante launión de los mismos a un 
entro metáli
o (Ir(III)). De este modo surge una nueva familiade 
omplejos que 
ontienen S -nitrosotioles 
oordinados. La estabiliza
ión originada 
omo
onse
uen
ia de la 
oordina
ión al 
entro metáli
o ha
e posible la 
ara
teriza
ión y el estudiode propiedades de estos 
ompuestos.Por último, en 
uanto a lo que se re�ere a genera
ión de NO en ausen
ia se oxígeno, serealizó un estudio teóri
o de los posibles me
anismos de genera
ión de di
ha molé
ula en losque se en
uentran involu
rados la desoxi-Hb y el nitrito.Palabras Claves: óxido nítri
o, tioles, S-nitrosotioles, penta
loronitrosiliridato(III),transnitrosa
ión, nitrito, desoxi-Hemoglobina, DFT, métodos ab-initio, SIESTA, QM-MM,Amber.
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Abstra
tThe main goal of this thesis has been the study of relevant 
hemi
al rea
tions whi
h areinvolved in the me
hanism of generation, storage and transport of nitri
 oxide (NO). Giventhe wide variety and numerous fun
tions asso
iated to NO in living systems, the study ofthese me
hanisms is extremely important. The study of the above mentioned me
hanismshas been 
arried out experimentally and theoreti
ally using di�erent kind of methodologies.Con
erning NO transport and delivery, the trasnitrosation rea
tion has been studied:
RS− + R′SNO → RSNO + R′S−This rea
tion has been proposed as a me
hanism of NO transport, and also as an impor-tant me
hanism for the regulation of protein fun
tion. In this work we des
ribe the studyof the trasnitrosation rea
tion between S -nitroso-L-
ystein ethyl ester and L-
ystein ethylester in aqueous and organi
 (methanol) media.Regarding NO storage, it has been suggested that S -nitrosothiols play a key rol, andfor that reason the study of S -nitrosothiols properties is spe
ially important. An interestingway of stabilizing these 
ompounds through 
oordination to a metal 
enter (Ir(III)) is des-
ribed in this work. The stability gained, allowed the experimental 
hara
terization of these
ompounds and the elu
idation of stru
tural aspe
ts and properties.Finally, dealing with me
hanisms of generation of NO in the absen
e of oxygen, a theo-reti
al study on the possible me
hanisms involving nitrite and deoxy-hemoglobin has beenperformed.keywords: nitri
 oxide, thiols, S-nitrosothiols, penta
hloronitrosiliridate(III), transnitro-sation, nitrite, deoxy-Hemoglobin, DFT, ab-initio methods, SIESTA, QM-MM, Amber.
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IIntrodu

ión General

1





I.1Introdu

ión y objetivos del trabajo
El óxido nítri
o (NO), fue por primera vez estudiado en 1772 por Joseph Priestley (Ex-periments and observations on di�erent kinds of airs, 1774-1777) quién llamó a esta mo-lé
ula 
omo "nitrous air" o "aire nitroso", la des
ribió y de�nió 
omo un gas in
oloro ytóxi
o. Esta de�ni
ión 
ontinuó vigente hasta su redes
ubrimiento en 1987 
omo "molé
ulabioa
tiva"[1, 2, 3℄ . Desde enton
es fueron gradualmente surgiendo

Figura I.1.1: Portada de la Revista S
ien
e.Vol.258, Nro. 5090, 1992.

novedosas fun
iones aso
iadas a esta molé
ula, en-tre ellas: regula
ión de la presión sanguínea, media-
ión en el exterminio de 
élulas tumorales por ma-
rófagos, neurotransmisión, inhibi
ión plaquetaria,ere

ión peneana, et
. En el lapso de tiempo que
orrespondió a los años 1980-1990 esta molé
ula
apturó la aten
ión de mu
hos investigadores, he-
ho que 
ondujo al estudio de diferentes aspe
tosrela
ionados 
on ella, los mismos en
arados des-de diferentes áreas: medi
ina, bioquími
a, biologíamole
ular, quími
a, �siología, biología 
elular, far-ma
ología y toxi
ología.En 1992[4, 5℄, esta molé
ula adquirió la famasu�
iente 
omo para ser distinguida por 
onsensode mu
hos 
omo "La molé
ula del año", denomina
ión que le fue dada por la revista S
ien
ede di
ho año. Más aún, la importan
ia de esta molé
ula se materializó 
omo primerísimaplana en las noti
ias del año 1998 
uando Louis J. Ignaro, Robert F. Fur
hgott y Ferid Mun-rad fueron 
onde
orados 
on el premio Nobel en medi
ina y �siología. El honor de semejantere
ono
imiento tuvo su fundamento en el des
ubrimiento del NO 
omo molé
ula mensajera:3



4 I.1. Introdu

ión y objetivos del trabajo"un gas produ
ido en forma endógena que atraviesa membranas y regula la fun
ión 
elular".Sus propiedades quími
as ha
en de esta molé
ula un mensajero muy versátil que ejer
e susfun
iones por medio de intera

iones 
on distintos blan
os 
elulares desplegando una vastaquími
a.A
tualmente, en el año 2007, podemos estimar en más de 1000001 las publi
a
iones
ientí�
as que estudian diversidad de aspe
tos de la vida de esta molé
ula y su aparentesinfín de roles biológi
os y no biológi
os, 
on mayor o menor protagonismo de la misma.I.1.1. Biosíntesis del NO y me
anismos de genera
ión al-ternativos.El NO puede ser biosintetizado de varias formas, por ejemplo, las plantas utilizan unaestrategia no enzimáti
a que 
onsiste en la rea

ión entre el nitrito y 
arotenoides u otrosmetabolitos vegetales [6℄. El 
amino enzimáti
o involu
ra la óxido nítri
o sintasa (NOS) y laredu

ión de nitrito por nitrito redu
tasas (NIRs). Las NIRs se hallan presentes en ba
terias yorganismos animales. En ba
terias, junto 
on otras enzimas, la NIR es una pieza fundamentalen el 
i
lo del nitrógeno; en animales 
onstituye un 
amino para la síntesis de NO alternativoa la NOS. El método se síntesis de NO más 
omúnmente utilizado por organismos animalesinvolu
ra a la familia de enzimas llamadas óxido nítri
o sintasas (NOSs). Las NOSs sonmiembros de una super familia de enzimas llamadas monooxigenasas, las que 
ontienen algrupo hemo[7℄. La NOS 
ataliza la 
onversión de L-arginina en L-
itrulina y la 
on
ominantelibera
ión de NO. Esta rea

ión o
urre en presen
ia de oxígeno. El me
anismo a través del
ual o
urre el pro
eso es muy 
omplejo y aún no se ha elu
idado 
ompletamente [7℄.En 1997, por primera vez Reutov y 
olaboradores [8℄, 
on
luyen que la NOS y la NIR son
omponentes fundamentales en lo que denominaron "El 
i
lo de óxido nítri
o" en organismosanimales (Figura I.1.2). De esta forma, ante un dé�
it de oxígeno, por ejemplo una hipoxiafun
ional aso
iada a un pro
eso patológi
o o un 
onsumo a
elerado de oxígeno, la NOS (1)
esaría en su fun
ión y se a
tivaría el me
anismo de síntesis de NO por medio de la NIR (3).Por otro lado, la a
tividad nitrito redu
tasa es fundamental pero no sólo para el 
i
lomostrado en la Figura I.1.2, sino que es además una pieza 
lave en el 
i
lo del nitrógenoefe
tuado por ba
terias. En la Figura I.1.3, se muestra en qué parte del 
i
lo del nitrógenodesempeña su fun
ión la NIR.En la siguiente tabla (Tabla I.1.1), se muestran algunos poten
iales de redu

ión deinterés a la hora de estudiar estas rea

iones [9℄. Un punto importante a notar al observarlos valores de la tabla, es que los poten
iales de redu

ión para todas las espe
ies de nitrógeno1Número de publi
a
iones que surgen 
omo resultado de la búsqueda "nitri
 oxide" realizada 
on S
opus.



I.1.1. Biosíntesis del NO y me
anismos de genera
ión alternativos. 5
NOS

L-arginina L-citrulina

O2

NADPH NADP

Síntesis NO
en
de oxígeno

presencia

NO

NO3

-

Ciclo del
Oxido Nítrico

NO2

-

N
IR

NAD(P)H

NAD(P)

e-

e-

Síntesis NO
en
de oxígeno

ausencia

1

2

3

Figura I.1.2: Ci
lo del óxido nítri
o.
N2

N O2

NO

NO2

-

NO3

-
NH3

Síntesis de
aminoácidos

Fijación de
Nitrógeno

D
e

n
it
ri
fi
c
a

c
ió

n

Nitrificación Reducción
asimilatoria

Reducción
disimilatoria

Nitrato
Reductasa

NIR

NIRFigura I.1.3: Ci
lo del nitrógeno efe
tuado por ba
terias.



6 I.1. Introdu

ión y objetivos del trabajoTabla I.1.1: Poten
iales de redu

ión estándar relevantes a pH=7.Rea

ión E0′(V)NO−
3 +2 e- + H2O ⇋NO−

2 +2OH− +0.422NO−
2 + 4e- +3 H2O ⇋N2O + 6OH− +0.77NO−
2 + e- + H2O ⇋NO + 2OH− +0.372NO +2e- + H+

⇋N2O + OH− +1.18N2O + 2e- 2H+
⇋N2 + H2O +1.77dehidroas
orbato + 2e- + 2H+

⇋as
orbato +0.06fumarato+ 2e- + 2H+
⇋su

inato +0.03P-Fe(II)-NO+ + e- ⇋P-Fe(II)-NO• +0.39 a -0.02P-Fe(II)-NO• + e- ⇋P-Fe(II)-NO− -0.86P-(Fe): grupo hemolistadas son positivos. De esto se desprende que, la redu

ión del nitrato, nitrito, óxido nítri
o,óxido nitroso y nitrosilos 
oordinados a grupos hemo (P-Fe(II)-NO+) es termodinámi
amentefa
tible frente a redu
tores biológi
os relevantes 
omo el as
orbato y el su

inato. En el 
asode ba
terias, por ejemplo, este he
ho provee la fuerza impulsora ne
esaria 
omo para a
tivarla maquinaria de transporte ele
tróni
o a
oplada a la fosforila
ión oxidativa. Por otro lado,
ontrariamente a lo observado para el NO libre, le redu

ión del NO 
oordinado a gruposhemos es termodinámi
amente más desfavorable.I.1.2. Óxido Nítri
o (NO): la riqueza quími
a de una sim-ple molé
ula.En gran medida la riqueza rea
tiva de esta molé
ula se debe a la posibilidad de adoptardistintos estados redox, entre ellos se enumeran los siguientes:NO+ (nitrosonio o nitrosilo), NO2

−(nitrito)NO• (óxido nítri
o)NO−, HNO (nitroxilo)Cada una de estas espe
ies, NO+/•/−, presenta propiedades y 
ara
terísti
as distintivas.Como se puede observar en la Tabla I.1.2 [5℄, a medida que aumenta el estado de oxida
ióndel nitrógeno, aumenta la fre
uen
ia de estiramiento del enla
e en el IR y el enla
e N-O sea
orta. En lo referido a su rea
tividad, a mayor estado de oxida
ión de nitrógeno, mayor
ará
ter ele
trofíli
o y por lo tanto es más sus
eptible al ataque por nu
leó�los.



I.1.2. Óxido Nítri
o (NO): la riqueza quími
a de una simple molé
ula. 7Tabla I.1.2: Propiedades de las espe
ies rela
ionadas al NO*.Molé
ula Nro. de Oxida
ión del nitrógeno Longitud de enla
e Å νNO(
m−1)Nitrosonio 3+ 0.95 2300Oxido nítri
o 2+ 1.15 1840Nitroxilo 1+ 1.26 1290* [5℄

Figura I.1.4: Inter
onversión de las diferentes formas redox del NO por rea

ión 
on oxidantes y redu
toresbiológi
amente relevantes.Rea

iones redox del óxido nítri
o 
on metaloproteínas, 
omplejos metáli
os, tioles, oxí-geno 
ondu
en a la forma
ión de las espe
ies NO−y NO+(Figura I.1.4), este último en so-lu
ión a
uosa se en
uentra mayormente 
omo nitrito. Re
ordemos que el nitrito desempeñaun rol importante en la síntesis de NO en 
ondi
iones de anoxia y además en medio á
idoes responsable de la nitrosa
ión de tioles y aminas. Veamos dos rea

iones biológi
amenterelevantes que 
ondu
en a la forma
ión de nitrito:1. Nitrosila
ión redu
tiva [10℄ :
Fe(III)P + 2NO + H2O → Fe(II)P (NO) + NO−

2 + 2H+ (I.1.1)2. Autoxida
ión de NO en solu
ión a
uosa [11℄ :
4NO + O2 + 2H2O → 4HNO2 (I.1.2)La transforma
ión del NO en nitrito es 
lave y sería una forma de alma
enar poten
ialmenteNO y de evitar la ina
tiva
ión del mismo por rea

ión 
on otras molé
ulas [5℄[12, 13℄. Porejemplo, una de las vías prin
ipales de 
onsumo del NO está dada por su rea

ión 
on laoxi-mioglobina y la oxi-hemoglobina para originar NO3

−[14℄. Por otro lado, en 
ir
unstan
iasen las que está presente el anión superóxido, la rea

ión del NO 
on éste es extremadamente
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Figura I.1.5: Dependen
ia del ángulo MNO 
on la 
on�gura
ión ele
tróni
a.rápida (mu
ho más rápida que 
on el oxígeno) y origina 
omo resultado la forma
ión deperoxinitrito (ONOO−), sumamente tóxi
o [15, 16℄. Sin embargo, es importante agregar quelos tioles por medio de su rea

ión 
on el NO, por ejemplo, dan origen a sus respe
tivosradi
ales (Figura I.1.4), los 
uales son los prin
ipales atrapantes del peroxinitrito dando
omo resultado la forma
ión de S-nitrosotioles (RSNOs) y disulfuros [17℄.Complejos metáli
osLas propiedades del enla
e M-NO pueden ser 
omprendidas a partir de dos 
omponentesde su estru
tura ele
tróni
a:Dona
ión de densidad ele
tróni
a desde un orbital del NO de tipo σ al metal.Dona
ión o retrodona
ión de densidad ele
tróni
a desde un orbital d o
upado del metala un orbital π* del ligando NO.Los 
omplejos de nitrosilo son 
lasi�
ados 
omo espe
ies {M(NO)x}ndonde n puede de�-nirse 
omo (i) el número total de ele
trones aso
iados 
on los orbitales d del metal y/o los
π*(NO) o (ii) el número de ele
trones d del metal si el nitrosilo se 
onsidera 
oordinado 
omoNO+(nota
ión introdu
ida por Enemark y Feltham)[18℄.La mayoría de los 
omplejos mono-nitrosilados {M(NO)}n son hexa
oordinados y poseen n=0-6, 
on ele
trones o
upando losorbitales dxy, dxz,dyz (
on 
ará
ter ligante o no ligante). Como resultado de esta o
upa
ión deorbitales se espera que el ángulo 
orrespondiente a la unidad MNO sea esen
ialmente lineal.Si se agregan ele
trones (n≥7), éstos o
uparán orbitales tipo π antiligantes que involu
rana los átomos M, N, O. Como 
onse
uen
ia, el grupo NO se tor
erá 
on el �n de aliviar latensión. (Figura I.1.5) Los nitrosilos de tipo a y b son sus
eptibles al ataque por nu
leó�losmientras que existen es
asos ejemplos de 
ompuestos 
on las 
ara
terísti
as del ter
ero, y larea
tividad de éstos 
omplejos aún no se ha elu
idado [13, 19℄.



I.1.3. S -nitrosotioles: transporte y alma
enamiento de NO. 9TiolesEl NO es una molé
ula radi
al muy rea
tiva, su velo
idad de difusión en medios biológi
osse estima en 50µm/s y su tiempo de vida media en 10−3 s. Estos valores eviden
ian que paraejer
er sus fun
iones 
omo segundo mensajero de manera e�
iente éste debe unirse a algunamolé
ula que preserve su fun
ión protegiéndolo del ataque de otras molé
ulas, ser trasladadohasta el lugar donde ejer
erá su fun
ión y ser liberado. Entre estas molé
ulas se en
uentranlos tioles, los mismos rea

ionan 
on la forma oxidada del NO formando los S -nitrosotioles(RSNOs) (Figura I.1.4). La rea

ión de los tioles 
on las otras formas redox, NO• y NO−,origina forma
ión de produ
tos 
omo disulfuros y NH2OH (Figura I.1.4). Los RSNOs se hanpropuesto 
omo molé
ulas alma
enadoras y transportadoras del NO. El tiol más abundantea nivel 
elular es el glutatión (tripéptido: 
isteína, gli
ina y á
ido glutámi
o), éste es elresponsable de mantener el poten
ial redox 
elular. Este tiol protege a los 
omponentesde la 
élula de los daños indu
idos por radi
ales, interviene en pro
esos regulatorios y deseñaliza
ión 
elular [20, 21℄.I.1.3. S -nitrosotioles: transporte y alma
enamiento de NO.Como se ha men
ionado previamente, tioles endógenos pequeños 
omo la 
isteína y elglutatión, a través de la forma
ión de RSNOs, 
onstituyen un medio de preserva
ión de lasfun
iones aso
iadas al NO, transporte y alma
enamiento de esta molé
ula. Los RSNOs estáninvolu
rados de esta forma en fun
iones de biorregula
ión y han sido dete
tados en el �uidosanguíneo [24℄. Trabajos previamente realizados sobre aspe
tos �siológi
os de la quími
a delos RSNOs indi
an lo siguiente:Pueden liberar NO en presen
ia de Cu(I), as
orbato o tioles.Suministran los iones NO+ y NO−.Efe
túan rea

iones de transnitrosa
ión donde el NO+ es transferido de un tiol al otro.Una rea

ión de este tipo estaría involu
rada en modi�
a
iones de las proteínas pornitrosa
ión de alguna de sus 
isteínas, lo que 
onstituye un me
anismo de regula
iónde la fun
ión de la misma.Los RSNOs fueron por primera vez sintetizados en 1909 por Tasker y Jones [22℄, en esaoportunidad observaron que si se ha
ía rea

ionar al ben
iltiol 
on 
loruro de nitrosilo seobtenía un 
ompuesto muy inestable 
olor rojo, el S -nitroso-ben
iltiol. Debido a su graninestabilidad, estos 
ompuestos no llamaron mu
ho la aten
ión y po
o se investigó sobre
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ión y objetivos del trabajoellos hasta que fuera des
ubierto su rol biológi
o [23, 24℄. Su po
a estabilidad es responsa-ble de que aún a
tualmente haya po
os RSNOs 
ara
terizados estru
turalmente. Hasta lafe
ha se 
uentan seis estru
turas 
ristalinas, éstas 
orresponden a los siguientes RSNOs:S -nitroso-Trifenilmetiltiol (Ph3CSNO) [25℄, S -nitroso-L-
isteína etilester (SNO-CEE)[26℄,S -nitroso-N-a
etilpeni
ilamina (SNAP) [27℄, S -nitroso-triarilmetiltiol (TRM-SNO) [28℄, S -nitroso-
aptopriltiol [29℄ y S -nitrosonitrosilhemoglobina [30℄.Los siguientes RSNOs: S -nitroso-L 
isteína (CysNO), S -nitroso-glutatión (GSNO) y S -nitroso-albúmina (BSNO), han sido dete
tados en sangre mientras que por ejemplo la S -nitroso-N-a
etilpeni
ilamina (SNAP) es un RSNO sintéti
o muy difundido y ampliamenteutilizado en experimentos biológi
os.I.1.4. Objetivos del trabajo.El objetivo general de este trabajo es estudiar los me
anismos de transporte, alma
ena-miento y genera
ión de NO. En lo que a esto 
on
ierne, más espe
í�
amente nos interesóestudiar:El rol de los S -nitrosotioles en el transporte del NO por medio de la 
ono
ida rea

iónde transnitrosa
ión.
RS− + R′SNO → RSNO + R′S−Las propiedades de los S -nitrosotioles 
omo molé
ulas alma
enadoras de NO y la ob-ten
ión de S -nitrosotioles estabilizados por 
oordina
ión a un metal de transi
ión.Me
anismos alternativos de genera
ión de NO en ausen
ia de oxígeno, situa
ión en la
ual la NOS no sería operativa.Este estudio se llevó a 
abo utilizando dos tipos de herramientas, una de ellas basada ensimula
iones 
omputa
ionales, y la otra en diversas té
ni
as experimentales. Los detallesmetodológi
os empleados en ambos tipos de herramientas son presentados en la parte demetodología general (II). Luego se presentan los resultados obtenidos (III, IV y V), 
adauna de las partes o se

iones 
ontiene una breve introdu

ión, los resultados y 
on
lusiones.Cada parte pretende abordar los ítems anteriormente men
ionados:III. S-Nitrosotioles y rea

ión de transnitrosa
ión 
omo me
anismo de trans-porte y alma
enamiento de NO. Se presenta el estudio de propiedades físi
o-quími
asde los S-nitrosotioles libres. Cara
teriza
ión de la S-nitroso-L-
isteína etil ester. Se muestra



I.1.4. Objetivos del trabajo. 11el estudio teóri
o-experimental de la rea

ión de transnitrosa
ión para un modelo simple ypara la L-
isteína etil ester.IV. Estabiliza
ión de S-nitrosotioles por 
oordina
ión a [IrCl5℄−2. Debido a supo
a estabilidad muy po
o se sabe estru
turalmente sobre éstas molé
ulas. Al ser 
oordinadasa [IrCl5℄−2 su estabilidad se in
rementa notoriamente, este he
ho nos otorga la posibilidadde 
ara
terizarlas estru
turalmente y estudiar los efe
tos que afe
tan su estabilidad.V. La rea

ión entre la desoxi-Hemoglobina Humana (desoxi-Hb) y nitritopara generar óxido nítri
o (NO) en ausen
ia de oxígeno: estudio teóri
o de losposibles me
anismos de rea

ión. Se presenta el estudio de esta rea

ión 
omo 
ontra-parte anaeróbi
a de la NOS.Por último se presentan las 
on
lusiones generales y perspe
tivas futuras del trabajo(VI).
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II.1Parte Experimental.
II.1.1. Aspe
tos generalesTodos los 
ompuestos 
on los que se trabajó, o su gran mayoría, presentaban la pe
uliari-dad de ser muy sensibles al oxígeno, la humedad, la temperatura y la luz. Trabajar 
on ellosrequirió 
uidados espe
iales y el desarrollo y la puesta a punto de diferentes metodologíasexperimentales de trabajo. También exigió la adquisi
ión y el desarrollo de una manualidadindispensable para lograr la 
on�abilidad y reprodu
ibilidad ne
esaria en los resultados.Para llevar adelante esta quími
a fueron indispensables 
ierto equipamiento 
omo una
aja se
a (ver Figura II.1.1), líneas de va
ío, gases inertes, materiales tales 
omo tubosy balones de S
hlenk, jeringas, septa, siempre en pos de asegurarse que las rea

iones sedesarrollen en atmósfera inerte.Debido a la po
a estabilidad de mu
hos de los 
ompuestos 
on los que se trabajó, no sepudo 
ontar 
on el alma
enamiento de los mismos para el trabajo diario, sino que debieronser preparados 
ada vez que se ne
esitaron.Otro 
uidado de suma importan
ia en lo que respe
ta a los solventes utilizados, es la
uidadosa puri�
a
ión de los mismos. El empleo de solventes re
ién destilados o alma
enadospor 
ortos períodos de tiempo bajo atmósfera inerte fue indispensable.Puri�
a
ión de solventes.Todos los solventes fueron se
ados 
on los dese
antes apropiados y posteriormente destilados.Los solventes más fre
uentemente utilizados fueron metanol y a
etonitrilo. El metanol fuese
ado 
on Mg-iodo y puri�
ado por destila
ión fra

ionada. El a
etonitrilo se destiló pordestila
ión fra

ionada, se re�ujó sobre CaH2, y se destiló bajo nitrógeno en el momento deusarse. 19
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Figura II.1.1: Línea de gases y de va
ío, 
aja se
a.II.1.2. Instrumenta
iónEntre las té
ni
as experimentales empleadas para el análisis de las rea

iones y 
ara
te-riza
ión de los rea
tivos y produ
tos obtenidos, podemos 
itar las siguientes:1. Espe
tros
opía UV-Visible.2. Espe
tros
opía FTIR.3. Difra

ión de rayos X.4. Resonan
ia Magnéti
a Nu
lear (RMN).5. Espe
trometría de masa.6. Mi
roanálisis Elemental.Los espe
tros IR fueron obtenidos en un espe
trómetro Ni
olet Avatar 320 FTIR en pastillasde KBr y utilizando 
eldas para líquido Spe
tra Te
h 
on ventanas de NaCl y CaF2, según fueel solvente utilizado. Los espe
tros UV-Visible fueron tomados en un espe
trómetro HewlettPa
kard 8453 
on arreglo de diodos empleando una 
elda de 
uarzo de 1 
m de 
amino ópti
o.Los espe
tros de RMN se adquirieron en un equipo Bruker AMX500, los espe
tros obtenidosfueron 
alibrados mediante el agregado de alguna referen
ia 
ono
ida (en general se utilizóCH3CN) o utilizando la señal residual del solvente deuterado respe
tivo [1℄. Se realizaronespe
tros RMN para diferentes nú
leos (1H, 13C, 15N) mono y bidimensionales. Entre lasté
ni
as de RMN utilizadas podemos men
ionar:



II.1.2. Instrumenta
ión 21-1H RMN, 13C RMN, 15N RMN.-DEPT (Distortionless Enhan
ement by Polarization T ransfer), esta té
ni
a permite dis-tinguir entre distintos tipos de 
arbonos, 
uando el ángulo del pulso es 135 (DEPT-135 ),la fase de los -CH3 y -CH resulta invertida respe
to a los CH2 , mientras que los 
arbonos
uaternarios no son dete
tados.-COSY (COrrelation Spe
tros
opY ), ofre
e 
orrela
ión bidimensional de espe
tros 1HRMN. Es una té
ni
a muy útil para asignar ve
inos.-HETCOR (HETeronu
lear 
hemi
al shift CORrelation), propor
iona una 
orrela
ión deespe
tros 1H RMN y 13C RMN. Muy útil para asignar las señales del protóni
o a los 
arbonos
orrespondientes.Los espe
tros de masa para los 
omplejos resultantes de la rea

ión de los tioles 
on el[IrCl5NO℄K fueron adquiridos en un Mi
romass Q-Tof a
oplado a fuentes de iones ESI yAPCI (Laboratorio Thompson de Espe
trometría de Masa a 
argo del Prof. Mar
os Eber-lin). Los gases NO y N2O generados 
omo 
onse
uen
ia de la rea

ión de transnitrosa
ión,fueron dete
tados mediante el uso del espe
trómetro de masa 
uadrupolar Extrel Emba II(Laboratorio del Do
tor Valentín Amorebieta, Universidad de Mar del Plata). Los análisisde estru
turas 
ristalinas por rayos X fueron determinados por los Do
tores Gregory Leitus yLinda Shimon del Departamento de Servi
ios Quími
os del Instituto de Cien
ias Wiezmann(Rehovot, Israel) en un difra
tómetro Nonius KappaCCD, Mokα(λ=0.7107Å) 
on mono
ro-mador de gra�to. Los datos fueron pro
esados empleando Denzo-S
alepa
k. Las estru
turasse resolvieron por métodos dire
tos 
on SHELXS-97. Un posterior re�namiento de la matrizse realizó por 
uadrados mínimos basado en F2 
on SHELXS-97.El mi
roanálisis elemental fue realizado en un equipo Carlo Erba 1108. Para el análisisse produjo la 
ombustión de la muestra en un tubo rea
tor donde fue transformada a CO2,H2O, N2 y SO2. La separa
ión de los gases se realizó por 
romatografía gaseosa 
on 
olumnade paropa
 de longitud variable y para su dete

ión se utilizó un dete
tor de 
ondu
tividadtérmi
a. El método requiere una 
alibra
ión previa 
on sustan
ias patrón de 
omposi
ión
ono
ida. Sustan
ia patrón utilizada para la determina
ión de C, H, N, y S: Sulfanilamida.Sustan
ia patrón utilizada para el ensayo 
ontrol de C, H, y N : A
etanilida.Parte de los resultados obtenidos se obtuvieron 
omo fruto de 
olabora
iones 
on lossiguientes grupos:Grupo del Profesor D. Milstein, Department of Organi
 Chemistry, Weizmann Instituteof S
ien
e (RX) (Rehovot, Israel).Grupo del Profesor Eberlin, Thompson Mass Spe
trometry Laboratory, Instituto deQuími
a, UNICAMP (ESI-MS) (Campinas, Brasil).



22 II.1. Parte Experimental.La des
rip
ión detallada y espe
í�
a de la metodología de trabajo se presenta en las partesy se

iones 
orrespondientes.



II.2Simula
ión 
omputa
ionalDurante las últimas dé
adas, el área de simula
ión 
omputa
ional en quími
a ha re
ibidoun impulso tal, que se ha 
onvertido en una herramienta irreemplazable. La 
ombina
ión deelementos matemáti
os y 
omputa
ionales 
on las leyes fundamentales de la físi
a permiteabordar el estudio de pro
esos de relevan
ia quími
a desde un punto de vista mi
ros
ópi
o.La sele

ión del nivel de teoría ade
uado para estudiar un determinado problema, yla 
apa
idad de evaluar la 
alidad de los resultados obtenidos son dos de las tareas más
ompli
adas dentro del trabajo de un quími
o 
omputa
ional. Antes de llevar a 
abo 
ualquierestudio, se deben tener presentes tanto las posibilidades 
omo las limita
iones de los modelosy métodos a utilizar, ya que una apli
a
ión inapropiada de los mismos puede 
ondu
ir aresultados 
arentes de sentido. Sin embargo, 
uando se emplea ade
uadamente, 
onstituyeuna herramienta muy valiosa en el análisis e interpreta
ión de resultados experimentales, ein
luso en la determina
ión de propiedades mole
ulares de las que no se dispone de valoresempíri
os.Según el problema sele

ionado y el nivel de des
rip
ión que se requiera podemos men-
ionar distintos tipos de modelos:Modelos basados en la quími
a 
uánti
a. A partir de las leyes de la me
áni
a 
uánti
a,permiten determinar la estru
tura de las molé
ulas, 
al
ular propiedades espe
tros
ó-pi
as, estudiar pro
esos rea
tivos y 
omprender el me
anismo de rea

iones quími
as,
ara
terizar produ
tos, et
. Pueden ser utilizados 
omo herramienta predi
tiva, porejemplo permiten "experimentar" 
on una sustan
ia, 
ono
er mu
has de sus propie-dades sin ne
esidad de sintetizarla, de modo que se puede orientar a un investigadorexperimental sobre qué molé
ula va a tener las 
ara
terísti
as que él desea. De estemodo, sólo se sintetiza y analiza aquella que tenga las propiedades que más le interesen,ahorrándole tiempo y dinero.Modelos 
lási
os. El modelado de fenómenos que no involu
ran forma
ión o ruptura de23
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ión 
omputa
ionalenla
es quími
os, es de
ir aquellos pro
esos donde la estru
tura ele
tróni
a no 
ambia
onsiderablemente, pueden ser des
riptos por modelos más simples que 
aptan ade-
uadamente la esen
ia del problema de estudio ha
iendo inne
esario el uso de modelosmás 
omplejos. En estos modelos las molé
ulas (o átomos) pueden ser representadaspor masas puntuales, generalmente provistas de 
arga, que intera
túan a través de un
ampo de fuerzas 
lási
o.Modelos híbridos 
uánti
o-
lási
os. La base de estos modelos reside en 
ombinar 
ál
u-los de estru
tura ele
tróni
a 
on modelos 
lási
os. Esta 
ombina
ión, ha
e posible elestudio de pro
esos rea
tivos para sistemas 
on un elevado número de átomos (impo-sible de abordar mediante un modelo puramente 
uánti
o). El sistema en estudio, porejemplo una enzima, se parti
iona en un subsistema modelado 
uánti
amente y otrosubsistema modelado 
lási
amente.A 
ontinua
ión veremos en más detalle 
ada uno de estos modelos.II.2.1. Modelos basados en Me
áni
a Cuánti
a.La me
áni
a que rige el 
omportamiento de partí
ulas pequeñas (
omo los ele
trones) esla llamada me
áni
a 
uánti
a, desarrollada a prin
ipios del siglo pasado a partir de 
ontri-bu
iones de Bohr, Einstein, Dira
, Plan
k, Heisenberg y S
hrödinger, entre otros [2℄. Parades
ribir el estado de un sistema en me
áni
a 
uánti
a, se postula la existen
ia de una fun-
ión de las 
oordenadas de las partí
ulas y del tiempo, Ψ, llamada fun
ión de onda o fun
iónde estado. La fun
ión de onda 
ontiene toda la informa
ión que es posible 
ono
er a
er-
a del sistema. Dentro de una aproxima
ión no relativista, Ψ se obtiene de la e
ua
ión deS
hrödinger dependiente del tiempo.
−~

i

∂Ψ(r, t)

∂t
= − ~

2

2m
∇2Ψ(r, t) + V (r, t)Ψ(r, t) (II.2.1)Si la fun
ión de energía poten
ial del sistema no depende del tiempo, se puede separarla parte temporal de la espa
ial, enton
es el sistema puede estar en una de sus estadosesta
ionarios de energía 
onstante. Di
hos estados esta
ionarios se obtienen resolviendo lae
ua
ión de S
hrödinger no relativista e independiente del tiempo:

− ~
2

2m
∇2Ψ(r) + V (r)Ψ(r) = EΨ(r) (II.2.2)Si se de�ne el operador Hamiltoniano 
omo:
Ĥ = − ~

2

2m
∇2 + V (r) (II.2.3)
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áni
a Cuánti
a. 25ahora la e
ua
ión II.2.2 se puede es
ribir 
omo ĤΨ(r) = EΨ(r), que es la forma más
omúnmente utilizada. El Hamiltoniano mole
ular presentado en la e
ua
ión II.2.4 
ontienetérminos de movimiento y atra

ión/repulsión entre las diferentes partí
ulas. Tal 
omo sepuede observar en la e
ua
ión II.2.4, se in
luyen términos aso
iados a la energía 
inéti
a delos nú
leos y de los ele
trones, atra

ión entre nú
leos y ele
trones, repulsión entre ele
tronesy repulsión entre nú
leos.
Ĥ = −

N
∑

i=1

1

2
∇2

i −
M

∑

A=1

1

2MA
∇2

A −
N

∑

i=1

M
∑

A=1

ZA

riA
+

N
∑

i=1

N
∑

j>i

1

rij
+

M
∑

A=1

M
∑

B>A

ZAZB

RAB
(II.2.4)La e
ua
ión II.2.4 sólo puede resolverse exa
tamente para sistemas de dos partí
ulas, porlo resulta ne
esario el uso de aproxima
iones para sistemas mayores. Una aproxima
ión queresulta sumamente útil para redu
ir la 
omplejidad del 
ál
ulo es la llamada aproxima
iónde Born-Oppenheimer [2, 3℄. Esta aproxima
ión se basa en que la masa de los nú
leos esmiles de ve
es mayor que la de los ele
trones y éstos se mueven, por lo tanto, mu
ho máslentamente. Así el movimiento ele
tróni
o puede des
ribirse en el 
ampo 
reado por losnú
leos �jos. Enton
es, el movimiento de los ele
trones está desa
oplado del movimiento delos nú
leos y por ende, se puede de
ir que los ele
trones se a
omodan instantáneamente auna dada disposi
ión de los nú
leos. De modo que, es lí
ito es
ribir una fun
ión de ondaele
tróni
a para 
ada geometría nu
lear siendo ahora el último término de la e
ua
ión II.2.4una 
onstante.Mediante el uso de la aproxima
ión de Born-Oppenheimer, hemos simpli�
ado la e
ua-
ión de S
hrödinger, sin embargo la e
ua
ión 
ontinúa siendo irresoluble de forma exa
tapara sistemas de más de un ele
trón debido al término de repulsión interele
tróni
a, por loque deben ha
erse aproxima
iones adi
ionales. Existen diversos métodos, 
ara
terizados porel distinto nivel de aproxima
ión matemáti
a. Una de las 
lasi�
a
iones más empleadas es laque distingue entre métodos semiempíri
os, métodos ab initio y el método del fun
ional dela densidad (DFT). A su vez, en fun
ión de la estrategia utilizada para resolver las e
ua
io-nes, estos métodos se 
lasi�
an 
omo varia
ionales o perturba
ionales. Antes de pasar a losmétodos veamos brevemente qué di
e el teorema varia
ional y la teoría de perturba
iones.Teorema Varia
ional [2, 3℄. El valor medio de la energía aso
iada a una fun
ión deonda aproximada o de prueba, Φ, se puede 
al
ular 
omo:

W =

∫

Φ ∗ ĤΦdτ
∫

Φ ∗ Φdτ
=

〈

Φ
∣

∣

∣
Ĥ

∣

∣

∣
Φ

〉

〈ΦΦ〉 (II.2.5)El teorema varia
ional enun
ia que si la fun
ión de onda de prueba 
umple las 
ondi
iones
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ión 
omputa
ionalde 
ontorno del problema, se 
umple la siguiente desigualdad:
W =

〈

Φ
∣

∣

∣
Ĥ

∣

∣

∣
Φ

〉

〈ΦΦ〉 ≥ E0 (II.2.6)E0 es la energía 
orrespomdiente al estado fundamental. Esta desigualdad resulta extre-madamente útil ya que propor
iona un 
riterio para evaluar la 
alidad de una fun
ión deonda de prueba, 
uanto menor sea la energía aso
iada, mejor será la fun
ión de prueba. Es-to permite proponer 
omo estrategia para en
ontrar solu
iones aproximadas de la e
ua
iónII.2.4, la búsqueda de aquellas fun
iones que minimi
en la energía del sistema.Teoría de perturba
iones [2, 3℄. La base de esta teoría 
onsiste en separar el proble-ma en una parte resoluble de forma exa
ta y una parte 
ompli
ada para la que no existesolu
ión analíti
a. Se divide el Hamiltoniano ele
tróni
o en dos partes, se supone que estosHamiltonianos no son muy diferentes y por ende, la energía y la fun
ión de onda tampo
olo será. Si des
ribimos la perturba
ión 
omo:
Ĥ ′ ≡ Ĥ − Ĥ0 (II.2.7)
Ĥ ≡ Ĥ0 + λĤ ′ (II.2.8)

ĤΨn = (Ĥ0 + λĤ ′)Ψn = EΨn (II.2.9)donde el subíndi
e n se re�ere al nivel energéti
o. En este 
ontexto es posible 
onsiderara la fun
ión de onda y la energía 
omo fun
iones del parámetro λ, tal que Ψn |λ=0= Ψ0
n y

En |λ=0= E0
n. En este 
aso se puede expandir 
omo series de Taylor:

Ψn = Ψn |λ=0 +
∂Ψn

∂λ
|λ=0 λ +

∂2Ψn

∂2λ
|λ=0

λ2

2!
+ · · · (II.2.10)

En = En |λ=0 +
∂En

∂λ
|λ=0 λ +

∂2En

∂2λ
|λ=0

λ2

2!
+ · · · (II.2.11)A
otando al segundo orden y de�niendo la 
ondi
ión de normaliza
ión: 〈Ψ0

n | Ψ0
n〉 = 1,queda:

En ≈ E0
n +

〈

Ψ0
n

∣

∣

∣
Ĥ ′

∣

∣

∣
Ψ0

n

〉

+
∑

m6=n

∣

∣

∣

〈

Ψ0
n

∣

∣

∣
Ĥ ′

∣

∣

∣
Ψ0

n

〉
∣

∣

∣

2

(E0
n − E0

m)
(II.2.12)El problema se redu
e enton
es a en
ontrar los 
oe�
ientes de la expansión. Si la pertur-ba
ión es pequeña, enton
es al
anzará 
on los primeros términos de di
ha expansión.



II.2.1. Modelos basados en Me
áni
a Cuánti
a. 27Habiendo presentado estas dos formas de resolver en forma aproximada la e
ua
ión II.2.2,veamos ahora en que 
onsisten los métodos ab intio y DFT.
Métodos ab initio.El término ab initio (o primeros prin
ipios) ha
e referen
ia a que los 
ál
ulos están ba-sados úni
amente en las leyes de la me
áni
a 
uánti
a y no emplean datos experimentalesque no sean los valores de las 
onstantes físi
as fundamentales. Son métodos que resuelvenla e
ua
ión de S
hrödinger ha
iendo uso de una serie de aproxima
iones matemáti
as rigu-rosas. Como ya hemos men
ionado anteriormente, el término de repulsión interele
tróni
aes el responsable de que la e
ua
ión II.2.4 no puede resolverse exa
tamente en sistemas demás de un ele
trón. La primera aproxima
ión importante se introdujo de la mano de lateoría de Hartree-Fo
k (HF) [2, 3℄, en la que la fun
ión de onda se aproxima a un pro-du
to antisimetrizado de fun
iones monoele
tróni
as, es de
ir, se 
onsidera el movimientode 
ada ele
trón en forma independiente. Esta aproxima
ión es 
ono
ida 
on el nombre de"aproxima
ión orbital".

Φ = χ1(r1)χ2(r2)....χN (rN) (II.2.13)Donde las χ son espín-orbitales uniele
tróni
os y r representa las 
oordenadas espa
ialespara 
ada ele
trón. Este produ
to posee una propiedad fundamental para 
ualquier fun
iónde onda ele
tróni
a, y esto es, que debe ser antisimétri
a respe
to a la permuta
ión de un parde ele
trones (prin
ipio de ex
lusión de Pauli). Este requerimiento se satisfa
e fá
ilmentees
ribiendo el produ
to 
omo determinante de Slater, de�nido de la siguiente forma:
Φ = χ1(r1)χ2(r2)....χN(rN) =

1√
N !

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

χi(r1) χj(r1) · · · χk(r1)

χi(r2) χj(r2) · · · χk(r2)... ... ...... ... ...
χi(r1N) χj(r1N) · · · χk(rN)

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

(II.2.14)
Así, permutar dos ele
trones es equivalente a permutar dos 
olumnas, lo que según laspropiedades de los determinantes, le 
ambia el signo, satisfa
iendo así el prin
ipio de Pauli.Ahora bien, en esta aproxima
ión , usando el Hamiltoniano ele
tróni
o y empleando unafun
ión de onda del tipo determinante de Slater la expresión para la energía queda:
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ión 
omputa
ional
E =

〈

Ψ
∣

∣

∣
Ĥel

∣

∣

∣
Ψ

〉

=
N

∑

i=1

Hcore
ii +

1

2

N
∑

i=1

N
∑

j=1

(Jij − Kij) (II.2.15)En esta expresión, Hcore
ii es un Hamiltoniano redu
ido que depende de las 
oordenadas deun sólo ele
trón. Jij y Kij son las integrales de Coulomb, e inter
ambio que dependen delas 
oordenadas de dos ele
trones. La primera representa la repulsión ele
trostáti
a entre losele
trones y la segunda es 
onse
uen
ia del prin
ipio de ex
lusión de Pauli y no en
uentraanalogía en la físi
a 
lási
a.

Hcore
ii ≡ −1

2

〈

χi(r1)
∣

∣∇2
1

∣

∣χi(r1)
〉

−
〈

χi(r1)

∣

∣

∣

∣

∣

∑

A

ZA

r1A

∣

∣

∣

∣

∣

χi(r1)

〉 (II.2.16)
Jij ≡

〈

χi(r1)χj(r2)
∣

∣r−1
12

∣

∣ χi(r1)χj(r2)
〉 (II.2.17)

Kij ≡
〈

χi(r1)χj(r2)
∣

∣r−1
12

∣

∣ χj(r1)χi(r2)
〉 (II.2.18)Luego, mediante el uso del teorema varia
ional se en
uentran aquellos orbitales queminimizan la energía en la e
ua
ión II.2.15, y de esta forma se llega a una e
ua
ión deautovalores para los orbitales 
ono
ida 
omo e
ua
ión de Hartree-Fo
k:

F̂ (r1) |χi(r1)〉 =

N
∑

j=1

εij |χj(r1)〉 (II.2.19)Donde los εij son los multipli
adores indeterminados de Lagrange aso
iados a los N espínorbitales χi, denominados orbitales mole
ulares de Hartree-Fo
k, y F̂ es el operador de Fo
k,el que se de�ne del siguiente modo:
F̂ (r1) = Ĥcore

ii (r1) +
N

∑

j=1

[

Ĵj(r1) − K̂j(r1)
] (II.2.20)Los operadores Ĥcore

ii , Ĵj y K̂j se de�nen según su a

ión en un orbital determinado,
Ĥcore

ii (r1)χi(r1) ≡ −1

2
∇2

1χi(r1) −
∑

A

ZA

r1A
χi(r1) (II.2.21)

Ĵij(r1)χi(r1) ≡
[
∫

dr2χ
∗
j (r2)r−1

12 χj(r2)

]

χi(r1) (II.2.22)
K̂ij(r1)χi(r1) ≡

[
∫

dr2χ
∗
j (r2)r−1

12 χi(r2)

]

χj(r1) (II.2.23)



II.2.1. Modelos basados en Me
áni
a Cuánti
a. 29El primero opera sobre las 
oordenadas de un sólo ele
trón, en 
ambio el segundo yter
ero, llamados Coulomb e inter
ambio respe
tivamente, involu
ran 
oordenadas de dosele
trones. El operador de Coulomb da la repulsión ele
trostáti
a efe
tiva (o promediada) delele
trón i produ
ida por el ele
trón j. Es posible diagonalizar la matriz de los multipli
adoresde Lagrange mediante una transforma
ión unitaria que no altera el operador de Fo
k ni elvalor del determinante de Slater, el que representa la fun
ión de onda total. Luego de apli
adadi
ha transforma
ión la e
ua
ión de Hartree-Fo
k queda:
F̂ (r1) |χi(r1)〉 = εi |χi(r1)〉 (II.2.24)Donde las autofun
iones χi(r1) son los espín-orbitales 
anóni
os, 
uyas energías estándadas por los autovalores εi. Debido a que las solu
iones de estas e
ua
iones dependende las fun
iones que se desea obtener, y éstas a su vez, dependen del operador de Fo
k,la resolu
ión de las mismas se lleva a 
abo utilizando un método iterativo denominadométodo del 
ampo auto
onsistente o SCF. Este método arroja 
omo resultado un 
onjuntode orbitales atómi
os/mole
ulares y energías orbitales.El método HF impli
a la resolu
ión iterativa de un sistema de e
ua
iones que entrañagran di�
ultad, de manera que sólo es fa
tible para átomos y molé
ulas diatómi
as. Parasistemas mayores es ne
esario introdu
ir una nueva aproxima
ión, propuesta en 1951 porC.C.J.Roothaan y G.G.Hall, que 
onsiste en expresar los orbitales mole
ulares 
omo una
ombina
ión lineal de fun
iones base.

|χi〉 =

L
∑

k=1

Cki |Φk〉 (II.2.25)El problema ahora se redu
e a obtener la matriz de 
oe�
ientes que minimi
en la ener-gía. Rees
ribiendo la e
ua
ión de Hartree-Fo
k en esta base �nita se obtienen las llamadase
ua
iones de Roothaan.
L

∑

k=1

Cki

(〈

Φν

∣

∣

∣
F̂

∣

∣

∣
Φk

〉

− εi 〈Φν | Φk〉
)

= 0 (II.2.26)Si de�nimos la matriz F 
uyos elementos están dados por Fkν ≡
〈

Φν

∣

∣

∣
F̂

∣

∣

∣
Φk

〉 y la matrizS 
on elementos según Skν = 〈Φν | Φk〉, las e
ua
iones de Roothaan pueden rees
ribirse dela siguiente forma:
FC = SCε (II.2.27)En esta e
ua
ión C es la matriz de los 
oe�
ientes, ε es la matriz diagonal de las energías
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ión 
omputa
ionalorbitales. Cono
iendo la matriz F, se puede 
al
ular la matriz de 
oe�
ientes y la energía através de la e
ua
ión se
ular:
det(F − εS) = 0 (II.2.28)Aquí F depende de los 
oe�
ientes, por lo que el problema se resuelve iterativamente,para esto se propone ini
ialmente una matriz de 
oe�
ientes, se 
al
ula F, se obtienen nuevos
oe�
ientes los que dan una nueva F, y se repite el pro
edimiento hasta que la matriz de
oe�
ientes que se obtiene es esen
ialmente igual a la del paso pre
edente. De esta formapro
eden los programas que utilizan el método HF.Este método tiene sus limita
iones, una de ellas tiene que ver 
on la 
apa
idad de la basede representar a los orbitales, 
uanto mejor sea la 
alidad de la base, mejor serán los valoresde energía obtenidos. La otra limita
ión tiene que ver 
on la 
orrela
ión ele
tróni
a. Losele
trones se repelen y tienden a alejarse unos de otros. Los movimientos de los mismos estánpues 
orrela
ionados entre sí, de modo que la probabilidad de en
ontrar dos ele
trones en elmismo punto del espa
io ha de ser nula. Dentro de la aproxima
ión HF, 
ada ele
trón sientela in�uen
ia del resto de los ele
trones 
omo una distribu
ión promedio. Ello 
onlleva que,la 
orrela
ión de sus posi
iones instantáneas sea ignorada, de modo que la probabilidad deen
ontrar a un ele
trón en un lugar dado del espa
io no depende de la posi
ión instantáneade los demás ele
trones, ha
iendo que la probabilidad de en
ontrar a dos ele
trones 
ondistinto espín en el mismo lugar simultáneamente no sea nula.Se de�ne la energía de 
orrela
ión 
omo la diferen
ia entre la energía exa
ta no relativistay la energía HF: Ecorr = Eexacta − EHF . De modo que, aunque se usara una base in�nitala energía obtenida por este método sería superior a la energía exa
ta. Se han desarrolladodiferentes métodos para tener en 
uenta este efe
to. Tradi
ionalmente se 
ono
en 
on elnombre de métodos post-HF , ya que toman 
omo punto de partida el modelo HF, y sobreél añaden 
orre

iones 
omo veremos a 
ontinua
ión.Møller y Plesset (MP) propusieron la apli
a
ión de la teoría de perturba
iones utili-zando la solu
ión de HF 
omo punto de partida y la perturba
ión 
omo la diferen
ia entre elHamiltoniano ele
tróni
o de Hartree-Fo
k (suma de los operadores de Fo
k) y el verdadero.

Ĥ ′ = Ĥ − Ĥ0 =
∑

l

∑

m>l

1

rml
−

∑

m=1

∑

j=1

[

Ĵj(rm) − K̂j(rm)
] (II.2.29)Este esquema permite en
ontrar una 
orre

ión a la energía y a la fun
ión de onda a un
osto 
omputa
ional razonable, aunque mu
ho mayor que HF. Si retro
edemos y observamosla e
ua
ión II.2.12, vemos que el primer término 
orresponde a la energía del sistema sinperturbar, el segundo a la 
orre

ión de orden 1, y el ter
ero a la de orden 2. Es fá
il



II.2.1. Modelos basados en Me
áni
a Cuánti
a. 31demostrar que la suma de los dos primeros términos 
orresponde a la energía obtenida porel método HF. Si in
luimos la 
orre

ión de orden 2 (E(2)), esto es lo que ha
e el métodoMP2, obtenemos que la energía será: EMP2 = EHF − E(2). El método MP2 es uno de losmétodos más usados para in
luir los efe
tos de la 
orrela
ión en las propiedades de equilibriodel estado fundamental mole
ular.La teoría de "
oupled-
lusters" (CC), desarrollada por Cízek y Paldus en los 60'[4℄,sugiere que la fun
ión de onda exa
ta puede des
ribirse 
omo:
Ψ = eT̂ Φ0 (II.2.30)donde Ψ es la fun
ión de onda ele
tróni
a mole
ular exa
ta del estado fundamental;

Φ0 es la fun
ión de onda HF del estado fundamental y T̂ es un operador de ex
ita
ión:
T̂ = T̂1 + T̂2 + T̂3 + · · · + T̂n, donde T̂1 es el operador de ex
ita
ión de una partí
ula, T̂2es el operador ex
ita
ión de dos partí
ulas, et
... El efe
to del operador eT̂ es expresar a
Ψ 
omo una 
ombina
ión de determinantes de Slater que in
luyen Φ0 y todas las posiblesex
ita
iones de los ele
trones desde los espín-orbitales o
upados a los virtuales. La mez
la enla fun
ión de onda de determinantes de Slater 
on distintos grados de ex
ita
ión ele
tróni
apropor
iona una estima
ión de la 
orrela
ión ele
tróni
a.En la prá
ti
a, el operador T̂ se aproxima 
onsiderando úni
amente algunos de los ope-radores que lo 
omponen. La teoría demuestra que la 
ontribu
ión más importante a T̂ laaporta T̂2, dando lugar al método de 
lusters a
oplados dobles (CCD). El siguiente paso paramejorar el método es in
luir el operador T̂1 , lo 
ual da origen al método de 
lusters a
opladossimples y dobles (CCSD). El método CCSDT, que in
luye también las ex
ita
iones de trespartí
ulas, propor
iona resultados muy pre
isos para las energías de 
orrela
ión, pero 
onsu-me mu
ho tiempo de 
ál
ulo y es fa
tible úni
amente para molé
ulas muy pequeñas. Uno delos métodos a
tuales más utilizados para in
luir de forma pre
isa la 
orrela
ión ele
tróni
aes el CCSD(T), en el que el efe
to de las ex
ita
iones triples se in
luye de forma aproximada,este método es muy utilizado 
omo método de referen
ia.Teoría del fun
ional de la densidad.Un pro
edimiento alternativo, y 
on
eptualmente distinto, para obtener informa
ión a
er-
a de un sistema y que permite 
al
ular su energía in
luyendo la 
orrela
ión ele
tróni
a apa-re
e 
on la Teoría del Fun
ional de la Densidad (DFT) [3℄. Esta teoría fue desarrollada porHohenberg y Kohn en 1964 [5℄. El formalismo se diferen
ia de los demás métodos de estru
tu-ra ele
tróni
a por el he
ho de 
onsiderar la densidad ele
tróni
a total ρ(r) 
omo variable delsistema, en lugar de trabajar 
on la fun
ión de onda de los Ne ele
trones, Ψ(r1, r2, · · · , rNe).La densidad ele
tróni
a en fun
ión de Ψ se expresa 
omo:
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ρ(r) = ρ(r1) = eNe

∫

· · ·
∫

dr2dr3 · · · drNe |Ψ(r1, r2, · · · , rNe)|2 (II.2.31)Este enfoque tiene la gran ventaja de redu
ir el esfuerzo de hallar una fun
ión de 3N edimensiones (la fun
ión de onda de un sistema de Ne ele
trones) al de obtener una fun
iónde sólo tres dimensiones, 
omo lo es la densidad ele
tróni
a ρ(r).Este formalismo parte de dos resultados estable
ido por Hohenberg y Kohn:1. La fun
ión de onda del sistema es una fun
ional de la densidad ele
tróni
a ρ(r).2. Existe una rela
ión unívo
a entre ρ y |Ψ〉.De este modo, la energía puede también 
onsiderarse un fun
ional de la densidad,
〈

Ψ
∣

∣

∣
Ĥe

∣

∣

∣
Ψ

〉

= εe ≡ εe [ρ(r)] = T [ρ] + Vee [ρ] + Vne [ρ] (II.2.32)Donde T re�ere a la energía 
inéti
a, Vee a la energía poten
ial de la intera

ión entreele
trones y Vne a la intera

ión entre nú
leos y ele
trones. Hohenberg y Kohn aportaronotro aspe
to importante en la teoría de los fun
ionales de la densidad, un teorema varia
io-nal similar al des
ripto para el 
aso HF. En éste se postula que para 
ualquier ρ′ tal que
∫

ρ′(r)dr = N y ρ′(r) ≥ 0 en todo el espa
io, enton
es E [ρ′] ≥ E0. La igualdad se veri�
a si
ρ′ es la densidad del estado fundamental, lo que equivale a de
ir que ρ0 minimiza el fun
ionalde la energía E [ρ] al igual que la fun
ión de onda del estado fundamental vuelve mínima laenergía. Volviendo a la e
ua
ión II.2.32, el término de intera

ión entre nú
leos y ele
tronespuede expresarse fá
ilmente mientras que la teoría no di
e 
ómo 
al
ular la expresión paralos otros dos términos. Por otro lado vin
ula la energía 
on la densidad ele
tróni
a perono prevé la forma de 
al
ular una u otra. En el año 1965 Kohn y Sham [5℄ introdujeronuna aproxima
ión para la forma fun
ional de la energía 
inéti
a, la enorme importan
ia queadquirió la teoría desde enton
es se vió re�ejada en el otorgamiento del premio Nobel alprofesor Kohn en 1998.Aproxima
ión Kohn y Sham. Esta aproxima
ión 
onsidera un sistema de referen
ia �
-ti
io 
ompuesto por ele
trones que no intera
túan entre sí, 
uya densidad ρR es igual a ladensidad real ρ0. Enton
es, el poten
ial externo debe ser tal que reproduz
a en el sistemade N ele
trones independientes una densidad igual a la que 
orresponde a los N ele
tronesintera
tuantes sometidos al poten
ial real. Si es
ribimos el Hamiltoniano para el sistemade referen
ia veremos que no hay términos de intera

ión interele
tróni
a, por lo que di
hoHamiltoniano se puede expresar 
omo la suma de Ne Hamiltonianos unile
tróni
os ĥKS

i , tam-bién llamados operadores de Kohn y Sham. Como en el sistema de referen
ia los ele
trones
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áni
a Cuánti
a. 33son independientes, la autofun
ión de ĤR, |ΨR〉 puede ser expresada 
omo un determinantede Slater y la densidad ele
tróni
a se puede evaluar según:
ρR =

N
∑

i

∣

∣χKS
i

∣

∣

2 (II.2.33)Las fun
iones χKS
i son denominadas orbitales de Kohn-Sham, por analogía 
on HF. Vol-viendo al nuestro sistema real de ele
trones intera
tuantes, resulta 
onveniente de�nir la
antidad ∆T , 
omo la diferen
ia entre la energía 
inéti
a verdadera y la del sistema dereferen
ia y ∆Vee 
omo la 
ontribu
ión no 
lási
a de la intera

ión entre ele
trones:

∆T [ρ] ≡ T [ρ] − TR [ρ] (II.2.34)
∆Vee [ρ] ≡ Vee −

1

2

∫ ∫

ρ(r1)ρ(r2)

r12

dr1dr2 (II.2.35)Estas dos 
antidades sumadas, dan lugar a un nuevo término Exc [ρ], la energía de inter-
ambio y 
orrela
ión:
Exc [ρ] = ∆T [ρ] + ∆Vee [ρ] (II.2.36)La expresión fun
ional �nal para la energía (E
. II.2.32) puede rees
ribirse 
omo:

E [ρ] = TR [ρ] + Vne [ρ] +
1

2

∫ ∫

ρ(r1)ρ(r2)

r12
dr1dr2 + Exc [ρ] (II.2.37)Ahora, las 
ontribu
iones a la energía del estado fundamental son 
ono
idas, salvo eltérmino Exc [ρ], de modo que la exa
titud del 
ál
ulo DFT depende de la aproxima
ión quese elija para des
ribir Exc [ρ]. El fun
ional Exc [ρ] exa
to suele des
omponerse en la suma dedistintos aportes energéti
os:la 
orrela
ión 
inéti
a de�nida en la E
. II.2.34,la 
orrela
ión Coulombiana, aso
iada a la repulsión ele
tróni
a,el inter
ambio, rela
ionado 
on la propiedad de antisimetría para la fun
ión de ondade un sistema de fermiones,la 
orre

ión a la "autointera

ión" ele
trostáti
a. Dado que la integral 1

2

∫ ∫ ρ(r1)ρ(r2)
r12

dr1dr2in
luye la intera

ión de un ele
trón 
on su propia densidad de 
arga, es ne
esario in-trodu
ir una 
orre

ión a �n de re
uperar la intera

ión Coulombiana 
orre
ta.
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ión 
omputa
ionalPor lo tanto, si se tiene una forma para Exc [ρ] se puede 
al
ular la energía a partir de losorbitales de Kohn-Sham. Ha
iendo uso del prin
ipio varia
ional de Hohemberg y Kohn, deminimiza
ión de energía total respe
to a las varia
iones de la densidad sujeta a la 
ondi
iónde normaliza
ión de |ΨR〉, el problema se tradu
e en hallar el 
onjunto de orbitales de Kohny Sham que minimizan la energía total ele
tróni
a, tal que:
δεe [ρ]

δρ
|ρ=ρ0

(II.2.38)donde ρ0 es la densidad ele
tróni
a del estado fundamental, 
omo resultado se obtiene un
onjunto de e
ua
iones de autovalores denominadas de Kohn-Sham que tienen la siguienteforma:
[

−1

2
∇2

1 −
∑

A

ZA

r1A

+

∫

ρ(r2)

r12

dr2 + νxc(1)

]

∣

∣χKS
i

〉

= εKS
i

∣

∣χKS
i

〉 (II.2.39)el término νxc, es la derivada fun
ional de Exc [ρ] , existen diferentes niveles de aproxima-
ión para modelar este término. Es importante remar
ar que los orbitales de Kohn y Shamfueron de�nidos para el sistema de referen
ia, por lo que no tienen un signi�
ado físi
o,son sólo una herramienta que permite 
al
ular la densidad ele
tróni
a. Al igual que en elmétodo HF, para en
ontrar los orbitales Kohn y Sham, se los expresa 
omo 
ombina
iónlineal de fun
iones base 
ono
idas, lo que lleva a la obten
ión de un 
onjunto de e
ua
ionesequivalentes a las de Roothaan y que por ende se pueden expresar de forma matri
ial:
hKSC = SCε (II.2.40)Al igual que para HF el sistema debe ser resuelto iterativamente, hasta la auto
onsisten-
ia.Se han desarrollado diferentes esquemas para la obten
ión de formas aproximadas delfun
ional para la energía de 
orrela
ión-inter
ambio. Los distintos fun
ionales se 
lasi�
ansegún el modo en que tratan las 
omponentes de 
orrela
ión e inter
ambio. De este modose puede hablar de aproxima
iones de densidad lo
al (LDA), en las que se asume que losefe
tos de 
orrela
ión-inter
ambio son lo
ales y dependen úni
amente del valor de la den-sidad ele
tróni
a en 
ada punto (Ej.:VWN, PW92) [6, 7℄, y de 
orre

iones de gradientegeneralizado (GGA), en las que se tiene en 
uenta no sólo el valor de la densidad en 
a-da punto, sino que también 
ómo varía esta densidad en sus alrededores (Ej.: PW86, PBE[8, 9, 10, 11℄). Finalmente, también se ha explorado la introdu

ión del inter
ambio exa
toen lo que se 
ono
e 
on el nombre de fun
ionales híbridos. Estos de�nen el fun
ional de in-ter
ambio 
omo una 
ombina
ión lineal de términos de inter
ambio HF, lo
al y de 
orre

ión
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Figura II.2.1: Esquema de las intera

iones de unión en un 
ampo de fuerzas 
lási
o.de gradiente (Ej.:B3LYP, B3PW91).II.2.2. Modelos 
lási
os.En estos modelos, la naturaleza 
uánti
a de los ele
trones e in
luso éstos son ignorados,la energía del sistema depende úni
amente de las posi
iones nu
leares. La fun
ión de energíapoten
ial (dependiente de las posi
iones nu
leares) re
ibe el nombre de "
ampo de fuerzas"ya que el gradiente de esta fun
ión permite obtener las fuerzas que a
túan sobre 
ada átomo.Al igual que en los métodos ab initio se halla implí
ita en esta simpli�
a
ión, la aproxima
iónde Born-Oppenheimer. Dentro del 
ampo de fuerzas, las intera

iones entre los nú
leos seagrupan en términos de unión, y términos de no unión. Los términos de unión des
riben demanera aproximada la intera

ión entre átomos que están unidos entre si dire
tamente, ohasta 2 átomos de distan
ia. De modo que la energía de los términos de unión se des
omponeen distintas 
ontribu
iones: estiramiento de un enla
e, �exión de un ángulo entre dos enla
esdel mismo átomo, rota
ión de los átomos adya
entes sobre el eje de un enla
e (ver FiguraII.2.1).Los términos de no unión des
riben la intera

ión entre átomos que están en diferentesmolé
ulas o en la misma pero a más de tres enla
es de distan
ia. Poseen una 
ontribu
iónele
trostáti
a y una 
ontribu
ión debido a las intera

iones de Van del Waals (VDW) [12℄.Existen diferentes 
ampos de fuerza 
lási
os y la diferen
ia entre ellos reside en los pa-rámetros que utilizan en las e
ua
iones. En este trabajo de tesis se ha utilizado el 
ampo defuerzas que se in
luye en el paquete de programas de AMBER [13℄.
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ión 
omputa
ionalEn el 
ampo de fuerzas utilizado, la energía poten
ial es fun
ión de la posi
ión de los Nátomos del sistema y su forma fun
ional es la siguiente:
E(rN) =

∑

uniones

Kb(b − b0)
2 +

∑

angulos

Kθ(θ − θ0)
2+ (II.2.41)

+
∑

torsiones
Vn

2
[1 + cos(nφ − γ)] +

∑N
i

∑N
j>1

[

Aij

R12
ij
− Bij

R6
ij

+
qiqj

εRij

]En esta e
ua
ión se re
ono
en los diferentes términos antes men
ionados,Estiramientos: la unión es des
ripta por un os
ilador armóni
o según la Ley de Hooke.El parámetro b0 
orresponde a la distan
ia de equilibrio de la unión y K es la 
onstantede fuerza aso
iada a la unión. Si bien la 
urva de energía poten
ial de un enla
e real noes exa
tamente armóni
a, esta aproxima
ión es razonablemente buena. Es 
laro que estepoten
ial no permite la ruptura del enla
e.Flexión angular: también es des
ripta por un poten
ial armóni
o, donde θ0 es el valorde equilibrio del ángulo y Kθ la 
onstante de fuerza. Típi
amente los ángulos son más sus-
eptibles a la deforma
ión que los enla
es, de modo que las 
onstantes de fuerza angularesposeen valores entre 30-80 k
al/mol/Rad y las de enla
e entre 200-500 k
al/mol/Å.Torsión: φ es el valor del ángulo diedro, el término Vn está rela
ionado 
on la magnitudde la barrera entre dos mínimos adya
entes, "n" es la multipli
idad, la que indi
a 
uántosmínimos hay para la rota
ión entre 0 y 360 grados, y "γ" es la fase que determina que elángulo pase por el primer mínimo.Término de no unión: este término generalmente se divide en dos 
ontribu
iones, laele
trostáti
a y la de VDW. La intera

ión ele
trostáti
a es 
onse
uen
ia de la distribu
iónasimétri
a de la densidad de 
arga en las molé
ulas. Ahora bien, si sólo tuviéramos en 
uentala intera

ión ele
trostáti
a 
on 
argas de signos opuestos se atraerían hasta 
olapsar en elmismo punto del espa
io, obteniéndose un valor in�nito de energía. La fórmula que des
ribede manera ade
uada este tipo de intera

ión repulsiva a 
orto al
an
e y dispersiva a largoal
an
e, es el poten
ial de Lennard-Jones. El poten
ial de Lennard-Jones posee dos pará-metros que dependen del par de átomos en 
uestión, estos son : la distan
ia del mínimo deenergía entre ambos átomos (R∗
ij) y el valor para la energía en ese punto (εij). Los paráme-tros están tabulados según el tipo de átomo, de manera que para en
ontrar los parámetros
orrespondientes a la intera

ión del par de átomos i, j, se utilizan las siguientes reglas de
ombina
ión: R∗

ij = (R∗
i + R∗

j ) y εij =
√

εiεj. Luego los términos de la e
ua
ión del 
ampode fuerzas se 
al
ulan 
omo Aij = εij(R
∗
ij)

12 y Bij = 2εij(R
∗
ij)

6. El 
ál
ulo del término de nounión es el más 
ostoso, por ello sólo típi
amente son 
al
ulados entre los pares de átomosque se en
uentran a una distan
ia menor que un valor de 
orte elegido por el usuario (radiode 
orte), usualmente son mayores a 10 Å [12℄.



II.2.3. Metodologías híbridas. 37II.2.3. Metodologías híbridas.Hasta aquí hemos visto y estudiado modelos puramente 
uánti
os (QM) y modelos 
lá-si
os (MM). En las se

iones anteriores se ha dejado en 
laro el al
an
e de los distintosmodelos y qué 
lase de preguntas es posible 
ontestar mediante el uso de ellos. Ahora bien,¾qué metodología usaríamos para estudiar un pro
eso rea
tivo que o
urre en una enzima oen fase 
ondensada?: sabemos que para estudiar un pro
eso rea
tivo ne
esitamos re
urrir amodelos 
uánti
os, pero ahora nuestro sistema 
ontiene por ejemplo más de 100 átomos y porlo tanto resulta inabordable mediante modelos puramente 
uánti
os. Por otro lado sabemosque la rea

ión en una enzima, por ejemplo, o
urre en el sitio a
tivo, el 
ual 
onsiste en unapequeña parte de ésta. Del mismo modo, si hablamos de una rea

ión en fase 
ondensada, lasmolé
ulas de solvente seguramente no intervengan en el pro
eso rea
tivo. En vista de esto,nuestro sistema podría ser dividido en dos subsistemas, uno donde o
urra el pro
eso rea
tivo,des
ripto por modelos QM, y el otro formado por el resto de la enzima o el solvente, parael 
ual una des
rip
ión MM es más que su�
iente. Por lo tanto, la estrategia para estudiareste tipo de sistemas 
onsiste en usar una metodología que 
ombine ambos modelos, o sea,una metodología híbrida QM-MM [14℄.La base de esta metodología 
onsiste en 
ombinar 
ál
ulos de estru
tura ele
tróni
a 
onla me
áni
a mole
ular 
lási
a a través de un Hamiltoniano híbrido (HQM−MM). Este métodopropone que es posible es
ribir la energía 
omo suma de tres 
ontribu
iones:
ETOT [{Ri} , {τα}] = EQM + EMM + EQM−MM (II.2.42)Donde EQM denota la energía del subsistema 
uánti
o, EMM la del subsistema 
lási
o y

EQM−MM es la energía introdu
ida por la intera

ión de ambos subsistemas. Ri y τα son las
oordenadas de los nú
leos 
lási
os y 
uánti
os respe
tivamente.La energía 
orrespondiente al subsistema 
uánti
o puede 
al
ularse 
on 
ualquier métodode estru
tura ele
tróni
a, en el 
aso parti
ular de este trabajo de tesis se utilizó DFT. Delmismo modo, 
ualquier 
ampo de fuerzas 
lási
o puede apli
arse al subsistema 
orrespon-diente. La energía que 
orresponde a la intera

ión entre ambos subsistemas puede 
al
ularsese la siguiente forma:
EQM−MM =

C
∑

i=1

qi

∫

ρ(r)

|r − τi|
dr +

C
∑

i=1

Q
∑

α=1

qiZα

|Rα − τi|
+ ELJ

QM−MM (II.2.43)C es el número de átomos 
lási
os 
on 
argas par
iales qi, Q es el número de átomos 
uán-ti
os 
on índi
e α. El primer término representa la intera

ión entre la densidad ele
tróni
a
uánti
a y las 
argas par
iales de los átomos 
lási
os. El segundo representa la intera

ión
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ión 
omputa
ionalentre los nú
leos de los átomos 
uánti
os y las 
argas par
iales 
lási
as. Estos dos términosrepresentan la intera

ión ele
trostáti
a entre los dos subsistemas. El ter
er término repre-senta la intera

ión de VDW entre los átomos de ambos subsistemas y se 
al
ula usando unpoten
ial de Lennard-Jones, idénti
o al usado en el 
ampo de fuerzas 
lási
o.Frontera 
uánti
o-
lási
a: método del "link-atom". En el estudio mediante mé-todos híbridos, 
omo ya hemos men
ionado, el sistema es parti
ionado en un subsistema
uánti
o y otro 
lási
o. Para el 
aso de rea

iones en fase 
ondensada las molé
ulas de solutoson in
luidas en el subsistema 
uánti
o mientras que el solvente en el subsistema 
lási
o.Para el 
aso del estudio de rea

iones en proteínas, la situa
ión es más 
ompleja. sólo 
iertosaminoá
idos, aquellos que forman parte del sitio a
tivo, deben ser in
luidos en el subsistema
uánti
o mientras que el resto de la proteína formaría parte del subsistema 
lási
o. Estoúltimo impli
a que debemos 
onsiderar en subsistemas diferentes átomos unidos 
ovalente-mente.Existen diferentes métodos para tratar este tipo de fronteras 
ovalentes. En este trabajode tesis se ha utilizado el método SPLAM (S
aled Position Link AtomMethod) [15℄ adaptadoal programa SIESTA, la implementa
ión fue realizada por nuestro grupo [16℄. En el métodoSPLAM un átomo de hidrógeno (el link atom HL) es agregado al sistema en 
ada unión entreun átomo 
uánti
o y uno 
lási
o. Este hidrógeno 
ierra el sistema 
uánti
o y se en
uentrasiempre ubi
ado sobre el enla
e CQM − CMM . Las fuerzas que siente el HL son trasladadassobre los átomos CQM y CMM . Por otro lado, para mantener el enla
e entre CQM y CMM , lostérminos de unión, ángulos y diedros que involu
ran al enla
e son 
onsiderados del 
ampode fuerzas 
lási
o. Las intera

iones de Lennard-Jones de los átomos HL y CQM 
on losátomos 
lási
os a menos de 3 enla
es de la unión CQM − CMM son anuladas. Por último,dada la 
er
anía entre la densidad ele
tróni
a del HL y la 
arga par
ial del CQM , la mismase ha
e 
ero. El método SPLAM ha demostrado ser e�
iente y ha sido probado 
on éxito endiferentes sistemas de naturaleza biológi
a [16, 17℄.II.2.4. Cara
teriza
ión de la Super�
ie de Energía Poten-
ial (SEP).El 
urso de una rea

ión quími
a está determinado por la fun
ión de energía poten
ial
U(qα), donde qα indi
a las 
oordenadas de los N nú
leos de las molé
ulas rea
tivas. Paraobtener la super�
ie de energía poten
ial (SEP) U(qα) , deberíamos resolver la e
ua
iónde S
hrödinger ele
tróni
a para un gran número de 
on�gura
iones nu
leares, lo 
ual esuna tarea formidable y en la mayoría de los 
asos, imposible. Cono
er la SEP en forma
ompleta nos permitiría saber todas las propiedades termodinámi
as y 
inéti
as del sistema,
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ial (SEP). 39para sistemas de 3, 4 y 5 átomos se pre
isan del orden de 103, 106, y 109 
ál
ulos. Ex
eptopara sistemas de muy po
os átomos, esto es imposible y por lo tanto nos 
onformamos
on en
ontrar los puntos más importantes sobre la super�
ie. Se intenta enton
es, lo
alizarlos puntos de la super�
ie en los 
uales las derivadas primeras ∂U
∂qα

(las 
omponentes delgradiente) son 
ero. Estos son los llamados puntos esta
ionarios. Un punto esta
ionariopuede ser un mínimo lo
al, un máximo lo
al o un punto silla. Para determinar la naturalezadel punto esta
ionario, se evalúan las (3N-6)2 derivadas segundas ∂2U
∂qα∂qα

(
omponentes dela matriz Hessiana) en di
hos puntos. Estas derivadas segundas se utilizan también paraobtener las fre
uen
ias vibra
ionales en los puntos esta
ionarios y así 
ara
terizarlos. Enun mínimo lo
al, todas las fre
uen
ias vibra
ionales son números reales. Para el estado detransi
ión (punto silla) se en
uentra una úni
a fre
uen
ia imaginaria entre las reales. Losmínimos lo
ales 
orresponden a rea
tivos, produ
tos o intermediarios de rea

ión. Veamos
omo se bus
an estos puntos sobre la SEP.Minimiza
ión de la energía. La SEP puede poseer mu
hos mínimos lo
ales y el menorde todos 
orresponde al mínimo global. Para la búsqueda de estos puntos se utiliza un algorit-mo de minimiza
ión. Los algoritmos de minimiza
ión de primer orden (aquellos que utilizanúni
amente las derivadas primeras) más fre
uentemente utilizados son el "steepest des
end"y el de gradientes 
onjugados (GC) [18℄. Estos algoritmos en 
ada etapa de búsqueda semueven según lo di
tamine el gradiente (−∇U , gradiente) el que indi
a dire

ión y sentidopara el 
ual U de
re
e más rápidamente. Además de usar el gradiente, algunos métodos deminimiza
ión de energía usan también las derivadas segundas de U. El 
onjunto de deriva-das segundas 
uando se dispone en una ordena
ión 
uadrada, forman la matriz denominadaHessiana o matriz de 
onstantes de fuerza (H ). Un ejemplo de este tipo de algoritmos es elNewton-Raphson, éste aproxima U por un desarrollo de Taylor, el que se usa para evaluaren forma pre
isa el gradiente y H. Una varia
ión de este método, que lo ha
e menos 
ostoso,
onsiste en partir de una estima
ión de H que gradualmente se mejora (
uasi-Newton). Den-tro de estos métodos, uno mejor y más e�
iente es Eigenmode-Following (EF), éste 
al
ulalos autovalores y autove
tores de H y los utiliza para la búsqueda del punto esta
ionario.El algoritmo "Berny" [19℄ utilizado por el programa Gaussian utiliza un algoritmo similar aéste.Búsqueda del 
amino de rea

ión y del estado de transi
ión. Mientras que laspropiedades termodinámi
as están rela
ionadas 
on los mínimos de energía y la energíarelativa entre éstos, la 
inéti
a de un pro
eso viene determinada por la altura de la barrera(Energía de a
tiva
ión) que separa los mínimos relevantes del sistema. Al 
amino de mínimaenergía que 
one
ta rea
tivos y produ
tos sobre la SEP se lo 
ono
e 
omo 
amino de rea

ión.El punto de máxima energía sobre este 
amino 
orresponde al estado de transi
ión (puntosilla). Veamos 
ómo se en
uentra el estado de transi
ión y el 
amino de rea

ión.
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ión 
omputa
ionalObtener estados de transi
ión sobre una PES es mu
ho más difí
il que en
ontrar losmínimos lo
ales de energía. Entre los algoritmos des
riptos anteriormente, el algoritmo EF oalgunos basados en "Berny" suelen ser utilizados para este �n. Una vez en
ontrado el estadode transi
ión se lo debe vin
ular a los mínimos a través de la 
oordenada de rea

ión parapoder de�nir el per�l de rea

ión. Una ayuda para ésto es el he
ho de que los desplazamientosen el modo normal de vibra
ión que 
orresponde a la fre
uen
ia imaginaria del estado detransi
ión en
ontrado, deben estar en las dire

iones que 
ondu
en a rea
tivos o produ
tos.Otra forma de 
onstruir el per�l de rea

ión 
onsiste en utilizar la té
ni
a denominadaoptimiza
ión restringida. En esta aproxima
ión el sistema es empujado ha
ia arriba en laSEP a lo largo de la 
oordenada de rea

ión mientras se realiza una minimiza
ión para elresto de las 
oordenadas. Para ésto se agrega el siguiente término armóni
o al Hamiltoniano:
VR =

1

2
k (ξ − ξ0)

2 (II.2.44)Donde k es una 
onstante de fuerza ajustable, tal que fuer
e al sistema a moverse ha
iaarriba en la SEP, ξ es el valor de la 
oordenada que tiene el sistema y ξ0 el valor de la
oordenada de rea

ión deseado. Al mover ξ0 a lo largo de la 
oordenada de rea

ión, enpasos �jos y minimizando la energía en 
ada punto elegido se obtienen los valores de energíaa lo largo del 
amino de rea

ión. El punto más alto en el 
amino 
orresponde al punto deensilladura y la 
onforma
ión del mismo es una aproxima
ión al estado de transi
ión para elpro
eso en estudio.Dinámi
a mole
ular. Las molé
ulas grandes pueden tener un número enorme de 
on-forma
iones que son mínimos de energía. Usualmente se está interesado en obtener no sólola 
onforma
ión de más baja energía (mínimo global), sino también los mínimos 
uyas ener-gías son lo su�
ientemente bajas 
omo para que estas 
onforma
iones tengan pobla
ionessigni�
ativas a temperatura ambiente. Los 
onfórmeros biológi
amente a
tivos de una bio-molé
ula podrían no ser 
onforma
iones 
er
anas al mínimo global. A
tualmente, no existeningún método que garanti
e que puede en
ontrar el mínimo global y todos los mínimos másbajos de una molé
ula �exible grande. La dinámi
a mole
ular 
al
ula la progresión temporal"real del sistema" de modo que las propiedades termodinámi
as extraídas 
orrespondan demanera pre
isa 
on los valores reales. Las posi
iones atómi
as de los átomos del sistema sonpropagadas temporalmente integrando las e
ua
iones de movimiento de Newton. Se apli
aenton
es la segunda ley de Newton a 
ada átomo, donde 
ada 
omponente de la fuerza sobreel átomo i se 
al
ula 
omo Fx,i = ∂U
∂xi

, y U se obtiene a partir del 
ampo de fuerzas dela me
áni
a mole
ular. Se integra numéri
amente la segunda ley de Newton (algoritmo deVerlet [20℄) para obtener la posi
ión de 
ada átomo en los tiempos ∆t, 2∆t, 3∆t, ......, dondeel intervalo de tiempo ∆t (time step) es, habitualmente, 10−15s, y se puede seguir los movi-
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os, del orden de 10−9s. Existen varias razones por las 
uales el investigadorpuede querer 
ontrolar la temperatura, en parti
ular si se desea 
ono
er el 
omportamientodel sistema al variarla, o simplemente para estudiar rea

iones a temperatura 
onstante.Uno de los métodos más usados para mantener la temperatura �ja en un valor deseado enuna simula
ión de dinámi
a mole
ular es el algoritmo de Berendsen [21℄. El termostato deBerendsen a
opla al sistema un baño térmi
o (a la temperatura deseada) que a
túa 
omofuente o sumidero de energía térmi
a.
II.2.5. Modelado del solvente.El he
ho de introdu
ir una molé
ula de soluto polar en un disolvente polar produ
e unaserie de efe
tos de orienta
ión e indu

ión de momentos dipolares sobre ambos. El resultadode di
hos efe
tos es que el disolvente adquiere una polariza
ión global en la región que rodeaa 
ada molé
ula de soluto, generando un 
ampo elé
tri
o para 
ada una de éstas molé
ulasy produ
iendo por lo tanto un momento dipolar indu
ido que se suma al momento dipolarpermanente de la molé
ula aislada. En 
onse
uen
ia, la fun
ión de onda ele
tróni
a mole
ulary todas las propiedades mole
ulares en disolu
ión diferirán en mayor o menor extensión de lasobtenidas en fase gaseosa. Una forma de tener en 
uenta el efe
to del solvente es 
onsiderarloen forma explí
ita y utilizar el método QM-MM anteriormente des
ripto, donde por ejemploel solvente formaría parte del subsistema 
lási
o. Otra té
ni
a 
omúnmente utilizada para
al
ular los efe
tos del disolvente, es el empleo de un modelo 
ontinuo. En este 
aso, laestru
tura del disolvente se ignora y este se modela 
omo un dielé
tri
o 
ontinuo de extensiónin�nita que rodea una 
avidad que 
ontiene la molé
ula de soluto. El dielé
tri
o 
ontinuo se
ara
teriza por su 
onstante dielé
tri
a y la molé
ula de soluto puede tratarse 
lási
amenteo 
uánti
amente. En el tratamiento 
uánti
o, la intera

ión entre la molé
ula de soluto y el
ontinuo que la rodea se simula mediante un término de energía que se añade al Hamiltoniano.En la implementa
ión usual del modelo de solvata
ión 
ontinuo, se permite que 
ambien lafun
ión de onda ele
tróni
a y la densidad ele
tróni
a de la molé
ula al pasar de fase gaseosaa fase disolu
ión, de forma que se al
an
e la auto
onsisten
ia entre la distribu
ión de 
argadel soluto y el 
ampo elé
tri
o 
reado por el solvente (SCRF) [3℄. Existen mu
has versionesde los modelos SCRF, las diferen
ias radi
an en la ele

ión, tamaño y forma de la 
avidadque 
ontiene al soluto y en el 
ál
ulo de la energía de intera

ión soluto-solvente.
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ión 
omputa
ionalII.2.6. Programas utilizadosLos métodos teóri
os previamente des
riptos han sido implementados en diferentes pro-gramas, en lo que sigue se des
ribirán brevemente los programas que ha sido utilizados eneste trabajo de tesis.Gaussian98 y 03. Es un paquete de programas que llevan a 
abo distintos tipos de
ál
ulo [22℄. In
luye todos los métodos ab initio 
omunes, mu
hos métodos semiempíri
osy los métodos DFT. Utiliza bases Gaussianas. Gran parte de los 
ál
ulos realizados en estetrabajo se llevaron a 
abo utilizando este programa.Tipos de bases y métodos utilizados. En este trabajo de tesis se han utilizado di-ferentes métodos, entre ellos podemos nombrar: MP2, CCSD(T), CBS-QB3, DFT(BP86,B3LYP, PBE1PBE). Cabe a
larar que el método CBS-QB3 entra dentro de la 
lasi�
a
iónde "Métodos 
ompuestos para 
ál
ulos de energía CBS". En general, los métodos CBS-Q[23℄ son variantes de los métodos 
ompuestos CBS (Serie Base Completa), propuestos para
ál
ulos de energía. Estos métodos usan pro
edimientos espe
iales diseñados para extrapo-lar las energías 
al
uladas en el límite de la base 
ompleta. In
luyen también 
ál
ulos de
orrela
ión efe
tuados para la geometría optimizada a un nivel bajo de teoría.Los métodos nombrados anteriormente han sido 
ombinados 
on distintas bases según elsistema en estudio: 6-31G** (doble zeta polarizada), 6-311+G* (triple zeta: simple Z para el
ore y triple Z para los OA de valen
ia, 
on fun
iones de polariza
ión y fun
iones difusas),

-pVDZ (
orrela
ión 
onsistente 
on fun
iones doble zeta de valen
ia polarizadas), SDDall(doble zeta para elementos livianos y pseudopoten
iales para elementos pesados: utiliza elpoten
ial efe
tivo de Core Stuttgart-Dresden ), SDB (poten
ial efe
tivo de Core Stuttgart-Dresden 
on fun
iones de polariza
ión).Pseudopoten
iales atómi
os (ECP): es una 
onstru

ión que in
luye al nú
leo del átomojunto 
on los ele
trones internos, y que permite que sólo sea ne
esario 
al
ular explí
itamentelas intera

iones de los ele
trones de valen
ia y que se puedan representar ade
uadamente ya bajo 
osto los efe
tos relativistas que pueden ser relevantes en átomos pesados.Modelado del solvente. En la mayoría de los 
ál
ulos se utilizó la implementa
ión delmodelo PCM (Modelo del 
ontinuo polarizado) [24℄. En este se de�ne la 
avidad 
omo lasuperposi
ión de una serie de esferas 
uyo radio es el radio de VDW del átomo en 
uestión.Se utiliza un método numéri
o para obtener el término de energía de intera

ión. El modeloPCM original ha sufrido diversas modi�
a
iones que han dado lugar a los modelos IPCM(modelo del 
ontinuo polarizable de isodensidad) [25℄, en el que la super�
ie de la 
avidadmole
ular se de�ne 
omo una super�
ie de 
ontorno de densidad ele
tróni
a 
onstante de lamolé
ula, y CPCM (PCM 
ondu
tor) [26℄, en este se usan 
argas super�
iales en la super�
iede la 
avidad de la molé
ula de soluto.



II.2.6. Programas utilizados 43Búsqueda del estado de transi
ión. El programa Gaussian 
ontiene mu
has posi-bilidades diseñadas para obtener estados de transi
ión [27℄. Para lo
alizar un estado detransi
ión se puede introdu
ir una estru
tura intermedia entre rea
tivos y produ
tos, y usarla 
lave Opt=(TS, Cal
FC). TS utiliza un algoritmo tipo Berny [19℄ y Cal
FC 
al
ula 
onpre
isión las 
onstantes de fuerzas en los puntos de la geometría ini
ial en lugar de estimar-las, si bien aumenta el tiempo de 
ál
ulo también aumentan las probabilidades de éxito enla búsqueda. Otros métodos utilizan un pro
edimiento llamado de tránsito sín
rono y ne
e-sitan 
omo input las 
oordenadas de rea
tivos y produ
tos (QST2), o rea
tivos, produ
tos yestru
tura aproximada del estado de transi
ión (QST3). Por otro lado, la 
lave S
an permiteexplorar la SEP.Cál
ulo de modos normales, 
orre

ión del punto 
ero (zpe) y térmi
a. Cadapunto esta
ionario en
ontrado ha sido 
ara
terizado mediante el 
ál
ulo de modos normales.Como las energías 
orrespondientes a las geometrías optimizadas 
orresponden a 0 K, losefe
tos térmi
os fueron estimados realizando 
orre

iones que tienen en 
uenta los 
ambiosprodu
idos por la temperatura en las pobla
iones de los niveles vibra
ionales, rota
ionales ytransla
ionales de las espe
ies 
onsideradas. Estas 
orre
iones se realizaron utilizando fórmu-las de la me
áni
a estadísti
a usando las aproxima
iones de rotor rígido, os
ilador armóni
oy gases ideales.Por último, también se han 
al
ulado 
argas (NBO) [28℄, RESP (MK: �tea las 
argasatómi
as de manera de reprodu
ir el poten
ial ele
trostáti
omole
ular (MEP) para una seriede puntos alrededor de la molé
ula) [29℄, y desplazamientos quími
os para RMN (GIAO)[30, 31℄.SIESTA (Spanish Initiative for Ele
troni
 Stru
ture Simulations of Thou-sands of Atoms) [32, 33℄. Es una implementa
ión de DFT, pero a diferen
ia de la mayoríade las implementa
iones de DFT, el 
ódigo SIESTA utiliza fun
iones de base numéri
as �jasde�nidas en una grilla tridimensional �nita. Esto lo ha
e extremadamente rápido y e�
ienteen 
ompara
ión 
on programas que usan Gaussianas u ondas planas. Los algoritmos realizantodos los 
ál
ulos requeridos en forma numéri
a. Otra ventaja del uso de fun
iones numé-ri
as es que la fun
ión puede adoptar la forma que se desee. En parti
ular, estas fun
ionesnuméri
as se ajustan a los llamados "Orbitales Pseudo Atómi
os" (PAO), que 
orrespondena las autofun
iones del Pseudopoten
ial Atómi
o 
on�nado a una esfera de poten
ial in�nito(más allá de la esfera la fun
ión de onda vale 
ero). En este esquema de 
ál
ulo el tiempo
omputa
ional 
re
e más lentamente 
on el número de átomos, lo que permite tratar sistemas
on un número de átomos relativamente grande, en tiempos razonables. Una 
onse
uen
iadel 
on�namiento, es que los PAOs poseen una mayor energía 
inéti
a que las autofun
ionesno 
on�nadas. Este in
remento de energía se mantiene igual para todos los PAOs, obtenién-
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ión 
omputa
ionaldose de esta forma una base balan
eada. La magnitud de este in
remento o "pseudoatomi
orbital energy shift" (∆PAO) es un parámetro variable que debe ser ajustado por el usuario.Para molé
ulas de tamaño mediano, valores de ∆PAO 
er
anos a 100 meV permiten obte-ner resultados similares a los obtenidos 
on bases Gaussianas de tamaño 
onven
ional. Enel 
aso de querer utilizar molé
ulas que 
ontienen metales de transi
ión 
omo Cu, Pt, o Fese requiere usar valores menores, del orden de 20-30 meV. Los nú
leos y ele
trones internosestán des
riptos por pseudopoten
iales.A
tualmente el programa SIESTA 
ontiene fun
ionales de inter
ambio y 
orrela
ión deltipo LDA, y el fun
ional GGA PBE. Otro parámetro importante que debe determinar elusuario es la pre
isión de la grilla, "Energy 
ut o� (Ecut)". Esto se determina eligiendo laenergía 
orrespondiente a una onda plana de la máxima fre
uen
ia posible y que entra en lagrilla. Valores entre 100-200 Rydbergs aseguran una buena pre
isión.Mediante el uso de este programa se optimizaron molé
ulas de mayor tamaño.AMBER. Es un paquete de programas para realizar dinámi
a mole
ular que 
ontieneel 
ampo de fuerzas de Wang [13℄. Se utilizó para realizar las dinámi
as mole
ulares.Es importante men
ionar que los 
ál
ulos QM-MM se realizaron utilizando un 
ódigodesarrollado en nuestro grupo en el que se implementa la metodología híbrida basada enDFT (SIESTA) y el 
ampo de fuerzas de AMBER [16℄.Visualizadores Grá�
os. Molden, Gaussview 3.0, VMD.Por último, al igual que para la parte experimental, se en
ontrará una des
rip
ión de-tallada y espe
í�
a de la metodología de trabajo en las distintas partes y se

iones de estetrabajo de Tesis.
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III.1S -nitrosotioles : ante
edentes,propiedades generales y rea
tividadLos S -nitrosotioles (RSNOs), también 
ono
idos 
omo tionitritos, resultan ser mu
homenos 
ono
idos que sus parientes, los alquilnitritos, esto es en parte debido a su gran ines-tabilidad. Tal 
omo se ha men
ionado en la introdu

ión general (I.1.3), fueron sintetizadospor primera vez en 1909 [1℄. Sin embargo, el interés en ellos re
ién surgió a partir de los90'. No es una 
oin
iden
ia este resurgimiento 
on el des
ubrimiento de las novedosas fun-
iones aso
iadas al NO. El parti
ular interés en estas molé
ulas se podría de
ir que tiene sufundamento en las siguientes razones:RSNOs han sido dete
tados in vivo y se piensa que están involu
rados en mu
has delas fun
iones aso
iadas al NO, posiblemente a través de me
anismos de transporte yalma
enamiento de éste último.Tienen un poten
ial uso médi
o 
omo molé
ulas donoras de NO.A lo largo de ésta se

ión veremos algunas de sus propiedades, sus métodos de prepara
ión,y aspe
tos sobre su rea
tividad.III.1.1. PropiedadesAspe
tos generalesLos RSNOs son 
ompuestos sólidos o líquidos muy 
oloreados, los mismos se obtienenpor nitrosa
ión de tioles primarios (rojos), se
undarios (rojos-rosados) o ter
iarios (verdes).51
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Figura III.1.1: Estru
tura 
ristalina del SNAP.Los S-nitrosotioles ter
iarios resultan ser en general más estables que los primarios o se
un-darios. RSNOs pequeños (derivado de la 
isteína), aquellos de tamaño mediano (derivadodel glutatión) así 
omo RSNOs de proteínas, han sido dete
tados en sangre.Son po
os los tioles que han sido aislados 
omo sólidos, en la se

ión I.1.3 de la intro-du

ión general hemos nombrado algunos de ellos. El primero en ser aislado 
omo sólido fueel SNAP (Figura III.1.1), éste puede ser alma
enado durante años a temperatura ambientesiempre y 
uando se lo mantenga en un re
ipiente 
errado y protegido de la luz. En todoslos 
asos, el disulfuro es el produ
to de des
omposi
ión más importante. Disueltos en bu�ers�siológi
os se des
omponen rápidamente dando lugar a la forma
ión del disulfuro y NO.Otros produ
tos pueden originarse dependiendo esto de la naturaleza del tiol, bu�er, et
. Laestabilidad en solu
ión varía en fun
ión de la temperatura, pH, oxígeno, nu
leó�los, espe
iesredox y 
ontenido de metales. En resumen, podemos itemizar las siguientes propiedades:Sólidos o líquidos 
oloreados.Sensibles a la luz.Se des
omponen en presen
ia de trazas de metales (Cu(I)/Cu(II), Fe(II)).Muy sensibles a la humedad.Valores de pH bajos in
rementan su estabilidad.Muy sensibles al ataque de nu
leó�los, espe
ial 
uidado al sele

ionar el bu�er.
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Figura III.1.2: Isómeros 
onforma
ionales syn y anti para los RSNOs.Cara
teriza
ión espe
tros
ópi
a y estru
turalDifra

ión de rayos X. Esta té
ni
a es parti
ularmente útil en lo que respe
ta a lasorienta
iones que puede adoptar la unidad C-S-N-O. El enla
e S-NO posee un importante
ará
ter de doble enla
e debido a la deslo
aliza
ión del par de ele
trones del átomo de azufresobre la unidad S-N-O. Surge por lo tanto, la posibilidad de que existan dos isómeros, syn yanti [2℄. (Figura III.1.2) La preferen
ia por uno u otro isómero depende del tipo de RSNO, porejemplo los RSNOs ter
iarios pre�eren el isómero anti mientras que los primarios pre�erenel syn (ver Tabla III.1.1). Cál
ulos DFT sobre Ph3CSNO [3℄ muestran que el isómero anti esen este 
aso, apenas más estable que el syn por unas 0.15 k
al/mol. Cál
ulos sobre CH3SNOy EtSNO muestran preferen
ia por el isómero syn. La barrera de inter
onversión 
al
uladaestá estimada en ∼11 k
al/mol.Espe
tros
opía UV-visible. El espe
tro UV-Visible muestra tres bandas, dos de ellasmuy intensas en la zona UV y una débil en la región visible. La primera banda se en
uentralo
alizada alrededor de los 225-261 nm (ε∼104M−1
m−1), la misma se atribuye a la transi
ión
π → π∗ [4℄. La segunda banda se en
uentra alrededor de 330-350 nm (ε∼103M−1
m−1), éstase atribuye a la transi
ión permitida nO → π∗[5℄. La ter
era banda está situada alrededor550-600 nm (ε∼20 M−1
m−1) y presenta un hombro, di
ha banda es atribuida a la transi
iónprohibida nN → π∗. Esta última banda es la responsable del 
olor del RSNO y junto 
on lasegunda, usualmente son utilizadas para monitorear rea

iones en las que están involu
radoslos RSNOs. Tal 
omo se ha men
ionado, esta banda presenta un hombro para todos losRSNOs y este hombro es atribuido a la 
oexisten
ia de los dos isómeros. (ver Tabla III.1.1)Espe
tros
opía RMN. En los espe
tros 1H RMN y 13C RMN se observa un 
orrimiento
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Tabla III.1.1: Tabla isómeros syn y anti para los RSNOs.RSNO △Grelativo
a [anti℄/[syn℄b [anti℄/[syn℄c 15N RMN d 15N RMN e λmax

f λmax, visible(k
al/mol) (
al
.) (exp.) (
al
.) Promedio (exp.) Promedio (
al
.) (exp.)CH3SNO 0.27 381.2syn 0 365.9 520.1anti 0.78 438.1 556.9CH3CH2SNO 0.47 0.37 398.7 397.0 rojosyn 0 378.4 378.4 531.0 520anti 0.45 441.8 447.2 561.2 552(CH3)2CHSNO 0.84 0.43 405.1 401.5 rojosyn 0 378.4 381.9 532.6 524anti 0.11 436.8 446.7 560.4 556(CH3)3CSNO 7.69 4.78 470.5 452.4 verdesyn 1.19 419.5 403.3 571.2 550anti 0 477.1 462.7 591.6 596

aB3LYP/6-311+G*.bEstimado suponiendo distribu
ión de Bolztmann 298K.c298K. dGIAO-B3LYP/6-311++G(3df,2df,2p)//B3LYP/6-311+G*, Refe-ren
ia: nitrometano, eReferen
ia: nitrometano, e183K. fTD-B3LYP/6-311++G(3df,2df,2p)//B3LYP/6-611G*.
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tos generales 55a 
ampos bajos para los protones α (∼1 ppm) y 
arbonos α(∼7-13 ppm) del tiol luego deo
urrida la nitrosa
ión. En lo que se re�ere a 15N RMN, para RSNOs los desplazamientosapare
en alrededor de 730-790 ppm (Referen
ia: amonía
o líquido) o 350-410 ppm (Refe-ren
ia: nitrometano) [6℄. En todos los 
asos debido a la 
oexisten
ia de los dos isómeros
onforma
ionales la señal es an
ha a temperatura ambiente, a -50 ◦C ya 
omienzan a distin-guirse dos señales. En la Tabla III.1.1 se muestran los valores para 
ada isómero, para estosRSNOs los espe
tros fueron tomados a -115 ◦C.Espe
tros
opía FTIR. Esta espe
tros
opía es parti
ularmente útil para la identi�
a
ióndel grupo S -nitroso. Para la mayoría de los RSNOs, la fre
uen
ia de estiramiento del enla
eN-O (νNO) generalmente apare
e en el rango 1480-1530 
m−1, mientras que la fre
uen
ia deestiramiento S-N (νSN) se en
uentra alrededor de 650-670 
m−1 y es menos intensa [3, 5, 7℄.Ele
troquími
aLa ele
troquími
a indi
a que los RSNOs exhiben un úni
o pi
o de redu

ión irreversible
ontrolado por difusión, [8℄. Si bien existe po
a informa
ión en literatura sobre la redu

iónele
troquími
a de los RSNOs, se ha sugerido que esta o
urre a través de la forma
ión deun intermediario ({RSNO}•−)[3℄, el que luego de
ae y da lugar a la forma
ión de NO• ytiolato. Los poten
iales medidos que se muestran en la Tabla III.1.2, se asignarían enton
esa la rea

ión:
RSNO + 1e− ⇋ {RSNO}•− (III.1.1)Los poten
iales de redu

ión son bastante más negativos que los 
orrespondientes alNAD+/NADH (-0.3 V vs NHE, pH=7) y As
orbato/dehidroas
orbato (+0.06 V vs NHE,pH=7) , por ejemplo. Esto sugiere que en el me
anismo de libera
ión de NO ante estosredu
tores, no o
urre vía un me
anismo que involu
re una transferen
ia ele
tróni
a dire
taal RSNO. (Tabla III.1.2)Existe una 
orrela
ión lineal entre los valores de poten
iales de redu

ión y los pKa,indi
ando que 
uanto más fá
il sea para el tiol estar 
omo tiolato, más fá
il será la redu

ióndel 
orrespondiente RSNO.III.1.2. Síntesis, aspe
tos generalesLa síntesis de RSNOs impli
a la rea

ión del tiol 
orrespondiente (RSH) y derivados dela oxida
ión del NO 
omo NO2 (N2O4), N2O3 y NO−

2 (NO+, H2NO2
+). El NO 
omo tal,rea

iona 
on los tioles originando disulfuros y NO−, y no RSNOs (ver Figura I.1.4, pág. 7).



56 III.1. S -nitrosotioles : ante
edentes, propiedades generales y rea
tividadTabla III.1.2: Poten
iales de redu

ión para distintos RSNOs y pKa para los respe
tivostioles medidos por Hou y 
olaboradores.RSNOs Ep, V pKa (tiol)S-nitroso-l-
isteína etil ester -0.80 6.5S-nitroso-l-
isteína -0.99 8.3S-nitroso-glutatión -0.98 8.7S-nitroso-mer
aptoetanosulfonato -1.05 9.1S-nitroso-N-a
etil-l-
isteína -1.14 9.5S-nitroso-3-mer
aptopropianato -1.08 10.2S-nitroso-á
ido mer
aptoa
éti
o -1.14 10.3Sólo se logra obtener RSNOs, utilizando NO en presen
ia de oxígeno o algún otro oxidante.De he
ho, la S -nitrosa
ión o
urre 
omo 
onse
uen
ia de la forma
ión de alguno de los óxidosmen
ionados previamente [9℄. Existen tres métodos para preparar RSNOs:1. Nitritos inorgáni
os en medio a
uoso á
ido: es el método más ampliamente usado, setrabaja a bajas temperaturas (<4 ◦C), usando HCl, en presen
ia de EDTA (quelante delos iones metáli
os que 
atalizan su des
omposi
ión). La rea

ión se realiza en rela
iónagente nitrosante/RSH estequiométri
a, el agregado de ex
eso de agente nitrosantepuede 
ondu
ir a la oxida
ión del tiol o del RSNO y a la N-nitrosa
ión en el 
aso deaminotioles.2. Óxidos de nitrógeno, NO2 (N2O4), N2O3: es un método utilizado para preparar RSNOspo
o polares. Se trata el tiol 
on N2O4 usando 
omo solventes 
loroformo o tetra
lorurode 
arbono. También se trabaja en frío y en 
antidades estequiométri
as.3. Alquilnitritos: es un método muy bueno y sele
tivo en el 
aso de la presen
ia de aminasprimarias [7℄, los más usados son el terbutilnitrito y el etilnitrito. Es muy utilzado parasintetizar RSNO solubles en solventes orgáni
os, también se trabaja a bajas tempera-turas y en 
antidades estequiométri
as.Para todos los 
asos, independientemente de 
uál estrategia de síntesis se elija, los RSNOsdeben ser alma
enados protegidos de la luz, en atmósfera de argón o nitrógeno y a bajatemperatura (-20 ◦C). Algunos, 
omo los RSNOs men
ionados en la introdu

ión general,resultan ser fá
iles de aislar y otros extremadamente difí
iles o imposibles debido a su rápidades
omposi
ión. Para estos últimos se re
omienda que sean preparados en el momento deser usados.
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tividad 57III.1.3. Rea
tividad(a) Des
omposi
ión.Térmi
a y fotoquími
a. Los RSNOs se des
omponen espontáneamente y al ser 
alen-tados originando la forma
ión del disulfuro y libera
ión de NO (E
. III.1.2).
2RSNO → RSSR + 2NO (III.1.2)La des
omposi
ión probablemente involu
re tanto la ruptura homolíti
a 
omo la hete-rolíti
a de la unión S-N (Figura III.1.3). Según estudios realizados previamente [10, 11℄, laruptura homolíti
a requiere menor energía que la heterolíti
a. En la Figura III.1.4 se mues-

Figura III.1.3: Des
omposi
ión de RSNOs.tran varios datos relevantes tanto experimentales 
omo 
al
ulados, y una forma de estimar,mediante la utiliza
ión de un 
i
lo termodinámi
o, la energía para la ruptura heterolíti
a apartir de datos experimentales. Tal 
omo puede observarse en la Tabla III.1.4, la rupturaheterolíti
a (∼50 k
al/mol) siempre requiere más energía que la homolíti
a (∼20 k
al/mol).Este he
ho es interesante ya que indi
a que estas molé
ulas tienen una ex
elente 
apa
idadpara rea

ionar 
on el NO+, alma
enarlo 
omo tal y liberarlo 
omo NO•. Es por esta razónque los efe
tos biológi
os produ
idos por los RSNOs han sido atribuidos a la ruptura homo-líti
a de la unión S-N, que 
omo 
onse
uen
ia da origen al NO•. Otro detalle digno de notares que para los 
ompuestos aromáti
os la ruptura homolíti
a requiere menor energía, estose puede observar en la tabla de la Figura III.1.4, a estos valores podemos agregarles otrosvalores medidos para tioles no aromáti
os: 28.9 k
al/mol (CH3(CH2)5SNO) y 31.6 k
al/mol(
-C6H11SNO) [11℄.
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edentes, propiedades generales y rea
tividadLa misma rea

ión o
urre fotoquími
amente, y ha sido extensamente estudiada. Irradian-do S -nitrosoglutatión (GSNO) a las longitudes de onda 340 o 545 nm se libera NO en unpro
eso que es aproximadamente de primer orden [12℄. Estos resultados son 
onsistentes 
onel me
anismo planteado en la Figura III.1.3 , para la rea

ión fotoquími
a. El radi
al tiolrea

iona 
on oxígeno produ
iendo un radi
al peroxi el que también rea

iona 
on el RSNOpara dar RSSR y NO.

aObtenido a partir de pKa (MeCN) = 0.982 pKa (DMSO) + 9.94 (Izutsu, K. A
id-Base Disso
iation Constants in DipolarAproti
 solventes, IUPAC Chem. Data Ser. No.35; Bla
kwell S
ienti�
 Publi
ations: Oxford, 1990). bMedido en MeCN a 25◦Cpor titula
ión 
alorimétri
a. cDerivado de la e
ua
ión (1). dMedido en MeCN a 25◦C por voltametría 
í
li
a vs la 
uplaferro
inium/ferro
eno. eDerivado de la e
ua
ión (2) y tomando E1/2(NO+)=0.863V. fCal
ulado: B3LYP/6-31+G*.Figura III.1.4: Ruptura Heterolíti
a vs Homolíti
a.Catalizada por metales. La des
omposi
ión de los RSNOs en solu
ión a
uosa es 
ata-lizada por iones metáli
os 
omo Cu(I)/Cu(II), Fe(II), Hg(II) y Ag(I) [13, 14, 15℄. Dado que el
uerpo humano 
ontiene 0.1 gr de Cu(I/II)/75 Kg, la des
omposi
ión 
atalizada por 
obre hasido ampliamente estudiada. En la Figura III.1.3 se muestra el me
anismo planteado dondese postula la presen
ia de una espe
ie intermediaria (Y: A , B). En la presen
ia de quelantes
omo el EDTA, neo
uproína, la des
omposi
ión de los RSNOs por esta vía se ve inhibida
omo 
onse
uen
ia de la forma
ión del 
omplejo Quelante-Metal [16℄.(b) Rea

ión 
on nu
leó�los.Estos 
ompuestos rea

ionan 
on nu
leó�los (Nu−) vía el átomo de nitrógeno, generandola espe
ie NONu (E
. III.1.3 ), la que puede resultar ser un produ
to estable o seguir rea

io-nando. El otro produ
to de la rea

ión, el tiolato, en presen
ia de aire se termina oxidandopara generar el disulfuro.
RSNO + Nu− → RS− + NONu (III.1.3)Existen una amplia 
antidad de nu
leó�los 
apa
es de rea

ionar 
on los RSNOs, entreellos podemos men
ionar: RS−(transnitrosa
ión), RR'NH, NH2NH2, NH2OH, N−

3 , SO−2
3 ,
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Figura III.1.5: Dependen
ia 
on el pH para la rea

ión de transnitrosa
ión de la S-nitroso seroalbúminabovina 
on distintos tioles. a[19℄S−2
2 , H2O2, O−

2 (superóxido) y as
orbato [17, 18℄. En lo que sigue veremos dos rea

ionesvin
uladas a la libera
ión de NO, la rea

ión 
on los tioles y el as
orbato. Diremos tambiénunas palabras sobre la rea

ión 
on el superóxido.Tioles: " Rea

ión de transnitrosa
ión". Se propone que es una rea

ión reversibley que obede
e una 
inéti
a de primer orden en ambos rea
tivos (RSH y RSNO):
R′SNO + RS−

⇋ [R′S(NO)SR]− ⇋ RSNO + R′S− (III.1.4)Como resultado del ataque del tiolato al RSNO se trans�ere el grupo NO de un tiol aotro [9℄.Obede
e una 
inéti
a de segundo orden. Ley de velo
idad [5℄:
v = k[RSNO][RS−] (III.1.5)Paso lento: forma
ión del intermediario [R′S(NO)SR]− [5℄.La espe
ie que ata
a es el tiolato: la rea

ión va a depender del 
ará
ter nu
leofíli
odel tiolato y del pH al 
ual se lleva a 
abo la rea

ión [19℄ (Figura III.1.5).En general las 
onstantes de velo
idad medidas para rea

iones de transnitrosa
ión van desdevalores de 3 x 10−1 a 8 x 10−3 M−1s−1. En la Figura III.1.5, se muestra la dependen
ia de la
onstante 
on el pH y en la tabla se puede observar el rango de valores men
ionado para la
onstante de velo
idad.En la Tabla III.1.3, se muestran valores medidos para la 
onstante de equilibrio a 25 ◦Cpara la rea

ión entre el SNAP y diferentes tioles. Tradu
idos en ∆G◦estos valores van desde-1.26 a 0.22 k
al/mol [19℄.Con el tiempo, debido a la inestabilidad de los RSNOs y dependiendo de varios fa
tores
omo: la rela
ión RS−/RSNO, la presen
ia de oxígeno en el medio, estas rea

iones terminan



60 III.1. S -nitrosotioles : ante
edentes, propiedades generales y rea
tividadTabla III.1.3: Constantes de equilibrio medidas a 25 ◦C para la rea

ión de trasnitrosa
iónentre SNAP y diferentes tioles. Tiol Keq2-mer
apto etanol 8.44á
ido 3-mer
aptopropióni
o 5.042-propentiol 5.04L-
isteína etil ester 4.99
isteinamina 3.89L-
isteína 3.63Glutatión 3.34N-a
etil-
isteína 1.47originando otros produ
tos 
omo disulfuros, amonía
o, NO, hidroxilamina, N2O, sulfóxidos,et
 [20, 21℄.As
orbato. El as
orbato rea

iona 
on los tioles de dos formas diferentes según sea larela
ión RSNO/as
orbato. 1) Defe
to de as
orbato: a
túa 
omo agente redu
tor llevandoel Cu(II) a Cu(I), 
atalizando de esta forma la des
omposi
ión, el produ
to mayoritario esel disulfuro. 2) Ex
eso de as
orbato: a
túa 
omo redu
tor O-nitrosándose y 
ondu
e a laforma
ión de NO, tiolato y dehidroas
orbato [5℄.Superóxido. La velo
idad de la rea

ión de los RSNOs 
on el superóxido es varios órdenesde magnitud menor que la 
orrespondiente a la rea

ión 
on el NO, la 
ual es difusional. Envista de esto podríamos de
ir que los RSNOs proveen una forma de alma
enamiento del NOprotegiéndolo de la rea

ión 
on el superóxido, por ejemplo [5℄.Resumiendo. Existen varios pro
esos rea
tivos en los que están involu
rados los RSNOs,di
hos pro
esos in
luyen, dimeriza
ión para formar disulfuros, adu
tos 
on nu
leó�los, pro
e-sos 
atalíti
os que involu
ran iones metáli
os, espe
ies oxigenadas y enzimas. Como 
orolariopodemos de
ir que; estos pro
esos rea
tivos 
ontrolan su 
on
entra
ión y su disponibilidadin vivo.En las siguientes se

iones se mostrará la síntesis y algunas propiedades del S -nitrosotiolderivado de la L-
isteína etil ester, la S -nitroso-L-
isteína etil ester (SNO-CEE). Luego, sehará uso de este nitrosotiol para el estudio teóri
o-experimental de la rea

ión de transnitro-sa
ión: medida de su barrera e identi�
a
ión y 
ara
teriza
ión del intermediario de rea

ión.



III.2S -nitroso-L-
isteína etil ester(SNO-CEE)En esta se

ión se mostrará la síntesis y algunas propiedades del S -nitrosotiol derivadode la L-
isteína etil ester, la S -nitroso-L-
isteína etil ester (SNO-CEE). La ele

ión de esteRSNO se basó en las siguientes razones:Estaba previamente des
ripto en literatura, aunque no 
ara
terizado en forma 
ompleta[22℄.Ofre
ía posibilidades de ser aislado 
omo sólido.Soluble tanto en agua 
omo en solventes orgáni
os.Se de
idió enton
es, preparar este RSNO, estudiar sus propiedades y 
ompletar su 
ara
te-riza
ión 
on el �n de usarlo luego para el estudio de la rea

ión de transnitrosa
ión.III.2.1. Prepara
ión de SNO-CEEPara la síntesis de este RSNO se utilizó el ter
er método des
ripto en la se

ión III.1.2(pág. 55-56). Tal 
omo se muestra en el Figura III.2.1 se hizo rea

ionar etilnitrito 
on laL-
isteína etil ester utilizando metanol 
omo solvente de rea

ión. Se debieron ha
er variasmodi�
a
iones a la síntesis des
ripta en bibliografía [22℄, debido a que tal 
omo �guraba enel trabajo 
itado, el rendimiento era mínimo y en algunos 
asos nulo. Estas modi�
a
ionesse des
riben a 
ontinua
ión en la se

ión experimental. (pág. 68-69)Una vez aislado, el sólido se guardó en freezer bajo atmósfera de argón y protegido de laluz. En di
has 
ondi
iones, el sólido resiste varias semanas, sin embargo se pre�rió prepararloinmediatamente antes de utilizarlo. El 
ompuesto es extremadamente sensible a la humedad,61
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Figura III.2.1: Obten
ión de SNO-CEE.una vez disuelto en agua se des
ompone en el lapso de 3-4 horas; este período se puedeextender 
on el agregado de EDTA. Disuelto en metanol, la situa
ión 
ambia notablemente,a temperatura ambiente se des
ompone 
asi en su totalidad luego de 1-2 días, guardado enfreezer puede persistir hasta un par de semanas en buen estado. Por lo visto, en metanol nooperan las vías de des
omposi
ión que lo ha
en en agua, y gra
ias a ésto se 
onserva mejoren este solvente.La SNO-CEE fue preparada usando etilnitrito y eventualmente butilnitrito. Ambos al-quilnitritos debieron ser preparados en el laboratorio, para ello se siguió la metodologíades
ripta en el libro de Vogel [23℄ 
on algunas modi�
a
iones que se indi
an en la se

ión ex-perimental. En lo que 
on
ierne al etilnitrito, su prepara
ión exigió bastante 
uidado. Dadoque tiene un punto de ebulli
ión de 16.5 ◦C se debió trabajar a baja temperatura (aproxima-damente -20 ◦C), lo 
ual requirió una manipula
ión 
uidadosa del 
ompuesto para obtenerun rendimiento óptimo. La prepara
ión y manipula
ión de butilnitrito es mu
ho más sen
illadebido a su mayor punto de ebulli
ión (76.5-77.5 ◦C) pero presenta la desventaja que el bu-tanol (produ
to de la rea

ión) y el eventual ex
eso de butilnitrito di�
ultan el aislamientoy la estabilidad de la SNO-CEE. Sólo se utilizó el butilnitrito en los 
asos que se trabajó 
onnitrito mar
ado, ya que era posible preparalo en mi
roes
ala 
on buen rendimiento, he
hoque era más di�
ultoso 
on el etilnitrito. Los alquilnitritos se des
omponen lentamente ydeben ser alma
enados en frío, es preferible que sean utilizados en el lapso de dos semanasluego de preparados.III.2.2. Cara
teriza
ión espe
tros
ópi
a de SNO-CEETal 
omo se men
ionó anteriormente, la 
ara
teriza
ión de este RSNO era hasta el mo-mento in
ompleta, por lo que se requirió 
ompletarla.Espe
tro UV-visible. Al igual que todos los RSNOs des
riptos previamente el espe
tropresenta las bandas 
ara
terísti
as. En la Figura III.2.2 se puede ver el espe
tro en agua 
onlas bandas 
ara
terísti
as señaladas junto 
on sus 
orrespondientes 
oe�
ientes de absortivi-dad molar.Espe
tros
opía RMN. En la Figura III.2.3 muestran los espe
tros 1H RMN 
orrespon-dientes al tiol (CEE) y SNO-CEE junto 
on sus asigna
iones. Como ya se ha men
ionado
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Figura III.2.2: Espe
tro UV-visible de SNO-CEE, λmax. : nm, (ǫ : M−1cm−1).previamente, el SNO-CEE es bastante sensible (luz, humedad, oxígeno, trazas de metales).Con el objeto de asegurar la mínima des
omposi
ión, la SNO-CEE se generó in situ en elmedio de rea

ión, por esta razón es que en el espe
tro de RMN apare
e el etanol, el 
ual seprodu
e 
omo resultado de la forma
ión de la SNO-CEE. En la Figura III.2.4, se muestra elespe
tro del disulfuro produ
to de la des
omposi
ión del RSNO en ausen
ia total de oxígeno.En la Tabla III.2.1, se muestran las asigna
iones para las señales que apare
en en los espe
-tros 1H RMN y 13C RMN. Para la asigna
ión de las señales 
orrespondientes al 
arbono semidieron los DEPT-135 
orrespondientes.
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III.2.S-nitr

oso-L-
isteín
aetilester(

SNO-CEE)
Tabla III.2.1: Desplazamientos quími
os (δ(ppm)) para CEE, SNO-CEE y el disulfuro de CEE. 500 MHz, referen
ia: señal residualdel solvente (3.31ppm)

1H RMN 13C RMNH CEEa disulfuro-CEEa SNO-CEEa(a)b 3.14-3.19(2H, dd) 3.46-3.47(4H, dd) 4.39-4.41(2H, m)(b) 4.33-4.34(1H, m) 4.48(2H, t) 4.53(1H, t)(
) 4.34-4.39(2H, m) 4.34-4.36(4H, 
) 4.25-4.27(2H,
)(d) 1.34 (3H, t) 1.36(6H, t) 1.30(3H, t)(e) 8.71 (N-H) 8.87 (N-H) 8.89 (N-H)(f)c 2.40 (S-H) - -
C CEEa disulfuroa CEE-SNOa(a) 25.40 38.26 33.37(b) 56.02 53.29 53.91(
) 64.41 64.37 64.19(d) 14.71 14.56 14.67(C=O) 168.99 169.01 169.20

aMedidos en CD3OD, EtOH: 1.19 (3H,t), 3.61-3.63(2H, 
); 18.2 (CH3), 58.50 (CH2). bPatrón tipo ABX para 
arbonos quirales. cAligual que para (e) señal muy an
ha debido al inter
ambio, no apare
e en agua.
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tros 1H RMN 
orrespondientes a SNO-CEE (a) y CEE (b) ; 500 MHz, solvente:CD3OD, referen
ia: señal residual del solvente (3.31 ppm).
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Figura III.2.4: Espe
tro 1H RMN para el disulfuro de la CEE; 500 MHz, solvente: CD3OD, referen
ia:señal residual del solvente (3.31 ppm).En la Figura III.2.5, se muestra el espe
tro 15N RMN realizado por primera vez para esteRSNO. Se puede observar que la señal medida a temperatura ambiente es an
ha, eviden
ian-do la existen
ia de los dos isómeros 
onforma
ionales en solu
ión (syn y anti), al igual queo
urre 
on los demás RSNOs (ver Tabla III.1.1, pág 54). Se tomó 
omo referen
ia el valorde nitrito mar
ado 
on respe
to a nitrometano (232 ppm) [24℄.Espe
tros
opía FTIR. Por primera vez se asignaron los estiramientos νNO y νSN enel sólido. En la Figura III.2.6 A se muestra el espe
tro en KBr para la SNO-CEE y laCEE, es importante observar la desapari
ión de la banda que 
orresponde al estiramientoS-H (2468 
m−1) luego de la S -nitrosa
ión. El la Figura III.2.6 B, se muestran los espe
tros
orrespondientes a la SNO-CEE, la S(15N)O-CEE y el espe
tro diferen
ia que muestra lasbandas sensibles al isótopo 15N.Por último 
abe agregar que se intentó 
ristalizar el RSNO sin éxito. Re
ientemente y
uando ya se había �nalizado de trabajar 
on este 
ompuesto apare
ió una publi
a
ión enel año 2005 donde se informaba la estru
tura 
ristalina del mismo [25℄. En la Figura III.2.7A se muestran los dos isómeros, el 
omponente mayoritario se muestra en lineas llenas, enla parte B se ofre
e una vista diferente sólo del 
omponente mayoritario y se 
ompara 
onC, la estru
tura optimizada en el presente trabajo utilizando DFT.
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Figura III.2.5: Espe
tro 15N RMN para SNO-CEE referido al nitrito (referen
ia externa), solvente:CD3OD. Al valor para la señal se le debe sumar 232 ppm para tener la señal referida a nitrometano (392.57ppm).

Figura III.2.6: Espe
tros FTIR para: CEE (azul) y SNOCEE (rojo) (A); y SNO-CEE (rojo) y S(15N)O-CEE (verde) junto 
on espe
tro diferen
ia (B).



68 III.2. S -nitroso-L-
isteína etil ester (SNO-CEE)

Figura III.2.7: Estru
turas 
ristalinas (A, B) [25℄ y 
al
ulada para SNO-CEE, B3LYP/6-311+G*, distan-
ias (d) en Å y ángulos en grados (C).ExperimentalRea
tivos. La L-
isteína etil ester fue obtenida de Sigma-Aldri
h. El NaNO2 fue obtenido de Sigma-Aldri
h aligual que el el Na15NO2. Los solventes deuterados (CD3OD y D2O) fueron obtenidos de Aldri
h. En todos los
asos se utilizó agua MilliQ , EDTA (10 mM) y bu�er de fosfato (0.5M). Se trabajó en ausen
ia se oxígeno usandola té
ni
a de S
hlenk o la 
aja se
a. La prepara
ión de los diferentes 
ompuestos se llevó a 
abo bajo 
ampana,en espe
ial para los alquilnitritos ya que la inhala
ión de los mismos es 
ausante de severos dolores de 
abeza ypuede o
asionar problemas 
ardía
os.Prepara
ión de etilnitrito. 9.5 g de nitrito de sodio se disolvieron en 30 mL de agua, enfriando en freezer(Solu
ión I). Por otro lado, se enfrió una solu
ión de 7 mL de agua y 8.25 mL de etanol destilado, y se agrególentamente 3.4 mL de H2SO4(
), se mantuvo en frío (solu
ión II). En un balón situado en baño de hielo-salse agregó la solu
ión I, 
on agita
ión y se purgó 
on argón. Una vez que el sistema al
anzó la temperaturaaproximada de -10 ◦C, se agregó la solu
ión II lentamente, 
on agita
ión, durante 30 minutos. Una vez �nalizadoel agregado se observan dos fases, se separó la fase a
uosa, la fase orgáni
a (etilnitrito, amarillo) se lavó 
on trespor
iones de solu
ión de bi
arbonato al 2% (mantenida en freezer). El etilnitrito lavado se guardó sobre Na2SO4en freezer. En o
asiones se realizó la síntesis en menor es
ala, partiendo de 2.37 g de nitrito. Cuando se preparóetilnitrito mar
ado se realizo la síntesis partiendo de 0.18 g de Na15NO2.Prepara
ión de butilnitrito. 9.5 g de nitrito de sodio se disolvieron en 37.5 mL de agua, enfriando en freezer(Solu
ión I). Por otro lado, se enfrió una solu
ión de 2.5 mL de agua y 11.4 mL de butanol, y se agregó lentamente3.4 mL de H2SO4(
), se mantuvo en frío (solu
ión II). En un balón situado en baño de hielo-sal se agregó lasolu
ión I, 
on agita
ión y se purgó 
on argón. Una vez que el sistema al
anzó la temperatura aproximada de -10
◦C, se agregó la solu
ión II lentamente, 
on agita
ión, durante 45-60 minutos. Una vez �nalizado el agregado semantuvo la agita
ión por 1.5 horas. Se �ltró el sulfato de sodio, se separó la 
apa superior amarilla de butilnitritose lavó 
on tres por
iones de solu
ión de bi
arbonato al 2% (mantenida en freezer). El butilnitrito lavado seguardó sobre Na2SO4 en freezer. En o
asiones se realizó la síntesis en menor es
ala, partiendo de 3-4 g de nitrito.Cuando se preparó butilnitrito mar
ado se realizó la síntesis partiendo de 0.23 g de Na15NO2.Prepara
ión de SNO-CEE. Se disolvió 1 g (5.33 x 10−3 moles) de L-
isteína etil ester en metanol se
o bajo
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a de SNO-CEE 69atmósfera de argón, se enfrió a ∼-20 ◦C (baño: etanol-agua-sal-nitrógeno líquido). Se agregó 0.4 mL de etilnitrito(5.33 x 10−3 moles) a la misma temperatura. Inmediatamente se observó la apari
ión de 
olor rojo intenso, sedejó rea

ionar durante 15 min. Se pre
ipitó 
on a
etona bien fría y se se
ó bajo va
ío. Otra alternativa 
on muybuen resultado 
onsiste en agregar el etilnitrito dire
tamente sobre el sólido en 
antidad estequiométri
a y guardaren el freezer, al 
abo de unos minutos el sólido está 
ompletamente rojo, luego se lava 
on a
etona bien fría yse se
a al va
ío. Se re
omienda fuertemente no seguir el pro
edimiento indi
ado en el trabajo 
itado ya que no
ondu
e a buenos resultados parti
ularmente la parte que sugiere emplear el rotavap a 37 ◦C !!!, temperatura ala que se des
ompone 
ualquier RSNO disuelto en solvente. Para obtener el produ
to mar
ado (15N) se utilizóel primer pro
edimiento partiendo de menor 
antidad de CEE. Si bien el rendimiento no fue tan bueno, se pudoobtener el produ
to S15NO-CEE puro.



70 III.2. S -nitroso-L-
isteína etil ester (SNO-CEE)



III.3Rea

ión de Transnitrosa
ión - ElMe
anismoA lo largo de esta se

ión se estudiará la rea

ión de transnitrosa
ión, la importan
ia deesta rea

ión ya ha sido dis
utida en se

iones anteriores (III.1.3, pág 59). Se propone quees una rea

ión reversible:
R′SNO + RS−

⇋ [R′S(NO)SR]− ⇋ RSNO + R′S− (III.3.1)Para 
omenzar re
ordemos qué es lo que se sabe a
er
a de esta rea

ión:Obede
e una 
inéti
a de segundo orden [5℄: v = k[RSNO][RS−]La forma
ión del intermediario 
onstituye el paso lento de la rea

ión [5℄: [R′S(NO)SR]−La espe
ie que ata
a es el tiolato: la rea

ión va a depender del 
ará
ter nu
leofíli
o deltiolato y del pH al 
ual se lleva a 
abo. Si 
onsideramos el equilibrio á
ido-base parael tiol 
on su respe
tiva 
onstante (K), la e
ua
ión de velo
idad queda (E
. III.3.3):
RSH ⇋ RS− + H+ (III.3.2)

ν =
kK[RSH ]T [RSNO]

K + [H+]
(III.3.3)Donde k es la 
onstante de velo
idad, K la 
onstante de equilibrio á
ido-base y [RSH ]Tla 
on
entra
ión analíti
a de tiol. Como ya se ha men
ionado, debido a la inestabilidadde los RSNOs y dependiendo de varios fa
tores 
omo: la rela
ión RS−/RSNO, la presen
iade oxígeno en el medio, la temperatura, et
, estas rea

iones terminan originando otrosprodu
tos 
omo disulfuros, amonía
o, NO, hidroxilamina, N2O, sulfóxidos, et
 [20, 21℄.Los objetivos propuestos para esta parte fueron los siguientes:71
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ión de Transnitrosa
ión - El Me
anismoObtener un valor para la barrera energéti
a de esta rea

ión.Estudiar la fa
tibilidad de la existen
ia del intermediario propuesto.Para llevar a 
abo estos objetivos la estrategia abordada 
onsistió en utilizar métodos desimula
ión 
omputa
ional junto 
on distintas herramientas experimentales.
III.3.1. Estudio Computa
ionalEn lo que sigue se mostrará el estudio de la rea

ión de transnitrosa
ión por medio desimula
ión 
omputa
ional. El estudio se llevó a 
abo de la siguiente forma:Se sele

ionó 
omo modelo de rea

ión de transnitrosa
ión el metiltiol. Este resulta ser elmodelo más simple y por ende el menos 
ostoso posible en lo que respe
ta a tiempo de 
ál
ulo.Se utilizaron diferentes niveles de teoría, métodos ab initio (MP2, CCSD) y basados en DFT(B3LYP, BP86). Mediante la optimiza
ión de geometrías y 
ál
ulo de los modos normales, se
ara
terizó la super�
ie de energía poten
ial identi�
ando mínimos, intermediarios y estadode transi
ión para el sistema aislado y en solu
ión a
uosa. Para el modelado del solvente seutilizó el método de solvata
ión del 
ontinuo PCM, previamente des
ripto en la metodología(II.2.5 y II.2.6).Modelo del Metiltiol

Figura III.3.1: Esquema de rea

ión para el modelo metiltiol.Dependiendo del pH y del solvente, el metiltiol (MeSH) se va a en
ontrar 
omo MeSHo MeS−. En solu
ión a
uosa el pK del metiltiol es 10.3, lo que signi�
a que a pH=7 exis-tirá prin
ipalmente 
omo MeSH pero habrá una 
antidad signi�
ativa de tiolato. Debido aque se ha propuesto que la espe
ie RS− es la espe
ie rea
tiva, se investigó la rea

ión detrasnitrosa
ión que se muestra en la Figura III.3.1.La rea

ión para el sistema aislado. Con el objeto de validar la metodología luego emplea-da, se 
omenzó 
al
ulando los rea
tivos (CH3SH y CH3SNO), se 
al
ularon los dos posibles
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ional 73Tabla III.3.1: Parámetros geométri
os (distan
ias y ángulos), y energéti
os para los distintosintermediarios. Intermediario I Intermediario II Intermediario IIIdS-N(Å) 2.331/2.331 2.246/2.443 2.242/2.406dN-O(Å) 1.188 1.176 1.183
ˆSNS(◦) 106.29 106.41 105.02
ˆONS(◦) 108.39 110.34 107.46Energía Relativa a 3-I (k
al/mol)MP2/6-31G** 0 �a 2.36BP86/6-31G** 0 4.55 1.78B3LYP/6-31G** 0 4.37 1.53

aNo fue en
ontrado 
on MP2.isómeros para el metil-SNO. Se utilizaron distintas 
ombina
iones de métodos y bases y se
omparó 
on valores 
al
ulados y experimentales 
ono
idos e informados para los RSNOs enbibliografía [3℄.La espe
ie 3, resultó ser un mínimo estable y fue en
ontrado en forma independiente
on diferentes métodos (MP2, DFT (BP86, B3LYP)). Se 
onsideró la posibilidad de otrasespe
ies (ver Figura III.3.2) las que también resultaron ser mínimos, siendo la espe
ie 3-I lamás estable. Tal 
omo se puede observar en la Tabla III.3.1 la forma
ión del intermediario3-I está favore
ida termodinámi
amente para el sistema aislado respe
to a los otras dosespe
ies. En lo que sigue nos referiremos a la espe
ie 3-I simplemente 
omo espe
ie 3.

Figura III.3.2: Posibles intermediarios para la rea

ión de transnitrosa
ión de metiltiol. Vista frente (partesuperior) y per�l (parte inferior).



74 III.3. Rea

ión de Transnitrosa
ión - El Me
anismoEn lo que respe
ta a la búsqueda del estado de transi
ión, un primer paso 
onsistió enes
anear la super�
ie de energía poten
ial desde la espe
ie 3 ha
ia los produ
tos (1, 2). Paraesto se realizaron optimiza
iones restringiendo la distan
ia S-N (
oordenada de rea

ión).En la Figura III.3.3 se muestra el resultado obtenido utilizando el método BP86 junto 
onla base 6-31G**. Se en
ontró que en fase gaseosa existe un pre
omplejo (espe
ie 5) y que elestado de transi
ión (ET, espe
ie 4) 
orrespondería a una distan
ia S-N de 3.7 a 3.9 Å.Según lo que indi
an los resultados obtenidos del es
aneo de la super�
ie de energíapoten
ial, en la Figura III.3.4, se muestra el esquema que 
orrespondería al per�l de ener-gía para esta rea

ión de transnitrosa
ión que tiene la pe
uliaridad que los rea
tivos y losprodu
tos son iguales, por lo que el diagrama es perfe
tamente simétri
o.Se sele

ionó la estru
tura que 
orrespondería al estado de transi
ión y se utilizó 
omoestru
tura ini
ial para la búsqueda del estado de transi
ión utilizando el algoritmo TS,des
ripto previamente en la metodología general (II.2.4 y II.2.6).

Figura III.3.3: Es
aneo de la distan
ia S-N sobre la super�
ie de energía poten
ial versus energía, BP86/6-31G** para el sistema aislado, partiendo del intermediario 3.Una vez en
ontrado y 
ara
terizado ade
uadamente el estado de transi
ión a través dedistintos métodos, se 
onfe

ionaron las Tablas III.3.2 y III.3.3. Como se puede observar en laTabla III.3.2, los parámetros geométri
os obtenidos por los diferentes métodos muestran unbuen a
uerdo entre las distintas metodologías. En el 
aso de los resultados informados parael método CCSD, sólo se optimizaron las estru
turas para los rea
tivos/produ
tos y se reali-zaron 
ál
ulos de energía a geometría �ja (optimizada 
on MP2) para las demás espe
ies. Enla Tabla III.3.3, se muestran las energías relativas a los rea
tivos, tal 
omo se puede observar,para los métodos DFT las energías resultan ser muy sensibles a la base utilizada. Por ejem-
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Figura III.3.4: Esquema 
orrespondiente al per�l de energía para la rea

ión de transnitrosa
ión delmetiltiol.plo, al pasar de una base 6-31G** a una 6-311+G* se obtiene una des
rip
ión prá
ti
amentesimilar a la de métodos 
omo MP2/6-31G** y CBS-QB3/6-311+G* y CCSD/6-31G**. Enlo que 
ontinúa se presentan los 
ál
ulos realizados utilizando DFT, en espe
ial el fun
ionalB3LYP y la base 6-311+G* ya que ofre
e la des
rip
ión más apropiada y a menor 
osto quelos métodos MP2, CBS-QB3 y CCSD.Método de solvata
ión del 
ontinuo. Una vez obtenidos los resultados para el modeloaislado, se de
idió 
onsiderar el efe
to del solvente a través de dos métodos de solvata
iónque 
onsideran al solvente 
omo un dielé
tri
o 
ontinuo en dos aproxima
iones diferentes,PCM e IPCM (des
riptos en la parte metodológi
a, II.2.5). En la Figura III.3.5, se puedeobservar 
omo se modi�
a el per�l de rea

ión al 
onsiderar el efe
to del solvente usando
omo aproxima
ión el método PCM y el IPCM, Figura III.3.5. Se puede observar que elsolvente modi�
a apre
iablemente el per�l de rea

ión , he
ho que era de esperar si se tieneen 
uenta que varias de las espe
ies 
onsideradas son espe
ies 
argadas. En solu
ión no se
onsidera la existen
ia del pre
omplejo ya que en presen
ia del solvente no sería una espe
ierelevante.Hasta aquí, podemos de
ir que este modelo muy simple sugiere que es fa
tible la existen
iade un intermediario y que su estabilidad estaría fuertemente afe
tada por el medio, siendomu
ho más estable en medios po
o polares. La diferen
ia de energía entre la espe
ie 4 y3, para el sistema aislado resultó ser 8.22 k
al/mol, para el modelo PCM 8.63 k
al/mol ypara IPCM 4.79 k
al/mol. Estas diferen
ias indi
an que una vez formada la espe
ie 3, lasbarreras para originar los produ
tos para el sistema aislado y PCM son similares, mientrasque el modelo IPCM predi
e una barrera menor.
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Figura III.3.5: Per�les de energía en va
ío y solu
ión para la rea

ión de transnitrosa
ión del metiltiol,B3LYP/6-311+G*.Otras espe
iesHasta el momento en este estudio, se ha 
onsiderado, en base a lo que se sugiere en biblio-grafía, que la espe
ie rea
tiva es el tiolato. En la Figura III.3.6, se muestran dos rea

ionesde forma
ión del intermediario protonado en la que la espe
ie rea
tiva sería el tiol. Para 
ual-quiera de los dos 
asos se observa que para el sistema aislado la forma
ión del intermediarioprotonado está desfavore
ida termodinámi
amente 
on respe
to a la misma rea

ión que seha venido estudiando en las se

iones pre
edentes.Resultados prá
ti
amente idénti
os a los obtenidos en este trabajo (III.3.1) fueron pu-bli
ados por otro grupo antes de que los aquí presentados pudiesen ser publi
ados [26℄. Envista de esto, se de
idió utilizar la experien
ia adquirida y proponer un modelo más realistay abordable experimentalmente, el 
ual dis
utiremos en la próxima se

ión.Si bien en lo que sigue de este trabajo se abandonó el modelo del metiltiol, es importanteremar
ar que resultó ser un modelo muy útil y que podría utilizarse también para estudiar
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Tabla III.3.2: Parámetros geométri
os para todas las espe
ies intervinientes en la rea

ión de transnitrosa
ión del metiltiol,distan
ias en Å , ángulos en grados.Espe
ie/unión BP86/6-31G** B3LYP/6-31G** B3LYP/6-311+G* MP2/6-31G** CCSD/6-31G**a1S-C 1.84 1.84 1.84 1.82 1.832N-O 1.19 1.18 1.18 1.22 1.20S-N 1.92 1.86 1.86 1.78 1.80S-C 1.81 1.81 1.81 1.79 1.81ONS 115.93 116.62 117.32 114.95 115.17NSC 99.87 101.59 101.97 100.19 100.053N-O 1.20 1.19 1.18 1.21S-N 2.34 2.33 2.32 2.31S-C 1.81 1.81 1.81 1.78S-S 3.75 3.73 3.69 3.584N-O 1.19 1.21 1.18 1.20S-N 1.94/3.78 1.85/3.26 1.94/3.76 2.05/3.81S-C 1.81 1.79 1.81 1.81S-S 3.67 3.72 4.12 4.26

a3 y 4 sólo se 
al
uló la energía para la geometría optimizada 
on MP2.
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Tabla III.3.3: Energías relativas a los rea
tivos en k
al/mol, los valores 
ontienen la 
orre

ión zpe y térmi
a (298 K).Espe
ie BP86/6-31G** B3LYP/6-31G** B3LYP/6-311+G* MP2/6-31G** CCSD/6-31G** CBS-QB3/6-311+G*Rea
tivos (1+2) 0 0 0 0 0 0Pre-
omplejo (5) -19.07 -14.50 -10.16 -11.73 - -11.6Intermediario(3) -24.94 -20.55 -15.30 -15.85 -10.20 -15.3ET (4) -15.06 -10.95 -7.08 -7.64 -6.92 -7.1
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Figura III.3.6: Otras espe
ies 
onsideradas para la rea

ión de transnitrosa
ión, B3LYP/6-311+G*.

otros aspe
tos de esta rea

ión, 
omo el efe
to de la solvata
ión y la rea
tividad frente adiferentes nu
leó�los. Como prueba de esto en el año 2006 otro grupo de investiga
ión publi
óun trabajo donde utilizan este modelo para el estudio de otros aspe
tos y obtienen resultadossimilares a los que aquí se informan para la rea

ión de transnitrosa
ión en parti
ular [27℄.(Figura III.3.7) Nótese que 
on el modelo de solvata
ión CPCM el intermediario resultaser bastante más estable en solu
ión 
omparado 
on los modelos PCM e IPCM. En estetrabajo, también 
al
ulan el per�l en a
etonitrilo (medio menos polar que el agua) y 
omo sepuede ver en la Figura III.3.7 en
uentran que el intermediario es aún más estable, tal 
omohabíamos men
ionado previamente.

Figura III.3.7: Modelo de la rea

ión de transnitrosa
ión para el metiltiol propuesto por S
helegel [27℄.CBS-QB3/6-311G(2d,d,p), CPCM(
ondu
tor-like polarizable 
ontinuum model)
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ión de Transnitrosa
ión - El Me
anismoModelo SNO-CEE
Figura III.3.8: Esquema del modelo del CEE.El modelo simple permitió 
al
ular el per�l de la rea

ión tanto para el sistema aislado
omo en solu
ión y arrojó una eviden
ia importante: la existen
ia del intermediario planteadopara el sistema aislado y que su estabilidad depende fuertemente del medio. Con el objeto de
onsiderar una situa
ión más 
er
ana a la realidad y a lo que se puede medir en el laboratorio,se 
onsideró un modelo más 
omplejo, que sin ser demasiado 
ostoso 
omputa
ionalmente esfa
tible de ser estudiado desde el punto de vista experimental. Se debe tener en 
uenta que elmetiltiol es un gas y no hay trabajos experimentales, por lo menos en esta área, 
on el mismo.Se sele

ionó enton
es el sistema CEE/SNO-CEE, dado que 
omo se mostró en el 
apítuloanterior la SNO-CEE es posible de ser aislada 
omo sólido, es soluble en solventes orgáni
osy es relativamente estable 
omo para ser manipulada sin demasiadas 
ompli
a
iones.Se pro
edió de manera análoga al metiltiol y se obtuvo el per�l de rea

ión que se muestraen la Figura III.3.10. El intermediario y el estado de transi
ión resultaron ser muy similaresestru
turalmente (Tabla III.3.4). Sin embargo la distan
ia S-N no es exa
tamente igual,de modo que a diferen
ia de lo que o
urrió para el 
aso del metiltiol, no es perfe
tamentesimétri
o, a esto se le debe sumar el he
ho que la CEE tiene un 
entro quiral por lo queexisten dos enantiómeros (L y D). Dado que el enantiómero relevante a nivel biológi
o esel L, los 
ál
ulos se hi
ieron para éste, por lo que la espe
ie intermedia no tiene simetríarespe
to al plano que 
ontiene por la unión N-O y que se muestra en la Figura III.3.9. Esprobable que los efe
tos estéri
os y la menor simetría presentes en el 
aso de este sistemamodelo y ausentes para el metiltiol, sean los responsables de la diferen
ias en las unionesS-N. Según se puede observar en el per�l de rea

ión obtenido (Figura III.3.10), a diferen
iade lo que o
urre para el modelo anterior, aquí el pre
omplejo no fue en
ontrado sobre lasuper�
ie de energía poten
ial. La barrera resultó ser mayor para este modelo tanto parael sistema aislado (9.81 k
al/mol) 
omo en solu
ión (19.4 k
al/mol). Por otro lado, al igualque para el modelo del metiltiol se en
ontró que la estabilidad del intermediario aumentanotablemente al variar la polaridad del solvente, tal 
omo se muestra en la Figura III.3.10,al pasar de agua (PCM) al sistema aislado [28℄.
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Figura III.3.9: Intermediario de la rea

ión de transnitrosa
ión para el modelo CEE/SNO-CEE, en verdese señalan los 
arbonos quirales.

Figura III.3.10: Per�les de energía en va
ío y solu
ión para la rea

ión de transnitrosa
ión para SNO-CEE/CEE, B3LYP/6-311+G*. Sistema aislado(negro) y PCM: agua (rojo).
III.3.2. Medida experimental de la 
onstante de velo
i-dad y la energía de a
tiva
ión.Se estudió la rea

ión de transnitrosa
ión para el sistema CEE/SNO-CEE. En bibliografíase puede en
ontrar mu
ha informa
ión sobre rea

iones de este tipo donde lo que se estudiaes la transnitrosa
ión entre el tiol y el S -nitrosotiol derivado del mismo [20, 21, 29, 30℄. Sibien existe mu
ha informa
ión en 
uanto a 
onstantes de velo
idad, no hay valores medidospara los parámetros de a
tiva
ión de esta rea

ión.
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Tabla III.3.4: Parámetros estru
turales para ambos modelos, B3LYP/6-311+G*.SNO-Me SNO-CEE (MeS)2NO (CEE)2NO ET (MeS−/SNO-Me) ET (CEE−/SNO-CEE)distan
ias (Å)S2-N 1.862 1.877 2.321 2.397 1.946 2.059S1-N 2.325 2.241 3.761 3.691S-S 3.696 3.642 4.122 4.844ángulos (grados)O-N-S2 117.328 116.640 108.858 110.876 117.875 113.019O-N-S1 108.758 108.182 81.893 91.308N-S2-C2 101.971 101.607 93.888 94.324 98.045 95.871N-S1-C1 93.982 93.235 75.572 77.334
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onstante de velo
idad y la energía de a
tiva
ión. 83Condi
iones experimentales y 
onsidera
iones realizadas para las 
i-néti
as.La rea

ión de transnitrosa
ión a largo plazo termina originando diversos produ
tos de-pendiendo fundamentalmente de la rela
ión RS−/RSNO, la presen
ia de oxígeno y la pre-sen
ia de trazas de metales. En la Figura III.3.11 se muestran las distintas vías propuestaspara esta rea

ión en el 
aso parti
ular del glutatión en ausen
ia y presen
ia de oxígeno.Teniendo en 
uenta las diferentes vías que puede tomar la rea

ión y que el paso lento es laforma
ión de la espe
ie 3, la manera más apropiada de abordar el estudio experimental dela 
inéti
a para esta rea

ión, 
onsiste en trabajar en ex
eso de tiol y ausen
ia de oxígeno.Por lo tanto, toda la espe
ie intermedia formada se 
onsume rápidamente rea

ionando 
onel ex
eso de tiol tal 
omo representa la vía remar
ada en la Figura III.3.11 (�e
ha de 
olorverde) de modo que se puede seguir la 
inéti
a midiendo el de
aimiento de la absorban
iade la SNO-CEE que es la úni
a espe
ie 
oloreada.

Figura III.3.11: Vías 
ompetitivas para el sistema GSH/GSNO.La presen
ia de trazas de metales desempeña un rol 
lave en la rea

ión, de modo quefue ne
esario ajustar la 
antidad de EDTA ne
esaria para minimizar la des
omposi
ión de laSNO-CEE 
atalizada por metales. Esto se 
orroboró midiendo la absorban
ia a 343 nm (verespe
tro SNO-CEE, Figura III.2.2, pág. 63) 
ontrolando su estabilidad durante el intervalode tiempo en que se midió la rea

ión de interés, de esta forma se asegura que lo que se estámidiendo es la transnitrosa
ión y no otro evento.Otro tema importante, es la dependen
ia 
on el pH, todos los estudios se realizaron uti-lizando bu�er de fosfato pH=7.4, 
on el agregado de EDTA. Es importante des
artar quelos fosfatos intervengan en la rea

ión [31℄, 
on este �n se midieron algunas 
inéti
as utili-zando bu�er Tris-HCl obteniéndose idénti
os resultados. Un he
ho que 
ompli
a el estudio
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ión de Transnitrosa
ión - El Me
anismoes la existen
ia de varias espe
ies según el pH 
on sus respe
tivos equilibrios y K aso
iadas[32, 33℄. Tal 
omo se observa en la Figura III.3.12, existen 
uatro espe
ies, de las 
uales lasque se 
onsideran rea
tivas son B y D (espe
ies tiolato). Al pH al 
ual se trabajó se estimaque un 21% 
orresponde a B+D. Re
ordemos (E
. III.3.3), que dada la dependen
ia 
on elpH la 
onstante medida es una 
onstante observada que 
ontiene el valor de las 
onstantesde equilibrio 
orrespondientes y la 
on
entra
ión de protones.
[B + D] =

(

[H+]Ka + KaKb

[H+]2 + [H+]Ka + [H+]Kc + KaKb

)

[RSH ]T (III.3.4)
kobs = k

(

[H+]Ka + KaKb

[H+]2 + [H+]Ka + [H+]Kc + KaKb

) (III.3.5)

Figura III.3.12: Diagrama de espe
ia
ión para CEE. (pKa=7.45, pKb=8.41, pK
=6.77, pKd=9.09).[32℄Valores experimentales de kobs y parámetros de a
tiva
ión: 
ompa-ra
ión 
on los 
al
ulados.Se midieron distintas kobs en el rango de temperaturas de 25-45◦C. La 
onstante develo
idad medida a 26 ◦C fue kobs=15.6 ± 0.2 x 10−3 M−1s−1 (pH=7.4). El valor en
ontrado
on
uerda 
on valores reportados para rea

iones de transnitrosa
ión de tioles en solu
ióna
uosa [29℄. Con el objeto de determinar la energía de a
tiva
ión para la rea

ión se utilizóla e
ua
ión de Arrhenius:
k(T ) = Ae−Ea/RT (III.3.6)donde Ea es la llamada energía de a
tiva
ión, A es el fa
tor preexponen
ial y R es la
onstante de los gases. Si se linealiza esta expresión y se gra�
a ln k versus 1/T, de la
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onstante de velo
idad y la energía de a
tiva
ión. 85pendiente de la re
ta gra�
ada se obtiene el valor para Ea (Figura III.3.13).El valor experimental en
ontrado para la energía de a
tiva
ión fue 22.7 ± 0.2 k
al/mol(Figura III.3.13). Este es el primer valor de energía de a
tiva
ión reportado para transni-trosa
ión, y 
on
uerda bastante bien 
on el estimado por los 
ál
ulos (19.4 k
al/mol) [28℄.Ha
iendo uso de la Teoría del Estado de Transi
ión (TET):
k(T ) =

kBT

h
e−(∆G 6=/RT ) (III.3.7)donde kB es la 
onstante de Boltzman y h la 
onstante de Plan
k, linealizando estae
ua
ión y gra�
ando se obtienen los parámetros de a
tiva
ión. Se obtuvieron los siguientesvalores ∆H 6== 22.2 ± 0.9 k
al/mol y ∆S 6== -8.5 ± 3.1 
al/K mol. El signo obtenido para

∆S 6=es 
onsistente 
on el tipo de rea

ión que se está estudiando (E
. III.3.8):
R′SNO + RS−

⇋ [R′S(NO)SR]− (III.3.8)

Figura III.3.13: Grá�
o de Arrhenius para la rea

ión de transnitrosa
ión CEE/SNO-CEE.
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ión de Transnitrosa
ión - El Me
anismoExperimentalRea
tivos. La L-
isteína etil ester (CEE) fue obtenida de Sigma Aldri
h. La SNO-CEE fue preparada tal 
omo sedes
ribió en la parte experimental de la se

ión anterior, ver páginas 68-69. En todos los experimentos se utilizóagua MilliQ y se trabajó en ausen
ia de oxígeno.Instrumenta
ión. Los espe
tros UV-Visible fueron tomados en un espe
trómetro Hewlett Pa
kard 8453 
onarreglo de diodos empleando una 
elda de 
uarzo de 1 
m de 
amino ópti
o. Se utilizó el termostato RC6 LAUDApara el 
ontrol de la temperatura. Se 
ontroló el pH utilizando el pHmetro Metrohm 744 PH meter.Medidas de las 
onstantes de velo
idad. Todas las medi
iones 
inéti
as fueron realizadas en bu�er de fosfato(pH=7.4, 0.5M) y EDTA (10 mM). Previo a 
ada medida se preparó una solu
ión fres
a de SNO-CEE, 
uya
on
entra
ión fue �jada en 1x10−3M y 
on�rmada espe
tros
ópi
amente a través de la medida de la absorban
iaa 343 nm. Se utilizó ex
eso de CEE (0.1M) 
on el objetivo de trabajar en 
ondi
iones de pseudorden. La rea

iónse siguió midiendo el de
aimiento de la absorban
ia a 343 nm. En todos los 
asos se observó un ex
elente ajustea primer orden y una buena reprodu
ibilidad de los valores obtenidos. A 25 ◦C, la rea

ión se 
ompleta en sutotalidad aproximadamente a los 15 minutos. El pro
esamiento de los datos se realizó utilizando el programaOriginPro 7.5.Medida de la energía de a
tiva
ión. Las medidas de las 
onstantes de velo
idad se realizaron tal 
omo sedetalló en el párrafo anterior, se termostatizó ade
uadamente las solu
iones, se tuvo en 
uenta la varia
ión delpH 
on la temperatura a través de la prepara
ión de diferentes bu�ers según la temperatura medida. La medi
iónse realizó por dupli
ado en forma independiente para 
ada medida.Simula
ión Computa
ionalTodos los 
ál
ulos realizados fueron llevados a 
abo utilizando el paquete Gaussian98, las geometrías fueronoptimizadas utilizando diferentes métodos y bases 
omo MP2/6-31G**, CCSD/6-31G**, DFT (BP86/6-31G**,B3LYP/6-31G** y /6-311+G*), CBS-QB3/6-311+G*. Cada punto esta
ionario en
ontrado sobre la super�
iede energía poten
ial fue 
ara
terizado a través de un 
ál
ulo de modos normales. La búsqueda del estado detransi
ión se llevó a 
abo mediante el uso del algoritmo TS y QST desarrollado por S
hlegel. El solvente fuemodelado 
omo un 
ontinuo utilizando el método PCM y IPCM, previamente des
ripto.



III.4Dete

ión y 
ara
teriza
iónteóri
o-experimental del intermediariode rea

ión.

En esta se

ión nos o
uparemos espe
í�
amente del intermediario de la rea

ión de trans-nitrosa
ión. En la se

ión anterior mediante el uso de 
ál
ulos 
omputa
ionales, se 
onstruyóel per�l de rea

ión identi�
ando los rea
tivos, el intermediario y el estado de transi
ión, yse mostraron las medidas experimentales para la 
onstante de velo
idad y los parámetros dea
tiva
ión.III.4.1. Eviden
ia experimental previa en fase gaseosaEs ne
esario men
ionar, que ya en el año 2001 se había sugerido la existen
ia de esteintermediario, y se presentaba 
omo prueba la eviden
ia experimental obtenida medianteespe
trometría de masa, en parti
ular ESI+-MS. En di
ho trabajo se realizó la rea

ión entreuna enzima (Aldosa Redu
tasa), en 
uyo sitio a
tivo se en
uentra una 
isteína (Cys-298), yel S -nitrosotiol SNAP. Esta enzima, 
uya fun
ión es la redu

ión NADPH dependiente de87
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ión y 
ara
teriza
ión teóri
o-experimental del intermediario de rea

ión.una gran variedad de sustratos, 
esa su fun
ión por inhibi
ión al formarse la SNO-Cys-298o al oxidarse la Cys-298 a disulfuro [34℄. Luego, en el año 2003 apare
ió juntamente 
on elmodelo teóri
o del metiltiol otra eviden
ia también suministrada por la espe
trometría demasa, en este 
aso para la rea

ión NAP/SNAP [26℄. En la Figura III.4.1 se muestran di
hosespe
tros de masa.

Figura III.4.1: Eviden
ia de la existen
ia del intermediario en fase gaseosa. (A) Rea

ión para la AldosaRedu
tasa (AR) y SNAP. (B) Rea

ión para NAP/SNAP.Dado que la eviden
ia experimental existente ha
ía referen
ia a la fase gaseosa, se de
i-dió bus
ar eviden
ia de este intermediario en solu
ión. Para esto se debieron sele

ionar las
ondi
iones apropiadas en 
uanto a; solvente, rela
ión de 
on
entra
iones, método espe
tros-
ópi
o, entre otras.III.4.2. Dete

ión del intermediario: 
ondi
iones experi-mentales y té
ni
as de RMN.Se tuvieron en 
uenta las siguientes 
uestiones:El solvente. A partir de la experien
ia a
umulada en los dos se

iones anteriores (III.2y III.3) se sabía que:Metanol: la síntesis del SNO-CEE se realiza en metanol, en este solvente resulta serbastante estable a temperatura ambiente (1-2 días).Agua: es bastante inestable una vez disuelto en agua, se des
ompone 
asi en su totalidadal 
abo de 2-3 horas a temperatura ambiente. Por ejemplo al tomar las medidas 
inéti
as, elSNO-CEE debió ser alma
enado sobre hielo o en el freezer para poder ser usado durante eltrans
urso de un par de horas sin que se des
omponga.Rela
ión de 
on
entra
iones. Para favore
er la forma
ión y permanen
ia del inter-mediario y retrasar su desapari
ión por otras vías, la rela
ión 1:1 de CEE/SNO-CEE seríaen prin
ipio ade
uada.



III.4.2. Dete

ión del intermediario: 
ondi
iones experimentales y té
ni
as de RMN. 89Cál
ulos 
omputa
ionales. Para el modelo del metiltiol, los 
ál
ulos sobre el interme-diario, indi
aban un 
orrimiento de 56 
m−1 ha
ia fre
uen
ias menores para el estiramientode la unión N-O 
on respe
to al mismo estiramiento para el RSNO, y de 52 
m−1 para elmodelo de la CEE. De este modo, si 
onsideramos el valor experimental informado para laSNO-CEE (νNO: 1556 
m−1), el valor para el intermediario debería apare
er alrededor de los1500 
m−1. Asimismo, los desplazamientos quími
os 
al
ulados para los espe
tros de RMN
1H, 13C y 15N, eviden
iaban diferen
ias, siendo más notoria la diferen
ia para el 
aso del 15NRMN (-288 ppm tomando 
omo referen
ia la señal para SNO-CEE) .Té
ni
a experimental de dete

ión. En prin
ipio, las té
ni
as de FTIR, UV-Visibley RMN serían poten
iales herramientas para la dete

ión del intermediario.Los primeros intentos para la dete

ión del intermediario se realizaron en ambos solventesha
iendo uso de las distintas té
ni
as en rela
ión 1:1 de CEE/SNO-CEE y a temperaturaambiente. En agua, se trabajó en bu�er (pH=7.4) y EDTA, pero no se en
ontró eviden
iaalguna de la existen
ia del intermediario por ninguna de las tres té
ni
as men
ionadas. Deigual modo, en metanol no se logró dete
tar el intermediario a través de FTIR y UV-Visible,sin embargo por medio de la té
ni
a de RMN se observaron indi
ios reprodu
ibles de supresen
ia.
1H RMN, 13C RMN, 13C DEPT-135, COSY y HETCOR.Cuando se realizó la rea

ión tal 
omo se detalla en la parte experimental de esta se

ión,se observó la apari
ión de nuevas señales en el espe
tro 1H RMN que luego de varias horasa temperatura ambiente desapare
ieron, dando lugar a la forma
ión de produ
tos. En laFigura III.4.2 se muestra el espe
tro 
ompleto para la rea

ión 1:1. Se puede observar queapare
en nuevas señales, la señal que 
orresponde al (-SCH 2), 
ambia su patrón y levementesu desplazamiento 
on respe
to a la CEE, y es importante notar que se trata de dos señalessuperpuestas que pueden ser fá
ilmente de
onvolu
ionadas, ver Figura III.4.3. También sepuede observar que si el espe
tro se adquiere inmediatamente luego de realizada la mez
la(mantenida a 0◦C), la presen
ia de disulfuro es mínima.1Se utilizaron diversas té
ni
as de RMN 
on el �n de asignar las señales. (Figura III.4.4a y b, Figura III.4.5 y III.4.6). Es importante notar que la nueva señal 
orrespondiente al(-SCH 2) 
orrela
iona 
on dos señales del espe
tro 13C RMN, ver Figuras III.4.4 y III.4.5.En lo que respe
ta al triplete que apare
e en 2.5 ppm se re
urrió a la ayuda de los espe
trosbidimensionales para su asigna
ión, éstos propor
ionaron la siguiente informa
ión:1. HETCOR: no se observa 
orrela
ión 
on ningún 
arbono, por lo que se trata de un H1Los espe
tros para CEE, SNO-CEE y el disulfuro se mostraron previamente en la se

ión III.2.



90 III.4. Dete

ión y 
ara
teriza
ión teóri
o-experimental del intermediario de rea

ión.que no está unido a 
arbono.2. COSY: se observa 
orrela
ión 
on el -SCH 2. Tiene 
omo ve
ino un -CH2.
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Figura III.4.2: Espe
tro 1H RMN para la rea

ión junto 
on la asigna
ión 
orrespondiente (A), estru
turade las diferentes espe
ies presentes en la rea

ión (B). 500 MHz, solvente: CD3OD, referen
ia: señal residualdel solvente (3.31 ppm).Dada la informa
ión aportada por los espe
tros bidimensionales, se 
on
luyó que muyprobablemente la señal 
orrespondería a un S-H. Es de
ir, por alguna razón ahora algún S-Hno se inter
ambia 
on el solvente 
omo sí o
urría para el CEE sola, donde apenas se ve una



III.4.2. Dete

ión del intermediario: 
ondi
iones experimentales y té
ni
as de RMN. 91señal muy an
ha en esta región del espe
tro (Figura III.2.3, se

ión III.2). En las FigurasIII.4.5 y III.4.6, se observan los respe
tivos espe
tros junto 
on la asigna
ión y el 
ódigo de
olores para las distintas espe
ies presentes en la rea

ión.
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es S-N más largo (de a
uerdo
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ál
ulos des
riptos previamente), se postula que las señales para elintermediario serían muy pare
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92 III.4. Dete

ión y 
ara
teriza
ión teóri
o-experimental del intermediario de rea

ión.intera

ión del intemediario 
on alguna molé
ula de CEE, sería responsable de que su S-Hno se inter
ambie 
on el solvente.Si bien se han presentado indi
ios de la existen
ia de una espe
ie intermediaria, la pruebamás 
on
luyente se 
onsiguió a través de la espe
tros
opía 15N RMN.
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Figura III.4.7: Estru
tura posible del intermediario en metanol.
III.4.3. Dete

ión por 15N RMN - Asigna
ión asistida por
ál
ulosCon el propósito de lograr una prueba 
on
luyente de la existen
ia de este intermediarioen solu
ión, se de
idió trabajar 
on el SNO-CEE enrique
ido en el isótopo 15N y previamente
ara
terizado por medio esta té
ni
a (Se

ión III.2.2, pág. 66-67). Se realizó la rea

ión deigual modo y se tomó el espe
tro de 15N RMN. (Figura III.4.8) Se observó 
laramentela presen
ia del SNO-CEE (392.57 ppm referen
ia nitrometano) y otra señal (41.06 ppm,referen
ia: nitrometano o -351 ppm, referen
ia: SNO-CEE).

Figura III.4.8: Espe
tro 15N RMN, SNO-CEE (392.57 ppm) e intermediario (41.06 ppm). Referen
iaexterna: NaNO2 (232 ppm respe
to a nitrometano)Esta señal fue asignada al intermediario y avalada mediante 
ál
ulos 
omputa
ionaleslos que predijeron un 
orrimiento de -288 ppm, tomando 
omo referen
ia el SNO-CEE. Losresultados obtenidos por esta espe
tros
opía resultaron ser reprodu
ibles [28℄. Es importantemen
ionar que en el espe
tro �nal ninguna de estas señales se halló presente, y se observó una



III.4.4. Efe
tos 
ausados por la presen
ia de oxígeno. 97úni
a señal a -353 ppm (referen
ia: nitrometano), zona donde apare
e el amonía
o, produ
topropuesto de la rea

ión del intermediario por diferentes vías (Figura III.3.11).
III.4.4. Efe
tos 
ausados por la presen
ia de oxígeno.El intermediario se termina des
omponiendo originando diferentes produ
tos que ya he-mos men
ionado previamente. Hasta aquí, todos los experimentos se hi
ieron en ausen
iatotal de oxígeno, en tales 
ondi
iones el úni
o produ
to observado por 1H y 13C RMN fueel disulfuro, por 15N RMN amonía
o y por espe
trometría de masa NO y N2O 2. (FiguraIII.4.9)Con el objeto estudiar el efe
to del oxígeno y de veri�
ar las 
ondi
iones experimentalesde trabajo, se quiso saber de qué forma afe
taba a esta rea

ión y a los produ
tos observados,la presen
ia del mismo. Se de
idió enton
es trabajar en presen
ia de éste. En las FigurasIII.4.10 y III.4.11, se muestran los espe
tros 1H RMN, en los mismos se puede observar losiguiente:

Las señales que eviden
ian la presen
ia del intermediario siguen apare
iendo (FiguraIII.4.10).
Inmediatamente 
omienzan a apare
er señales nuevas y 
laramente diferentes a las deldisulfuro (Figura III.4.10 : 
ír
ulo y III.4.11).2Los gases NO y N2O , fueron dete
tados para la rea

ión realizada en metanol a temperatura ambienteen ausen
ia de oxígeno luego de 10 horas, la determina
ión se realizó en forma semi
uantitativa indi
andoaproximadamente un 20% de 
ada gas.
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Figura III.4.9: Produ
tos de des
omposi
ión en ausen
ia de oxígeno. 1H RMN (A), 15N RMN (B). 500MHz, solvente: CD3OD, referen
ia: pi
o residual del solvente (3.31 ppm).Este he
ho es interesante, ya que demuestra que el intermediario se forma y sigue siendoestable en este medio, aunque según lo observado, mu
ho menos que en ausen
ia de oxígeno.Una diferen
ia notable es que al �nal de la rea

ión, en presen
ia de oxígeno se obtuvouna sustan
ia amarilla vis
osa, mientras que en ausen
ia del mismo la solu
ión resultó serprá
ti
amente in
olora. También fue posible notar 
laras diferen
ias organolépti
as 
on res-pe
to a la rea

ión sin oxígeno. En presen
ia de oxígeno se pudo per
ibir un olor pi
ante
ara
terísti
o de los a
rilatos o sulfoa
rilatos. De modo que se prestó espe
ial aten
ión ala zona de 
ampos bajos en el espe
tro de 1H RMN. Efe
tivamente se observaron señales
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Figura III.4.10: Rea

ión de transnitrosa
ión en presen
ia de oxígeno. RMN 1H, 500 MHz, solvente:CD3OD, referen
ia: señal residual del solvente (3.31 ppm).muy po
o intensas, debido seguramente a la volatilidad del/los 
ompuestos aso
iados a es-tas, 
orrespondientes a dobles enla
es y posiblemente asignables a tales espe
ies. Si bien nose identi�
aron estos 
ompuestos, en la �gura III.4.11 B se muestran posibles estru
turas,donde X podría ser el grupo -NH2, también podrían 
onsiderarse posibles las estru
turasque resultan de la desesteri�
a
ión. La pregunta que surge en forma inmediata es, ¾
ómo seformaron estos 
ompuestos?.Este tipo de produ
tos no han sido informados previamente en literatura 
omo 
onse-
uen
ia de una rea

ión de transnitrosa
ión. Aunque una publi
a
ión del año 1992 [35℄ ha
emen
ión de los a
rilatos 
omo produ
tos de des
omposi
ión de episulfuros o tioepóxidos ori-ginados a partir de la rea

ión de varios tioles 
on ex
eso de nitrito. Entre éstos, se en
ontródes
ripta la forma
ión del episulfuro por rea

ión de la CEE 
on ex
eso de nitrito. Este tra-bajo llevó ha
ia otro anterior del año 1978 [36℄, donde se sintetizaban los tioepóxidos y se los
ara
terizaba espe
tros
ópi
amente. En este trabajo se en
ontró la asigna
ión espe
tros
ó-pi
a 1H RMN para el tioepóxido derivado de la CEE en CDCl3, 
uriosamente se lo des
ribía
omo un líquido vis
oso amarillo (λmax=215(ε530) y 280( ε110) nm ). En el espe
tro de 1HRMN se observó muy 
laramente señales a 2.70 (1H, dd, j:1.0Hz y 6.0 Hz) y a 2.79 (1H, dd,j:1.0 Hz y 4.9 Hz) idénti
as a las informadas en el trabajo publi
ado, las demás señales tal
omo se puede observar en la Figura III.4.11 no están en una zona limpia del espe
tro (apa-re
e también el disulfuro).También se debe men
ionar que 
uando se midieron los produ
tospara la rea

ión en presen
ia de oxígeno por espe
trometría de masas, se dete
tó NO, varios



100 III.4. Dete

ión y 
ara
teriza
ión teóri
o-experimental del intermediario de rea

ión.fragmentos orgáni
os ( 10-18 y 33-46 m/z) y prá
ti
amente nada de N2O.3
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Figura III.4.11: Produ
tos en presen
ia de oxígeno. Episulfuro, disulfuro y otros produ
tos (A), amplia
ióna 
ampos bajos, produ
tos insaturados (B). RMN 1H, 500 MHz, solvente: CD3OD, referen
ia: CH3CN (2.06ppm).Dos puntos interesantes se deprenden de este análisis:La presen
ia de oxígeno se eviden
ia fá
ilmente a través de la presen
ia de estos pe
u-liares produ
tos, episulfuros y a
rilatos.Es la primera vez que se proponen estos produ
tos 
omo 
onse
uen
ia de la rea

iónde transnitrosa
ión. Estos produ
tos son de gran relevan
ia biológi
a ya que es posibleque se formen naturalmente y pueden poseer propiedades dignas de ser investigadas.En la Figura III.4.12 se muestra un esquema que muestra informa
ión re
opilada de biblio-grafía junto 
on vías propuestas a raíz de este trabajo. En verde se muestran los produ
tos3La rea

ión fue realizada en idénti
as 
ondi
iones, en metanol a temperatura ambiente en presen
ia deoxígeno.



III.4.4. Efe
tos 
ausados por la presen
ia de oxígeno. 101de los que, a través de las distintas té
ni
as espe
tros
ópi
as, se ha tenido indi
ios de supresen
ia en este trabajo. En la parte superior se muestran las vías operativas en presen
iade oxígeno, se muestra también el 
aso parti
ular 
uando R=CEE. Para este 
aso se generanlos produ
tos antes des
riptos, o bien 
omo 
onse
uen
ia de la rea

ión de transnitrosa
ión opor des
omposi
ión del RSNO en presen
ia de oxígeno. El me
anismo propuesto para el 
asoR=CEE, se basa en la referen
ia bibliográ�
a 
orrespondiente a la obten
ión de los episul-furos a partir de tioles en presen
ia de ex
eso de nitrito. En la parte inferior del diagrama semuestran tres vías propuestas que serían importantes en ausen
ia de oxígeno, dos de ellas (Iy II) impli
an la rea

ión del intermediario 
on el tiol 
on el que se en
uentra en equilibrio;la otra vía (III) involu
ra radi
ales. Es importante re
ordar que el estudio de los produ
tosde des
omposi
ión originados 
omo 
onse
uen
ia de la rea

ión de transnitrosa
ión tantoen ausen
ia 
omo en presen
ia de oxígeno surgió 
omo una 
uriosidad ajena al objetivo deltrabajo, por lo que no se presenta un estudio detallado.



102 III.4. Dete

ión y 
ara
teriza
ión teóri
o-experimental del intermediario de rea

ión.

Figura III.4.12: La rea

ión de transnitrosa
ión y las diferentes viás que operan en la des
omposi
ión delintermediario. RSH representa diferentes tioles estudiados, en verde se muestran los produ
tos identi�
adospara el 
aso de la rea

ión CEE/SNO-CEE.



III.4.4. Efe
tos 
ausados por la presen
ia de oxígeno. 103ExperimentalRea
tivos. La L-
isteína etil ester (CEE) fue obtenida de Sigma Aldri
h. La SNO-CEE fue preparada tal 
omo sedes
ribió en la parte experimental de la se

ión anterior, ver página 69. Los solventes deuterados fueron obtenidosde Sigma Aldri
h.Instrumenta
ión y Medidas. Los diferentes espe
tros de RMN fueron adquiridos para la rea

ión in situ, las
on
entra
iones de CEE y SNO-CEE fueron ambas �jadas en 0.1M, la rea

ión se realizó en CD3OD sin 
ontrolde pH. Los espe
tros de 15N RMN fueron medidos a 50.68 MHz, se tomaron 6150 transientes 
on un tiempode relaja
ión de 5 segundos. Se referen
ió externamente 
on Na15NO2 disuelto en el mismo solvente (232 ppmrespe
to a nitrometano). Las medidas de espe
trometría de masa se realizaron para la rea

ión en propor
iones1:1 CEE y SNO-CEE, en metanol, a temperatura ambiente, bajo atmósfera de argón y en presen
ia de oxígeno.Simula
ión Computa
ionalTodos los 
ál
ulos realizados fueron llevados a 
abo utilizando el paquete Gaussian98, partiendo de la estru
-tura del intermediario previamente optimizada se realizó el 
ál
ulo de modos normales y se utilizó el método GIAO(Gauge-Independent Atomi
 Orbital) para el 
ál
ulo de los desplazamientos quími
os, ver metodología general.
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ara
teriza
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o-experimental del intermediario de rea

ión.



III.5Con
lusiones y preguntas abiertasA lo largo de esta primera parte de los resultados (III), se ha presentado el estudiode los RSNOs 
omo molé
ulas alma
enadoras y transportadoras del NO. Hemos visto suspropiedades y rea
tividad, aspe
to fundamental para entender los fa
tores que 
ondi
ionansu poten
ial 
omo molé
ulas que alma
enan y preservan las fun
iones aso
iadas al NO.En lo que respe
ta al transporte de esta molé
ula, hemos visto que la rea

ión de transni-trosa
ión desempeña un rol fundamental, se ha presentado un estudio teóri
o-experimentaldel me
anismo a través del 
ual o
urre la misma, en lo que a esto respe
ta se han he
ho lossiguientes aportes:Medida de los parámetros de a
tiva
ión, los que no estaban informados. El 
ono
erestos valores es de suma importan
ia ya que brinda la posibilidad de 
omparar estepro
eso 
on otros pro
esos rea
tivos donde están involu
rados los RSNOs.Identi�
a
ión y 
ara
teriza
ión del intermediario en solu
ión.Es importante notar que la estrategia teóri
o-experimental abordada para el estudio de estarea

ión resultó 
omplementarse en forma ade
uada, sirviendo de guía para la sele

ión delas 
ondi
iones experimentales apropiadas.Tal 
omo se ha mostrado a lo largo de esta parte, trabajar experimentalmente 
on los tio-les/S -nitrosotioles no fue una tarea sen
illa debido a su extremada sensibilidad a numerososfa
tores. Si bien todo el estudio se realizó en ausen
ia de oxígeno, 
on el objeto de mostrarel efe
to del mismo se trabajó en presen
ia de éste, demostrando que pequeñas 
antidadesse eviden
ian muy fá
ilmente a través de los produ
tos obtenidos. Si bien el objetivo no
onsistió en analizar exhaustivamente los produ
tos que apare
en 
omo 
onse
uen
ia de estarea

ión, se ha mostrado que para esta rea

ión de transnitrosa
ión en parti
ular, apare
enprodu
tos 
omo los episulfuros y a
rilatos que hasta el momento no habían sido informa-dos. A
tualmente han apare
ido algunas publi
a
iones a
er
a de episulfuros derivados de la105



106 III.5. Con
lusiones y preguntas abiertasCEE [37℄, éstos son 
onsiderados piezas fundamentales en la síntesis de inhibidores de las
istein-proteasas.Para �nalizar, si bien hemos logrado responder varias de las preguntas que nos hemosformulado, mu
has otras han quedado abiertas. En lo que a esto respe
ta dos puntos soninteresantes de mar
ar:1. La fuerte dependen
ia del per�l de rea

ión 
on el solvente, es atra
tivo desde el puntode vista quími
o y debería ser abordado a través de otra metodología donde se 
onsidereal solvente en forma explí
ita.2. Los produ
tos que se obtienen 
omo resultado de la rea

ión de transnitrosa
ión en pre-sen
ia de oxígeno para el 
aso parti
ular CEE/SNO-CEE son interesantes y deberíanser 
uanti�
ados y 
ara
terizados.
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IV.1Síntesis, aislamiento, y propiedades
En la introdu

ión general (I.1.2), hemos hablado del NO y su unión a 
omplejos metáli
ospara formar 
omplejos de nitrosilo. Debido a que el NO+ se 
omporta 
omo un ele
tró�lofuerte, el NO2

− y HNO2 se forman muy rápidamente y resultan ser las espe
ies dominantesen solu
ión a
uosa, mientras que la 
on
entra
ión de NO+ es extremadamente baja [1℄. Sinembargo, el NO+ es estabilizado al 
oordinarse a 
omplejos metáli
os, y este he
ho otorgala posibilidad de explorar la rea
tividad del NO+ 
oordinado en diversas situa
iones. Porejemplo en el 
aso de la adi
ión de un nu
leó�lo Nu:
ML5(NO+) + Nu−

⇋ {ML5N(O)Nu} (IV.1.1)La termodinámi
a y 
inéti
a aso
iada a la rea

ión mostrada en la E
.IV.1.1 va a depen-der del metal (M), el ligando (L) y el nu
leó�lo (Nu). La rea

ión de nitrosilos metáli
os 
onnu
leó�los ha sido extensamente estudiada para diferentes metales y nu
leó�los. En el 
asoparti
ular que el nu
leó�lo es un tiolato (RS−) el 
omplejo obtenido sería {ML5N(O)SR},este 
omplejo puede ser pensado 
omo un RSNO 
oordinado a un 
entro metáli
o y la pre-gunta que surge es: ¾Se estabiliza el RSNO por 
oordina
ión al 
entro metáli
o?Los RSNOs libres, tal 
omo hemos men
ionado en la se

ión III.1, son muy inestablesy se des
omponen térmi
amente 
on mu
ha fa
ilidad. La estabiliza
ión de los RSNOs vía
oordina
ión propor
ionaría la posibilidad de estudiar RSNOs que debido a su inestabilidadson difí
iles de 
ara
terizar de modo de:Obtener informa
ión estru
tural.Inspe

ionar los fa
tores que 
ondi
ionan su estabilidad y rea
tividad.113



114 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadesIV.1.1. S -nitrosotioles 
oordinados a 
omplejos metáli-
os: ante
edentesEn las se

iones III.1-2 hemos visto que los S -nitrosotioles se obtienen por rea

ión deltiol (RSH) 
on algún agente nitrosante[2℄. Se 
ono
en varios agentes nitrosantes[3℄, entreellos podemos nombrar:NO, en presen
ia de a
eptores de ele
trones.Sales del ión nitrosonio, Ej:NOBF4Á
ido nitroso.Nitritos inorgáni
os y orgáni
os.Nitrosilos metáli
os, et
.En los 
asos en los que el agente nitrosante es un nitrosilo metáli
o, el tiol intera

iona 
onel ligando nitrosilo dando 
omo resultado un S-nitrosotiol (-N(O)SR) 
oordinado a un 
entrometáli
o, {M-N(O)SR}, donde M es el metal.Un método ampliamente 
ono
ido que se ha utilizado para obtener S -nitrosotioles 
oor-dinados in situ [4, 5, 6, 7℄, 
onsiste en ha
er rea

ionar el tiolato libre 
on el ligando NO+
oordinado a un fragmento metáli
o, por ejemplo al [Fe(CN)5℄−3. Este método se ha ex-tendido a una gran variedad de 
omplejos metáli
os donde M=FeII , RuII , y OsII . En lamayoría de los 
asos estos 
omplejos son inestables y se des
omponen espontáneamente alos 
orrespondientes 
omplejos metáli
os y disulfuros, siendo el tiempo de vida medio delos mismos fuertemente dependiente de la estru
tura del tiol [8℄. Existe un gran número detrabajos publi
ados en lo referido a los 
omplejos [Fe(CN)5NO℄−2 , su rea

ión 
on tiolespara generar el adu
to [Fe(CN)5N(O)SR℄−3, y su posterior rea
tividad frente a nu
leó�los.Los trabajos en esta área, que serán 
itados a lo largo de esta se

ión, fueron realizados ensu mayoría por K. Sza
ilowski y Z. Stasi
ka, sin embargo se en
uentran también trabajosrealizados por F. Ron
aroli y J. Olabe.Surgió enton
es la inquietud de explorar esta rea

ión para el penta
loronitrosilirida-to(III) (K[IrCl5NO℄), un nitrosilo metáli
o que presenta algunas diferen
ias y pe
uliaridades
on respe
to a los nombrados anteriormente, entre las que podemos 
itar:1. Iner
ia (ter
era serie de transi
ión y mayor 
arga: M=IrIII).2. Valor más alto medido para la fre
uen
ia de estiramiento N-O: νN−O=2006 
m−1(KBr),[9℄he
ho que indi
a un fuerte 
ará
ter de nitrosonio (NO+).



IV.1.2. Rea

ión de K[IrCl5NO℄ 
on tioles: aspe
tos generales 1153. Altamente in�uen
iado por la naturaleza de los 
ontraiones y el solvente.Cuando M es iridio, en parti
ular 
uando se tiene el siguiente 
omplejo: K[IrCl5NO℄ y selo ha
e rea

ionar en a
etonitrilo 
on diferentes tioles se obtienen los 
orrespondientes S -nitrosotioles 
oordinados. A diferen
ia de lo que o
urre para los 
omplejos metáli
os nom-brados anteriormente, se obtiene un produ
to estable y por primera vez fue posible aislarnitrosotioles 
oordinados.IV.1.2. Rea

ión de K[IrCl5NO℄ 
on tioles: aspe
tos ge-neralesLa rea

ión se realizó para un grupo de tioles que fueron sele

ionados y sub-agrupadossegún el siguiente 
riterio:Tioles 
on grupos aromáti
os: su ele

ión radi
a en el he
ho de que los S-nitrosotiolesderivados de éstos son los más inestables 
ono
idos.Tioles de relevan
ia biológi
a: este grupo está integrado por derivados de la 
isteínasolubles en el solvente de rea

ión, y glutatión. La 
isteína junto 
on el glutatión sonlos referentes de los tioles en los sistemas biológi
os.Á
ido mer
aptosu

íni
o y derivado metil ester: sus S-nitrosotioles resultan ser losque más se estabilizan al 
oordinarse a 
entros metáli
os 
on M=Fe, Ru, por lo que
onstituyen un punto de 
ompara
ión 
on los 
omplejos de iridio.En todos los 
asos se en
ontró que 
uando el tiol rea

iona 
on el 
omplejo de iridio ena
etonitrilo, al resguardo de la luz, el 
omplejo 
on el nitrosotiol 
oordinado se obtiene 
omoun pre
ipitado en forma inmediata, mas aún, el produ
to y el 
olor del mismo dependen deltiol y la temperatura a la 
ual se lleva a 
abo la rea

ión (Figura IV.1.1).El solvente de rea

ión elegido resultó ser a
etonitrilo, esta ele

ión se apoya en el he
hode que el rea
tivo, K[IrCl5NO℄ es soluble en el mismo y no se des
ompone ni rea

iona 
onel solvente durante el tiempo en el 
ual o
urre la rea

ión 
on los tioles. Todas las rea

ionesse realizaron en ausen
ia de luz, debido a que el rea
tivo es extremadamente sensible a lamisma. Como se puede observar en la Figura IV.1.1, los 
omplejos tipo b tienen una molé
ulade a
etonitrilo 
oordinada en la posi
ión trans, esto o
urre debido a que se labiliza el 
lorurotrans y es sustituido por una molé
ula de solvente.La mayoría de estos 
omplejos se obtienen 
on ex
elentes rendimientos salvo algunasex
ep
iones que luego dis
utiremos en detalle.
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Figura IV.1.1: Rea

ión de K[IrCl5NO℄ 
on tioles.Tal 
omo se muestra en la Figura IV.1.1, el nu
leó�lo que ata
a al nitrosilo metáli
o es eltiol o tiolato. Si 
ontemplamos la estru
tura de los tioles 
onsiderados, algunos de ellos tienenvarios grupos fun
ionales por lo que podríamos preguntarnos si el nu
leó�lo es efe
tivamenteel tiolato, alguno de los otros grupos fun
ionales, o ambos, 
omprometiendo de esta formael rendimiento del produ
to esperado. Pasemos enton
es a 
onsiderar qué su
ede en 
adagrupo sele

ionado:Grupo 1⊲ Tioles aromáti
os, aquí no queda duda que el nu
leó�lo es el tiol ya que nohay ningún otro grupo fun
ional 
apaz de rea

ionar 
omo nu
leó�lo.Grupo 2 ⊲ Aquí tenemos varios grupos fun
ionales además del tiol: un grupo amino yuno 
arboxilo. Para estos últimos su 
ará
ter 
omo nu
leó�lo se redu
e dramáti
amenteal estar protonados. Por otro lado puede ser suprimido mediante la forma
ión de algúnderivado 
omo un alquilester para el 
arboxilo o un N-a
etil para el amino.Grupo 3 ⊲ Aquí tenemos dos 
arboxilos además del tiol, lo expuesto para el grupo 2 seapli
a también a este 
aso.A 
ontinua
ión se mostrará el análisis y los resultados de las síntesis para 
ada grupo juntolas estrategias abordadas para maximizar el rendimiento del produ
to que 
orresponde alS -nitrosotiol 
oordinado. En la Figura IV.1.2 se muestran todos los 
omplejos preparados yque a 
ontinua
ión se des
ribirán en detalle.
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ión de K[IrCl5NO℄ 
on tioles: aspe
tos generales 117

Figura IV.1.2: Complejos preparados en el presente trabajo. El 
ontraión es K+en todos los 
asos. En el
aso del tiol 1 también se preparó el 
orrespondiente 
omplejo 
on PPh+
4 
omo 
ontraión (1
).



118 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadesExperimentalRea
tivos. El 
ompuesto K[IrCl5NO℄ fue obtenido de Sigma-Aldri
h o Strem Chemi
als y puri�
ado por re-
ristaliza
ión de a
etonitrilo. El ben
iltiol y feniltiol fueron obtenidos de Fluka, el á
ido mer
aptosu

íni
o, laN-a
etil-L-
isteína y el glutatión fueron obtenidos de Merk, la L-
isteína etilester fue obtenida de Sigma Aldri
h.El derivado metil ester del á
ido mer
aptosu

íni
o fue sintetizado a partir del á
ido mer
aptosu

íni
o y metanolmediante pro
edimientos des
riptos en literatura [10℄. Luego de su síntesis fue identi�
ado mediante FTIR y RMN.El K[IrCl515NO℄ se preparó a partir de Na15NO2mediante pro
edimientos des
riptos en literatura [9℄, al que se lerealizaron algunas modi�
a
iones. La prin
ipal modi�
a
ión 
onsistió en no realizar los lavados 
on metanol, ensu lugar se disolvió en a
etonitrilo y se pre
ipitó 
on tolueno.Instrumenta
ión. Ver parte II.1, en metodología general.Pro
edimientos generales. Los 
omplejos se sintetizaron de a
uerdo al siguiente pro
edimiento general: 2.28x10−2mmoles del 
orrespondiente tiol en 0.25mL de a
etonitrilo (para los 
omplejos 3a y 4a se usó una mez
la de sol-ventes: 0.25 mL de a
etonitrilo + 20µL de metanol se
o) fueron agregados bajo atmósfera de argón a 10mg(2.28x10−2mmoles) de K[IrCl5NO℄ disueltos en 0.25 mL de a
etonitrilo. El produ
to pre
ipita en forma inmedia-ta, fue separado de la solu
ión por 
entrifuga
ión y se
ado bajo va
ío. El 
omplejo K[IrCl5NO℄ es sensible a la luz,por lo que todos los pro
edimientos fueron efe
tuados al resguardo de la misma. Los 
omplejos mar
ados fueronpreparados de la misma forma usando K[IrCl515NO℄.Simula
ión Computa
ionalTodos los 
ál
ulos realizados fueron llevados a 
abo utilizando el paquete Gaussian98 y Gaussian03, lasgeometrías fueron optimizadas utilizando DFT 
on el fun
ional PBE1PBE 
on la base SDD para todos losátomos. Con el objeto de tener en 
uenta eventuales efe
tos aso
iados al tamaño del 
onjunto de fun
iones debase, sobre las estru
turas optimizadas se realizó un 
ál
ulo de energía a geometría �ja usando la base SDB-

-pVDZ 
on el mismo fun
ional [11℄. Cada punto esta
ionario en
ontrado sobre la super�
ie de energía poten
ialfue 
ara
terizado a través de un 
ál
ulo de modos normales.El solvente fue modelado 
omo un 
ontinuo utilizando el método PCM, previamente des
ripto. Para infor-ma
ión detallada ver parte II.2, en metodología general.IV.1.3. RSNOs 
on grupos aromáti
os: 
omplejos tipo ay tipo bEn el 
aso parti
ular de tioles que 
ontienen grupos aromáti
os (ben
iltiol y feniltiol),se logró obtener los dos tipos de produ
tos, a y b. El produ
to a resultó ser un pre
ipitadoverde muy insoluble en el solvente de rea

ión, el produ
to b resultó tener un 
olor rojo ypo
a solubilidad en el solvente de rea

ión. Ambos produ
tos resultaron ser muy solubles enagua.La rela
ión de produ
tos obtenidos, a y b, resultó depender prin
ipalmente de la tem-peratura a la 
ual se desarrolla la rea

ión. Cuando la rea

ión se desarrolla a temperaturaambiente (∼25 0C) se obtiene el 
omplejo b en su totalidad, mientras que a temperaturasbajas (-20 0C) solo se obtiene el 
omplejo a.



IV.1.3. RSNOs 
on grupos aromáti
os: 
omplejos tipo a y tipo b 119En el 
aso de la rea

ión 
on el ben
iltiol, el 
omplejo, trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)S-CH2Ph℄ (produ
to 1b), resultó ser más fá
il de obtener y 
ara
terizar que el 
omplejoK2[IrCl5N(O)SCH2Ph℄ (produ
to 1a). De he
ho el produ
to 1b resultó ser fá
ilmente 
ris-talizable.Similarmente a la rea

ión 
on el ben
iltiol, 
uando la rea

ión se llevó a 
abo 
on el feniltiol atemperatura ambiente se obtuvo el 
omplejo trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SPh℄ K2 (produ
to2b) de 
olor rojizo y el 
omplejo K2[IrCl5N(O)SPh℄ (produ
to 2a) de 
olor verdoso a bajatemperatura.Con el objeto de tener una visión más profunda en lo que respe
ta a la estabilidadtermodinámi
a de los diferentes produ
tos, se realizaron 
ál
ulos de estru
tura ele
tróni
a, enparti
ular DFT, tanto para el sistema aislado 
omo en solu
ión usando el modelo 
ontinuo desolvata
ión PCM (Tabla IV.1.1). En todos los 
asos se 
al
uló el 
ambio energéti
o aso
iadoa las rea

iones que se muestran a 
ontinua
ión (E
. IV.1.2, E
.IV.1.3):
RS− + [IrCl5NO]− → [IrCl5N(O)SR]−2 (IV.1.2)

RS− + [IrCl5NO]− + CH3CN → trans[(IrCl4(CH3CN)N(O)SR]− + Cl− (IV.1.3)Tabla IV.1.1: Cambio energéti
o (K
al/mol) aso
iado a la rea

ión de forma
ión (E
.IV.1.2 y E
. IV.1.3) de los 
omplejos 1 a,b y 2 a,b aislados y en a
etonitrilo (PCM).PBE1PBE/SDD//PBE1PBE/SDB-

-pVDZ.Complejo Sistema aislado A
etonitrilo1a 15.4 -39.81b -18.5 -44.12a 32.1 -31.62b -3.8 -34.3Las diferen
ias de energía para el 
omplejo aislado y en solu
ión (CH3CN) indi
an quepara ambos 
asos el 
omplejo más estable es el b. Ahora bien, mientras que para el 
omplejoaislado la diferen
ia en energía es de 34 y 36 k
al/mol para 1 y 2 respe
tivamente, teniendo en
uenta el efe
to de la solvata
ión a través del método PCM la diferen
ia en energía es mu
homenor, resultando ser 4.3 y 2.7 k
al/mol respe
tivamente. Si bien la forma
ión de ambos
omplejos está muy favore
ida desde el punto de vista termodinámi
o, experimentalmentese observa que a temperaturas bajas sólo se forma a. En fun
ión de esto, podemos de
ir que labarrera aso
iada a la forma
ión de los 
omplejos tipo b, es seguramente mayor a la aso
iada ala forma
ión de a. Esto es 
onsistente 
on el he
ho que la rea

ión de forma
ión del 
omplejob involu
ra la ruptura de un enla
e Ir-Cl, 
osa que no o
urre en el 
aso del 
omplejo a. De estamanera se expli
a que sea posible obtener uno u otro 
omplejo sintonizando ade
uadamente



120 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadeslas variables de trabajo, en parti
ular la temperatura. Para �nalizar, podemos de
ir enton
esque a temperatura ambiente es posible obtener en forma pura los 
omplejos tipo b, mientrasque a temperaturas bajas y separando en forma inmediata el pre
ipitado sólo se obtienenlos 
omplejos de tipo a; a temperaturas intermedias se obtienen mez
las.ExperimentalPrepara
ión del 
omplejo 1a. KH[IrCl5N(O)SCH2Ph℄.1/3CH3CN. La rea

ión se llevó a 
abo a -20 oC, elprodu
to pre
ipita en forma inmediata 
omo polvo verde. Rendimiento: 92%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 4.63(s, 2H);δ 7.34-7.40 (m, 5H). Análisis Elemental: Informado (
al
ulado): C, 15.9(15.9); N, 3.3(3.2); H, 1.6(1.5); S,5.4(5.5). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄ : 328(2465), 397(4409), 511(876), 556(855). FTIR (KBr), 
m−1:
νNO=1431, νSN=779.Prepara
ión del 
omplejo 1b. trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SCH2Ph℄.CH3CN. La rea

ión se llevó a 
abo atemperatura ambiente, luego de unos minutos el produ
to pre
ipita 
omo 
ristales rojos. Rendimiento: 80.3%.
1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 2.92 (s, 3H); δ 4.67 (s, 2H);δ 7.36-7.37 (m, 5H). Análisis Elemental: Informado(
al
ulado): C, 21.6(21.7); N, 6.9(6.9); H, 2.1(2.1); S, 5.1(5.3). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄ : 325(1809),387(3283), 475(1059), 525(919). FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1432, νSN=794.Prepara
ión del 
omplejo 1
. trans-(P(Ph)4)[IrCl4(CH3CN)N(O)SCH2Ph℄.2H2O. La rea

ión se llevó a 
aboa temperatura ambiente en forma análoga a 1b. El 
omplejo 1
 se obtuvo 
omo resultado de agregar una solu
iónsaturada del 
ontraión en una mez
la etanol-agua al produ
to disuelto en agua. FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1436,
νSN=852.Prepara
ión del 
omplejo 2a. K2[IrCl5N(O)SPh℄ La rea

ión se llevó a 
abo a -20 oC, el produ
to pre
ipita enforma inmediata 
omo polvo verde. Rendimiento: 98.8%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 7.49 (d, 2H);δ 7.65-7.76(m, 3H). Análisis Elemental: Informado (
al
ulado): C, 12.2(12.2); N, 2.5(2.4); H, 1.0(1.0); S, 5.4(5.4). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄ : 337(2967), 396(4054), 506(849), 556(822). FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1438,
νSN=763.Prepara
ión del 
omplejo 2b. trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SPh℄.CH3CN. La rea

ión se llevó a 
abo a tempe-ratura ambiente, luego de unos minutos se obtiene el produ
to de aparien
ia 
ristalina verde-rojizo. Rendimiento:84.5%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 2.95 (s, 3H); δ 7.49 (s, 2H);δ 7.65-7.76 (m, 3H). Análisis Elemental:Informado (
al
ulado): C, 20.4(20.2); N, 7.0(7.1); H, 1.8(1.8); S, 5.3(5.3). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄: 325(2821), 387(4728), 478(1174), 525(986). FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1453, νSN=786.IV.1.4. RSNOs de relevan
ia biológi
aDebido a la po
a solubilidad de la 
isteína en el solvente de rea

ión y 
on el objetode maximizar el rendimiento del RSNO 
oordinado, se ha trabajado 
on derivados que sedisponían en el laboratorio 
omo lo son la L-
isteína etil ester y la N-a
etil-L-
isteína. Lasrea

iones se realizaron tal 
omo se detalla en la parte experimental. (pág. 118/121)Para estos tioles tanto a temperatura ambiente 
omo a bajas temperaturas se obtu-vo el mismo produ
to y no se observó el efe
to trans des
ripto para el 
aso de los tiolesque 
ontienen grupos aromáti
os. Al realizar la rea

ión 
on los respe
tivos tioles los úni-
os produ
tos obtenidos fueron, KH[IrCl5N(O)SCH2CH(NHCOCH3)COOH℄ (produ
to 3a)
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ia biológi
a 121y H[IrCl5N(O)SCH2CH(COOCH2CH3)NH3℄ (produ
to 4a) respe
tivamente. La L-
isteínaetil ester se utilizó 
omo 
lorhidrato por lo que el 
ará
ter nu
leofíli
o del grupo amino esprá
ti
amente nulo 
omparado 
on el del tiol, en este 
aso tanto a temperatura ambiente
omo a bajas temperaturas el rendimiento fue muy bueno. En el 
aso de la N-a
etil
isteínael rendimiento a bajas temperaturas es ex
elente pero a temperatura ambiente disminuye,probablemente el 
arboxilo, a través de rea

iones paralelas sea el responsable de este he-
ho (el 
arboxilato también puede a
tuar 
omo ligando). Los produ
tos resultaron ser muysolubles en agua e insolubles en el solvente de rea

ión (CH3CN).Se probó esta rea

ión para el glutatión, debido a su po
a solubilidad se utilizó unamez
la de solventes (ver parte experimental, pág. 121). Al mez
lar el tiol 
on el 
omplejo,la solu
ión se tornó verde pero al trans
urrir unos po
os minutos el 
olor se desvane
ió.Esta observa
ión era de esperar debido a la presen
ia de varios grupos fun
ionales 
on 
a-rá
ter nu
leofíli
o, se repitió la rea

ión en presen
ia de un á
ido orgáni
o (tri�uora
éti
o:TFA), en esta oportunidad debido a la disminu
ión del 
ará
ter nu
leófíli
o de los gruposamino/
arboxilo el produ
to resultó formarse y la 
olora
ión verde no se desvane
ió. Des-afortunadamente el 
omplejo 
oordinado resultó ser muy soluble en el solvente de rea

ión,he
ho que 
ompli
ó su aislamiento. Re
ientemente se ha en
ontrado una forma de poderaislarlo. El 
omplejo 7a se identi�
ó mediante 1H y 13C RMN y UV-visible en el solventede rea

ión . Debido a las di�
ultades en
ontradas para su aislamiento no se muestra una
ara
teriza
ión 
ompleta para este 
omplejo.ExperimentalPrepara
ión del 
omplejo 3a. KH[IrCl5N(O)SCH2CH(NHCOCH3)COOH℄. La rea

ión se llevó a 
abo a -20 oC,el produ
to pre
ipita en forma inmediata 
omo polvo verde. Rendimiento: 82.0%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ2.0 (s, 3H);δ 3.78-3.98 (dd, 2H); δ4.65-4.70. Análisis Elemental: Informado (
al
ulado): C, 9.7(9.9); N, 4.4(4.6);H, 1.9(1.5); S, 5.0(5.3). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄ : 331(2246), 398(4375), 572(944). FTIR (KBr),
m−1: νNO=1431, νSN=781.Prepara
ión del 
omplejo 4a. H[IrCl5N(O)SCH2CH(COOCH2CH3)NH3℄. La rea

ión se llevó a 
abo a -20 oC,el produ
to pre
ipita en forma inmediata 
omo polvo. Rendimiento: 78.9%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 1.33 (t,3H); δ 3.88-4.06 (dd, 2H);δ 4.36 (m, 2H); δ 4.5 (t, 1H). Análisis Elemental: Informado (
al
ulado): C, 11.0(10.9);N, 4.9(5.1); H, 2.3(2.2); S, 5.6(5.8). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄ : 327(1836), 400(3235), 581(658).FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1438, νSN=784.Prepara
ión del 
omplejo 7a. La rea

ión se llevó a 
abo a -20 oC, la solu
ión se torna verde en formainmediata. El tiol se disuelve en la mínima 
antidad de agua ne
esaria, se agrega 
antidad estequimétri
a de á
idotri�uora
éti
o. Por otro lado, se disuelve el 
omplejo de iridio en 0.25 mL de a
etonitrilo, se enfría a -20 oC. Sobreeste último de agrega tiol. Se 
entrifuga, se observa que se separan 2 fases, en la fase a
uosa queda disuelto el
omplejo en su totalidad, se separa esta fase y se agrega sobre a
etona helada. El 
omplejo pre
ipita, se separa
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a bajo va
ío.1H NMR (D2O (40µl )+ CD3CN (0.5 ml), 500 MHz): δ 2.21 (m, 2H); δ 2.56(m, 2H );δ 3.03-3.26 (dd, 2H); δ 3.78-3.97 (m, H), δ 4.014 (d, 2H), δ 4.83 (m, H). UV-Visible, [λmax,nm℄: 329,398, 510, 573.IV.1.5. RSNOs del á
ido mer
aptosu

íni
o y derivadosde ésteTal 
omo antes se men
ionara, para tener un punto de 
ompara
ión 
on el 
ono
ido y ex-tensamente estudiado derivado del 
omplejo penta
ianonitrosilferrato(II), [Fe(CN)5N(O)SR℄3−(
omplejo 5n, RS− =mer
aptosu

inato); se realizó la rea

ión 
on el á
ido mer
aptosu

í-ni
o. El 
omplejo 5n ha sido reportado 
omo el más estable de todos los 
omplejos derivadosdel penta
ianonitrosilferrato(II), 
on una vida media de 36 horas [12℄.En nuestro 
aso 
uando se realizó la rea

ión del K[IrCl5NO℄ 
on el á
ido mer
aptosu

íni-
o, la misma resultó en un muy bajo rendimiento del 
omplejo 
orrespondiente (produ
to 5a)obteniéndose otros produ
tos no identi�
ados. El produ
to impuro resultó ser par
ialmen-te soluble en a
etonitrilo. Es probable que los 
arboxilatos rea

ionen formando 
omplejosdiméri
os.Para evitar posibles rea

iones se
undarias se de
idió abordar 
omo estrategia la este-ri�
a
ión de los grupos 
arboxilo y de esta forma bloquear las posibles rea

iones a travésde los 
arboxilos. Efe
tivamente, al realizar la rea

ión del derivado metilester del á
idomer
aptosu

íni
o 
on el K[IrCl5NO℄ se obtuvo en forma 
uantitativa y limpia el 
omplejo[IrCl5N(O)SCH(COOCH3)CH2COOCH3℄ (produ
to 6a), el 
ual al igual que los derivadosde la 
isteína, resultó ser muy soluble en agua e insoluble en el solvente de rea

ión.En la Tabla IV.1.2 se muestran los 
ambios energéti
os aso
iados a la forma
ión delos 
omplejos 5a y 6a a partir de K[IrCl5NO℄ aislado y en a
etonitrilo ((E
. IV.1.2). Losvalores muestran que desde el punto de vista termodinámi
o ambos 
omplejos exhiben unaestabilidad similar. Este resultado favore
e nuestra hipótesis de que la derivatiza
ión bloqueala o
urren
ia de rea

iones paralelas indeseables en las que estarían involu
rados los grupos
arboxilo.Tabla IV.1.2: Cambio energéti
o (k
al/mol) aso
iado a la rea

ión de forma
ión pa-ra los 
omplejos (E
. IV.1.2) 5a y 6a para el sistema aislado y a
etonitrilo (PCM).PBE1PBE/SDD//PBE1PBE/SDB-

-pVDZ.Complejo Sistema aislado A
etonitrilo5a 18.96 -37.296a 20.13 -37.17
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ión del 
omplejo 5a. KH[IrCl5N(O)SCH(COOH)CHCOOH℄. La rea

ión se llevó a 
abo a -20 oC, elprodu
to pre
ipita en forma inmediata 
omo polvo verde e inmediatamente su 
olor 
ambia a pardo-marrón rojizo.
1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.65-2.72 (m, 2H);δ 4.57-4.59 (m, 1H). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄: 332(2592), 401(5141), 581(1063). FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1435, νSN=781.Prepara
ión del 
omplejo 6a. K2[IrCl5N(O)SCH(COOCH3)COOCH3℄.1/2 CH3CN. La rea

ión se llevó a 
aboa -20 oC, el produ
to pre
ipita en forma inmediata 
omo polvo. Rendimiento: 80.1%. 1H NMR (DMSO-d6, 500MHz): δ 2.76-2.95 (m, 2H); δ 3.65 (s, 6H);δ 4.77-4.78 (m, 1H). Análisis Elemental: Informado (
al
ulado): C,12.2(12.4); N, 2.9(3.1); H, 1.7(1.6); S, 5.0(4.7). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1
m−1)℄ : 322(4801), 397(5674),574(1358). FTIR (KBr), 
m−1: νNO=1437, νSN=790.
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IV.2Estru
tura, 
ara
teriza
iónespe
tros
ópi
a y propiedades.Los 
omplejos de penta
loroiridato(III) 
on los S -nitrosotioles 
oordinados presentanespe
tros UV-visible, y FTIR 
ara
terísti
os. Se pueden 
ara
terizar fá
ilmente por espe
-tros
opía RMN y también por espe
trometría de masa. En algunos 
asos fue posible obtenermono
ristales y determinar las estru
turas por difra

ión de rayos X. En esta se

ión semuestra una 
ompleta 
ara
teriza
ión espe
tros
ópi
a de estos 
ompuestos, tarea funda-mental para guiar todo estudio posterior.IV.2.1. Estru
tura: difra

ión de rayos XComo es sabido, la difra

ión de rayos X propor
iona una prueba estru
tural 
on
luyente,sin embargo la obten
ión de 
ristales ade
uados no siempre resulta ser una tarea sen
illa.En este 
aso, se logró 
ristalizar uno de los 
omplejos y un produ
to de su des
omposi
ión.El 
omplejo 1b se 
ristalizó 
on dos 
ontraiones diferentes y en el intento por 
ristalizar2b se obtuvo un produ
to de su des
omposi
ión. Otros 
ompuestos, 
omo 3a y 6a tienentenden
ia a 
ristalizar, pero hasta la fe
ha no se ha logrado obtener 
ristales ade
uados.El haber logrado 
ristalizar el 
omplejo 1b fue un he
ho importante ya que además de serla primera estru
tura 
ristalina de un RSNO 
oordinado reportada, el S -nitrosoben
iltiol esel RSNO libre más inestable de todos los 
onsiderados y 
asualmente 
omo se ha men
ionadoen la introdu

ión general fue el primer S -nitrostiol sintetizado (Tasker y Jones, 1909). Porotro lado, la espe
tros
opía de rayos X propor
ionó la prueba 
ontundente de que había unamolé
ula de a
etonitrilo en la posi
ión trans al ligando, he
ho que en un primer momentono fue 
onsiderado y salió a la luz 
omo resultado del intento de obtener 
ristales. De estaforma fue posible avanzar en la 
omprensión de las propiedades observadas.125
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Figura IV.2.1: Estru
tura 
ristalina obtenida por difra

ión de rayos X para el produ
to 1b. Además seobserva el 
ontraión K+ y una molé
ula de a
etonitrilo 
omo solvato.

Figura IV.2.2: Estru
tura 
ristalina obtenida por difra

ión de rayos X para el produ
to 1
. Además seobserva el 
ontraión y dos molé
ulas de agua.Efe
to del 
ontraión y 
uriosidadesEl primer 
ristal se obtuvo al 
on
entrar muy lentamente una solu
ión del 
omplejo 1b ena
etonitrilo. Los 
ristales obtenidos tenían un 
olor rojo intenso, 
ara
terísti
o de los RSNOs1[13℄ (Figura IV.2.1). Luego se intentó otra vía de obtener 
ristales que 
onsistió en preparar1Datos de los 
ristales: fórmula mínima, Mr=608.40, prismas, tamaño del 
ristal 0.3 x 0.3 x 0.02mm3, ortorrómbi
o, grupo espa
ial P2(1)n, a=17.548(4)Å, b=6.819(14)Å, 
=18.261(4)Å, F(000)=1152,



IV.2.1. Estru
tura: difra

ión de rayos X 127una solu
ión saturada del 
omplejo en agua y agregarle un 
ontraión voluminoso 
omo eltetrafenilfosfonio (PPh+
4 ), de esta forma se obtuvieron 
ristales verdes2 (Figura IV.2.2). Lasestru
turas 
ristalinas de ambos 
omplejos muestran 
ara
terísti
as estru
turales prá
ti
a-mente idénti
as (ver Tabla IV.2.4, pág. 132) salvo por el he
ho de que todas las distan
iaspara el 
ristal de fosfonio son menores. El he
ho 
urioso del 
ambio de 
olor al 
ambiar el
ontraión denota que estos 
omplejos son bastante sensibles al entorno. Más adelante en estase

ión, se mostrarán otros resultados que eviden
ian esta misma parti
ularidad.Algunas 
ara
terísti
as a resaltar son:

Tal 
omo se puede observar en la Figura IV.2.3, 
uando el 
ontraión es potasio, la red
ristalina no se ve tan 
ompa
tada 
omo 
uando el 
ontraión es el tetrafenilfosfonio.El 
omplejo 1
 (tetrafenilfofonio) tiene simetría Cs mientras que el 
omplejo 1b tienemenor simetría.La diferen
ia de 
olor se atribuye a la intera

ión donor-a
eptor de dos de los 
loruros
on el K+ (distan
ia Cl− -K+ : 3.1Å ) y en el otro 
aso uno de los 
loruros 
on dosaguas presentes por 
elda unidad (distan
ia Cl− -OH2 : 3.2Å).En la Figura IV.2.4 se puede observar el apilamiento de los anillos aromáti
os debidoa la intera

ión de sta
king π-π, es interesante notar que los fosfonios intera

ionanformando una héli
e, lo que les permite también intera

ionar 
on el anillo ben
éni
odel ligando RSNO. En 
ambio, para el rea
tivo los 
ontraiones se a
omodan uno arribadel otro 
omo planos apilados. (Figura IV.2.5)
Muy probablemente estas intera

iones que resultan en el ordenamiento observado sean lafuerza impulsora para la 
ristaliza
ión en el 
aso del 
omplejo 1b.V=1972.8(7)Å3, T=120(2) K, Z=4, D
=2.047Mg/m3, µ=7.624 mm−1.2Datos de los 
ristales: fórmula mínima, Mr=899.67, prismas, tamaño del 
ristal 0.6 x 0.3 x 0.1 mm3,tri
líni
o, grupo espa
ial P-1, a=20.053(2)Å, b=7.250(5)Å, 
=26.738(3)Å, F(000)=1176, V=3764.1(6)Å3,T=120(2) K, Z=8, D
=1.178Mg/m3, µ=7.393 mm−1.
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Figura IV.2.3: Vista de las redes 
ristalinas para 1b y 1
.

Figura IV.2.4: Vista de las redes 
ristalinas de 1b y 1
: se observa el π-π sta
king.
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Figura IV.2.5: Red Cristalina para el [IrCl5NO℄K [14℄.



130 IV.2. Estru
tura, 
ara
teriza
ión espe
tros
ópi
a y propiedades.Un produ
to de des
omposi
iónComo resultado de los intentos por obtener 
ristales para el 
omplejo 2 se obtuvo elprodu
to 
is-[IrCl4(CH3CN)2℄K.2CH3CN (
omplejo 2*)3, 
uyo origen estaría en la des
om-posi
ión del 
omplejo 2 en a
etonitrilo (Figura IV.2.6). El produ
to obtenido no deja de serinteresante, ya que muestra que el estado de oxida
ión permane
e inta
to, pero llamativa-mente no se obtiene el produ
to esperado que sería el trans bisa
etonitrilo. Al igual que enel 
omplejo 1b, para el 
omplejo 2b sería de esperar que el a
etonitrilo se en
uentre en laposi
ión trans al ligando. Como 
onse
uen
ia de la pérdida del ligando RSNO se esperaríaobtener enton
es el trans bisa
etonitrilo, sin embargo esto no o
urre. Este he
ho lo podemosinterpretar en términos de un me
anismo que involu
re a la espe
ie [IrCl4(CH3CN)℄− 
omointermediario 
on una geometría de bipirámide trigonal.

Figura IV.2.6: Estru
tura 
ristalina de un produ
to de des
omposi
ión originado a partir del 
omplejo 2ben a
etonitrilo.IV.2.2. Espe
tros
opía UV-VisibleAspe
tos 
omunes y asigna
ión de las bandasEn todos los 
asos, el espe
tro de absor
ión UV-Visible 
onsiste en 4 bandas: dos de ellasen la región UV mientras que las otras dos se en
uentran en la región visible. Las bandasde estos 
omplejos son 
laramente diferentes a las que presenta el rea
tivo, en la FiguraIV.2.7 b se muestra el espe
tro del rea
tivo junto 
on los espe
tros de los 
omplejos 1a y3Datos de los 
ristales: fórmula mínima, Mr=537.32, prismas, tamaño del 
ristal 0.2 x 0.2 x 0.05mm3, ortorrómbi
o, grupo espa
ial Pb
a, a=7.5310(2)Å, b=19.3820(6)Å, 
=23.7470(7)Å, F(000)=2016,V=3466.25(17)Å3, T=120(2) K, Z=8, D
=2.059Mg/m3, µ=8.549 mm−1.
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Figura IV.2.7: a-Espe
tro para el rea
tivo junto 
on la asigna
ión espe
tros
ópi
a para IrCl3−6 , b-Espe
trosde los 
omplejos 1a (rojo) y 1b (verde) junto 
on el rea
tivo (o
re) en es
ala de absortividades molares.
Figura IV.2.8: Isómeros 
onforma
ionales, syn y anti, M es el metal.1b (en es
ala de absortividades molares) . En la Figura IV.2.7 a, se muestra la asigna
iónespe
tros
ópi
a de las bandas para [IrCl6℄3−, que se in
luye 
omo referen
ia, junto 
on elespe
tro del rea
tivo.[15℄Tal 
omo se puede ver en la Tabla IV.2.1 y Figura IV.2.7.b, todos los 
omplejos exhiben
ara
terísti
as similares. Sus respe
tivos espe
tros UV-Visible presentan una banda intensaen λmax=205-260 nm (ε: 104M−1
m−1) que se asigna a la transi
ión π→π∗en el ligando yallí también apare
e la banda que se asigna 
omo Ir-Cl LMCT para el rea
tivo. La siguientebanda, ubi
ada en λmax=325-330 nm (ε: 1800-4000 M−1
m−1) fue asignada a la transi
iónpermitida nO→π∗en el ligando. Las otras dos bandas ubi
adas en la región visible, unaen λmax=380-400 nm (ε: 3000-5000 M−1
m−1) y la otra en λmax=470-580 nm (ε: 600-1000M−1
m−1), ambas bandas asignadas a transi
iones MLCT. La última banda es la responsabledel 
olor del 
omplejo, la energía de esta transi
ión es afe
tada por la estru
tura del tiol ,el ligando trans y el solvente. Para algunos 
asos se observa un hombro para esta banda,para los S -nitrosotioles libres, 
omo ya se ha men
ionado (III.1.1, pág. 53,54), este hombroha sido atribuido a la existen
ia de dos isómeros 
onforma
ionales syn y anti (ver FiguraIV.2.8) [16℄.
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ópi
a y propiedades.

Figura IV.2.9: Orbitales HOMO y LUMO 
al
ulados para el 
omplejo 1b.La asigna
ión de esta última banda (λmax=470-580 nm) ha sido 
orroborada por mediode 
ál
ulos DFT. En la Figura IV.2.9, se ve que el HOMO 
al
ulado para el 
omplejo 1bestá prin
ipalmente lo
alizado en el metal pero tiene una importante 
ontribu
ión de los
loruros e
uatoriales (dxy, p(Cl)), he
ho que expli
a la sensibilidad al solvente. El LUMOestá prin
ipalmente lo
alizado en el ligando 
on alguna 
ontribu
ión de los 
loruros y ela
etonitrilo trans.Como bien puede observarse en la Tabla IV.2.1, la banda de menor energía y la respon-sable del 
olor para los RSNOs libres apare
e a longitudes de onda similares que los RSNOs
oordinados pero 
on una diferen
ia importante en su intensidad, lo mismo se observa parael 
aso de los 
omplejos derivados del penta
ianonitrosilferrato(II) (5n)[17℄. En la FiguraIV.2.7 b, se muestran los espe
tros para los 
omplejos 1a y 1b. Puede observarse que 
uan-do se tiene una molé
ula de a
etonitrilo en la posi
ión trans todas las bandas están 
orridasha
ia energías mayores, de esta forma por medio de la espe
tros
opía UV-Visible se puedendistinguir 
laramente ambos 
omplejos. En la Figura IV.2.10, se muestra el 
omplejo 7a.Este 
omplejo no se en
uentra listado junto al resto debido a que al momento de es
ribiresta tesis no fue posible obtenerlo en forma pura (Tabla IV.2.1).Efe
to solvato
rómi
oEl espe
tro del rea
tivo K[IrCl5NO℄ ha sido determinado en varios solventes y se haobservado que no existe un gran 
orrimiento de la banda a 274 nm (a
etonitrilo): 268 nm enmetanol, 270 en THF, y 280 nm en HCl 2M4. Resulta llamativo que al 
ambiar de solvente
ambia mu
ho la intensidad de esta banda, en parti
ular al pasar de a
etonitrilo a HCl 2M,esto podría estar rela
ionado 
on un 
ambio de simetría del 
omplejo al 
ambiar de solvente.En los espe
tros de todos los 
omplejos se observó un mar
ado efe
to solvato
rómi
o.4Informa
ión extraída del trabajo de tesis do
toral de la Dra. Natalia Es
ola.
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Tabla IV.2.1: Propiedades espe
tros
ópi
as UV-Visible para los 
omplejos y los RSNOs li-bres. Complejo λmax (ε, M−1
m−1) S -nitrosotiol λmax (ε, M−1
m−1)1a 328(2465), 397(4409), 1 340(1020), 530h(17),511(876), 556(855) 560(26)[18℄1b 325(1809), 387(3283),475(1059), 525h(919)2a 337(2967), 396(4054), 2 374(1776), 570(53)[19℄506(849), 556(822)2b 325(2821), 387(4728),478h(1174), 525(986)3a 331(2246), 398(4375), 3 334(507), 545(16)[20℄572(944)4a 327(1836), 400(3235), 4 343(1019), 544(36)[21℄581(658)5a 332(2592), 401(5141), 5 336(840), 546(13)[22℄581(1063)5n 318(1320), 526(6000)[17℄6a 322(4801), 397(5674), 6574(1358)Todos los valores se informan en agua a ex
ep
ión del 
omplejo 5n 
uyos valores fueron medidos en a
eto-nitrilo debido a su des
omposi
ión inmediata en agua.

Figura IV.2.10: Espe
tro UV-visible para el 
omplejo 7a. Se tomó una alí
uota de la mez
la de rea

ióny se diluyó en agua MilliQ.



134 IV.2. Estru
tura, 
ara
teriza
ión espe
tros
ópi
a y propiedades.Dado que los 
omplejos 1a,b, 2a,b son solubles en distintos solventes, fue posible examinareste efe
to en varios solventes: agua, etanol, a
etonitrilo, DMSO y a
etona. Para los demás
omplejos, dada la mar
ada insolubilidad, sólo se pudo observar el efe
to al pasar de aguaa DMSO. En todos los 
asos las tres bandas informadas sufren 
orrimientos, siendo la másafe
tada la banda de menor energía. Para esta banda, en el 
aso de los 
omplejos 1 y 2, seobservó un mar
ado 
orrimiento bato
rómi
o: la solu
ión a
uosa resultó ser roja mientrasque en a
etonitrilo resultó tener un 
olor verde. En lo que sigue se mostrará el estudio delefe
to solvato
rómi
o para el 
omplejo 1b.Complejo 1b. En el espe
tro se observa un 
orrimiento de las bandas 380-400 nm y470-580 nm ha
ia longitudes de onda menores al pasar de a
etonitrilo a agua. Siendo mássensible la banda de menor energía. Las bandas de más alta energía se 
orren en la mismadire

ión pero no tanto 
omo lo ha
en las bandas antes men
ionadas. En la tabla IV.2.2se muestran los valores que toma el número de onda de la banda de menor energía paradistintos solventes y se in
luye una 
olumna 
on el número a
eptor (NA)5 
ono
ido para
ada solvente [23℄.Tabla IV.2.2: Dependen
ia de la posi
ión de banda visible de menor energía ( υ, 
m−1) 
onel solvente para el 
omplejo 1b. Solvente NA υ(
m−1)Agua 54.8 19047.61Etanol 37.1 18348.62DMSO 19.3 17376.19A
etonitrilo 18.9 17451.35A
etona 12.5 17173.45Al gra�
ar υ vs NA (Figura IV.2.11) se puede observar que la energía de esta banda dis-minuye al disminuir el número a
eptor del solvente y mostrando una dependen
ia lineal. Estoprobablemente se rela
ione 
on intera

iones espe
í�
as donor/a
eptor entre los 
loruros dela esfera de 
oordina
ión y el solvente, en forma análoga a lo que o
urre 
on el penta
ianoni-trosilferrato(II) y el penta
loronitrosiliridato(III) [24℄. Es de
ir, existe un efe
to ele
tróni
odel entorno que modi�
a sustan
ialmente las 
ara
terísti
as del S -nitrosotiol 
oordinado.Una aproxima
ión empíri
a que permite examinar las intera

iones espe
í�
as soluto-solvente es la realizada por Gutman [25℄. En esta aproxima
ión se de�nen en forma relativalos números a
eptores y donores de los solventes en base al 
ará
ter de á
ido o base de Lewis.De esta forma, midiendo diferentes propiedades (energías de absor
ión, poten
iales redox) yal gra�
arlas versus el número a
eptor se obtienen grá�
os lineales. La magnitud del efe
too
asionado por el solvente se puede expresar mediante la siguiente e
ua
ión, E
. IV.2.1:5NA: parámetro empíri
o de�nido en fun
ión del desplazamiento relativo 31P RMN para la trietilfos�naen el solvente de interés y relativo a la fuerza á
ida. (NA=0 para Hexano y 100 para SbCl5).
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Figura IV.2.11: Grá�
o de υ(
m−1) versus NA (Es
ala de Gutman) para el 
omplejo 1b.
υs

i = υ0
i + aiNA (IV.2.1)donde υs

i es el número de onda medido (Banda MLCT de menor energía) para el 
omplejoi en el solvente s, υ0
i es el número de onda extrapolado para un solvente de AN=0. Elparámetro ai mide la sensibilidad del 
omplejo i frente a la 
apa
idad a
eptora del solvente.Para este 
aso, del análisis antes des
ripto y ha
iendo una regresión lineal para el grá�
o quese muestra en la Figura IV.2.11. se obtiene un valor de ai de 46 y un valor de υ0

i de 16575
m−1; por ejemplo para el [Fe(CN)5NO℄2− se obtuvo un valor para ai de 41 [24℄. Este valorse informa y se deja asentado dada su posible importan
ia para estudios futuros sobre estetema.Si bien se muestra el estudio de este efe
to en forma 
ompleta solo para 1b, se veri�
ó
ualitativamente para todos los 
omplejos analizados. Para los 
ompuestos que resultaronser sólo solubles en DMSO y agua se registraron los 
orrespondientes espe
tros. Por ejemplopara los 
omplejos 3a y 4a y 5a las dos últimas bandas toman los valores que se muestranen la Tabla IV.2.3.Tabla IV.2.3: Efe
to del solvente sobre λmax(nm) para los 
omplejos 3a, 4a, 5a.Complejo λmax(nm), agua λmax(nm), DMSO λmax(nm), a
etonitrilo3a 398, 572 420, 6414a 400, 581 424, 6525a 397, 566 401, 581



136 IV.2. Estru
tura, 
ara
teriza
ión espe
tros
ópi
a y propiedades.Para �nalizar, vale la pena men
ionar que se pudo observar que el 
orrimiento de labanda de menor energía resulta ser de aproximadamente 50 nm para los 
omplejos 1 y 2, los
omplejos 3, 4 y 6 son los más afe
tados 
on un 
orrimiento de alrededor de 70 nm, mientrasque el 
omplejo 5a no se ve muy afe
tado.IV.2.3. Espe
tros
opía FTIRTodos los 
omplejos estudiados exhiben dos señales 
ara
terísti
as,6 una en el rango 1405-1408 
m−1 y otra en la zona 761-794 
m−1. Estas bandas fueron atribuidas a los estiramientosN-O (νNO) y S-N (νSN) respe
tivamente. Un detalle importante es la desapari
ión por 
om-pleto de la señal a 2500-2600 
m−1 que 
orresponde al estiramiento S-H (νSH). Este he
hoes 
onsistente 
on la forma
ión del 
omplejo.En la literatura, se en
uentra muy es
asa informa
ión a
er
a de la 
ara
teriza
ión FTIRde los S-nitrosotioles libres, en algunos 
asos solo se informa una banda muy an
ha asignadaal estiramiento N-O (νNO). Este he
ho se debe prin
ipalmente a la inestabilidad de mu
hosde los RSNOs y a la 
onse
uente imposibilidad de ser aislados. En los 
asos donde podemos
omparar, se observa que la fre
uen
ia νNO disminuye entre 70 y 200 
m−1 al 
oordinarse al
entro metáli
o. Esta tenden
ia es re�ejada ade
uadamente por los 
ál
ulos, éstos predi
enun 
orrimiento de 60 a 157 
m−1 en el mismo sentido, y un aumento en νSN en 40-137 
m−1.Es importante men
ionar que en la literatura no hay prá
ti
amente informa
ión en lo querespe
ta a 
ara
teriza
ión por FTIR de los RSNOs 
oordinados, salvo un úni
o 
aso queinforma un valor de 1380 
m −1(νNO) para el 
omplejo que resulta de la rea

ión del etiltiol
on el penta
ianonitrosilferrato(II) [26℄.Los 
omplejos que 
ontienen 
omo ligando a 1 y 2 muestran algunas 
ara
terísti
asparti
ulares. Cuando el a
etonitrilo está 
oordinado en la posi
ión trans al ligando (
omplejo1b) se observa una señal que 
orresponde al estiramiento CN (νCN) en 2327 
m −1, mientrasque para el a
etonitrilo libre esta señal apare
e en 2254 
m−1. La fre
uen
ia νNO tieneaproximadamente el mismo valor para los 
omplejos tipo a y b, mientras que νSN se 
orre avalores menores al pasar del 
omplejo a al b, indi
ando un fortale
imiento de la unión S-Nal 
oordinarse un a
etonitrilo en la posi
ión trans al ligando. Este he
ho es 
onsistente 
onla mayor estabilidad termodinámi
a re�ejada por los 
ál
ulos 
omputa
ionales (IV.1.3, pág.119).Es interesante agregar que, las fre
uen
ias vibra
ionales en las que están involu
rados losestiramientos S-N y N-O muestran ser sensibles al 
ambio del 
ontraión, del mismo modo es6Los espe
tros fueron medidos en pastillas de KBr, las señales debidas al grupo -SNO fueron asignadaspor medio de la prepara
ión de los 
orrespondientes 
omplejos mar
ados 
on el isótopo 15N.
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opía FTIR 137esperable que sean sensibles al 
ambio de solvente.7 Tal 
omo se puede observar en la TablaIV.2.4, para el 
omplejo 1
 (
ontraión: PPh+
4 ), νSN y νNO se 
orren ha
ia valores mayorestomando 
omo referen
ia los 
omplejos 1a y 1b (
ontraión: K+), he
ho 
onsistente 
on lasdistan
ias observadas en las estru
turas 
ristalinas. Si el 
ontraión es 
esio (
omplejo 1d),

νNO 
ambia sensiblemente 
on respe
to a los valores de 1a y 1b mientras que νSN no lo ha
edemasiado. (ver Tabla IV.2.4)
Tal 
omo se puede observar en la Tabla IV.2.4 las distan
ias de enla
e S-N medidasexperimentalmente, resultan ser 0.1 Å más 
ortas que las 
al
uladas, mientras que la dis-tan
ia de unión para el N-O resulta ser más larga. Esto es, al nivel de teoría usado parala optimiza
ión de geometría, PBE1PBE/SDD la intera

ión S-N-O es sobrestimada. Re-sulta interesante notar que 
uando se agregan fun
iones de polariza
ión, se obtienen peoresparámetros geométri
os que al no utilizarlas. Otro aspe
to interesante a remar
ar de estatabla es que la distan
ia de unión N-O 
al
ulada en el 
omplejo es 1.17 Å y al adi
ionarse elRS− pasa a valer 1.24 Å. Por otro lado, la distan
ia de unión S-N aumenta llamativamenteal formar los 
omplejos tipo a pero disminuye al formar los 
omplejos tipo b, 
omparando
on la misma distan
ia en el RSNO libre, he
ho que no se ve re�ejado en los valores quetoman las fre
uen
ias vibra
ionales. Este resultado es razonable si se tiene en 
uenta que al
oordinarse el RSNO el modo de vibra
ión que impli
a el estiramiento S-N ahora está muymez
lado 
on el estiramiento Ir-N(O). Como se puede ver en la tabla, la distan
ia Ir-N(O)es mayor para los 
omplejos tipo a que para los b y 
omo ya se ha men
ionado, la tenden
iaes la opuesta para la distan
ia S-N.

7Debido a que la ventana que permiten los solventes utilizados no 
oin
idía 
on la zona donde se venestas señales no se analizó la dependen
ia 
on el solvente por FTIR.
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Figura IV.2.12: Espe
tros FTIR para el 
omplejo 1a y 1a-15N (A), espe
tros FTIR para los 
omplejos1a y 1b (B).Por último, los 
ál
ulos predi
en que para los 
omplejos b, la fre
uen
ia de estiramientodel enla
e C-N (a
etonitrilo trans) se 
orre 120 
m−1 ha
ia valores mayores al 
oordinarsey esta predi

ión es 
onsistente 
on el 
orrimiento experimental observado de 70 
m−1 en elmismo sentido.En la Figura IV.2.12 se muestra el 
omplejo 1a, 1a enrique
ido en el isótopo 15N, y 1b.Como se muestra en di
ha Figura, los 
omplejos tipo a y b pueden ser distinguidos medianteespe
tros
opía FTIR.
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Tabla IV.2.4: Distan
ias y fre
uen
ias FTIR para rea
tivos, 
omplejos y RSNOs libres.* PBE1PBE/SDDEspe
ie Distan
ias (Å), exp.(
al
.*) Fre
uen
ias IR (
m−1) exp.(
al
.*)K[IrCl5NO℄Na[IrCl5NO℄1NOComplejo 1aComplejo 1bComplejo 1
Complejo 1d2NOComplejo 2aComplejo 2b3NOComplejo 3a4NOComplejo 4a5NOComplejo 5a6NOComplejo 6aA
etonitrilo
S1-N2 N2-O2 Ir-N1 Ir-N2 O1-N1-S-C1.120 [14℄ 1.760 [14℄(1.170) (1.755)1.153 1.750(1.905) (1.222)(1.990) (1.238) (1.894) (16.28)1.734(8) 1.219(10) 1.963(8) 2.032(10) -0.3(8)(1.855) (1.242) (1.625) (1.990) (0.335)1.659(13) 1.208(14) 1.944(12) 1.983(13) 1.7(13)(1.918) (1.216)(2.074) (1.224) (1.887) (13.28)(1.917) (1.229) (1.923) (1.989) (0.644)(1.945) (1.211)(1.934) (1.240) (1.910) (40.31)1.769(3)[27℄ 1.191(4)[27℄(1.980) (1.206)(1.999) (1.244) (1.892) (11.95)(1.921) (1.218)(2.007) (1.239) (1.886) (33.82)(1.916) (1.219)(1.995) (1.240) (1.889) (27.13)
N-O S-N C-N2006 (1627)[9℄1986 [9℄1500-1530 [18℄(1548) (647)1431(1491) 779(727)1432 (1479) 794 (784) 2327(2446)1436 8521405 7871580-1670 [18℄(1560) (649)1438 (1453) 763 (688)1453 (1433) 786 (756) 2324(2448)(1527) (622)1431 (1483) 781 (730)1556 (1616) 637 (649)1438 (1459) 784 (720)(1567) (659)1435 (1500) 781 (732)(1562) (664)1437 (1493) 790 (736) 2254(2326)
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ara
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tros
ópi
a y propiedades.IV.2.4. Espe
tros
opía 1H RMNLa S -nitrosa
ión produ
e 
ambios importantes en el desplazamiento quími
o para loshidrógenos alfa y beta 
on respeto a los tioles puros. De este modo, los RSNOs pueden serbien 
ara
terizados mediante 1H NMR. Por ejemplo, al nitrosarse, la señal que 
orresponde alhidrógeno en la posi
ión alfa se 
orre ha
ia 
ampos bajos aproximadamente 1 ppm, mientrasque la in�uen
ia sobre el hidrógeno beta es menor (0.1-0.2 ppm) y depende más fuertementedel esqueleto 
arbonado. (Ver Tabla IV.2.5)Tabla IV.2.5: Desplazamientos quími
os. Tioles libres y S-nitrosotioles 
oordinados.Espe
ie δ(ppm)1Complejo 1aComplejo 1b2Complejo 2aComplejo 2b3NOComplejo 3a4Complejo 4a5Complejo 5a6Complejo 6a7
omplejo 7A
etonitrilo

-CHX-S CH3CN3.74.634.67 2.927.0-7.37.49-7.767.49-7.76 2.952.93.78-3.983.3-3.43.88-4.063.64.57-4.593.64.77-4.782.93-2.953.03-3.30 2.06[28℄Para el 
aso de los 
omplejos 1a-b, 2a-b y 3a se obtuvieron espe
tros de RMN muylimpios en D2O. Para los 
omplejos 1b y 2b se observó 
laramente la señal 
orrespondienteal a
etonitrilo 
oordinado. Para el 
omplejo 4a, el espe
tro mostraba una pequeña 
antidadde disulfuro (previamente identi�
ado y 
ara
terizado, ver se

ión III.2 pág. 64, 66) presuntoprodu
to de des
omposi
ión. Tal 
omo fue men
ionado en la se

ión IV.1, los 
omplejos 5a y6b resultaron ser los más inestables, al disolverlos en agua los produ
tos de des
omposi
ión(no identi�
ados en forma 
ompleta) apare
en en forma inmediata. Se obtuvo un espe
tromás limpio al realizarlo en DMSO-d6, donde estos 
omplejos resultan ser más estables. Laasigna
ión 
ompleta y detallada para 
ada 
omplejo se muestra en la parte experimental delas respe
tivas se

iones (IV.1.3-5).
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Figura IV.2.13: Patrón isotópi
o para las espe
ies [IrCl−4 ℄ y [IrCl5NO℄−.IV.2.5. Espe
trometría de MasaAspe
tos generalesEn esta se

ión haremos uso de la té
ni
a de espe
trometría de masa y veremos suutilidad para la identi�
a
ión y el análisis estru
tural de 
ompuestos 
omplejos. La naturalezadetallada de 
ada espe
tro depende fundamentalmente de las propiedades de la molé
ula,para la serie de 
omplejos que hemos preparado veremos:Cara
terísti
as 
omunes a todos ellos.El ión mole
ular, 
uya masa es un parámetro importante en la identi�
a
ión. Ade-más, para un 
onjunto dado de 
ondi
iones, la intensidad de este pi
o 
onstituye unaestima
ión de la estabilidad del fragmento ionizado.Pi
o base.Los espe
tros ESI-MS de alta resolu
ión fueron adquiridos en modo negativo. En algunos
asos también se realizó ESI-MS/MS para algunos iones relevantes. En la Tabla IV.2.6 selistan los iones diagnósti
os para los 
omplejos 1a,b y 2a,b y 4a. En la Figura IV.2.13 semuestra el patrón isotópi
o para los iones [IrCl−4 ℄ y [IrCl5NO℄−.Como ante
edente podemos men
ionar que 
on esta té
ni
a previamente se lograron de-te
tar adu
tos de 
orta vida para la rea

ión del penta
ianonitrosilferrato(II) ([Fe(CN)5NO℄2−)y mer
aptosu

inato [29℄. En di
ho trabajo el ión {M+
3 [Fe(CN)5N(O)(C4H4O4S)℄4−}−, dondeM respresenta a diferentes 
ontraiones, es identi�
ado a través de la dete

ión de sus pro-du
tos de des
omposi
ión. A diferen
ia de lo re
ién men
ionado, en nuestro 
aso el 
omplejono es un adu
to inestable sino un produ
to estable, y en lo que sigue veremos que por medio
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tura, 
ara
teriza
ión espe
tros
ópi
a y propiedades.Tabla IV.2.6: Iones diagnósti
os dete
tados por ESI-MS en modo negativo para los 
om-plejos 1 a,b; 2 a,b; y 4. [IrCl5N(O)SR℄2−= M; K+, H+=
ontraiones (
omplejos a);[Ir(CH3CN)Cl4N(O)SR℄2−= M; K+, H+=
ontraiones (
omplejos b). Experimental (Cal
ula-do, error en ppm)R Iones diagnósti
os, MS (m/z) MS/MS (m/z)1a [M+K℄−: 561.779 (561.7789,1)[M-Cl℄−:487.853 (487.8590,12)[M-Cl-NO℄•−:457.999(458.0049,13) de [M-Cl℄−: [M-Cl-NO℄•−:.de [M+K℄−: [M-Cl℄−, [M-NO+K℄•−:531.965; [M-KCl-NO℄•−:458.0001b [M℄:528.854 (528.8534, 1)[M-NO-CH3CN℄:457.804(457.8034,1)2a [M+K℄−: 547.750 (547.7438,11)[M-Cl+K℄•−:512.696(512.7086,24)[M-Cl℄−: 473.831 (473.8434,26)[M-2Cl+H℄−: 438.766 (438.7438,37) de [M-Cl℄−y [M-2Cl+H℄−:[M-2Cl-NO℄•−:408.00de [M-Cl+K℄•−: [M-2Cl+H℄−2b [M-CH3CN℄: 469.8413(469.8398,3)[M-NO-CH3CN℄: 443.845 (443.8437,3)4a [M-Cl℄−:512.884(512.8772,13)[M-Cl-NO℄•−:482.889(482.8822,14) de [M-Cl℄−:[M-Cl-NO℄•−:483.020[M-NO-2Cl+H℄•−:445.031de esta té
ni
a podemos dete
tar varios iones diagnósti
os derivados de estos 
omplejos deiridio, los que 
laramente 
on�rman la identidad de los mismos.Complejos tipo a: [IrCl5N(O)SR℄2−= M; K+, H+= 
ontraionesPara todos los 
omplejos, el ión [IrCl5NO℄−o [M-(SR−)℄−(m/z 399.800) y otros ionesderivados de él 
omo [IrCl4℄−(m/z 332.850) fueron observados 
omo los iones mayoritarios.Los iones diagnósti
os mayoritarios, es de
ir aquellos que 
on�rman la identidad del 
omplejofueron, [M-Cl℄−, [M-Cl-NO℄•− y [M+K℄−. Los espe
tros para los 
omplejos 1 y 2 
laramenteeviden
ian la sola presen
ia de a, ver Figura IV.2.14.A para 1a. De a
uerdo 
on lo quemuestran los espe
tros, los 
omplejos 1a y 2a resultan ser más estables en fase gaseosaque el 
omplejo 4a, para este 
omplejo la intensidad de la señal que 
orresponde al ióndiagnósti
o o mole
ular ([M+K℄−) es muy baja, lo mismo o
urre 
on la intensidad de laseñal para [M-Cl-NO℄•−.En todos los 
asos los espe
tros masa-masa (Figura IV.2.14.B y C) de estos 
omplejosmuestran pérdida de NO• y Cl−. Un detalle importante es que para los 
omplejos 1a y 2a laintensidad de la señal para [IrCl4℄−es 
asi imper
eptible pero para 4a tiene una intensidad
onsiderable. Este he
ho también es 
onsistente 
on la menor estabilidad de 4a en fasegaseosa.
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Figura IV.2.14: Espe
tro ESI-MS para el 
omplejo 1a.Complejos tipo b: trans-[Ir(CH3CN)Cl4N(O)SR℄2−= M; K+, H+=
ontraionesPara los 
omplejos tipo b, en 
ontraposi
ión 
on lo observado para los 
omplejos tipoa, [M℄− y [M-CH3CN℄− resultaron ser los iones observados 
on mayor intensidad (FiguraIV.2.15). Los iones [Ir(CH3CN)Cl4N(O)℄− (m/z 403.797), [IrCl5NO℄− y otros iones derivados
omo [IrCl4℄−, fueron observados 
omo iones minoritarios.Consistentemente 
on las predi

iones de los 
ál
ulos DFT, el análisis de los resultados dela espe
trometría de masa sugiere que los 
omplejos tipo b son más estables en fase gaseosa.ExperimentalRea
tivos. Los 
omplejos fueron preparados tal 
omo fue des
ripto en la se

ión anterior. Los solventes deuteradosfueron obtenidos de Sigma Aldri
h.Instrumenta
ión y Medidas. Las diferentes medidas fueron realizadas utilizando la instrumenta
ión des
riptaen la metodología general (II.1).
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Figura IV.2.15: Espe
tro ESI-MS para el 
omplejo 1b.
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ión Computa
ionalTodos los 
ál
ulos realizados fueron llevados a 
abo utilizando el paquete Gaussian03, las optimiza
iones degeometría se realizaron, al igual que la se

ión anterior utilizando el fun
ional PBE1PBE junto 
on la base SDD.Se 
al
ularon los modos normales para las estru
turas optimizadas obtenidas para los diferentes 
omplejos.
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IV.3Estabilidad térmi
a: estudio teóri
o -experimentalUna vez invertido el tiempo en 
ara
terizar los 
omplejos preparados, tarea que antesse ha men
ionado fundamental 
omo punto de partida para el estudio de aspe
tos más ín-timamente rela
ionados 
on la vida y existen
ia de estas molé
ulas, vamos a pasar ahoraal estudio de algunos aspe
tos sobre su rea
tividad. En parti
ular en esta se

ión evalua-remos la estabilidad de estos 
ompuestos tanto en fase gaseosa, sólida 
omo en solu
ión.Si bien 
ubriremos muy po
o en 
uanto a rea
tividad 
on
ierne, su estabilidad térmi
a essumamente relevante debido a la importan
ia de estos 
omplejos 
omo poten
iales molé
ulasalma
enadoras de RSNOs.IV.3.1. Estabilidad en fase sólidaTodos los 
ompuestos preparados resultaron ser sumamente estables 
omo sólidos, en to-dos los 
asos fueron alma
enados bajo atmósfera de nitrógeno o argón dentro de un dese
adory protegidos de la luz. En estas 
ondi
iones los 
ompuestos pueden alma
enarse por períodosmuy largos de tiempo sin perder ninguna de sus propiedades. De esta forma estos 
omplejos
onstituyen un ex
elente medio para alma
enar y preservar la fun
ión de los RSNOs.IV.3.2. Estima
ión de vidas medias en aguaEs una 
uestión obvia el querer saber qué pasa 
on estos 
omplejos una vez disueltosen agua. Se sabe que los RSNOs libres viven extremadamente po
o una vez disueltos enagua. En algunos 
asos, in
luso tomando todos los 
uidados posibles 
omo: resguardo de laluz, ausen
ia total de oxígeno, viven apenas unos minutos. En la Tabla IV.3.1 se muestran147
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a: estudio teóri
o - experimentalestima
iones del orden de magnitud para las vidas medias de RSNOs libres. Como ya se hamen
ionado en las se

iones anteriores, los RSNOs son muy sensibles a trazas de metales,es importante tener en 
uenta que el agregado de EDTA aumenta notablemente el tiempode vida media de los S-nitrosotioles, por ejemplo para S -nitroso
isteína 
on el agregado deEDTA (0.5 mM) su tiempo es del orden de los 30 minutos mientras que sin el 
omplejantees 20 a 30 segundos [2℄.Tabla IV.3.1: Tiempos de vida medio de RSNOs libresS-nitrosotiol tiempo de vida medio (t1
2
)11SNO-ben
iltiolSNO-feniltiolSNO-a
etil-L-
isteínaSNO-L-
isteína etil esterSNO-mer
aptosu

inato

segundos a minutos minutos a horas horas a días++ +++
1Los tiempos de vida media fueron medidos en bu�er fosfato pH=7.4, 25 C, EDTA (0.5mM)Se midieron los tiempos de vida media para los 
omplejos sintetizados. En todos los 
asosex
epto para los 
omplejos 1b y 2b, las 
inéti
as de des
omposi
ión ajustaron a una 
inéti
ade primer orden. Para los 
omplejos 1b y 2b se estimó grá�
amente el tiempo de vida mediosin apli
ar ningún modelo 
inéti
o. En la Tabla IV.3.2 se muestran los valores medidos ytambién los reportados para los 
omplejos [Fe(CN)5N(O)SR℄3−.Tabla IV.3.2: Tiempos de vida media medidos para los RSNOs 
oordinados en agua, M=Iro Fe; Ir=[IrCl5℄−2, Fe=[Fe(CN)5℄2− .Complejo τ(minutos), M=Ir a/ba τ(minutos), M=Fe bM-SNO-ben
iltiol 1a: 15992.3 �1b: 19894.8 �M-SNO-feniltiol 2a: 1636.7 �2b: 5551.4 �M-SNO-N-a
etil-L-
isteína 3a: 7757.4 3n: 7.5 [30℄M-SNO-L-
isteína etil ester 4a: 215.8 4n: 1.16 [30℄M-SNO- mer
aptosu

íni
o 5a: 6.14 5n ≥ 2160 [30℄M-SNO-mer
aptosu

íni
o metil ester 6a: 9.60
aComplejo aislado en agua MilliQ; pH=5 (1, 2 y 3); pH=4 (4, 5 y 6). T=25 ◦C, [IrCl5N(O)SR℄2−∼3 x 10−4M.
bComplejo generado in situ a partir de [Fe(CN)5NO℄2−=2.5 x 10−3M, tiolato: 1.25 x 10−2M, bu�erNa2CO3/H3BO3, pH=10.Tal 
omo puede observarse en la Tabla IV.3.2, los 
omplejos 1a y 1b, resultaron ser losmás estables. In
luso, una vez disueltos en agua pueden alma
enarse a baja temperatura y enausen
ia de luz durante meses. Los 
omplejos 2a, 2b y 3a resultaron ser también muy establesuna vez disueltos en agua. Para el 
aso parti
ular de los 
omplejos 3a y 4a es importante
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Figura IV.3.1: Ci
lo intramole
ular postulado para el 
omplejo 4a.resaltar el enorme in
remento en la estabilidad del RSNO 
oordinado 
on respe
to a losrespe
tivos 
omplejos [Fe(CN)5N(O)SR℄3−. Otro detalle interesante es que a pesar que los
omplejos 3a y 4a tienen 
oordinados RSNOs derivados de la 
isteína la estabilidad de éstoses muy diferente siendo 3a mu
ho más estable que 4a, esta misma tenden
ia se observa paralos 
omplejos derivados del penta
ianonitrosilferrato(II). Por ejemplo para el 
omplejo 4nse ha sugerido que su mayor estabilidad respe
to a 3n radi
a en el he
ho de que para estetiol la posibilidad de formar un 
i
lo intramole
ular de 6 átomos le 
on�ere una estabilidadadi
ional respe
to a 4n (Figura IV.3.1). La misma situa
ión es probable que tenga lugaren este 
aso. Para los 
asos 1 y 2 los 
omplejos b resultan ser más estables que los a,probablemente este he
ho esté rela
ionado 
on el ligando trans que 
ontienen los 
omplejosb a diferen
ia de los a.Los 
omplejos 5 y 6 demandan un tratamiento espe
ial, 
ontrariamente a lo que fueobservado para los 
omplejos derivados del penta
ianonitrosilferrato(II) (5n), los 
omplejosde iridio que 
ontienen este tiol 
oordinado 
omo RSNO resultaron ser los más inestables,a
usando los menores tiempos de vida medios.Al no en
ontrar 
ál
ulos sobre los 
omplejos de S-nitrosotioles derivados del penta
ianoni-trosilferrato(II) en bibliografía, se de
idió realizar 
ál
ulos para el 
omplejo 
orrespondiente(5n). Curiosamente en
ontramos que este 
omplejo aislado, no existe, de he
ho durante laoptimiza
ión el enla
e S-N se rompe dando 
omo resultado el tiolato y el penta
ianonitro-silferrato(II). Esta situa
ión 
ambia si se agregan una o más molé
ulas de agua solvatandolos grupos 
iano (Figura IV.3.2 ).La distan
ia S-N 
al
ulada a
er
ando 3 molé
ulas de agua fue de 2.17 Å mientras quela misma distan
ia para los 
omplejo de penta
loroiridato(III) resultó ser 2.00 y 1.99 (5a y6a, ver tabla IV.2.4). Esta eviden
ia apunta al he
ho de que el solvente desempeña un papelfundamental en lo que 
on
ierne a la estabilidad de estos 
omplejos. En la literatura se hasugerido que la intera

ión de 
ationes 
on el 
omplejo 5n fortale
e la unión S-N 
ambiandode alguna forma la distribu
ión ele
tróni
a [30, 17℄.Una vez más, tal 
omo ya se hi
iera en la parte III.3, se realizaron 
ál
ulos usando el
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Figura IV.3.2: Geometría optimizada para [Fe(CN)5N(O)SR℄3−(
omplejo 5n, RS− =mer
aptosu

inato)aislado, 
on tres molé
ulas de H2O solvatando los 
ianuros 
oordinados.metiltiol 
omo modelo simple de tiol 
oordinado al nitrosilo metáli
o, para el penta
iano-nitrosilferrato(II) (
omplejo 8n) y para el iridio (
omplejos 8a y 8b). Tal 
omo se puedeobservar en la tabla IV.3.3, los parámetros optimizados muestran que la distan
ia S-N dis-minuye unos 0.3-0.4 Å al pasar de 8n a 8a y 8b. Por otro lado las 
argas NBO sobre elátomo de azufre nos indi
an que el tiol está formando un S-nitrosotiol 
oordinado para los
asos 8a y 8b mientras que tiene 
ará
ter de tiolato para el 
aso 8n.Tabla IV.3.3: Parámetros geométri
os sele

ionados y 
argas NBO. PBE1PBE/SDD//-PBE1PBE/SDB-

-pVDZ.Complejos distan
ias (Å) Cargas NBO (e)8n8a8b S-N N-O Fe/Ir-N2.244 1.220 1.7591.939 1.243 1.9011.854 1.240 1.920 S O N-0.109 -0.318 0.2890.263 -0.308 0.0350.403 -0.269 0.014Para el 
aso de 5n la presen
ia de un grupo 
arboxilo, el 
ual ejer
e un efe
to atra
torde la densidad ele
tróni
a estabiliza al ligando RSNO ha
iendo que sea menos pro
live ala oxida
ión. A diferen
ia de esto, en el 
aso de 5a el efe
to atra
tor del grupo 
arboxilo
ompite 
on el 
ará
ter ele
tró�lo del penta
loroiridato(III) produ
iendo 
omo resultado netola desestabiliza
ión del RSNO 
oordinado.Des
omposi
ión: 
ambios espe
trales y estado de oxida
ión del iridio.En todos los 
asos los 
ambios espe
trales son similares a los que se muestran en la FiguraIV.3.3. Mientras trans
urre la des
omposi
ión, el estado de oxida
ión del iridio no pare
e
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Figura IV.3.3: Espe
tro UV-Visible al ini
io y al 
abo de un determinado tiempo para los 
omplejos 4ay 6a.
ambiar, ya que se sabe por datos informados en bibliografía que si esto o
urriera el aspe
tode los espe
tros UV-Visible �nales sería muy diferente. Los 
omplejos de Ir(IV) presentan
olores muy intensos, 
ara
terísti
a que los diferen
ia 
laramente de los 
omplejos de Ir(III)[31℄.Si bien en este trabajo no fueron estudiados en forma exhaustiva los produ
tos de des-
omposi
ión, las eviden
ias en
ontradas sugieren que los produ
tos resultantes 
omo 
onse-
uen
ia de ésta son prin
ipalmente el disulfuro y 
omplejos del tipo [IrCl5−nXnSolv℄−(2−n)donde el estado de oxida
ión para el iridio permane
e inalterado (Ver Figura IV.2.6). Laeviden
ia experimental propor
ionada por la espe
tros
opía 1H RMN demuestra que paratodos los 
omplejos, luego de la des
omposi
ión 
ompleta, se dete
ta úni
amente la forma-
ión de disulfuro 
omo 
ompuesto orgáni
o. Cabe desta
ar que el disulfuro en general es po
osoluble en agua y dependiendo del tiol hasta puede llegar a ser insoluble. A 
ontinua
ión sedes
riben dos ejemplos:1. Caso 4a) El disulfuro es bastante soluble en agua. Al disolver 4a en agua se observóuna apre
iable 
antidad de disulfuro desde el primer espe
tro adquirido hasta llegar aser el úni
o produ
to observado vía esta té
ni
a.2. Caso 2b) El disulfuro es muy insoluble en agua. Al disolver 2b lo que se observó 
onel 
orrer del tiempo fue una disminu
ión de la intensidad para la señal del 
omplejo yabundante apari
ión de pre
ipitado. Se separó el pre
ipitado, se redisolvió en DMSOy resultó ser el disulfuro, identi�
ado por espe
tros
opía 1H RMN.
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ión de vidas medias en agua 153Más allá de estos dos 
asos mostrados, en todos los 
asos se observa la apari
ión deldisulfuro. En los 
asos para los 
uales resultó ser insoluble 
omo por ejemplo 1a-b y 2a-b,este produ
to fue extraído, redisuelto en DMSO-d6 y así dete
tado.Caso 4a). En la �gura IV.3.4 se observan los espe
tros tomados para el 
omplejo 4adisuelto en agua, el espe
tro ini
ial (a) muestra una rela
ión de 70%:30% 
omplejo-disulfuro,en el siguiente espe
tro, adquirido 2 horas después, esta rela
ión se invierte y el espe
tro �nal,adquirido al día siguiente, muestra 
omo úni
o produ
to el disulfuro.2 Notar que en este 
asose ve 
laramente 
ómo se 
onsume el 
omplejo para dar lugar a la forma
ión del disulfuro, elmismo resulta ser soluble pero a medida que aumenta la 
on
entra
ión, la solu
ión al
anzala satura
ión y se observa turbidez y pre
ipitado blan
o.Caso 2b). En la Figura IV.3.5 se pueden observar los espe
tros para el pro
eso dedes
omposi
ión del 
omplejo 2b en agua. Las señales del rea
tivo (2b) y el disulfuro puedenser distinguidas 
laramente debido a su diferente patrón y desplazamiento quími
o. En laFigura IV.3.5 a se muestra el espe
tro para el 
omplejo re
ién disuelto. Luego de variassemanas (Figura IV.3.5 b) se observa que no han apare
ido señales nuevas pero la intensidadde la señal 
orrespondiente al 
omplejo sufrió una gran disminu
ión a esto debemos sumarlela apari
ión de un pre
ipitado blan
uz
o. Al extraer el pre
ipitado y redisolverlo en DMSO-d6 (Figura IV.3.5 
) se observa que apare
en señales diferentes las que hemos asignado aldisulfuro, ver 
ompara
ión 
on los espe
tros para el tiol libre y disulfuro, Figura IV.3.6 a yb, y Tabla IV.3.4.En la Figura IV.3.5 también se muestra en menor tamaño otra zona relevante del espe
-tro en la que apare
e la señal que 
orresponde al a
etonitrilo 
oordinado. Se puede observarque esta señal desapare
e y apare
e otra señal a 
ampos más altos, que podría asignarse a[IrCl4(CH3CN)2℄−. De igual modo también se pueden observar señales pequeñas en aproxi-madamente 7.7 ppm que pare
en ser restos del 
omplejo.Como 
omentario �nal, es importante notar la diferente es
ala de tiempo en la quetrans
urre la des
omposi
ión para estos dos 
omplejos, para el 
aso 4a) la des
omposi
ión se
ompleta al 
abo de un día, en 
ambio para 2b) lo mismo o
urre al 
abo de varias semanas,he
ho 
onsistente 
on la eviden
ia aportada por la espe
tros
opía UV-visible.
2La asigna
ión de las señales para el tiol y el disulfuro se muestran en la parte III.2.2, pág. 64-66.
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a: estudio teóri
o - experimentalTabla IV.3.4: Desplazamientos quími
os (δ(ppm)) para el 
omplejo 2b, fenil tiol y disulfuro.
1H RMN 13C RMNH tiola disulfurob 2bc(2) 7.25(m) 7.50(m) 7.70(m)(2') - 7.50(m) 7.70(m)(3) 7.25(m) 7.27(m) 7.70(m)(3') - 7.27(m) 7.50(m)(4) 7.12(t) 7.20(
) 7.50(m)(5) 3.93(s) - -

C tiola disulfurob 2bc(1) 130.75 136.97 137.36(2) 129.32 128.97 134.07(2') 129.32 128.97 132.97(3) 128.99 127.45 129.76(3') 128.99 127.45 129.46(4) 125.48 127.06 129.46
amedido en CD3CN, bSDBS (CDCl3, 300MHz), cmedido en D2O.
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Figura IV.3.7: Esquema de posibles me
anismos para la rea

ión de des
omposi
ión de[IrCl5−nXnN(O)SR℄(2−n)−(n=0,1; X=CH3CN).IV.3.3. Evalua
ión de posibles me
anismos de des
ompo-si
ión : fase gaseosa y solu
ión.Una vez presentadas las eviden
ias experimentales en
ontradas para la des
omposi
iónde estos 
ompuestos pasemos a interpretarlas en términos de algún me
anismo. Si bien, 
omoya antes se ha men
ionado, éste no fue el objetivo prin
ipal de este trabajo, se propondránalgunos me
anismos basados en las eviden
ias experimentales y en 
ál
ulos 
omputa
ionales.Aparentemente la des
omposi
ión del RSNO 
oordinado se asemeja bastante a la delos RSNOs libres pudiendo o
urrir tanto la ruptura homolíti
a 
omo la heterolíti
a de launión S-N (Figura IV.3.7). En el 
aso de la ruptura heterolíti
a (me
anismos I y II) ésta
ondu
iría a la forma
ión del tiolato y el 
omplejo [IrCl5−nXnNO℄−(2−n) (I), o el RSNO yel 
omplejo [IrCl5−nXnSolv℄−(2−n) (II). Mientras que la ruptura homolíti
a lleva a diferentesposibilidades, tal 
omo se puede observar en la Figura IV.3.7.En la Tabla siguiente se muestran los parámetros energéti
os 
al
ulados para los me
a-nismos planteados en el 
aso del 
omplejo 1a-b.Como puede observarse en la Tabla IV.3.5, para el 
aso de los 
omplejos tipo a aislados,los 
ál
ulos indi
an que muy probablemente lo que o
urra sea la ruptura heterolíti
a de launión S-N, mientras que en solu
ión lo que resulta más fa
tible sería la ruptura Ir-N dando
omo resultado la forma
ión de RSNO. Para los 
omplejos tipo b, los 
ál
ulos pare
en indi
arque tanto en fase gaseosa 
omo en solu
ión lo que o
urriría sería la ruptura heterolíti
a dela unión Ir-N.
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a: estudio teóri
o - experimentalTabla IV.3.5: Parámetros energéti
os para los distintos me
anismos para el 
omplejo 1a-b.PBE1PBE/SDD//PBE1PBE/SDB-

-pVDZ.I II1a1b Fase Gaseosa PCM(agua)16.55 8.932.09 4.91 Fase Gaseosa PCM(agua)-15.31 39.7974.99 65.11III IV1a1b Fase Gaseosa PCM(agua)19.71 19.8121.62 25.41 Fase Gaseosa PCM(agua)34.80 36.8533.71 33.71Los resultados propor
ionados por la espe
tros
opía ESI-MS muestran que en fase gaseosaoperan las dos vías de des
omposi
ión, homolíti
a y heterolíti
a. La señal que 
orrespondeal 
omplejo [IrCl5NO℄−2 resulta ser muy intensa para los 
omplejos 1a, 2a, y 4a, mientrasque no o
urre lo mismo para los 
omplejos 1b y 2b, he
ho que es 
onsistente 
on los 
ál
ulosrealizados previamente. Todos los 
omplejos tipo a pierden NO dando origen a los 
omplejostiol-Iridio observados 
omo [M-NO-Cl℄•−. La pérdida del radi
al tiol lleva a la forma
iónde iones del tipo [IrCl4NO℄•− (362.82 m/z) (
omplejos tipo a) y [IrCl3NO℄•− (327.86 m/z)(
omplejos tipo b). En fase gaseosa, todas las posibles vías pare
en ser operativas mientrasque en solu
ión la situa
ión aparenta ser bastante diferente. Como antes se ha men
ionado,una vez disueltos en agua, los 
omplejos se des
omponen dando 
omo resultado la forma
iónde disulfuro y 
omplejos del tipo [IrCl5−nXnSolv℄−(2−n). Es importante men
ionar que si bien
omo antes hemos di
ho, la vía más probable de des
omposi
ión sería la ruptura heterolíti
ade la unión Ir-N, no hemos logrado dete
tar por medios espe
tros
ópi
os RSNOs libres.Probablemente esto esté rela
ionado 
on que una vez formado el RSNO se des
omponga enforma inmediata. Es evidente que ha
en falta mu
hos más experimentos para poder dis
ernirel me
anismo a través del 
ual o
urre la des
omposi
ión.ExperimentalRea
tivos. Los 
omplejos fueron preparados tal 
omo fue des
ripto en la se

ión anterior. Los solventes deuteradosD2O, CD3CN y DMSO-d6 fueron obtenidos de Sigma Aldri
h.Instrumenta
ión y Medidas. Las diferentes medidas fueron realizadas utilizando la instrumenta
ión des
riptaen la metodología general (II.1). Las 
inéti
as fueron medidas en agua MilliQ sin agregado de bu�ers ni de EDTA.Se midió el pH una vez disuelto y al �nal de la medi
ión.



IV.4Con
lusiones y preguntas abiertasA lo largo de esta segunda parte de los resultados (IV), hemos mostrado la forma depreparar RSNOs 
oordinados al 
omplejo [IrCl5℄2−, lo 
ual 
onstituye una alternativa paraestabilizar RSNOs . Hemos mostrado una 
ara
teriza
ión 
ompleta y un estudio sistemáti
ode sus propiedades, abordando �nalmente algunos aspe
tos de su rea
tividad, en parti
ularsu estabilidad en agua.Este trabajo, que 
onforma la segunda parte de los resultados de esta tesis, muestra quela rea

ión entre tioles y el 
omplejo K[IrCl5NO℄ da origen a una quími
a de 
oordina
iónmuy ri
a y vasta. Todos los 
omplejos preparados resultaron ser muy estables en fase sólidapudiendo ser alma
enados durante meses, 
on la sola pre
au
ión de mantenerlos en atmósferalibre de humedad y protegidos de la luz. Al ser disueltos en agua muestran un amplio rangode vidas medias, indi
ando esto, una diferente rea
tividad y una fuerte dependen
ia 
on laestru
tura del tiol en 
uestión.La naturaleza del grupo R es de 
ru
ial relevan
ia en lo que respe
ta al tipo de 
omplejoobtenido (a o b), las propiedades y la estabilidad del mismo. Como 
onse
uen
ia de esto,surge el he
ho de que pequeños 
ambios en la estru
tura del tiol se tradu
en en sustan
iosos
ambios en sus propiedades. Todos los 
omplejos resultaron ser muy sensibles a efe
tos delmedio. Por ejemplo el 
omplejo 1 a o b, 
ristaliza 
omo 
ristales verdes o rojos dependiendodel 
ontraión y el solvente donde se lleva a 
abo la 
ristaliza
ión. Del mismo modo lasdistan
ias de unión muestran ser sensibles al 
ambio del 
ontraión. Otro he
ho interesantees el efe
to solvato
rómi
o que muestran todos los 
omplejos.Resulta ser de interés parti
ular la obten
ión de los 
omplejos de tipo b (
on el a
etonitrilo
oordinado en la posi
ión trans), siendo el 
aso de tioles 
on grupos aromáti
os el úni
o queda origen a los mismos. Para estos tioles, se ha logrado mediante el 
ontrol de variables detrabajo 
omo la temperatura, obtener los dos 
omplejos (a y b). La labiliza
ión del 
lorurotrans luego de la 
oordina
ión del tiol 
omo S-nitrosotiol podría ser de utilidad en lo que159
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on
ierne a propósitos sintéti
os. También podría ser la 
lave para sintonizar la estabilidaddel RSNO 
oordinado a través de la sele

ión ade
uada del ligando trans al mismo.Pasemos ahora a reunir las eviden
ias mostradas hasta el momento y tratar de en
ontrar-les una expli
a
ión. Para ello 
omen
emos pensando en los RSNOs libres; si le permitimos anuestra imagina
ión des
ribir su estru
tura ele
tróni
a 
omo la 
ombina
ión de dos estru
-turas resonantes (Figura IV.4.1 (a)), una (1) de ellas sería la estru
tura 
onven
ional 
on undoble enla
e para la unión N-O y un simple enla
e para la unión S-N, mientras que la otra(2) sería algo pare
ido a una estru
tura zwitterióni
a 
on un doble enla
e en la unión S-N yuno simple en la unión N-O. Como 
onse
uen
ia, de este esquema surge que, una distribu-
ión ele
tróni
a semejante a la des
ripta por (2) será favore
ida por aquellos sustituyentesdonores de densidad ele
tróni
a, reforzándose la unión S-N respe
to la unión N-O. El efe
toopuesto será o
asionado por sustituyentes atra
tores de densidad ele
tróni
a.
Figura IV.4.1: Esquema de estru
tura de resonan
ia para (a)RSNOs libres y (b) 
omplejos 
on un á
idode Lewis que en nuestro 
aso sería el metal.Ahora sumemos a nuestro esquema mental la intera

ión de los RSNOs 
on un á
ido deLewis, que a los �nes prá
ti
os llamaremos A. Si A se 
oordina al átomo de nitrógeno, el efe
toele
tróni
o será similar que el produ
ido por un sustituyente donor de densidad ele
tróni
aunido al átomo de azufre. Enton
es, al 
oordinarse A al átomo de nitrógeno se indu
irá undesplazamiento de la densidad ele
tróni
a del azufre ha
ia A, generándose de esta formauna densidad de 
arga positiva sobre el azufre, reforzando el enla
e S-N (TablaIV.3.3, pág150). El in
remento observado en la estabilidad de los RSNOs 
oordinados se puede expli
arenton
es en el mar
o del esquema propuesto, donde A sería ahora un 
omplejo metáli
o, yen nuestro 
aso parti
ular [IrCl5℄2−.Volvamos ahora sobre el tema de la estabilidad de estos 
omplejos en agua, los resultadosobtenidos demuestran que no es posible generalizar y expli
ar la estabilidad en términos deuna familia de 
omplejos ya que 
ada uno de ellos presenta un 
omportamiento parti
ular.Este he
ho, 
omo ya hemos men
ionado es 
onsistente 
on la fuerte in�uen
ia de la estru
turadel tiol. Un resultado sobre el que vale la pena detenerse unos instantes y dis
utir, es quenuestro 
omplejo derivado de la rea

ión 
on el á
ido mer
aptosu

íni
o resulta ser el másinestable de todos mientras que lo opuesto se en
uentra reportado en literatura para el
omplejo derivado de la rea

ión del penta
ianonitrosilferrato(II) 
on el mismo tiol. Estehe
ho, a primera vista sorprende ya que para el penta
ianonitrosilferrato(II) resulta ser el más
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lusiones y preguntas abiertas 161estable de todos. Ahora bien, si lo pensamos en términos de lo expuesto anteriormente, estadiferen
ia probablemente se deba a que en nuestro 
aso para ese 
omplejo en parti
ular existeuna 
ompeten
ia entre el 
ará
ter ele
trofíli
o del iridio y el efe
to atra
tor de los grupos
arboxilato 
uyo resultado neto resulta ser la desestabiliza
ión del RSNO 
oordinado. Enel 
aso del penta
ianonitrosilferrato(II) los 
arboxilatos se llevan gran parte de la densidadele
tróni
a sobre el azufre e inhiben el desplazamiento de densidad ele
tróni
a al hierroestabilizando el 
omplejo. De esta forma podríamos de
ir que aquellos sustituyentes sobre elátomo de azufre que ayudan a la estabiliza
ión de los 
omplejos de iridio no lo ha
en paralos respe
tivos 
omplejos de hierro.Continuando en lo que se re�ere a estabilidad, en literatura se ha sugerido que la �e-xibilidad 
onforma
ional estaría involu
rada, en parti
ular en lo que ha
e a impedimentosestéri
os e intera

iones que 
onduz
an a la forma
ión del disulfuro, prin
ipal produ
to de lades
omposi
ión. Por ejemplo al pasar de syn a anti la distan
ia S-N pasa por un máximo yla diferen
ia de energía entre las 
onforma
iones syn y anti es fun
ión de los impedimentosestéri
os que existan para el 
ambio del ángulo diedro involu
rado (O-N-S-C). Cualquierdesvío de la planaridad para este ángulo se tradu
e en una desestabiliza
ión del fragmento yuna mayor tenden
ia a la ruptura de la unión S-N [32℄. Llamativamente, se puede observarque el ángulo de torsión 
al
ulado es 
asi 
ero para los 
omplejos 1b y 2b, entre 11 y 16grados para los 
omplejos 1a, 2a y 3a, mientras que para los otros 
omplejos toma una valorentre 27 y 40 grados (ver Tabla IV.2.4) indi
ando mayor �exibilidad. Como 
on
lusión, esposible que la �exibilidad 
onforma
ional desempeñe algún papel en la estabilidad de estos
omplejos.Resumiendo:Se en
ontró una forma de estabilizar una gran variedad de RSNOs, algunos de los
uales son muy inestables en su forma libre.Se obtuvo por primera vez la estru
tura 
ristalina por difra

ión de rayos X de unRSNO 
oordinado a un metal de transi
ión.Estos novedosos 
omplejos fueron 
ara
terizados exhaustivamente.Se estudiaron y expli
aron propiedades de los mismos por medio de métodos espe
-tros
ópi
os.Se estudiaron y expli
aron algunos aspe
tos sobre su rea
tividad.En lo que respe
ta a preguntas abiertas, 
reo que son mu
has, de he
ho 
reo que lo que máshemos he
ho es abrir preguntas, pero hemos sentado las bases y herramientas para poderresponderlas en el futuro 
on la ayuda de posteriores experimentos.



162 IV.4. Con
lusiones y preguntas abiertasEstudios futuros.1. Una 
uestión que nos interesaría estudiar a posteriori está rela
ionada 
on la parteIII de esta tesis, es de
ir 
on la rea

ión de transnitrosa
ión. La idea sería trasladarlo alos 
omplejos, es de
ir estudiar la rea

ión del 
omplejo frente al tiol. ¾Existirá una espe
ieintermedia, 
omo de la que se habló en la parte III, 
oordinada al 
omplejo metáli
o?. Eneste 
ampo se han en
ontrado resultados interesantes para los 
omplejos 
on el penta
iano-nitrosilferrato(II) [33℄.2. Estudiar la redu

ión quími
a y ele
troquími
a de estos 
omplejos. Para RSNOs libresse han medido los poten
iales de redu

ión tal 
omo se muestra en la parte III. La redu

iónpor un ele
trón de los RSNO 
ondu
e a la genera
ión de NO, el me
anismo a través del
ual esto o
urre aún no se ha elu
idado, pero se propone que podría existir una espe
ieintermedia:RSNO + 1 e- →{RSNO}−•→RS− + NO•El estudio de este me
anismo es importante ya que 
onstituye una forma de re
uperar alNO y todas sus fun
iones, y nos da una idea de qué redu
tores son ne
esarios para que estoo
urra.



Bibliografía[1℄ P. C. Ford and I. M. Lorkovi
. Me
hanisti
 aspe
ts of the rea
tions of nitri
 oxide withtransition-metal 
omplexes. Chemi
al Reviews, 102:993�1017, 2002.[2℄ S. Oae and K. Shinhama. Organi
 thionitrites and related substan
es - a review.Organi
 Preparations and Pro
edures International, 15:165�198, 1983.[3℄ K. Sza
ilowski and Z. Stasi
ka. S-nitrosothiols: Materials, rea
tivity and me
hanisms.Progress in Rea
tion Kineti
s and Me
hanism, 26:1�58, 2001.[4℄ A. R. Butler, A. M. Calsyharrison, C. Glidewell, and P. E. Sorensen. The penta
ya-nonitrosylferrate ion .5. the 
ourse of the rea
tions of nitroprusside with a range ofthiols. Polyhedron, 7:1197�1202, 1988.[5℄ M. D. Johnson and R. G. Wilkins. Kineti
s of the primary intera
tion ofpenta
yanonitrosylferrate(2-) (nitroprusside) with aliphati
 thiols. Inorgani
 Chemis-try, 23:231�235, 1984.[6℄ D. Mulvey and W. A. Waters. Redu
tion of alkaline aqueous disodiumpenta
yanonitrosylferrate(2-) (sodium nitroprusside) and kineti
 features of its 
olor-rea
tion with thiols. Journal of the Chemi
al So
iety-Dalton Transa
tions, pages 951�959, 1975.[7℄ K. Sza
ilowski, J. Oszaj
a, G. Sto
hel, and Z. Stasi
ka. Photo
hemistry of the[fe(
n)(5)no℄(2-)-thiolate system. Journal of the Chemi
al So
iety-Dalton Transa
-tions, pages 2353�2357, 1999.[8℄ K. Sza
ilowski, A. Wanat, A. Barbieri, E. Wasielewska, M. Witko, G. Sto
hel, andZ. Stasi
ka. Rea
tions of the [fe(
n)(5)no℄(2-) 
omplex with biologi
ally relevant thiols.New Journal of Chemistry, 26:1495�1502, 2002.[9℄ F. Bottomley, S. G. Clarkson, and S. B. Tong. Ele
trophili
 behavior of 
oordinatednitrosyl 
ation - rea
tions of pentahalogenonitrosyliridate(1-). Journal of the Chemi
alSo
iety-Dalton Transa
tions, pages 2344�2346, 1974.163



164 IV.4. Bibliografía[10℄ B. S. Furniss, A. J. Hannaford, P. W. G. Smith, and A. R. Tat
hell. Vogel's texbookof pra
ti
al organi
 
hemistry, volume Fifth. Longman, 1989.[11℄ M. M. Quintal, A. Karton, M. A. Iron, A. D. Boese, and J. M. L. Martin. Ben
h-mark study of dft fun
tionals for late-transition-metal rea
tions. Journal of Physi
alChemistry A, 110:709�716, 2006.[12℄ K. Sza
ilowski, A. Chmura, and Z. Stasi
ka. Interplay between iron 
omplexes, ni-tri
 oxide and sulfur ligands: Stru
ture, (photo)rea
tivity and biologi
al importan
e.Coordination Chemistry Reviews, 249:2408�2436, 2005.[13℄ L. L. Perissinotti, D. A. Estrin, G. Leitus, and F. Do
torovi
h. A surprisingly stables-nitrosothiol 
omplex. Journal of the Ameri
an Chemi
al So
iety, 128:2512�2513,2006.[14℄ F. Di Salvo, N. Es
ola, D.A. S
herlis, D.A. Estrin, C. Bondia, D. Murgida, J.M.Ramallo-Lopez, F.G. Requejo, L. Shimon, and F. Do
torovi
h. Ele
troni
 perturbationin a mole
ular nanowire of [ir
l(5)(no)℄(-) units. Chemistry-A European Journal, 13:8428�8436, 2007.[15℄ A. B. Lever. Inorgani
 Ele
troni
 Spe
tros
opy, volume Se
ond. 1984.[16℄ J. Barrett, D. F. Debenham, and J. Glauser. Ele
troni
 spe
trum and photolysis ofs-nitrosotoluene-alpha-thiol. Chemi
al Communi
ations, pages 248�&, 1965.[17℄ K. Sza
ilowski, G. Sto
hel, Z. Stasi
ka, and H. Kis
h. Rea
tion of sodiumpenta
yanonitrosylferrate(2-) with aliphati
 thiolates. synthesis and properties of the[fe(
n)(5)n(o)sr℄(3-) produ
ts. New Journal of Chemistry, 21:893�902, 1997.[18℄ S. Oae, Y. H. Kim, D. Fukushima, and K. Shinhama. New syntheses of thionitritesand their 
hemi
al rea
tivities. Journal of the Chemi
al So
iety, Perkin Transa
tions1: Organi
 and Bio-Organi
 Chemistry, pages 913�917, 1978.[19℄ R. P. Patel, J. M
Andrew, H. Sellak, C. R. White, H. J. Jo, B. A. Freeman, and V. M.rley Usmar. Biologi
al aspe
ts of rea
tive nitrogen spe
ies. Bio
himi
a et Biophysi
aA
ta-Bioenergeti
s, 1411:385�400, 1999.[20℄ H. A. Moynihan and S. M. Roberts. Preparation of some novel s-nitroso 
ompounds aspotential slow-release - agents of nitri
-oxide in-vivo. Journal of the Chemi
al So
iety,Perkin Transa
tions 1: Organi
 and Bio-Organi
 Chemistry, pages 797�805, 1994.



IV.4. Bibliografía 165[21℄ R. Clan
y, A. I. Cederbaum, and D. A. Stoyanovsky. Preparation and properties ofs-nitroso-l-
ysteine ethyl ester, an intra
ellular nitrosating agent. Journal of Medi
inalChemistry, 44:2035�2038, 2001.[22℄ K. Sza
ilowski, J. Oszaj
a, A. Barbieri, A. Karo
ki, Z. Sojka, S. Sostero, R. Boaretto,and Z. Stasi
ka. Photo
hemistry of the [fe(
n)(5)n(o)sr℄(3-) 
omplex - a me
hanisti
study. Journal of Photo
hemistry and Photobiology A-Chemistry, 143:99�108, 2001.[23℄ Y. Mar
us. Thermodynami
s of solvation of ions .6. the standard partial molar volumesof aqueous ions at 298 15-k. Journal of the Chemi
al So
iety-Faraday Transa
tions,89:713�718, 1993.[24℄ D. A. Estrin, O. Y. Hamra, L. Paglieri, L. D. Slep, and J. A. Olabe. Stru
ture and bon-ding in penta
yano(l)ferrate(ii) and penta
yano(l)ruthenate(ii) 
omplexes (l=pyridine,pyrazine, and n-methylpyrazinium): A density fun
tional study. Inorgani
 Chemistry,35:6832�6837, 1996.[25℄ P. Chen and T. J. Meyer. Medium E�e
ts on Charge Transfer in Metal Complexes.Chemi
al Reviews, 98(4):1439�1478, 1998.[26℄ J. D. S
hwane and M. T. Ashby. FTIR investigation of the intermediates formed inthe rea
tion of nitroprusside and thiolates. Journal of Ameri
an Chemi
al So
iety, 124(24):6822�3, 2002.[27℄ J. Yi, M. A. Khan, J. Lee, and G. B. Ri
hter-Addo. The solid-state mole
ular stru
tureof the s-nitroso derivative of l-
ysteine ethyl ester hydro
hloride. Nitri
 Oxide-Biologyand Chemistry, 12:261�266, 2005.[28℄ H. E. Gottlieb, V. Kotlyar, and A. Nudelman. NMR Chemi
al Shifts of CommonLaboratory Solvents as Tra
e Impurities. Journal of Organi
 Chemistry, 62(21):7512�7515, 1997.[29℄ G. A. Lawran
e, M. Maeder, Y. M. Neuhold, K. Sza
ilowski, A. Barbieri, and Z. Sta-si
ka. An ele
trospray ionization mass spe
trometry study of the nitroprusside-
ation-thiolate system. Journal of the Chemi
al So
iety-Dalton Transa
tions, pages 3649�3655, 2002.[30℄ K. Sza
ilowski. Mole
ular logi
 gates based on penta
yanoferrate 
omplexes: Fromsimple gates to three-dimensional logi
 systems. Chemistry-A European Journal, 10:2520�2528, 2004.



166 IV.4. Bibliografía[31℄ J. C. Chang and C. S. Garner. Kineti
s of aquation of aquopenta
hloroiridate(3) and
hloride anation of diaquotetra
hloroiridate(3) anions. Inorgani
 Chemistry, 4:209�&,1965.[32℄ N. Arulsamy, D. S. Bohle, J. A. Butt, G. J. Irvine, P. A. Jordan, and E. Sagan.Interrelationships between 
onformational dynami
s and the redox 
hemistry of s-nitrosothiols. Journal of the Ameri
an Chemi
al So
iety, 121:7115�7123, 1999.[33℄ F. Ron
aroli and J. A. Olabe. The rea
tions of nitrosyl 
omplexes with 
ysteine.Inorgani
 Chemistry, 44:4719�4727, 2005.



VLa rea

ión entre la desoxi-hemoglobinahumana (desoxi-Hb) y nitrito paragenerar óxido nítri
o (NO) en ausen
iade oxígeno: estudio teóri
o de losposibles me
anismos de rea

ión

167





V.1Ante
edentes sobre me
anismos degenera
ión de NOHabiendo ya analizado y estudiado algunos aspe
tos rela
ionados 
on el transporte yalma
enamiento del NO, esta última parte (V) será dedi
ada al estudio de me
anismosde genera
ión del mismo en 
ondi
iones de anoxia. En 
ondi
iones de falta de oxígeno, lapresen
ia y a

ión del NO es de suma importan
ia. Re
ordemos que la biosíntesis de NO
atalizada por la óxido nítri
o sintasa (NOS) requiere de oxígeno, por lo que la pregunta quesurge de forma inmediata es ¾quién suministra el NO y a través de qué me
anismo, 
uandono hay oxígeno?. En lo que a esto 
on
ierne, dos hipótesis han sido propuestas [1, 2℄ :1. Una de ellas propone que la S-nitroso-hemoglobina a través de la S -nitrosa
ión de la
isteína 93 (subunidad beta) y la albúmina son las fuentes de alma
enamiento del NOintravas
ular. En el 
aso de la S-nitroso-hemoglobina el transporte y libera
ión de NOestaría regulado alostéri
amente[2℄[3℄.2. La otra propone que es el anión nitrito, presente en abundantes 
antidades en sangrey tejidos, quien sería redu
ido por la desoxi-hemoglobina (desoxi-Hb) generando NO.En sangre, el nitrito es mu
ho más estable que el NO o los S -nitrosotioles, por lo quesería la molé
ula ideal para alma
enar NO en 
ondi
iones normales y liberarlo 
uandose lo requiera por rea

ión 
on la desoxi-Hb [4℄.En literatura se en
uentra mu
ho material que dis
ute ambas hipótesis, de la le
tura delmismo se llegó a la 
on
lusión de que la segunda hipótesis es más fuerte y relevante �siológi-
amente. Se de
idió enton
es, estudiar esta segunda hipótesis. A lo largo de esta se

ión sepresentarán los ante
edentes y una breve introdu

ión, así 
omo también los resultados delestudio de esta rea

ión abordado en forma teóri
a mediante simula
ión 
omputa
ional.169



170 V.1. Ante
edentes sobre me
anismos de genera
ión de NOV.1.1. desoxi-Hb y nitritoLa rea

ión del nitrito 
on la desoxi-Hb sería enton
es una fuente biosintéti
a de NO, dehe
ho podría de
irse que sería la 
ontraparte anaeróbi
a de la síntesis oxígeno-dependientede NO 
atalizada por la NOS. (Figura I.1.2, introdu

ión general). La rea

ión de la que seestá hablando es la que se muestra en la siguiente e
ua
ión:
NO−

2 + HbFe2+(desoxi − Hb) + 2H+ → HbFe3+(metHb) + NO + H2O (V.1.1)Los estudios más antiguos de la intera

ión de nitrito 
on la hemoglobina datan delaño 1868[5℄, por ese enton
es el interés de esta rea

ión estaba aso
iado a la genera
iónde metHb y no tanto a los produ
tos derivados de la redu

ión del nitrito. Pasaron másde 
ien años hasta que se vin
uló esta rea

ión 
on la 
apa
idad de produ
ir óxido nítri
oen ausen
ia de oxígeno. Gran variedad de estudios han mostrado que tanto la desoxi-Hb
omo la desoxi-mioglobina (desoxi-Mb) poseen a
tividad nitrito redu
tasa y la 
onse
uente
apa
idad de generar NO a partir de su rea

ión 
on nitrito en ausen
ia de oxígeno [6, 7, 8℄.Se ha propuesto que esta rea

ión o
urre a través de un 
omplejo me
anismo que aún no hasido 
ompletamente elu
idado, los estudios más antiguos datan de los 80' [9, 10℄.El anión nitrito se en
uentra en sangre en una 
on
entra
ión que va desde 0.5 a 1 µmol/Ly alrededor de 10 µmol/L en los tejidos [11, 12, 13, 14, 15℄, mientras que la 
on
entra
ión me-dida para S -nitroso hemoglobina (primera hipótesis) es menor a 40 nmol/L [14℄. Como antesse men
ionara, el anión nitrito es estable tanto a la oxida
ión 
omo redu

ión 
omparado
on el NO y los RSNOs (Figura I.1.4, introdu

ión general) .La hemoglobina (Figura V.1.1) se puede 
onsiderar 
omo un tetrámero donde 
ada sub-unidad es similar a la mioglobina. La hemoglobina está formada por dos subunidades deno-minadas alfa (α) y dos subunidades denominadas beta (β), 
ontiene 
uatro grupos hemo,uno en 
ada subunidad. El grupo hemo es un grupo prostéti
o, está formado por hierro yun anillo de por�rina que es un tetrapirrol 
í
li
o. En el 
aso parti
ular de la hemoglobina,la por�rina que forma el hemo es la protopor�rina IX. El hemo se en
uentra 
oordinado através del hierro al átomo de nitrógeno de un grupo histidina en la 
adena protei
a, no hayun sexto ligante que 
omplete la esfera de 
oordina
ión del hierro, lo 
ual suministra un sitiova
ante para la 
oordina
ión de diferentes ligandos.El grupo hemo se en
uentra en una 
avidad esen
ialmente hidrofóbi
a, las dos 
ade-nas laterales de propionato de la protopor�rinaIX intera
túan 
on las aguas y 
on residuos
er
anos mediante puentes salinos. En la hemoglobina el hierro se en
uentra en estado deoxida
ión +2, la forma oxidada que 
ontiene hierro en estado de oxida
ión +3 re
ibe el nom-bre de methemoglobina (metHb). La hemoglobina 
ontiene hierro(II) de alto espín 
uando
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Figura V.1.1: Hemoglobina humana, en azul se muestran las subunidades alfa y en rojo las beta.no presenta un sexto ligando, al 
oordinar el ligando pasa a ser de bajo espín.La estru
tura 
uaternaria de la desoxi-Hb se denomina forma T (tensa o tirante) y laoxi-Hb (oxígeno 
oordinado) forma R (relajada). Las formas T y R de la hemoglobina pre-sentan ligeras diferen
ias en su estru
tura 
uaternaria. Esta varia
ión de estru
tura entreun estado y otro tiene que ver 
on las pe
uliaridades del transporte de oxígeno, y expli
anel 
omportamiento alostéri
o de la hemoglobina. Los estados R y T di�eren en los enla
essalinos que se forman entre las subunidades. Estos enla
es son más fuertes en la desoxi-Hbque en la oxi-Hb.Re
ientemente se ha en
ontrado que la a
tividad NIR de la hemoglobina aparentementeestá rela
ionada 
on la 
onforma
ión que adopta la misma, resultando que la rea

ión estaríafavore
ida 
uando la misma está par
ialmente oxigenada [16, 17℄.V.1.2. A
tividad nitrito redu
tasa (NIR) : 
ompara
ión
on NIRs de ba
teriasLas nitrito redu
tasas (NIRs) forman parte de una vasta 
lase de enzimas que desempe-ñan importantes pasos en el 
i
lo del nitrógeno llevado a 
abo por ba
terias (Figura I.1.3,introdu

ión). En di
ho 
i
lo el nitrito es redu
ido por dos tipos de NIRs:



172 V.1. Ante
edentes sobre me
anismos de genera
ión de NO

citoplasma

periplasma

Figura V.1.2: Arreglo de enzimas involu
radas en el pro
eso de denitri�
a
ión en una ba
teria. NIR (nitritoredu
tasa), NaR (nitrato redu
tasa), NoR (óxido nítri
o redu
tasa) y NoS (óxido nitroso redu
tasa).Redu

ión disimilatoria: estas NIRs aso
iadas a otras enzimas forman parte del pro
esode denitri�
a
ión (ver �gura V.1.2).La rea

ión que 
atalizan es la siguiente:
NO−

2 + 1e− + 2H+ → NO + H2O (V.1.2)Estas enzimas pueden a su vez subdividirse en dos grupos, aquellas que 
ontienen 
obre yaquellas que 
ontienen 
omo grupo prostéti
o un hemo. NIRs que 
ontienen grupos hemos 
 yd1 (Figura V.1.3) se han aislado de un gran número de ba
terias: Pseudomonas Aeruginosa,Thioba
illus denitri�
ants, Ps. Stutzeri, Ps. Halodenitri�
ans, Para
o

us denitri�
ants, et
.Redu

ión asimilatoria: 
atalizan la redu

ión de nitrito a amonía
o, luego usado en lasíntesis de aminoá
idos. Estas enzimas generalmente 
ontienen varios grupos prostéti
oshemo o sirohemos. (Figura V.1.3)
NO−

2 + 6e− + 8H+ → NH+
4 + 2H2O (V.1.3)Entre estas enzimas podemos men
ionar:NAD(P)H- Nitrito redu
tasaFerrodoxin-Nitrito Redu
tasaCyt 
 - Nitrito Redu
tasaClaramente, la a
tividad NIR de la desoxi-Hb es semejante a las NIRs disimilatorias en loque 
on
ierne a la 
lasi�
a
ión realizada para ba
terias.
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Figura V.1.3: Distintos tipos de hemos que forman parte de distintas NIRs.V.1.3. Posibles me
anismos propuestosPasemos ahora a 
onsiderar los distintos me
anismos propuestos para esta rea

ión. Paraello veamos primero el 
i
lo 
atalíti
o propuesto para ba
terias que llevan a 
abo la redu

ióndisimilatoria (Figura V.1.4).Según se puede observar por espe
tros
opía de difra

ión de rayos X para las NIRs deba
terias, el anión nitrito se 
oordina por el átomo de nitrógeno al hierro(II) [18, 19℄ (FiguraV.1.5).Tal 
omo se puede observar en el 
i
lo 
atalíti
o lo que o
urre es una transferen
iaele
tróni
a a
oplada a una transferen
ia protóni
a. La protona
ión de alguno de los oxígenosdel nitrito 
ondu
e a la posterior libera
ión de una molé
ula de agua, formando el 
omplejoFe(III)NO, el que luego de
ae vía libera
ión del NO [20℄.Algunos detalles importantes:1. Todas las NIRs muestran dos histidinas distales altamente 
onservadas (ver FiguraV.1.5), lo que indi
a un rol importante de las mismas en estas enzimas. Estas histidinasse en
uentran lo
alizadas en el lugar ideal para proveer los protones ne
esarios. Al sermutadas 
ualesquiera de ellas, la a
tividad enzimáti
a se ve seriamente 
omprometida[19℄.2. Las transferen
ias protóni
as no son limitantes, pruebas re
ientes de efe
to isotópi
opara un modelo 
orrespondiente a una NIR de 
obre 
orroboran esta a�rma
ión [21℄.3. Si bien en prin
ipio se postuló que el paso limitante sería la libera
ión del NO del
omplejo Fe(III)NO [22, 23℄, re
ientemente se midió que para hemos tipo 
d1 la rupturade di
ha unión no demandaría mu
ha energía pudiendo no ser el paso limitante [24℄. Eneste tipo de enzimas el paso limitante tal vez se en
uentre en la transferen
ia ele
tróni
apuesto que impli
a la intera

ión de distintas unidades protei
as.
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Figura V.1.4: Ci
lo 
atalíti
o para NIRs de ba
terias.
b

Figura V.1.5: Estru
turas por rayos X para Thiosphaera Pantotropha (a) y Pseudomonas Aeruginosa (b)
on nitrito 
omo ligando.
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Figura V.1.6: Me
anismos propuestos para la redu

ión del nitrito 
atalizada por la desoxi-Hb.Volviendo ahora a la rea

ión que nos interesa, una primera pregunta es: ¾Cómo es el sitioa
tivo en la hemoglobina humana 
omparado 
on las NIRs de ba
terias?Cara
terísti
as del sitio a
tivo de la Hemoglobina Humana:Contiene un hemo tipo bContiene una sola histidina (His E7)La 
avidad es hidrofóbi
aEstas tres 
ara
terísti
as que la diferen
ian bastante de las NIRs de ba
terias son responsa-bles de que esta rea

ión sea parti
ularmente interesante de estudiar.¾Cuáles me
anismos se proponen para esta rea

ión?Como ya se verá en la próxima se

ión la eviden
ia experimental es es
ueta y en algunos
asos po
o 
on
luyente. Los me
anismos que se plantean en este trabajo y que posteriormenteserán evaluados mediante té
ni
as de simula
ión son los que se muestran en la Figura V.1.6.Me
anismo a- Por analogía a lo que o
urre 
on ba
terias, podría 
onsiderarse que elnitrito se une por el átomo de nitrógeno, la histidina 
ede los dos protones reprotonándosese
uen
ialmente. Siendo en este 
aso el paso limitante la libera
ión del NO o bien la etapa dereprotona
ión de la histidina. Esto podría ser 
onsistente 
on medidas realizadas en metMbque dan un △Hoff
1=15.5 k
al/mol [25℄.1Cambio de entalpía para la rea

ión de libera
ión de NO a partir de hemoFe(III)NO.
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edentes sobre me
anismos de genera
ión de NOMe
anismo b- Se une á
ido nitroso, la histidina 
ede el úni
o protón ne
esario y el pasolimitante sería la libera
ión de NO.Me
anismo 
- Si bien se sabe que entre los distintos modos de 
oordina
ión del nitritoa metales, el predominante y termodinámi
amente favore
ido para el 
aso de por�rinas dehierro(II) es el modo η1-N, la 
oordina
ión por oxígeno a través de una isomeriza
ión de uniónno debe ser des
artada y mas aún en un sitio de unión donde la disponibilidad de donoresde protones puede afe
tar el balan
e entre estas dos formas de 
oordina
ión. De he
ho, sibien la mayoría de los adu
tos 
ristalizados 
on hemoproteínas exhiben 
oordina
ión por N,re
ientemente ha sido publi
ada una estru
tura de rayos X mostrando unión por O para lametMb [26℄. Previo a este hallazgo, por medio de 
ál
ulos DFT para modelos del 
ito
romo
d1 NIR se mostró una diferen
ia de energía de 4 y 6 k
al/mol para estos dos isómeros(favore
ida la 
oordina
ión por N) para Fe(III) y Fe (II) respe
tivamente [27℄.El último me
anismo 
orrería 
on la ventaja de que no requiere la ruptura de la uniónFe(III)-NO, pero a su vez presenta la desventaja de que termodinámi
amente, al menos paramodelos, está favore
ida la 
oordina
ión por N.V.1.4. Datos experimentalesEsta rea

ión se presume que o
urre a través de un 
omplejo me
anismo el 
ual aún noha sido 
ompletamente elu
idado.
NO−

2 + HbFe2+(desoxi − Hb) + 2H+ → HbFe3+(metHb) + NO + H2O (V.1.4)
HbFe2+ + NO → HbNO (V.1.5)

NO−
2 + HbFe2+ → HbFe3+(metHb) + NO2−

2 (V.1.6)Doyle y 
olaboradores[9℄, por medio de medidas 
inéti
as 
on
luyeron que la rea

ión esde segundo orden, y la 
onstante de velo
idad derivada de la k observada para el paso dela E
. V.1.4, toma un valor de 0.8 M−1s−1 a pH=7.4 y 25 ◦C. La rea

ión 2 (E
. V.1.5) esextremadamente rápida k≈4 x 107M−1s−1, el paso 3 (E
. V.1.6) representa una velo
idadresidual que sólo 
uenta en medio bási
o. Los produ
tos observados en mayor 
antidad fueronmetHb y HbNO, también en
ontraron que la velo
idad de rea

ión dependía en forma lineal
on la 
on
entra
ión de protones en un rango de pH 6 a 8. Estas eviden
ias fueron atribuidasa un me
anismo que involu
raba la intera

ión de á
ido nitroso 
on la desoxi-Hb. A estaeviden
ia se le debe añadir que el valor del pKa para el á
ido nitroso es 3.15 lo que indi
a



V.1.4. Datos experimentales 177que a pH 7.4 la rela
ión [HONO℄/ONO- es del orden de 10−4. Esta dependen
ia del pH parael rango dado bien podría deberse a la protona
ión de la histidina distal. La estequiometría�nal observada por Doyle y 
olaboradores era de 70% metHb y 30% HbNO y no la rela
iónesperada de 1:1, observada previamente por Brooks [10℄.Re
ientemente, Gladwin propuso que la a
tividad NIR de la desoxi-Hb estaría vin
ula-da 
on la 
onforma
ión de la misma y que o
urriría a mayor velo
idad para hemoglobinapar
ialmente oxigenada [16, 28℄. Estos investigadores informan un valor de 0.12 M−1s−1 apH=7.4 y 25 ◦C para la desoxi-Hb. Informan que esta 
onstante bimole
ular aumenta suvalor en 50 ve
es durante el trans
urso de la transi
ión 
onforma
ional T a R , y que el valorpromedio medido sería enton
es 0.35 M−1s−1. También agregan que si bien a tiempos ini
ia-les se obede
e una 
inéti
a de segundo orden, luego no ajusta a segundo orden. En 
uantoa la rela
ión de produ
tos en
ontrados es efe
tivamente 1:1, pero varía muy sensiblementeante trazas de oxígeno. Esta última eviden
ia sugiere que los experimentos realizados porDoyle probablemente estaban 
ontaminados por trazas de oxígeno, lo que expli
a la rela-
ión de produ
tos observada y el valor de 
onstante de velo
idad elevado 
omparado 
on elinformado por Gladwin.Otro he
ho que se debe tener en 
uenta y que también es sugerido por Gladwin es que laspropiedades redox del hemo podrían modular la redu

ión de un ele
trón del anión nitrito,de he
ho, se ha mostrado que el poten
ial de redu

ión Fe(III)/Fe(II) para el hemo(R) esmenor que para el hemo(T) [29, 30℄.Un análisis de la literatura re
iente muestra que la 
inéti
a de esta rea

ión es un temade estudio a
tual, aún no elu
idado, esto expli
a la po
a 
laridad y la falta de resultados
on
luyentes sobre el tema.Para �nalizar, habiendo presentado el mar
o teóri
o-experimental de forma tal que pre-tende ser la más 
ompleto posible, en las se

iones siguientes adoptaremos una visión mi
ros-
ópi
a de esta rea

ión y por medio de la simula
ión 
omputa
ional se tratará de responderalgunas de las preguntas planteadas.
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V.2
Nitro vs Nitrito: Cál
ulos de estru
turaele
tróni
a en sistemas modelo

Con el objeto de evaluar la estabilidad intrínse
a de los posibles modos de 
oordina
ióndel ligando (NO−
2 ) al sitio a
tivo, se realizaron 
ál
ulos de estru
tura ele
tróni
a utilizando
omo modelo de sitio a
tivo una por�rina muy simple de hierro 
oordinada a un imidazol, tal
omo se muestra en la Figura V.2.1. Todos los 
ál
ulos realizados 
orresponden a sistemasmodelo aislados.

V.2.1. Coordina
ión del ligando por N, por O y posiblesisómerosEn lo que sigue, se llamará nitro al ligando 
oordinado por el átomo de nitrógeno mientrasque se denominará nitrito al 
oordinado por el átomo de oxígeno.Para el 
aso del nitrito, dos orienta
iones son posibles dando origen a dos isómeros: By C, resultando ser B más estable que el último por unas 0.9 k
al/mol (Figura V.2.2). Ladistan
ia N-O para el nitro es 1.27 Å, ambas iguales. Para el nitrito las distan
ias Fe(II)O1-N no son iguales resultando ser mayores (1.32 Å (B)- 1.35 Å (C)), y menores para N-O2(1.25 Å). Este he
ho sugiere que el nitrito se halla más a
tivado ha
ia la ruptura de la uniónFe(II)O1-N 
ondu
iendo a la libera
ión de NO. La Tabla V.2.1 muestra que la forma
ión delisómero nitro está termodinámi
amente favore
ida sobre la del nitrito.179
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ulos de estru
tura ele
tróni
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Figura V.2.1: Modelo de por�rina utilizado.

Figura V.2.2: Unión por N:nitro (A); unión por O: nitrito (B y C). Distan
ias en Å.
Tabla V.2.1: Energías relativas en k
al/mol para los modelos 
oordinados a nitrito y nitro.

△E=Enitrito- EnitroPBE/bases numéri
as (SIESTA) 10.11PBE/SDB-

pVDZ (g03) 5.28BP86/DN** bases numéri
as (Spartan 5.0)[27℄ 6.00DN**: tamaño 
omparable a 6-31G**B3LYP/LACPV**, B3LYP/6-31G** (Jaguar o Gaussian98) △E=2-3 k
al/mol.
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ido nitroso 181

Figura V.2.3: Coordina
ión del á
ido nitroso y posibles isómeros. Distan
ias en Å.V.2.2. Coordina
ión de á
ido nitrosoSi se 
onsidera la unión del á
ido nitroso por el átomo de nitrógeno, aquí nuevamentela orienta
ión de la unidad O-H da origen a dos posibles isoméros (Figura V.2.3), D resultaser más estable que E por 2.12 k
al/mol. La distan
ia de unión para N-O2 (1.22-1.23 Å)es similar a la optimizada para el modelo 
on el nitro (1.27 Å, Figura V.2.2 A), mientrasque la distan
ia N-O1(H) aumenta notablemente (1.43-1.44 vs 1.27 Å). En 
onse
uen
ia, laprotona
ión del nitro en 
ualquiera de sus oxígenos favore
e la a
tiva
ión ha
ia la rupturade la unión N-O1. De he
ho, si se adi
iona un segundo protón, la ruptura o
urre en formainmediata 
ondu
iendo a la libera
ión de una molé
ula de agua y el 
omplejo Fe(III)NO.Para terminar, también se 
onsidera la situa
ión del á
ido nitroso 
oordinado por elátomo de oxígeno (Figura V.2.4). Esto es análogo a estudiar la protona
ión del nitrito en
ualquiera de sus oxígenos:1. Protona
ión en O1: la estru
tura optimizada (Figura V.2.4) muestra un alargamientode la distan
ia N-O1 (1.63 Å) y un a
ortamiento de la distan
ia N-O2 (1.20 Å), estoindi
a que una protona
ión en este sitio 
ondu
iría fá
ilmente a la libera
ión de NO yla forma
ión del 
omplejo Fe(III)OH. Lo mismo o
urre 
on el isómero C.2. Protona
ión en O2: en este 
aso la estru
tura optimizada muestra una distan
ia N-O1de 1.25 Å y N-O2 1.42 Å lo que indi
a que estaría más a
tivada ahora la ruptura de launión N-(O2H), seguramente una segunda protona
ión sobre O2, al igual que su
edepara el á
ido nitroso 
oordinado por N, 
onduz
a a la libera
ión de una molé
ula deagua y forma
ión del 
omplejo Fe(III)NO.
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Figura V.2.4: A
ido nitroso unido por el átomo de oxígeno.V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito"Hasta aquí, en esta se

ión se ha visto que mediante el uso de un modelo simple, hemoslogrado extraer algunas pe
uliaridades sobre los distintos modos de 
oordina
ión:En lo que a la termodinámi
a se re�ere, distintos métodos de 
ál
ulo indi
an queel nitro es más estable que el nitrito por un valor que está 
omprendido entre 6-10k
al/mol. Esta diferen
ia de energía no es muy grande y nos da la pauta que podríaser revertida fá
ilmente en un entorno protei
o donde las intera

iones 
on los residuospróximos podrían disminuir esta diferen
ia o favore
er aún más a alguno de los dosisómeros.La protona
ión sobre O1 u O2 del nitro, a
tiva la ruptura de la unión N-O, pero paraque esto o
urra ne
esita de un segundo protón sobre di
ho oxígeno. De esta forma selibera una molé
ula de agua y se forma el 
omplejo Fe(III)NO.La protona
ión sobre el O1 del nitrito, prá
ti
amente indu
e la ruptura de la uniónO1-(NO), 
ondu
iendo a la libera
ión de NO y a la forma
ión del 
omplejo hidroxo.La protona
ión sobre el O2 del nitrito, 
ondu
e a una situa
ión análoga a la protona
iónen 
ualquiera de los oxígenos del nitro.En base a esta eviden
ias se podría de
ir que la protona
ión sobre el nitrito pare
ería sermás efe
tiva, la misma requiere un solo protón y el NO es liberado automáti
amente, pe-ro no se debe olvidar que por lo menos para los modelos aislados el nitro es mas establetermodinámi
amente.



V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito" 183Tabla V.2.2: A�nidades 
al
uladas para distintos ligandos de relevan
ia biológi
a en sistemasmodelo aislados (Fe(II)) evaluados 
on el método SIESTA.Ligando Energía de unión (k
al/mol)NO−
2 (A) -60.66NO2H(D) -32.73NO2H(E) -34.84ONO−(B) -50.55ONO−(C) -51.49ONOH(O1) -15.71ONOH(O2) -15.95O2 -21.04CO -43.90NO -46.31CN− -61.74Con el objeto de 
omparar la a�nidad del presente modelo por el nitro/nitrito 
on laa�nidad por otros ligandos de relevan
ia biológi
a, en la Tabla V.2.2 se muestran las energíasde a�nidad 
al
uladas para todos ellos.Simula
ión Computa
ionalTodos los 
ál
ulos realizados fueron llevados a 
abo utilizando el paquete Gaussian98, y el 
ódigo SIESTApreviamente des
riptos en la metodología (II.2). Para los 
asos en los que se usó el esquema de bases Gaussianas,las geometrías fueron optimizadas utilizando DFT 
on el fun
ional PBE 
on la base SDDall para todos los átomos.Con el objeto de tener mejores valores para la energía, sobre las estru
turas optimizadas se realizó un 
ál
ulo deenergía a geometría �ja usando la base SDB-

-pVDZ 
on el mismo fun
ional. En los 
asos en los que se utilizóel 
ódigo SIESTA, se utilizaron bases numéri
as de�nidas en una grilla tridimensional �nita y el fun
ional PBE.Se utilizó una base de 
alidad doble z 
on polariza
ión, △PAO=25 meV y un radio de 
orte para la grilla de 150Ry. El hemo ferroso penta
oordinado sin el ligando se trató 
omo estado quintuplete de alto espín, que es sabidoes el estado fundamental para este sistema. El hemo ferroso o férri
o hexa
oordinado se trató 
omo bajo espín.
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V.3
El ligando en el sitio a
tivo: dinámi
amole
ular 
lási
a

Se realizaron simula
iones de dinámi
a mole
ular para las distintas subunidades y losposibles modos de 
oordina
ión del ligando, 
on el �n de visualizar aspe
tos estru
turales dela 
oordina
ión del ligando a la hemoglobina. En la hemoglobina, 
omo ya se ha men
ionado,existe una sola histidina en el sitio distal (E7) rodeada de residuos hidrofóbi
os. Debido aque la protona
ión de di
ha histidina es 
ru
ial para la a
tividad NIR de la hemoglobina,las simula
iones se realizaron para los dos estados de protona
ión; neutra (protonada enNε) y 
argada (protonada en Nε y Nδ), ver Figura V.3.1. En todos los 
asos se obtuvierontraye
torias estables, he
ho que fue veri�
ado por medio de la inspe

ión de la energía y eldesvío 
uadráti
o medio de la posi
ión de los 
arbonos α del esqueleto protei
o respe
to ala estru
tura ini
ial en el tiempo. Se observó que las simula
iones que se realizaron para lahistidina 
argada 
ondujeron a intera

iones más favorables 
on el ligando. En la mayoría delas NIRs, es 
omúnmente a
eptado que las dos histidinas distales están 
argadas (protonadasen ambos nitrógenos) 
uando la enzima tiene al ligando [31℄. En lo que sigue se mostraránlos resultados para el 
aso de la histidina distal 
argada.

Figura V.3.1: Estados de protona
ión de la histidina.185
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tivo: dinámi
a mole
ular 
lási
aV.3.1. Subunidad αNitro vs NitritoCuando el ligando se une 
omo nitro, las distan
ias O1 y O2 al protón de la histidina(NεH, 
apaz de formar uniones de H) muestran un rango más amplio de valores que 
uandoéste se une 
omo nitrito (Figura V.3.2).

Figura V.3.2: Coordina
ión tipo nitro (A) y nitrito (B) en la subunidad alfa de la desoxi-Hb. Se muestranlos residuos 
er
anos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (o
re), Lys61 (
ian).Las distan
ias O1-H (His58) y O2-H (His58) se muestran en negro y rojo respe
tivamente.



V.3.2. Subunidad β 187En el primer 
aso el ligando nitro gira estable
iendo de esta forma alternativamentepuentes de hidrógeno 
on la HisE7 a través de O1 y O2. Para el 
aso del nitrito esto nosu
ede, pero en 
ambio, la HisE7 se a
omoda de forma tal que estable
e intera

iones depuente de hidrógeno 
on ambos oxígenos en forma simultánea. De este forma las distan
ias
orrespondientes a la intera

ión 
on NεH están restringidas a un rango más angosto devalores.Á
ido nitrosoCuando se in
luye 
omo ligando el á
ido nitroso (N-
oordina
ión), se observa que es-table
e intera

iones de puente de hidrógeno 
on los oxígenos O1 y O2, y al igual que loobservado para el nitro, el ligando gira estable
iendo las intera

iones a través del O1 y O2en forma alternada. (Figura V.3.3)

Figura V.3.3: N-
oordina
ión de á
ido nitroso en la subunidad alfa de la desoxi-Hb. Se muestran losresiduos 
er
anos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (o
re), Lys61 (
ian).Las distan
ias O1-H (His58) y O2-H (His58) se muestran en negro y rojo respe
tivamente.V.3.2. Subunidad βLa subunidad beta es esen
ialmente igual a la subunidad alfa salvo por algunos residuos,tiene un total de 142 residuos, 4 menos que la alfa. En la 
avidad distal se en
uentra una solahistidina His63, también rodeada de residuos hidrofóbi
os. Previo al análisis de las dinámi
asse debe 
omentar que por inspe

ión de la estru
tura de rayos X para la desoxi-Hb, la 
avidad



188 V.3. El ligando en el sitio a
tivo: dinámi
a mole
ular 
lási
adistal de la subunidad beta resulta ser bastante más 
errada que aquella 
orrespondiente ala subunidad alfa.

Figura V.3.4: Coordina
ión tipo nitro (A) y nitrito (B) en la subunidad beta de la desoxi-Hb. Se muestranlos residuos 
er
anos : Phe42 y Phe45 (violeta), Leu28 y Leu31 (rosa), Val87 (o
re), Lys66 (
ian). Lasdistan
ias O1-H (His63) y O2-H (His63) se muestran en negro y rojo respe
tivamente.Nitro vs NitritoDebido a lo men
ionado anteriormente en lo referido al tamaño de la 
avidad, el nitroahora se en
uentra más limitado, he
ho que se re�eja en las dinámi
as, ya que gira 
on menos
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tos estru
turales de la unión del ligando 189fre
uen
ia, estable
iendo de esta forma intera

iones de puente de hidrógeno 
on O1 o 
onO2 alternativamente (Figura V.3.4). Este efe
to no es tan aparente en el 
aso del nitritodonde O1 se en
uentra un po
o más 
er
a que O2 de NεH.Á
ido nitrosoEn este 
aso, se en
ontró que el á
ido nitroso no disponía de su�
iente espa
io paraa
omodarse dentro del sitio distal, al 
olo
ar el ligando los residuos próximos (Phe42, Phe45,Leu28, Leu31, Leu106, Val67 y Lys66) fueron desplazados, y el ligando no logró estable
erintera

iones de puente de hidrógeno 
on la His63 a lo largo de la traye
toria 
onsiderada.(Distan
ia promedio O1- HNε: 7.2 Å)V.3.3. Aspe
tos estru
turales de la unión del ligandoLas simula
iones de dinámi
a mole
ular re�ejan los siguientes he
hos:La unión del ligando 
omo nitro o nitrito en la subunidad alfa da 
omo resultado laforma
ión de intera

iones estables de puente de hidrógeno.Lo mismo se observa para la subunidad beta, 
on la salvedad de que hay mayor res-tri

ión en el movimiento por ser la 
avidad distal más 
errada.En lo que respe
ta a la 
oordina
ión "Nitro" versus "Nitrito", se puede de
ir que
uando el ligando se 
oordina 
omo nitrito tiene la posibilidad de estable
er puentes dehidrógeno por O1 y O2 en forma simultánea, mientras que 
uando se 
oordina 
omonitro lo ha
e por uno u otro oxígeno. En la Tabla V.3.1 se muestran las distan
iaspromedio, donde se re�eja este he
ho. Por otro lado, los valores para el 
aso de la
oordina
ión 
omo nitro (alfa y beta), muestran que para el 
aso de la subunidadbeta el ligando intera

iona 
on la histidina distal a través de uno de sus oxígenosprá
ti
amente durante toda la dinámi
a, he
ho que no su
ede para la subunidad alfadonde el ligando gira y se a
omoda mejor. De modo que, la presen
ia de la histidinaE7 pare
ería favore
er la 
oordina
ión por nitrito; dado que las intera

iones de puentede hidrógeno son más favorables que en el 
aso de la 
oordina
ión por nitro.Tabla V.3.1: Distan
ias promedio (Å) O1/O2-H(His58) y O1/O2-H(His63).O1-H(His)O2-H(His) Subunidad α-NO2 -ONO2.145 2.0312.195 2.030 Subunidad β-NO2 -ONO2.061 1.8703.448 2.328



190 V.3. El ligando en el sitio a
tivo: dinámi
a mole
ular 
lási
aTanto en la subunidad alfa 
omo en la beta, 
uando el ligando se une 
omo nitritoadopta la 
onforma
ión del isómero B y no la del C mostrada para el sistema aislado.El á
ido nitroso en la subunidad alfa estable
e intera

iones puentes de hidrógeno 
on lahistidina distal, mientras que no se a
omoda ade
uadamente ni estable
e intera

ionesde puente de hidrógeno en la subunidad beta debido a impedimentos estéri
os.Simula
iones de Dinámi
a mole
ularTodas las simula
iones se llevaron a 
abo sobre la desoxi-Hb humana (
ódigo pdb: 1KD2 [32℄), solvatada
on aguas explí
itas. La estru
tura de los dos homodímeros fue 
ortada y las simula
iones se hi
ieron sobre 
adasubunidad por separado. La histidina HisE7 fue 
onsiderada neutra (protonada sobre Nε) o 
argada (protonadaen ambos nitrógenos: Nε y Nδ). El sistema fue solvatado 
on aguas TIP3P [33℄ hasta una distan
ia de 30 Å delgrupo hemo. Se utilizó un radio de 
orte de 10-12 Å para los términos de no unión y la temperatura se ajustóutilizando el termostato de Berendsen. Para la integra
ión numéri
a de las e
ua
iones de Newton se utilizó unpaso de tiempo de 2 fs. Se utilizó el algoritmo SHAKE 
on el �n de mantener las uniones que involu
ran al átomode hidrógeno en sus distan
ias de equilibrio[34℄. Las 
argas del anión nitrito y el á
ido nitroso 
on el hemo seobtuvieron del 
ál
ulo de las 
argas RESP (B3LYP/6-31G(d)) para el sistema aislado. Los parámetros de Van derWaals se extrajeron del 
ampo de fuerzas de Wang y 
olaboradores. En primer lugar se realizó una optimiza
ión
on el �n de relajar la estru
tura ini
ial, luego el sistema fue 
alentado y equilibrado a 300K durante 50 ps. Laestru
tura equilibrada se usó 
omo punto de partida para la dinámi
a 
orrida de un total de 10 ns. Todas lassimula
iones de dinámi
a mole
ular fueron realizadas utilizando el paquete Amber99.



V.4
La rea

ión: Cál
ulos híbridos

Con el �n de explorar la fa
tibilidad de los distintos me
anismos propuestos (FiguraV.1.6) en el sitio a
tivo dentro de la proteína, se re
urrió a las metodologías híbridas yapreviamente des
riptas en la metodología general (II.2.3). En este 
ontexto, se sele

ionó ala por�rina, la histidina distal, proximal y el ligando 
omo el sitio rea
tivo, y por lo tantosobre éste se hi
ieron los 
ál
ulos de estru
tura ele
tróni
a, mientras que el resto de laproteína y las aguas de solvata
ión fueron tratadas de forma 
lási
a.(Figura V.4.1)

Figura V.4.1: Á
ido nitroso unido a la subunidad alfa, en verde se señala el subsistema 
uánti
o.
191



192 V.4. La rea

ión: Cál
ulos híbridosTabla V.4.1: Parámetros geométri
os sele

ionados derivados de la optimiza
ión QM-MM.distan
ia (Å) Á
ido nitroso nitro nitrito (B) nitrito (C)Fe-XO1-H(His)N-O1N-O2 α1.8122.3221.4581.225 α β1.846 1.8911.062 1.0291.387 1.4071.236 1.233 α β2.011 1.9861.501 1.4111.365 1.3701.245 1.248 α β2.062 2.0201.109 1.1481.464 1.4471.203 1.210X: representa oxígeno o nitrógeno.V.4.1. Optimiza
iones en el sitio a
tivoOptimiza
iones QM-MM para ambas subunidades fueron realizadas en primer lugar parael nitro. Tanto para la subunidad alfa 
omo para la beta el protón de la His58 (alfa) oHis63(beta) fue transferido al átomo de oxígeno O1 durante la optimiza
ión , sugiriendo estoque una vez unido el nitro adquiere el protón de la histidina en forma inmediata, dando 
omoresultado á
ido nitroso 
oordinado. Si se 
ompara 
on el modelo aislado (ver �gura V.2.2),la longitud de la unión N-O1 es apenas menor (1.39 vs 1.44 Å, ver Tabla V.4.1). Cuando seoptimizó la estru
tura para el á
ido nitroso 
oordinado, se obtuvo un intermediario estableen el que el átomo de oxígeno O1 intera

iona por puente de hidrógeno 
on la histidinaprotonada. (O1- HNε: 2.32 Å, ver Tabla V.4.1)Las optimiza
iones QM-MM para el nitrito, muestran en el 
aso del isómero C (FiguraV.2.2) que el protón de la histidina se trans�ere al O1 durante la optimiza
ión, del mismomodo que o
urre para el nitro. Una vez transferido el protón, la distan
ia N-O1 resulta ser1.46 Å, he
ho que indi
a a
tiva
ión para la ruptura de di
ha unión. Sin embargo, el efe
tono es tan mar
ado 
omo se en
ontró para el modelo aislado (ver Figura V.2.3) donde ladistan
ia N-O1 resulta ser 1.63 Å. Esta diferen
ia la podemos expli
ar en términos de losimpedimentos estéri
os o
asionados por los residuos hidrofóbi
os 
er
anos 
on los 
uales nose genera ninguna intera

ión favorable, estos impedimentos se ha
en 
ada vez mayores amedida que la distan
ia O-N1 se alarga y probablemente por ello la distan
ia no in
rementemás allá de 1.46 Å y pre�era estabilizarse en una situa
ión intermedia. Esta transferen
iade protón, no su
edió 
uando la optimiza
ión se realizó para el isómero B del nitrito (FiguraV.2.2), aquí los efe
tos estéri
os son aún más importantes, y además en este 
aso está presentela intera

ión del O2 
on el protón de la histidina, intera

ión que no se observa para elisómero C 
omo 
onse
uen
ia de su orienta
ión.Estima
ión de la diferen
ia de a�nidad del "Nitro" y "Nitrito" por el sitio a
tivo.Dado que en algunos 
asos el protón de la histidina fue transferido durante la optimi-za
ión, para poder 
al
ular la a�nidad del ligando (-NO2 , -ONO) por el sitio a
tivo en los



V.4.1. Optimiza
iones en el sitio a
tivo 193distintos 
asos y separar este efe
to de la rea

ión en si misma, se realizaron optimiza
ionesQM-MM modelando la histidina distal 
lási
amente. El sistema QM, quedó enton
es 
onsti-tuído por el hemo, la histidina proximal y el ligando, mientras que el subsistema 
lási
o fue
onstituido sólamente por la histidina distal. Se eligió esta alternativa de empleo de un sis-tema a
tivo extendido en lugar de la proteína 
ompleta para investigar el efe
to del entornoprotei
o en la a�nidad del ligando. Se pro
edió de esta forma para evitar in
onvenientes quesurgen 
uando se realizan optimiza
iones de geometría en sistemas 
on elevado número degrados de libertad. Es sabido que en esos 
asos, y en espe
ial, 
uando se trata de en
ontrarefe
tos energéti
os pequeños puede o
urrir que movimientos en la proteína en zonas alejadasal sitio a
tivo introduz
an ruido numéri
o muy difí
il de evitar [35, 36℄.La energía de unión del ligando se 
al
uló utilizando la siguiente fórmula:
∆E = Eligando+sitio activo − (Eligando − Esitio activo) (V.4.1)Donde Eligando+sitio activo 
orresponde a la energía del ligando unido al sitio a
tivo, Esitio activoa la del sitio a
tivo y Eligandoes la energía del ligando aislado.Pro
ediendo de esta forma se en
ontró lo siguiente:Subunidad alfa: si bien sigue estando termodinámi
amente favore
ida la 
oordina
ión
omo Nitro frente a Nitrito (isómero B), la diferen
ia de energía entre los dos modosde 
oordina
ión disminuyó 
on respe
to al sistema aislado (SIESTA: 10.11 k
al/mol,TablaV.2.1).

∆Eα = Enitrito − Enitro = 5,31 kcal/molSubunidad beta: los resultados indi
an que estaría favore
ida la 
oordina
ión 
omoNitrito (isómero B).
∆Eβ = Enitrito − Enitro = −2,35 kcal/molLos resultados en
ontrados son 
onsistentes 
on los arrojados por las dinámi
as 
lási
as.En la subunidad alfa 
uando el ligando se une 
omo nitro, debido al mayor espa
io lograa
omodarse y orientarse mejor, de esta forma se estabiliza 
omo 
onse
uen
ia de la intera
-
ión 
on la histidina distal. En la beta el espa
io es menor, no logra orientarse de maneraóptima por lo que sólo le es posible estable
er puentes de hidrógeno a través de uno de susoxígenos. Cuando se 
oordina 
omo nitrito, tanto en la subunidad beta 
omo en la alfa, elligando puede estable
er puentes de hidrógeno en forma simultánea por los dos oxígenos,aunque sólo en el 
aso de la beta la estabiliza
ión ganada logra revertir la preferen
ia por la
oordina
ión 
omo nitro (ver Tabla V.4.2).



194 V.4. La rea

ión: Cál
ulos híbridosTabla V.4.2: Distan
ias optimizadas por QM-MM (Å) O1/O2-H(His58) y O1/O2-H(His63).O1-H(His)O2-H(His) Subunidad α-NO2 -ONO1.85 1.782.49 2.24 Subunidad β-NO2 -ONO1.88 1.773.96 2.51V.4.2. Per�les de energíaNitroLos resultados pre
edentes muestran que la barrera aso
iada a la transferen
ia protóni
aen el 
aso del nitro tanto para la subunidad alfa 
omo la beta es tan baja que el intermediarioá
ido nitroso 
oordinado se formaría en forma inmediata. Una vez formado este intermediarioo
urre la segunda transferen
ia protóni
a y la 
onse
uente genera
ión de NO. Con el �n deevaluar la energía de la barrera involu
rada en este pro
eso se realizaron optimiza
ionesrestringidas para obtener el per�l de rea

ión para la segunda transferen
ia protóni
a. En larealidad esto supone que una vez transferido el primer protón la histidina de alguna formadebe reprotonarse, por ejemplo a través de un giro e intera

ión 
on el solvente. Una vezreprotonada se 
onsideraron dos posibilidades para la transferen
ia protóni
a, esto tambiénbasado en el he
ho que las dinámi
as 
on el á
ido nitroso mostraban intera

iones de ambosoxígenos (O1 y O2) 
on la histidina. (Ver Figura V.3.3)
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Figura V.4.2: Transferen
ia protóni
a a O1 u O2.Para poder 
al
ular el per�l de energía 
orrespondiente a la transferen
ia protóni
a a O1,se sele

ionó 
omo 
oordenada de rea

ión ξ=(r2- r1) (Figura V.4.2 A). En la Figura V.4.3se muestra el 
orrespondiente per�l de energía, se puede observar que la transferen
ia o
urre
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Figura V.4.3: Per�l de energía para la segunda transferen
ia protóni
a a O1 en la subunidad alfa. Semuestran los residuos 
er
anos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (o
re),Lys61(
ian).sin barrera (0.7 k
al/mol), y 
ondu
e dire
tamente al 
omplejo Fe(III)-NO y una molé
ulade agua, no se observa ninguna espe
ie intermedia 
oordinada al igual que se observa parael modelo aislado.La estru
tura optimizada para el rea
tivo (á
ido nitroso en el sitio a
tivo) se puedeobservar en la Figura V.4.1 donde solo se muestra el sitio a
tivo y los residuos próximos. Losparámetros relevantes para el rea
tivo y produ
to se en
uentran listados en la Tabla V.4.3. Elá
ido nitroso unido, está orientado favorablemente para que se lleve a 
abo la rea

ión, estoes, 
on el oxígeno O1 formando puente de hidrógeno 
on la histidina. El ángulo que resultade esta intera

ión es 107.1 grados, valor 
er
ano al del agua. En el produ
to la molé
ula deagua queda a una distan
ia de 2.0 Å de la histidina y 2.6 Å de la Phe44. (ver Figura V.4.3)El ángulo (Fe-N-O2) en el 
omplejo produ
to resulta ser 162.5 grados y el grupo NOposee una 
arga neta de 0.26 e, re�ejando esto de alguna forma una espe
ie tipo {FeNO}6 dea
uerdo 
on el formalismo de Enemark y Feltham [37℄(Figura I.1.5, introdu

ión general), unpo
o distorsionada. Estos resultados nuevamente apuntan ha
ia una distorsión debida a losefe
tos estéri
os en el sitio a
tivo. El he
ho de que el produ
to no adquiera una 
onforma
iónóptima para una espe
ie del tipo {FeNO}6 probablemente favorez
a la libera
ión del NO.Los mismos resultados fueron observados por medio de 
ál
ulos QM-MM para la redu

iónde nitrito por la NIR de Pseudomonas aeruginosa [38℄.Como se men
ionó anteriormente, se 
al
uló el per�l de energía para la transferen
ia alO2, se eligió 
omo 
oordenada de rea

ión ξ=(r'2- r'1) (ver Figura V.4.2 B). El per�l de



196 V.4. La rea

ión: Cál
ulos híbridosTabla V.4.3: Parámetros estru
turales (d:Å, <: grados) relevantes para las espe
ies rea
tivasy produ
tos (modo de 
oordina
ión: nitro).Parámetro rea
tivo produ
to Complejo libre*NO (
arga) - 0.26 0.26d Fe-NNO 1.812 1.653 1.660d NNO-O1 1.458 2.744 -<Fe-NNO-O2 131.3 162.5 178.0d O1-HHis58 2.322 0.988 -d HHis58-NHis58 1.006 1.996 -<H1-O1-HHis58 107.1 105.5 -*
omplejo aislado.rea

ión (Figura V.4.4) muestra que la transferen
ia protóni
a a O2, 
uesta 
omo mínimo20 k
al/mol. Resultados similares se observaron para el sistema aislado en fase gaseosa. Estoindi
a que el pro
eso no sería fa
tible

Figura V.4.4: Per�l de energía para la segunda transferen
ia protóni
a a O2 en la subunidad alfa. Semuestran los residuos 
er
anos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (o
re),Lys61 (
ian).NitritoAhora pasaremos a la 
oordina
ión del ligando 
omo nitrito. Debido a que las diferen
iasde energías entre el nitro y nitrito no son muy grandes, de he
ho la 
oordina
ión 
omonitrito estaría favore
ida para la subunidad beta, este modo de 
oordina
ión también fue
onsiderado. Para este 
aso la 
oordenada de rea

ión elegida fue nuevamente ξ=(r2- r1)(ver Figura V.4.6). Se 
onsideraron ambos isómeros para el nitrito (B y C). Para ambos



V.4.2. Per�les de energía 197isómeros la transferen
ia no tiene barrera aso
iada 
on la salvedad de que sólo está favore
idatermodinámi
amente para el isómero C (he
ho dis
utido en la pág. 192). Para el isómeroB los produ
tos se en
uentran 2.5-3.7 k
al/mol sobre los rea
tivos para la subunidad alfa ybeta respe
tivamente (Figura V.4.5). Las distan
ias �nales para N-O1 y N-O2 son similaresa las obtenidas para el 
omplejo C. La distan
ia O1-N resulta ser 1.46-1.48, se podría de
irque el NO se libera par
ialmente.

Figura V.4.5: Optimiza
ión QM-MM para el nitrito C y B.

Figura V.4.6: Representa
ión esquemáti
a de la 
oordenada de rea

ión para el nitrito. Se muestran losresiduos 
er
anos : Phe43(violeta), Met32(amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62(o
re), Lys61(
ian).



198 V.4. La rea

ión: Cál
ulos híbridosTabla V.4.4: Parámetros estru
turales relevantes para las espe
ies rea
tivas y produ
tos(modo de 
oordina
ión: nitrito).Distan
ia (Å) rea
tivo produ
to 
omplejo aislado*Fe-O1N-HHisO1-HHisN-O1N-O2
α β2.011 1.9861.132 1.1421.501 1.4111.365 1.3701.245 1.248

α β2.015 1.9781.655 1.5771.043 1.0431.481 1.4811.210 1.210 1.8280.986*Complejo aislado.Cál
ulos híbridos QM-MMLa estru
tura ini
ial para las optimiza
iones QM-MM fue tomada de fotos sele

ionadas a lo largo de lasdinámi
as 
lási
as. El sistema fue enfriado a O K. A partir de la estru
tura a 0 K se realizó una optimiza
ión degeometría QM-MM usando el algoritmo de gradiente 
onjugado 
on el programa SIESTA. En todos los 
ál
ulosQM-MM sólo los átomos lo
alizados a menos de 10 Å del sitio a
tivo (hemo, histidina distal, proximal y nitrito)fueron libres de moverse . El resto de los átomos de la proteína o el solvente se mantuvieron �jos. El sistema
uánti
o 
onsistió en 56-60 átomos, mientras que el sistema 
lási
o estuvo 
ompuesto por alrededor de 15900átomos. El hemo ferroso penta
oordinado sin el ligando se trató 
omo estado quintuplete de alto espín, que essabido es el estado fundamental para este sistema [39℄. El hemo ferroso o férri
o hexa
oordinado se trató 
omobajo espín [39℄. Para todos los átomos se utilizaron bases de 
alidad doble zeta 
on polariza
ión y se utilizó elfun
ional PBE. Las uniones entre el sistema 
uánti
o y 
lási
o fueron tratadas 
on el método del "Link atom" yamen
ionado en la parte metodológi
a. En este 
aso se utilizaron 10 link atoms, 8 en el nú
leo de la por�rina yuno por 
ada anillo imidazóli
o y el esqueleto de la histidina (His proximal y distal: 2 link atoms en total)Cál
ulo de la energía a lo largo de una 
oordenada de rea

ión. Una vez sele

ionada la 
oordenada derea

ión, se realizó en 
ada paso una optimiza
ión de geometría QM-MM restringida a lo largo de la 
oordenadasele

ionada.



V.5Con
lusiones y preguntas abiertasTomando los resultados en 
onjunto, éstos muestran lo siguiente:Coordina
ión 
omo nitro.Cuando el ligando se une 
omo nitro (Figura V.5.1), dire
tamente (a) 
ondu
e a laforma
ión del adu
to que 
orresponde al á
ido nitroso 
oordinado. Este adu
to, luego deuna segunda transferen
ia protóni
a (
) y en un pro
eso prá
ti
amente sin barrera 
ondu
ea la forma
ión del 
omplejo Fe(III)NO y una molé
ula de agua. Sin embargo, para que o
urrala segunda transferen
ia protóni
a, la histidina distal debe reprotonarse, si bien el sitio esa

esible a la entrada de molé
ulas de agua, el pKa aso
iado a la protona
ión de la histidina(E
. V.5.1, nota
ión: ver Figura V.3.1) se estima en un valor de 6, lo que impli
a que un10% de la misma estaría protonada a pH=7.
HIS − H ⇋ HIS − D + H+ (V.5.1)Por lo tanto, existirá una barrera aso
iada a la protona
ión de la HIS-D (b), 
omoestima
ión de la energía mínima aso
iada podemos 
onsiderar el valor del ∆G0; ∆G0 =

−RT (lnKa) ∼ 11 kcal/mol. Dado que el pKa, además de ser una fun
ión de la temperatu-ra, también lo es de la fuerza ióni
a y el mi
roentorno, el verdadero valor del pKa dentro dela proteína puede variar sustan
ialmente. Por ejemplo, en entornos hidrofóbi
os 
omo el dela hemoglobina, éste será menor, impli
ando mayor energía para la protona
ión.De lo anterior se desprende que, para este me
anismo las barreras más 
ostosas, seríanla que está aso
iada a la reprotona
ión de la histidina (b), y la que des
ribe la ruptura dela unión Fe(III)-(NO) (
). Estudios previos por Laverman y 
olaboradores [40℄ informan unvalor de koff de 24 s−1, a 25 ◦C el 
ual 
orresponde a un valor de △Hoff=15.5 k
al/mol(Mioglobina). 199



200 V.5. Con
lusiones y preguntas abiertas

Figura V.5.1: Esquema del me
anismo de redu

ión de nitrito a óxido nítri
o para la 
oordina
ión 
omo"nitro".Coordina
ión 
omo á
ido nitroso.Para el 
aso del á
ido nitroso (Figura V.5.2), luego de una transferen
ia protóni
a (a)y en un pro
eso prá
ti
amente sin barrera se forma el 
omplejo Fe(III)NO y una molé
ulade agua. El último paso (b), al igual que para el 
aso anterior sería el pro
eso más 
ostoso,energéti
amente hablando, sin embrago no se debe olvidar que este me
anismo supone que se
oordina el á
ido nitroso 
uyo pKa es 3.15, lo que indi
a que la 
antidad presente del mismoa pH=7 es mínima (1/10000). Por otro lado, los efe
tos estéri
os presentes en la subunidadbeta serían los responsables de que esta subunidad no 
ontribuya a la a
tividad NIR segúnre�ejan los resultados de la dinámi
a.

Figura V.5.2: Esquema del me
anismo de redu

ión de nitrito a óxido nítri
o para la 
oordina
ión 
omoá
ido nitroso.Coordina
ión 
omo nitrito.Cuando el ligando se une 
omo nitrito, la rea

ión trans
urre prá
ti
amente sin barreraoriginando par
ialmente la forma
ión de NO y el 
omplejo Fe(III)OH (b). Si bien no pare
eríatener barrera, se debe tener en 
uenta que según sea el 
aso (subunidad alfa o beta) existiríauna barrera efe
tiva (a) para la isomeriza
ión del nitro en nitrito, rela
ionada 
on el he
ho queen la subunidad alfa es más estable la 
oordina
ión 
omo nitro. Por otro lado para obtener
omo produ
to el agua 
oordinada al sitio a
tivo, al igual que o
urre para los me
anismos



V.5. Con
lusiones y preguntas abiertas 201anteriores, existirá una barrera donde es probable que esté involu
rada la protona
ión de laHIS-D.
Figura V.5.3: Esquema del me
anismo de redu

ión de nitrito a óxido nítri
o para la 
oordina
ión 
omo"nitrito".De lo anterior se desprende que, un punto importante que debe ser tenido en 
uentaindependientemente del me
anismo, es la protona
ión/reprotona
ión de la histidina distal.Por lo tanto el pH y también el a

eso de protones al sitio distal son fa
tores 
laves en lae�
ien
ia de la rea

ión.desoxi-Hb y NIRs de ba
terias.En lo referido a los distintos pasos de los me
anismos propuestos:Los resultados aquí presentados , al igual que la eviden
ia experimental en
ontrada parael modelo de NIR de 
obre [21℄ (V.1. pág.), indi
an que las transferen
ias protóni
asno serían pro
esos limitantes.Un punto interesante para 
omparar 
on las NIRs de ba
terias es el he
ho que éstastienen dos histidinas en el sitio distal, mientras que la Hb y Mb tienen sólo una.En la Tabla V.5.1, se puede observar que la velo
idad es mu
ho mayor para la NIRde Ps. Aeruginosa, 
omparada 
on la 
orrespondiente a la Mb y Hb. Esto denotaque la presen
ia de dos histidinas (las que en presen
ia del ligando 
argado estaríanprotonadas) en el sitio a
tivo fa
ilita la rea

ión (Figura V.1.4). Por otro lado si algunade las histidinas es mutada por alanina, tal 
omo se ve en la Tabla V.5.1, la velo
idaddisminuye apre
iablemente aunque sigue siendo mayor que para la Hb y Mb, estoprobablemente esté rela
ionado 
on el tema de la reprotona
ión de la histidina y elmi
roentorno generado por el sitio a
tivo, el que en el 
aso de la NIR de Ps. Aeruginosaes menos hidrofóbi
o que el de la Hb/Mb. Por último también se muestra en la TablaV.5.1 que la rea

ión resulta ser más rápida 
uando se utiliza un fragmento de la Mb,esto es 
onsistente 
on lo dis
utido anteriormente, el entorno será menos hidrofóbi
o yla HIS-D estará más expuesta al solvente.
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lusiones y preguntas abiertasTabla V.5.1: Valores 
inéti
os para la desoxi-Hb y otras NIRs.Km (mM) kcat(s−1)Mb[44℄ - 0.004Mb (fragmento:V17-K46) - 0.018desoxi-Hb* - 0.0054P. Aeruginosa[19℄ 6000 8H327A o H369A - 0.08*derivado del valor de Doyle y 
olaboradores.Tal 
omo se dis
utió en V.1 para las NIRs de ba
terias, a
tualmente se ha puesto enduda que el paso limitante sea la ruptura de la unión Fe(III)-NO. Con respe
to a esto,se debe tener en 
uenta que el tipo de hemo y el ligando proximal está demostradoque in�uyen fuertemente. Por ejemplo, las 
onstantes de velo
idad medidas para ladiso
ia
ión del NO para el hemo d (Ej: Ps. Aeruginosa) resulta ser entre 4 y 6 órdenesde magnitud mayor que para hemos ferrosos tipo b de una gran variedad de proteínas[41, 42, 24℄. Esto último indi
a que el me
anismo de fun
ionamiento de la desoxi-Hbsería bastante diferente al planteado para las NIRs de ba
terias.Me
anismos y datos experimentales.¾Cómo podemos rela
ionar los resultados aquí presentados 
on la eviden
ia experimentalpresentada ?Parámetros 
inéti
os:Previamente se informó un valor de 0.8 M−1s−1 medido por Doyle y 
olaboradores, a suvez Gladwin informó una 
onstante promedio que surgía de he
ho de 
onsiderar un 
ontrolalostéri
o ante pequeñas 
antidades de oxígeno. De la apli
a
ión de un modelo que 
onsideradistinta rea
tividad para las 
onforma
iones R y T surge un valor de 0.064M−1s−1 para la
onstante, mientras que resulta ser diez órdenes de magnitud mayor para la 
onforma
ión R.Apli
ando la teoría del estado de transi
ión a estos valores se obtiene una estima
ión parala barrera (△G 6=) de 19.1 y 11.9 k
al/mol respe
tivamente.A favor del nitrito:1. La eviden
ia experimental muestra que durante la rea

ión del nitrito 
on la desoxi-Hb(T) solo están presentes, metHb, HbNO, el adu
to (Hb[Fe(II)NO2℄2+). Notoriamente,las espe
ies MetHbNO/Fe(II)NO+ no han sido aún observadas.2. Re
ientemente Copeland y 
olaboradores [26℄ han agregado ditionito a 
ristales demetMb 
on el ligando 
omo nitrito y por espe
tros
opía de rayos X han logrado ver laestru
tura de la Mb donde el ligando unido por O se 
onservó en un 85%.
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lusiones y preguntas abiertas 203Respe
to a la dependen
ia 
on el pH, observada por Doyle, bien podría estar aso
iada a laprotona
ión de la histidina distal, ya que a pH=7 sólo un 10% está protonada.Resumiendo.¾Qué se puede de
ir hasta aquí respe
to a los diferentes me
anismos evaluados?Teniendo en 
uenta que el valor para la diso
ia
ión del NO de la metMb es 15.5 k
al/mol[40℄ y la la estima
ión de la energía mínima involu
rada en la reprotona
ión de la histidinadistal (∼11 k
al/mol) , los valores de 
onstantes informados son 
onsistentes 
on que el pasolimitante sea la ruptura de Fe(III)-NO en el 
aso de la 
oordina
ión 
omo nitro. Sin embargola falta de eviden
ia a
er
a de la presen
ia de espe
ies 
omo MetHbNO/Fe(II)NO+va 
ontraeste me
anismo.En 
uanto a la unión del ligando, según muestran los resultados, dentro de la proteínala diferen
ia de energía entre un modo y otro se ve redu
ida e in
luso se invierte para lasubunidad beta. Eviden
ia experimental muestra que es posible la 
oordina
ión 
omo nitritopara Mb, pero dependiendo del entorno distal este modo de 
oordina
ión involu
raría unabarrera aso
iada 
on la isomeriza
ión de un modo en otro y probablemente este sea el pasolimitante para un me
anismo de este tipo. La isomeriza
ión de estos modos de 
oordina
iónes un he
ho que se ha estudiado para distintos modelos [43℄.Por último, es po
o probable que el ligando sea dire
tamente el á
ido nitroso debido s supo
a 
antidad presente a pH=7, y además los resultados aquí presentados indi
an que solola subunidad alfa sería a
tiva.En resumen, llegado a este punto se puede de
ir que los me
anismos propuestos son
onsistentes 
on los datos experimentales disponibles. Ambos modos de 
oordina
ión sonenergéti
amente posibles y 
apa
es de expli
ar los he
hos experimentales observados. Esteestudio sugiere que más experimentos son ne
esarios para a
larar y develar el me
anismo através del 
ual o
urre esta rea

ión para hemoglobinas 
omo la Hb y Mb que tienen una solahistidina distal, por ejemplo experimentos orientados a:Dete

ión de Fe(III)NO-desoxi-Hb.Dete

ión de Hb-NO2 o Hb-ONO.Protona
ión-reprotona
ión de la histidina.
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Con
lusiones generales y perspe
tivasA lo largo de este trabajo se ha presentado el estudio de distintos tipos de sistemas.Se partió del estudio de una rea

ión quími
a en solu
ión en la que están involu
radasmolé
ulas de RSNO pequeñas 
omo la SNO-CEE. Luego se estudió la 
oordina
ión de estasmolé
ulas (RSNOs) a un 
omplejo metáli
o ([IrCl5℄−2), y �nalmente se abordó el estudio deuna rea

ión quími
a dentro de una proteína. El sistema quími
o en estudio, fue 
re
iendoen tamaño y 
omplejidad a lo largo del estudio aquí mostrado. Resumiremos en esta últimaparte algunas 
on
lusiones relevantes que se desprenden de este trabajo:El rol de los S-nitrosotioles en el transporte del NO por medio de la 
ono
ida rea

iónde transnitrosa
ión.En la parte III (3-4) se estudió ampliamente esta rea

ión, se midió la 
onstante 
inéti
a develo
idad para la rea

ión entre la CEE/SNO-CEE y por primera vez la energía 
orrespon-diente a su barrera junto 
on los parámetros de a
tiva
ión. Parámetros importantes a la horade evaluar la relevan
ia biológi
a de esta rea

ión frente a otras 
omo por ejemplo la des-
omposi
ión de los RSNOs y rea

ión 
on otras molé
ulas blan
o. Por otro lado, se identi�
óy dete
tó por primera vez en solu
ión, el intermediario propuesto para esta rea

ión.Las propiedades de los S-nitrosotioles 
omo molé
ulas alma
enadoras de NO.En la parte III (1-2) se dis
utieron las propiedades de estas molé
ulas (RSNOs) libres, ytodos los 
uidados a tener, al manipularlas. Por otro lado en la parte IV (1-4) se mostró unaforma de estabilizarlas mediante la unión a un 
omplejo de un metal de transi
ión ([IrCl5℄2−).Asi surgió de este trabajo, una nueva y úni
a familia de 
omplejos de RSNOs 
oordinados,los que fueron por primera vez aislados y 
ara
terizados. La estabiliza
ión ganada mediantela 
oordina
ión fue y seguirá siendo de suma ayuda para el estudio de las propiedades yrea
tividad de estas molé
ulas.Me
anismos alternativos de genera
ión de NO en ausen
ia de oxígeno, situa
ión en la
ual la NOS no sería operativa. 213



214En la parte V (2-4), se estudió desde un punto de vista mi
ros
ópi
o una rea

ión re
iente-mente propuesta para la genera
ión de NO en ausen
ia de oxígeno. Rea

ión en la que estáninvolu
rados el nitrito, y la desoxi-Hb. Si bien en bibliografía existía abundante materialexperimental, se des
ono
e el me
anismo a través del 
ual o
urre esta rea

ión. En vista deesto, se propusieron y evaluaron distintos me
anismos. Se mostraron algunos aspe
tos sobreel modo de 
oordina
ión del ligando al sitio a
tivo. Se en
ontró, tal 
omo se presume, que lasbarreras para la transferen
ia protóni
a son mínimas, se enfatizó en el rol de la histidina dis-tal (E7), dejando aún sin elu
idar 
ual sería el paso limitante; salida del NO, isomeriza
ión,o reprotona
ión de la histidina E7.Perspe
tivas Futuras:Si bien, en las distintas partes en las que se han presentado los resultados, se ha señaladola proye

ión de los respe
tivos estudios, se hará énfasis en los siguientes items, los queameritan un estudio ulterior:El fuerte efe
to de la solvata
ión para la rea

ión de transnitrosa
ión.El efe
to del oxígeno en la rea

ión de transnitrosa
ión y la apari
ión de produ
tos
omo a
rilatos y episulfuros.La rea
tividad de los RSNOs 
oordinados frente a tioles y otras molé
ulas.Estudio ele
tróquími
o de los RSNOs 
oordinados.Obten
ión de eviden
ia experimental 
on
luyente en lo referido a aspe
tos 
inéti
os,modo de 
oordina
ión del ligando nitrito/nitro al sitio a
tivo de la desoxi-Hb, y pasolimitante de la rea

ión.Re�exiones...El objeto de esta última parte fue integrar los diferentes temas abordados en este trabajode tesis resaltando las 
on
lusiones más relevantes. Sin embargo, también es importanteevaluar si 
onsideramos que se han 
umplido los objetivos que nos hemos propuesto a lolargo de este trabajo,En primer lugar re
ordemos el título sele

ionado para este trabajo de tesis:"Estudio de rea

iones quími
as de relevan
ia biológi
a involu
radas en el trans-porte, alma
enamiento y genera
ión de óxido nítri
o".Si ahora volvemos al título, luego de haber leído este trabajo de tesis, deberíase leer entrelíneas:



215"Estudio de rea

iones quími
as de relevan
ia biológi
a (rea

ión de transnitrosa-
ión, redu

ión de nitrito a NO por la desoxi-Hb) involu
radas en el transporte (nitroso-tioles, transnitrosa
ión), alma
enamiento (nitrosotioles, nitrosotioles 
oordinados, nitrito)y genera
ión de óxido nítri
o (nitrosotioles, a
tividad nitrito redu
tasa de la desoxi-Hb)".Si así o
urre, 
reo que nos podemos dar por satisfe
hos, en 
uanto al 
umplimientode los objetivos más generales. En lo que se re�ere a la forma de en
arar el estudio y lametodología empleada; se pretendió abordar de la forma más 
ompleta y rigurosa posible, losdiferentes temas presentados. El estudio realizado fue llevado a 
abo utilizando un 
onjuntode herramientas provistas por la parte experimental y por la simula
ión 
omputa
ional.Estas herramientas se han 
omplementado ade
uadamente en lo referido a la informa
iónpropor
ionada y estable
iéndose 
omo una guía importante a la hora de tomar de
isiones.A nivel personal, a lo largo de este trabajo de tesis, 
onsidero que he aprendido endemasía, y sobre todo en los momentos difí
iles, en los que las 
osas no se mostraban sen
illas.Aprendí el uso de mu
has y variadas té
ni
as experimentales, el uso de varias metodologías
omputa
ionales, el he
ho de 
ómo en
arar el estudio de un problema, et
.. En �n, ha sidoun privilegio aprender y trabajar bajo estas 
ondi
iones y 
onfío en que los resultados aquíexpuestos resulten útiles para poder es
lare
er e interpretar resultados a
tuales y futuros.
"No basta 
on ser estudioso, a
tivo y perseverante, si se 
are
e de un prin
ipio sólido y de base 
on
reta,si el entusiasmo inmoderado 
iega la razón, si el orgullo tiraniza el buen 
riterio, si la avidez se desarrolla bajoel brillo intenso de un astro de oro.La 
ien
ia misteriosa requiere mu
ha pre
isión, exa
titud y perspi
a
ia en la observa
ión de los he
hos;un espíritu sano, lógi
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