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Con el deseo terrible de verte reflejada,

en la tierra fresca o en el cielo,

recorres los campos a tropezones y

tienes la fragilidad de una mariposa.

Te la pasas mirando, jugando o saltando;

y no tienes nociéon del tiempo ni de las horas.
iPero si de la vida abundante que buscas!
iPero si de la angustia que te estd quemando!
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Mirar tranquila, sabia, como lo hacen los arboles,

tener algo tuyo encerrado en las manos para
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Mover si fuera posible todos los musculos

y abrir los ojos hasta el infinito.
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que todos se acercan para mimarla, y sentir
que tu imagen queda en el recuerdo de los
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Cecilia .. Minervini
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Resumen

En esta tesis se presenta el estudio de reacciones quimicas relacionadas con los mecanis-
mos de generacion, almacenamiento y transporte de 6xido nitrico (NO), mecanismos que son
de gran importancia en los seres vivos dada la cantidad de funciones asociadas al NO. Los
problemas estudiados en esta tesis fueron abordados tanto en forma experimental como teo-
rica, en este tltimo caso mediante el uso de métodos de estructura electronica y metodologias
hibridas cuantico - clasicas.

En lo que se refiere al transporte de esta molécula, la reaccion estudiada fue la reaccion

de transnitrosacion:
RS™+ R SNO — RSNO + R'S™

Esta reaccion ha sido propuesta como mecanismo de transporte de NO asi como de
regulacion de la funciéon proteica. En particular se estudié la reaccién entre S-nitroso-L-
cisteina etil ester y L-cisteina etil ester en medio acuoso y en medio organico (metanol).

En cuanto al almacenamiento, se cree que los S-nitrosotioles (RSNOs) desempenan un
rol fundamental y por esta razon el estudio de las propiedades de los mismos es de suma
relevancia. En este trabajo se muestra una forma interesante de estabilizarlos mediante la
union de los mismos a un centro metalico (Ir(IIT)). De este modo surge una nueva familia
de complejos que contienen S-nitrosotioles coordinados. La estabilizacion originada como
consecuencia de la coordinacion al centro metalico hace posible la caracterizacion y el estudio
de propiedades de estos compuestos.

Por 1ultimo, en cuanto a lo que se refiere a generacion de NO en ausencia se oxigeno, se
realiz6 un estudio teorico de los posibles mecanismos de generacion de dicha molécula en los

que se encuentran involucrados la desoxi-Hb y el nitrito.

Palabras Claves: dzido nitrico, tioles, S-nitrosotioles, pentacloronitrosiliridato(III),
transnitrosacion, nitrito, desoxi-Hemoglobina, DFT, métodos ab-initio, SIESTA, QM-MM,
Amber.
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Abstract

The main goal of this thesis has been the study of relevant chemical reactions which are
involved in the mechanism of generation, storage and transport of nitric oxide (NO). Given
the wide variety and numerous functions associated to NO in living systems, the study of
these mechanisms is extremely important. The study of the above mentioned mechanisms
has been carried out experimentally and theoretically using different kind of methodologies.

Concerning NO transport and delivery, the trasnitrosation reaction has been studied:

RS™ + R'SNO — RSNO + R'S™

This reaction has been proposed as a mechanism of NO transport, and also as an impor-
tant mechanism for the regulation of protein function. In this work we describe the study
of the trasnitrosation reaction between S-nitroso-L-cystein ethyl ester and L-cystein ethyl
ester in aqueous and organic (methanol) media.

Regarding NO storage, it has been suggested that S-nitrosothiols play a key rol, and
for that reason the study of S-nitrosothiols properties is specially important. An interesting
way of stabilizing these compounds through coordination to a metal center (Ir(III)) is des-
cribed in this work. The stability gained, allowed the experimental characterization of these
compounds and the elucidation of structural aspects and properties.

Finally, dealing with mechanisms of generation of NO in the absence of oxygen, a theo-
retical study on the possible mechanisms involving nitrite and deoxy-hemoglobin has been

performed.

keywords: nitric oxide, thiols, S-nitrosothiols, pentachloronitrosiliridate(111), transnitro-
sation, nitrite, deoxy-Hemoglobin, DF'T, ab-initio methods, SIESTA, QM-MM, Amber.
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I.1
Introduccion y objetivos del trabajo

El 6xido nitrico (NO), fue por primera vez estudiado en 1772 por Joseph Priestley (Ex-
periments and observations on different kinds of airs, 1774-1777) quién llamo6 a esta mo-
lécula como "nitrous air" o "aire nitroso", la describi6 y defini6 como un gas incoloro y
toxico. Esta definicion continud vigente hasta su redescubrimiento en 1987 como "molécula
bioactiva"[l, 2, 3] .

Desde entonces fueron gradualmente surgiendo

ocoverad; see th Edoral on poge
e ofthe Yea story o page 1962
Uriented]

novedosas funciones asociadas a esta molécula, en-

A tre ellas: regulacion de la presion sanguinea, media-

Science | EDITORIAL cion en el exterminio de células tumorales por ma-

ereemleveired crofagos, neurotransmision, inhibicion plaquetaria,

ereccion peneana, etc. En el lapso de tiempo que

correspondié a los anos 1980-1990 esta molécula

capturd la atencion de muchos investigadores, he-

cho que condujo al estudio de diferentes aspectos

relacionados con ella, los mismos encarados des-

The Biology of Nitric Oxide

Moncada, M A Marletta, | B Hibbs Jr. rd € A Higgs

de diferentes areas: medicina, bioquimica, biologia

usy Qpm  Hepwen  Ocober 192
, Biochemistry and Immunology

780135 Harcback  USSIIO00  D0pagw  Fpapers  Decomber 1992
474 1 purchased ogecner Uss26000

molecular, quimica, fisiologia, biologia celular, far-

macologia y toxicologia.
Figura [.1.1: Portada de la Revista Science.

Vol.258, Nro. 5090, 1992.

En 1992[4, 5|, esta molécula adquiri6 la fama
suficiente como para ser distinguida por consenso
de muchos como "La molécula del ano", denominacion que le fue dada por la revista Science
de dicho ano. Més aun, la importancia de esta molécula se materializ6 como primerisima
plana en las noticias del ano 1998 cuando Louis J. Ignaro, Robert F. Furchgott y Ferid Mun-
rad fueron condecorados con el premio Nobel en medicina y fisiologia. El honor de semejante

reconocimiento tuvo su fundamento en el descubrimiento del NO como molécula mensajera:
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"un gas producido en forma enddgena que atraviesa membranas y requla la funcion celular”.
Sus propiedades quimicas hacen de esta molécula un mensajero muy versatil que ejerce sus
funciones por medio de interacciones con distintos blancos celulares desplegando una vasta
quimica.

Actualmente, en el afio 2007, podemos estimar en mas de 100000' las publicaciones
cientificas que estudian diversidad de aspectos de la vida de esta molécula y su aparente

sinfin de roles biol6gicos y no biol6gicos, con mayor o menor protagonismo de la misma.

[.1.1. Biosintesis del NO y mecanismos de generacion al-

ternativos.

El NO puede ser biosintetizado de varias formas, por ejemplo, las plantas utilizan una
estrategia no enzimatica que consiste en la reaccion entre el nitrito y carotenoides u otros
metabolitos vegetales [6]. El camino enziméatico involucra la 6xido nitrico sintasa (NOS) y la
reduccion de nitrito por nitrito reductasas (NIRs). Las NIRs se hallan presentes en bacterias y
organismos animales. En bacterias, junto con otras enzimas, la NIR es una pieza fundamental
en el ciclo del nitrogeno; en animales constituye un camino para la sintesis de NO alternativo
a la NOS. El método se sintesis de NO mas cominmente utilizado por organismos animales
involucra a la familia de enzimas llamadas 6xido nitrico sintasas (NOSs). Las NOSs son
miembros de una super familia de enzimas llamadas monooxigenasas, las que contienen al
grupo hemo|7]. La NOS cataliza la conversion de L-arginina en L-citrulina y la concominante
liberacion de NO. Esta reaccion ocurre en presencia de oxigeno. El mecanismo a través del
cual ocurre el proceso es muy complejo y atin no se ha elucidado completamente |7].

En 1997, por primera vez Reutov y colaboradores |8], concluyen que la NOS y la NIR son
componentes fundamentales en lo que denominaron "El ciclo de ¢zido nitrico” en organismos
animales (Figura 1.1.2). De esta forma, ante un déficit de oxigeno, por ejemplo una hipoxia
funcional asociada a un proceso patologico o un consumo acelerado de oxigeno, la NOS (1)
cesarfa en su funcién y se activaria el mecanismo de sintesis de NO por medio de la NIR (3).

Por otro lado, la actividad nitrito reductasa es fundamental pero no sélo para el ciclo
mostrado en la Figura [.1.2, sino que es ademas una pieza clave en el ciclo del nitrégeno
efectuado por bacterias. En la Figura 1.1.3, se muestra en qué parte del ciclo del nitrégeno
desempena su funcion la NIR.

En la siguiente tabla (Tabla 1.1.1), se muestran algunos potenciales de reduccion de
interés a la hora de estudiar estas reacciones [9]. Un punto importante a notar al observar

los valores de la tabla, es que los potenciales de reduccion para todas las especies de nitroégeno

!Ntumero de publicaciones que surgen como resultado de la bisqueda "nitric oxide" realizada con Scopus.
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O,
L-arginina l L-citrulina
Sintesis NO
en presencia N OS

de oxigeno K—}

NAD(P)

Ciclo del
Oxido Nitrico

Sintesis NO
en ausencia
de oxigeno

NAD(P)H

Figura [.1.2: Ciclo del ¢xido nitrico.

Fijacion de

2 Nitrégeno

N,O

Denitrificacion

s Sintesis de
NH3 N aminoacidos

|
|

NO
Reduccion
NIR " disimilatoria
Nitrato ™. ... R e .
Reductasa e, Nitrificacion < Reduccion

- ) NIR
asimilatoria

Figura I.1.3: Ciclo del nitrégeno efectuado por bacterias.
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Tabla I.1.1: Potenciales de reduccion estandar relevantes a pH="7.

Reaccion EV (V)

NO3; +2 e- + Hy,O ==NO; +20H~ +0.42

2NO; + 4e- +3 HyO =N,0 + 60H™ +0.77

NO; + e- + H,O =NO + 20H™ +0.37

2NO +2e- + HT=N,O + OH~ +1.18

NQO + 2e- 2H+\:‘N2 + HQO +1.77

dehidroascorbato + 2e- + 2H*=ascorbato +0.06

fumarato+ 2e- + 2H"=succinato +0.03
P-Fe(IT)-NO™ + e- =P-Fe(II)-NO* +0.39 a -0.02

P-Fe(I1)-NO® + e- =P-Fe(I)-NO~ -0.86

P-(Fe): grupo hemo

listadas son positivos. De esto se desprende que, la reducciéon del nitrato, nitrito, éxido nitrico,
oxido nitroso y nitrosilos coordinados a grupos hemo (P-Fe(II)-NO™) es termodindmicamente
factible frente a reductores biolégicos relevantes como el ascorbato y el succinato. En el caso
de bacterias, por ejemplo, este hecho provee la fuerza impulsora necesaria como para activar
la maquinaria de transporte electronico acoplada a la fosforilacion oxidativa. Por otro lado,
contrariamente a lo observado para el NO libre, le reduccion del NO coordinado a grupos

hemos es termodinamicamente mas desfavorable.

I1.1.2. Oxido Nitrico (NO): la riqueza quimica de una sim-

ple molécula.

En gran medida la riqueza reactiva de esta molécula se debe a la posibilidad de adoptar

distintos estados redox, entre ellos se enumeran los siguientes:

= NOT (nitrosonio o nitrosilo), NOy ™ (nitrito)
» NO*® (6xido nitrico)

= NO~, HNO (nitroxilo)

Cada una de estas especies, NOT/*/~ presenta propiedades y caracteristicas distintivas.
Como se puede observar en la Tabla 1.1.2 [5], a medida que aumenta el estado de oxidacion
del nitrogeno, aumenta la frecuencia de estiramiento del enlace en el IR y el enlace N-O se
acorta. En lo referido a su reactividad, a mayor estado de oxidacién de nitrégeno, mayor

caracter electrofilico y por lo tanto es mas susceptible al ataque por nucleofilos.
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Tabla 1.1.2: Propiedades de las especies relacionadas al NO*.

Molécula Nro. de Oxidacion del nitrogeno | Longitud de enlace A | vyo(cm™1)
Nitrosonio 3+ 0.95 2300
Oxido nitrico 2+ 1.15 1840
Nitroxilo 1+ 1.26 1290
* 1]
RS- RS RS RS’ (RSSR)

Figura [.1.4: Interconversion de las diferentes formas redox del NO por reaccion con oxidantes y reductores

biolégicamente relevantes.

Reacciones redox del 6xido nitrico con metaloproteinas, complejos metdlicos, tioles, oxi-
geno conducen a la formacion de las especies NO~y NOT (Figura 1.1.4), este ultimo en so-
lucion acuosa se encuentra mayormente como nitrito. Recordemos que el nitrito desempena
un rol importante en la sintesis de NO en condiciones de anoxia y ademés en medio 4cido
es responsable de la nitrosacion de tioles y aminas. Veamos dos reacciones bioldgicamente

relevantes que conducen a la formacion de nitrito:
1. Nitrosilacion reductiva [10] :

Fe(IIT)P 4+ 2NO + HyO — Fe(II)P(NO) + NO; +2H* (L1.1)

2. Autoxidacion de NO en soluciéon acuosa [11] :

La transformacion del NO en nitrito es clave y seria una forma de almacenar potencialmente
NO y de evitar la inactivacion del mismo por reaccién con otras moléculas [5][12, 13]|. Por
ejemplo, una de las vias principales de consumo del NO estd dada por su reaccion con la
oxi-mioglobina y la oxi-hemoglobina para originar NO3~[14]. Por otro lado, en circunstancias

en las que esta presente el anion superoxido, la reaccion del NO con éste es extremadamente
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a b o]
M=N=—-O M—N\O M_N\o
~180° ~146° ~126°
n<6 n=7 n= 8

lineal angular

Figura [.1.5: Dependencia del 4ngulo MNO con la configuracion electrénica.

rapida (mucho mas rapida que con el oxigeno) y origina como resultado la formacion de
peroxinitrito (ONOO™), sumamente toxico |15, 16]. Sin embargo, es importante agregar que
los tioles por medio de su reaccion con el NO, por ejemplo, dan origen a sus respectivos
radicales (Figura 1.1.4), los cuales son los principales atrapantes del peroxinitrito dando

como resultado la formacion de S-nitrosotioles (RSNOs) y disulfuros [17].

Complejos metalicos

Las propiedades del enlace M-NO pueden ser comprendidas a partir de dos componentes

de su estructura electronica:

= Donacion de densidad electronica desde un orbital del NO de tipo o al metal.

= Donacion o retrodonacion de densidad electronica desde un orbital d ocupado del metal
a un orbital 7* del ligando NO.

Los complejos de nitrosilo son clasificados como especies {M(NO),}"donde n puede defi-
nirse como (i) el namero total de electrones asociados con los orbitales d del metal y/o los
7*(NO) o (ii) el nimero de electrones d del metal si el nitrosilo se considera coordinado como
NO™ (notacion introducida por Enemark y Feltham)|18|.La mayoria de los complejos mono-
nitrosilados {M(NO)}" son hexacoordinados y poseen n—0-6, con electrones ocupando los
orbitales d,,, d;.,d,, (con caracter ligante o no ligante). Como resultado de esta ocupacion de
orbitales se espera que el angulo correspondiente a la unidad MNO sea esencialmente lineal.
Si se agregan electrones (n>7), éstos ocuparan orbitales tipo 7 antiligantes que involucran
a los atomos M, N, O. Como consecuencia, el grupo NO se torcera con el fin de aliviar la
tension. (Figura 1.1.5) Los nitrosilos de tipo @ y b son susceptibles al ataque por nucleofilos
mientras que existen escasos ejemplos de compuestos con las caracteristicas del tercero, y la

reactividad de éstos complejos atin no se ha elucidado [13, 19].
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Tioles

El NO es una molécula radical muy reactiva, su velocidad de difusion en medios biologicos
se estima en 50um /s y su tiempo de vida media en 1073 s. Estos valores evidencian que para
ejercer sus funciones como segundo mensajero de manera eficiente éste debe unirse a alguna
molécula que preserve su funcion protegiéndolo del ataque de otras moléculas, ser trasladado
hasta el lugar donde ejercera su funciéon y ser liberado. Entre estas moléculas se encuentran
los tioles, los mismos reaccionan con la forma oxidada del NO formando los S-nitrosotioles
(RSNOs) (Figura I.1.4). La reaccion de los tioles con las otras formas redox, NO®* y NO™,
origina formacion de productos como disulfuros y NHyOH (Figura 1.1.4). Los RSNOs se han
propuesto como moléculas almacenadoras y transportadoras del NO. El tiol mas abundante
a nivel celular es el glutation (tripéptido: cisteina, glicina y acido glutamico), éste es el
responsable de mantener el potencial redox celular. Este tiol protege a los componentes
de la célula de los danos inducidos por radicales, interviene en procesos regulatorios y de

senalizacion celular |20, 21].

[.1.3. S-nitrosotioles: transporte y almacenamiento de NO.

Como se ha mencionado previamente, tioles end6genos pequenos como la cisteina y el
glutation, a través de la formacion de RSNOs, constituyen un medio de preservacion de las
funciones asociadas al NO, transporte y almacenamiento de esta molécula. Los RSNOs estan
involucrados de esta forma en funciones de biorregulacion y han sido detectados en el fluido
sanguineo [24|. Trabajos previamente realizados sobre aspectos fisiologicos de la quimica de

los RSNOs indican lo siguiente:

= Pueden liberar NO en presencia de Cu(I), ascorbato o tioles.
= Suministran los iones NOT y NO~.

= Efecttian reacciones de transnitrosacion donde el NO™ es transferido de un tiol al otro.
Una reaccion de este tipo estaria involucrada en modificaciones de las proteinas por
nitrosacion de alguna de sus cisteinas, lo que constituye un mecanismo de regulacion

de la funcion de la misma.

Los RSNOs fueron por primera vez sintetizados en 1909 por Tasker y Jones [22], en esa
oportunidad observaron que si se hacia reaccionar al benciltiol con cloruro de nitrosilo se
obtenia un compuesto muy inestable color rojo, el S-nitroso-benciltiol. Debido a su gran

inestabilidad, estos compuestos no llamaron mucho la atenciéon y poco se investigd sobre
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ellos hasta que fuera descubierto su rol biologico |23, 24|. Su poca estabilidad es responsa-
ble de que atn actualmente haya pocos RSNOs caracterizados estructuralmente. Hasta la
fecha se cuentan seis estructuras cristalinas, éstas corresponden a los siguientes RSNOs:
S-nitroso-Trifenilmetiltiol (Ph3sCSNO) |25, S-nitroso-L-cisteina etilester (SNO-CEE)|26],
S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) 27|, S-nitroso-triarilmetiltiol (TRM-SNO) [28], S-
nitroso-captopriltiol [29] y S-nitrosonitrosilhemoglobina [30].

Los siguientes RSNOs: S-nitroso-L cisteina (CysNO), S-nitroso-glutation (GSNO) y S-
nitroso-albiimina (BSNO), han sido detectados en sangre mientras que por ejemplo la S-
nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) es un RSNO sintético muy difundido y ampliamente

utilizado en experimentos biologicos.

[.1.4. Objetivos del trabajo.

El objetivo general de este trabajo es estudiar los mecanismos de transporte, almacena-
miento y generacion de NO. En lo que a esto concierne, mas especificamente nos intereso

estudiar:

= El rol de los S-nitrosotioles en el transporte del NO por medio de la conocida reaccion

de transnitrosacion.

RS™ + R'SNO — RSNO + R'S~

= Las propiedades de los S-nitrosotioles como moléculas almacenadoras de NO y la ob-

tencion de S-nitrosotioles estabilizados por coordinacién a un metal de transicion.

= Mecanismos alternativos de generacion de NO en ausencia de oxigeno, situacion en la

cual la NOS no seria operativa.

Este estudio se llevo a cabo utilizando dos tipos de herramientas, una de ellas basada en
simulaciones computacionales, y la otra en diversas técnicas experimentales. Los detalles
metodologicos empleados en ambos tipos de herramientas son presentados en la parte de
metodologia general (II). Luego se presentan los resultados obtenidos (III, IV y V), cada
una de las partes o secciones contiene una breve introduccion, los resultados y conclusiones.

Cada parte pretende abordar los items anteriormente mencionados:

IT1. S-Nitrosotioles y reaccion de transnitrosacion como mecanismo de trans-
porte y almacenamiento de NO. Se presenta el estudio de propiedades fisico-quimicas

de los S-nitrosotioles libres. Caracterizacion de la S-nitroso-L-cisteina etil ester. Se muestra
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el estudio tedrico-experimental de la reaccion de transnitrosacion para un modelo simple y

para la L-cisteina etil ester.

IV. Estabilizacion de S-nitrosotioles por coordinacion a [IrCl;J~2. Debido a su
poca estabilidad muy poco se sabe estructuralmente sobre éstas moléculas. Al ser coordinadas
a |IrCls| ™2 su estabilidad se incrementa notoriamente, este hecho nos otorga la posibilidad

de caracterizarlas estructuralmente y estudiar los efectos que afectan su estabilidad.

V. La reaccion entre la desori-Hemoglobina Humana (desoxi-Hb) y nitrito
para generar ozrido nitrico (NO) en ausencia de oxigeno: estudio tedrico de los
posibles mecanismos de reaccion. Se presenta el estudio de esta reaccion como contra-

parte anaerobica de la NOS.

Por ultimo se presentan las conclusiones generales y perspectivas futuras del trabajo

(VI).
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I1.1

Parte Experimental.

I1.1.1. Aspectos generales

Todos los compuestos con los que se trabajo, o su gran mayoria, presentaban la peculiari-
dad de ser muy sensibles al oxigeno, la humedad, la temperatura y la luz. Trabajar con ellos
requirié cuidados especiales y el desarrollo y la puesta a punto de diferentes metodologias
experimentales de trabajo. También exigi6 la adquisicion y el desarrollo de una manualidad
indispensable para lograr la confiabilidad y reproducibilidad necesaria en los resultados.

Para llevar adelante esta quimica fueron indispensables cierto equipamiento como una
caja seca (ver Figura II.1.1), lineas de vacio, gases inertes, materiales tales como tubos
y balones de Schlenk, jeringas, septa, siempre en pos de asegurarse que las reacciones se
desarrollen en atmosfera inerte.

Debido a la poca estabilidad de muchos de los compuestos con los que se trabajo, no se
pudo contar con el almacenamiento de los mismos para el trabajo diario, sino que debieron
ser preparados cada vez que se necesitaron.

Otro cuidado de suma importancia en lo que respecta a los solventes utilizados, es la
cuidadosa purificacion de los mismos. El empleo de solventes recién destilados o almacenados

por cortos periodos de tiempo bajo atmosfera inerte fue indispensable.

Purificacién de solventes.

Todos los solventes fueron secados con los desecantes apropiados y posteriormente destilados.
Los solventes més frecuentemente utilizados fueron metanol y acetonitrilo. El metanol fue
secado con Mg-iodo y purificado por destilacion fraccionada. El acetonitrilo se destilo por
destilacion fraccionada, se reflujo sobre CaHs, y se destilo bajo nitrégeno en el momento de

usarse.
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Figura I1.1.1: Linea de gases y de vacio, caja seca.

11.1.2. Instrumentacion

Entre las técnicas experimentales empleadas para el anélisis de las reacciones y caracte-

rizacion de los reactivos y productos obtenidos, podemos citar las siguientes:

1. Espectroscopia UV-Visible.

[\

. Espectroscopia FTIR.
3. Difracciéon de rayos X.

4. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

ot

. Espectrometria de masa.
6. Microanalisis Elemental.

Los espectros IR fueron obtenidos en un espectrometro Nicolet Avatar 320 FTIR en pastillas
de KBr y utilizando celdas para liquido Spectra Tech con ventanas de NaCl y CaFy, segun fue
el solvente utilizado. Los espectros UV-Visible fueron tomados en un espectrometro Hewlett
Packard 8453 con arreglo de diodos empleando una celda de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico.
Los espectros de RMN se adquirieron en un equipo Bruker AMX500, los espectros obtenidos
fueron calibrados mediante el agregado de alguna referencia conocida (en general se utilizo
CH3CN) o utilizando la senal residual del solvente deuterado respectivo [1]. Se realizaron
espectros RMN para diferentes nicleos (‘H, *C, ®N) mono y bidimensionales. Entre las

técnicas de RMN utilizadas podemos mencionar:
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-'H RMN, 3C RMN, N RMN.

-DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), esta técnica permite dis-
tinguir entre distintos tipos de carbonos, cuando el angulo del pulso es 135 (DEPT-155),
la fase de los -CH3 y -CH resulta invertida respecto a los CH, , mientras que los carbonos
cuaternarios no son detectados.

-COSY (COrrelation SpectroscopY'), ofrece correlacion bidimensional de espectros 'H
RMN. Es una técnica muy tutil para asignar vecinos.

-HETCOR (HET eronuclear chemical shift CORrelation), proporciona una correlacion de
espectros 'H RMN y ¥C RMN. Muy ttil para asignar las sefiales del protonico a los carbonos
correspondientes.

Los espectros de masa para los complejos resultantes de la reaccion de los tioles con el
[IrCIsNOJ|K fueron adquiridos en un Micromass Q-Tof acoplado a fuentes de iones ESI y
APCI (Laboratorio Thompson de Espectrometria de Masa a cargo del Prof. Marcos Eber-
lin). Los gases NO y N,O generados como consecuencia de la reaccion de transnitrosacion,
fueron detectados mediante el uso del espectrémetro de masa cuadrupolar Extrel Emba II
(Laboratorio del Doctor Valentin Amorebieta, Universidad de Mar del Plata). Los analisis
de estructuras cristalinas por rayos X fueron determinados por los Doctores Gregory Leitus y
Linda Shimon del Departamento de Servicios Quimicos del Instituto de Ciencias Wiezmann
(Rehovot, Israel) en un difractometro Nonius KappaCCD, Moka(A=0.7107A) con monocro-
mador de grafito. Los datos fueron procesados empleando Denzo-Scalepack. Las estructuras
se resolvieron por métodos directos con SHELXS-97. Un posterior refinamiento de la matriz
se realizo por cuadrados minimos basado en F2 con SHELXS-97.

El microanélisis elemental fue realizado en un equipo Carlo Erba 1108. Para el analisis
se produjo la combustion de la muestra en un tubo reactor donde fue transformada a CO,,
H50, Ny y SOs. La separacion de los gases se realizé por cromatografia gaseosa con columna
de paropac de longitud variable y para su deteccion se utilizdé un detector de conductividad
térmica. El método requiere una calibracion previa con sustancias patron de composicion
conocida. Sustancia patron utilizada para la determinacion de C, H, N, y S: Sulfanilamida.
Sustancia patron utilizada para el ensayo control de C, H, y N : Acetanilida.

Parte de los resultados obtenidos se obtuvieron como fruto de colaboraciones con los

siguientes grupos:

= Grupo del Profesor D. Milstein, Department of Organic Chemistry, Weizmann Institute
of Science (RX) (Rehovot, Israel).

= Grupo del Profesor Eberlin, Thompson Mass Spectrometry Laboratory, Instituto de
Quimica, UNICAMP (ESI-MS) (Campinas, Brasil).
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La descripcion detallada y especifica de la metodologia de trabajo se presenta en las partes

y secciones correspondientes.



I1.2
Simulacién computacional

Durante las ultimas décadas, el area de simulacion computacional en quimica ha recibido
un impulso tal, que se ha convertido en una herramienta irreemplazable. La combinaciéon de
elementos matematicos y computacionales con las leyes fundamentales de la fisica permite
abordar el estudio de procesos de relevancia quimica desde un punto de vista microscopico.

La seleccion del nivel de teoria adecuado para estudiar un determinado problema, y
la capacidad de evaluar la calidad de los resultados obtenidos son dos de las tareas mas
complicadas dentro del trabajo de un quimico computacional. Antes de llevar a cabo cualquier
estudio, se deben tener presentes tanto las posibilidades como las limitaciones de los modelos
y métodos a utilizar, ya que una aplicacion inapropiada de los mismos puede conducir a
resultados carentes de sentido. Sin embargo, cuando se emplea adecuadamente, constituye
una herramienta muy valiosa en el andlisis e interpretacion de resultados experimentales, e
incluso en la determinacion de propiedades moleculares de las que no se dispone de valores
empiricos.

Segtn el problema seleccionado y el nivel de descripcién que se requiera podemos men-

cionar distintos tipos de modelos:

s Modelos basados en la quimica cudntica. A partir de las leyes de la mecénica cuantica,
permiten determinar la estructura de las moléculas, calcular propiedades espectrosco-
picas, estudiar procesos reactivos y comprender el mecanismo de reacciones quimicas,
caracterizar productos, etc. Pueden ser utilizados como herramienta predictiva, por
ejemplo permiten "experimentar" con una sustancia, conocer muchas de sus propie-
dades sin necesidad de sintetizarla, de modo que se puede orientar a un investigador
experimental sobre qué molécula va a tener las caracteristicas que ¢l desea. De este
modo, sblo se sintetiza y analiza aquella que tenga las propiedades que més le interesen,

ahorrandole tiempo y dinero.

» Modelos cldsicos. E1 modelado de fenémenos que no involucran formacién o ruptura de

23
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enlaces quimicos, es decir aquellos procesos donde la estructura electréonica no cambia
considerablemente, pueden ser descriptos por modelos més simples que captan ade-
cuadamente la esencia del problema de estudio haciendo innecesario el uso de modelos
méas complejos. En estos modelos las moléculas (o dtomos) pueden ser representadas
por masas puntuales, generalmente provistas de carga, que interactian a través de un

campo de fuerzas clasico.

= Modelos hibridos cudntico-cldsicos. La base de estos modelos reside en combinar calcu-
los de estructura electronica con modelos clasicos. Esta combinacion, hace posible el
estudio de procesos reactivos para sistemas con un elevado nimero de atomos (impo-
sible de abordar mediante un modelo puramente cuantico). El sistema en estudio, por
ejemplo una enzima, se particiona en un subsistema modelado cuanticamente y otro

subsistema modelado clasicamente.

A continuacién veremos en mas detalle cada uno de estos modelos.

11.2.1. Modelos basados en Mecanica Cuantica.

La mecénica que rige el comportamiento de particulas pequenas (como los electrones) es
la llamada mecéanica cuantica, desarrollada a principios del siglo pasado a partir de contri-
buciones de Bohr, Einstein, Dirac, Planck, Heisenberg y Schrodinger, entre otros [2|. Para
describir el estado de un sistema en mecanica cuantica, se postula la existencia de una fun-
cion de las coordenadas de las particulas y del tiempo, ¥, llamada funcion de onda o funcion
de estado. La funcion de onda contiene toda la informacién que es posible conocer acer-
ca del sistema. Dentro de una aproximacién no relativista, ¥ se obtiene de la ecuaciéon de
Schrédinger dependiente del tiempo.

—%—L % = —% V2U(r,t) + V(r,t)U(r,t) (I1.2.1)

Si la funcién de energia potencial del sistema no depende del tiempo, se puede separar
la parte temporal de la espacial, entonces el sistema puede estar en una de sus estados
estacionarios de energia constante. Dichos estados estacionarios se obtienen resolviendo la
ecuacion de Schrodinger no relativista e independiente del tiempo:

72
™ V2U(r) + V(r)¥(r) = E¥(r) (I1.2.2)

Si se define el operador Hamiltoniano como:

R h2
H=—-——V*+V 11.2.3
5 VI V() (11.2.3)
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ahora la ecuacion I1.2.2 se puede escribir como HU(r) = EU(r), que es la forma més
cominmente utilizada. E1 Hamiltoniano molecular presentado en la ecuaciéon I1.2.4 contiene
términos de movimiento y atraccion/repulsion entre las diferentes particulas. Tal como se
puede observar en la ecuacion I1.2.4, se incluyen términos asociados a la energia cinética de
los niicleos y de los electrones, atraccion entre niicleos y electrones, repulsion entre electrones

y repulsion entre nicleos.

Flz—ilv?—i ! V2—iié+iii+ii% (I1.2.4)
=2 4o 2Ma ! iAo A T = T AT Boa Rap B

La ecuacion I1.2.4 s6lo puede resolverse exactamente para sistemas de dos particulas, por
lo resulta necesario el uso de aproximaciones para sistemas mayores. Una aproximacion que
resulta sumamente til para reducir la complejidad del calculo es la llamada aproximacion
de Born-Oppenheimer |2, 3]. Esta aproximacion se basa en que la masa de los nicleos es
miles de veces mayor que la de los electrones y éstos se mueven, por lo tanto, mucho mas
lentamente. Asi el movimiento electronico puede describirse en el campo creado por los
ntucleos fijos. Entonces, el movimiento de los electrones esta desacoplado del movimiento de
los ntcleos y por ende, se puede decir que los electrones se acomodan instantaneamente a
una dada disposicion de los nucleos. De modo que, es licito escribir una funciéon de onda
electronica para cada geometria nuclear siendo ahora el tltimo término de la ecuacion 11.2.4
una constante.

Mediante el uso de la aproximacién de Born-Oppenheimer, hemos simplificado la ecua-
cion de Schrédinger, sin embargo la ecuacion contintia siendo irresoluble de forma exacta
para sistemas de méas de un electréon debido al término de repulsion interelectrénica, por lo
que deben hacerse aproximaciones adicionales. Existen diversos métodos, caracterizados por
el distinto nivel de aproximacion matemaética. Una de las clasificaciones més empleadas es la
que distingue entre métodos semiempiricos, métodos ab initio y el método del funcional de
la densidad (DFT). A su vez, en funcion de la estrategia utilizada para resolver las ecuacio-
nes, estos métodos se clasifican como variacionales o perturbacionales. Antes de pasar a los

métodos veamos brevemente qué dice el teorema variacional y la teoria de perturbaciones.

Teorema Variacional |2, 3|. El valor medio de la energia asociada a una funciéon de

onda aproximada o de prueba, ®, se puede calcular como:

_ [oxHYdr <(I) ‘H‘ q)> (I1.2.5)

W= [ @ * Odr (DD)

El teorema variacional enuncia que si la funcion de onda de prueba cumple las condiciones
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de contorno del problema, se cumple la siguiente desigualdad:

W = % > E, (11.2.6)

Eo es la energia correspomdiente al estado fundamental. Esta desigualdad resulta extre-
madamente 1til ya que proporciona un criterio para evaluar la calidad de una funcion de
onda de prueba, cuanto menor sea la energia asociada, mejor sera la funcion de prueba. Es-
to permite proponer como estrategia para encontrar soluciones aproximadas de la ecuaciéon
I1.2.4, la bisqueda de aquellas funciones que minimicen la energia del sistema.

Teoria de perturbaciones [2, 3|. La base de esta teoria consiste en separar el proble-
ma en una parte resoluble de forma exacta y una parte complicada para la que no existe
solucion analitica. Se divide el Hamiltoniano electronico en dos partes, se supone que estos
Hamiltonianos no son muy diferentes y por ende, la energia y la funciéon de onda tampoco

lo sera. Si describimos la perturbacion como:

H=H-H° (I1.2.7)
H=H+\H' (11.2.8)
HU, = (H°+ \H"V, = EV, (11.2.9)

donde el subindice n se refiere al nivel energético. En este contexto es posible considerar
., , . , o 0
a la funcién de onda y la energia como funciones del pardmetro A, tal que U,, [y—o= ¥, ¥

E, |x=0= Eg. En este caso se puede expandir como series de Taylor:

ov, o*v,, A2

U, =V, [x=0 + ) |A:0A+W TR (11.2.10)
oFE, 0E, A2

En:En |)\:0 +W |)\:0)\+m |)\:0§+"' (11.2.11)

Acotando al segundo orden y definiendo la condiciéon de normalizacion: (U9 | 0 = 1,

queda:

AR ’g;il E\I;?’ (11.2.12)

mz*En

I:I/

E, ~ E° + <\IISL

El problema se reduce entonces a encontrar los coeficientes de la expansion. Si la pertur-

bacion es pequena, entonces alcanzara con los primeros términos de dicha expansion.
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Habiendo presentado estas dos formas de resolver en forma aproximada la ecuaciéon 11.2.2,

veamos ahora en que consisten los métodos ab intio y DFT.

Métodos ab tnitio.

El término ab initio (o primeros principios) hace referencia a que los calculos estan ba-
sados tinicamente en las leyes de la mecanica cuantica y no emplean datos experimentales
que no sean los valores de las constantes fisicas fundamentales. Son métodos que resuelven
la ecuacion de Schrodinger haciendo uso de una serie de aproximaciones matematicas rigu-
rosas. Como ya hemos mencionado anteriormente, el término de repulsion interelectronica
es el responsable de que la ecuacion I1.2.4 no puede resolverse exactamente en sistemas de
mas de un electron. La primera aproximacion importante se introdujo de la mano de la
teoria de Hartree-Fock (HF) |2, 3|, en la que la funcién de onda se aproxima a un pro-
ducto antisimetrizado de funciones monoelectrénicas, es decir, se considera el movimiento
de cada electron en forma independiente. Esta aproximacion es conocida con el nombre de

"aproximacion orbital”.

® = x1(r1)x2(r2)-..xn(rn) (I1.2.13)

Donde las x son espin-orbitales unielectrénicos y r representa las coordenadas espaciales
para cada electréon. Este producto posee una propiedad fundamental para cualquier funcion
de onda electronica, y esto es, que debe ser antisimétrica respecto a la permutacion de un par
de electrones (principio de exclusion de Pauli). Este requerimiento se satisface facilmente

escribiendo el producto como determinante de Slater, definido de la siguiente forma:

xi(re)  xg(r) o x(rn)
) Xi(r2)  xj(ra) - xw(ra)

O = x1(r1)x2(r2)...xn(TN) = Al : : : (I1.2.14)
Xi(riv)  xi(riv) o xe(rw)

Asi, permutar dos electrones es equivalente a permutar dos columnas, lo que segin las
propiedades de los determinantes, le cambia el signo, satisfaciendo asi el principio de Pauli.
Ahora bien, en esta aproximacién , usando el Hamiltoniano electronico y empleando una

funcion de onda del tipo determinante de Slater la expresion para la energia queda:
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o <\If ‘ﬁel

core 1 al al
> Z Hi™" 45 Z Z(Jij - Kjj) (IL.2.15)

=1 j5=1
En esta expresion, H”"“es un Hamiltoniano reducido que depende de las coordenadas de
un so6lo electron. J;; y K;; son las integrales de Coulomb, e intercambio que dependen de
las coordenadas de dos electrones. La primera representa la repulsion electrostatica entre los
electrones y la segunda es consecuencia del principio de exclusion de Pauli y no encuentra
analogia en la fisica clasica.

PP

H?*z—%@xﬂMVﬂmvn>—<mvn

Xi(r1)> (I1.2.16)

2 A
Jij = (alr)xg (r2) [rig | xa(r)x;(r2)) (IL.2.17)
Ki; = (xi(r1)x;(r2) ‘rl_zl} x;(r1)x:(r2)) (11.2.18)

Luego, mediante el uso del teorema wvariacional se encuentran aquellos orbitales que
minimizan la energia en la ecuacion I1.2.15, y de esta forma se llega a una ecuacion de

autovalores para los orbitales conocida como ecuaciéon de Hartree-Fock:

F(r1) [xi(r1)) Zewlxj rl)) (I1.2.19)

Donde los g;; son los multiplicadores indeterminados de Lagrange asociados a los N espin
orbitales y;, denominados orbitales moleculares de Hartree-Fock, y F es el operador de Fock,

el que se define del siguiente modo:

() = () + 3 [ (m) = Kyl (11.2.20)

J=1

Los operadores H "¢, J; y K; se definen segiin su accién en un orbital determinado,

A (rxit) = =3 Vi) = 3 Zh(r) (1.2:21)
A 1
jij(m)xi(rl) = {/ der;(TQ)rl_lej(rQ)_ Xi(rl) (I1.2.22)

Kij(rl)Xi(Tl) = {/ d’f’gX;(T’Q)’f’l_lei(’l’Q)- x;(rl) (I1.2.23)
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El primero opera sobre las coordenadas de un sélo electron, en cambio el segundo y
tercero, llamados Coulomb e intercambio respectivamente, involucran coordenadas de dos
electrones. El operador de Coulomb da la repulsion electrostatica efectiva (o promediada) del
electron i producida por el electron j. Es posible diagonalizar la matriz de los multiplicadores
de Lagrange mediante una transformacion unitaria que no altera el operador de Fock ni el
valor del determinante de Slater, el que representa la funcién de onda total. Luego de aplicada

dicha transformacién la ecuacion de Hartree-Fock queda:

F(r1) a(rD)) = & [xi(r1)) (I1.2.24)

Donde las autofunciones x;(r1) son los espin-orbitales canonicos, cuyas energias estan
dadas por los autovalores ;. Debido a que las soluciones de estas ecuaciones dependen
de las funciones que se desea obtener, y éstas a su vez, dependen del operador de Fock,
la resolucion de las mismas se lleva a cabo utilizando un método iterativo denominado
método del campo autoconsistente o SCF. Este método arroja como resultado un conjunto
de orbitales atomicos/moleculares y energias orbitales.

El método HF implica la resoluciéon iterativa de un sistema de ecuaciones que entrana
gran dificultad, de manera que solo es factible para atomos y moléculas diatémicas. Para
sistemas mayores es necesario introducir una nueva aproximacion, propuesta en 1951 por
C.C.J.Roothaan y G.G.Hall, que consiste en expresar los orbitales moleculares como una

combinacidn lineal de funciones base.

L
i) = Z Chi |Pr) (I1.2.25)
k=1

El problema ahora se reduce a obtener la matriz de coeficientes que minimicen la ener-
gia. Reescribiendo la ecuacion de Hartree-Fock en esta base finita se obtienen las llamadas

ecuaciones de Roothaan.

F‘ <I>k> e (D, | <I>k>) —0 (11.2.26)

> (o

Si definimos la matriz F' cuyos elementos estan dados por Fj, = <<I>l,

A

F

S con elementos segin Sy, = (P, | Px), las ecuaciones de Roothaan pueden reescribirse de

<I>k> y la matriz
la siguiente forma:

FC = SCe (11.2.27)

En esta ecuacion C es la matriz de los coeficientes, € es la matriz diagonal de las energias
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orbitales. Conociendo la matriz F, se puede calcular la matriz de coeficientes y la energia a

través de la ecuacién secular:

det(F —eS) =0 (11.2.28)

Aqui F depende de los coeficientes, por lo que el problema se resuelve iterativamente,
para esto se propone inicialmente una matriz de coeficientes, se calcula F, se obtienen nuevos
coeficientes los que dan una nueva F, y se repite el procedimiento hasta que la matriz de
coeficientes que se obtiene es esencialmente igual a la del paso precedente. De esta forma

proceden los programas que utilizan el método HF.

Este método tiene sus limitaciones, una de ellas tiene que ver con la capacidad de la base
de representar a los orbitales, cuanto mejor sea la calidad de la base, mejor seran los valores
de energia obtenidos. La otra limitacion tiene que ver con la correlacion electronica. Los
electrones se repelen y tienden a alejarse unos de otros. l.os movimientos de los mismos estan
pues correlacionados entre si, de modo que la probabilidad de encontrar dos electrones en el
mismo punto del espacio ha de ser nula. Dentro de la aproximacién HF', cada electrén siente
la influencia del resto de los electrones como una distribucién promedio. Ello conlleva que,
la correlacion de sus posiciones instantdneas sea ignorada, de modo que la probabilidad de
encontrar a un electréon en un lugar dado del espacio no depende de la posiciéon instantanea
de los demas electrones, haciendo que la probabilidad de encontrar a dos electrones con
distinto espin en el mismo lugar simultaneamente no sea nula.

Se define la energia de correlacion como la diferencia entre la energia exacta no relativista
y la energia HF: E.,.. = Eeracta — Err. De modo que, aunque se usara una base infinita
la energia obtenida por este método seria superior a la energia exacta. Se han desarrollado
diferentes métodos para tener en cuenta este efecto. Tradicionalmente se conocen con el
nombre de métodos post-HF', ya que toman como punto de partida el modelo HF, y sobre
él anaden correcciones como veremos a continuacion.

Mpgller y Plesset (MP) propusieron la aplicacion de la teoria de perturbaciones utili-
zando la solucion de HF como punto de partida y la perturbacion como la diferencia entre el

Hamiltoniano electronico de Hartree-Fock (suma de los operadores de Fock) y el verdadero.

w=a-a'=%% Timl —_ [jj(rm) — K;(rm) (11.2.29)

m>l m=1 j=1

Este esquema permite encontrar una correccion a la energia y a la funcion de onda a un
costo computacional razonable, aunque mucho mayor que HF. Si retrocedemos y observamos
la ecuacion I1.2.12, vemos que el primer término corresponde a la energia del sistema sin

perturbar, el segundo a la correcciéon de orden 1, y el tercero a la de orden 2. Es facil
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demostrar que la suma de los dos primeros términos corresponde a la energia obtenida por
el método HF. Si incluimos la correccion de orden 2 (E®)), esto es lo que hace el método
MPZ2, obtenemos que la energia serda: Fypys = Eyp — E® . El método MP2 es uno de los
métodos mas usados para incluir los efectos de la correlacion en las propiedades de equilibrio
del estado fundamental molecular.

La teoria de "coupled-clusters" (CC), desarrollada por Cizek y Paldus en los 60°[4],

sugiere que la funciéon de onda exacta puede describirse como:

U =T, (11.2.30)

donde ¥ es la funcién de onda electronica molecular exacta del estado fundamental;
®y es la funcion de onda HF del estado fundamental y 7' es un operador de excitacion:
T = Tl + Tg + Tg 4+ -+ Tn, donde Tl es el operador de excitacion de una particula, Tg

es el operador excitacion de dos particulas, etc... El efecto del operador e’es expresar a

¥ como una combinaciéon de determinantes de Slater que incluyen &, y todas las posibles
excitaciones de los electrones desde los espin-orbitales ocupados a los virtuales. L.a mezcla en
la funcion de onda de determinantes de Slater con distintos grados de excitacion electronica
proporciona una estimacion de la correlacion electronica.

En la practica, el operador T’ se aproxima considerando tnicamente algunos de los ope-
radores que lo componen. La teoria demuestra que la contribuciéon més importante a T la
aporta Tg, dando lugar al método de clusters acoplados dobles (CCD). El siguiente paso para
mejorar el método es incluir el operador 7} , lo cual da origen al método de clusters acoplados
simples y dobles (CCSD). El método CCSDT, que incluye también las excitaciones de tres
particulas, proporciona resultados muy precisos para las energias de correlacion, pero consu-
me mucho tiempo de calculo y es factible inicamente para moléculas muy pequenas. Uno de
los métodos actuales méas utilizados para incluir de forma precisa la correlacion electronica
es el CCSD(T), en el que el efecto de las excitaciones triples se incluye de forma aproximada,

este método es muy utilizado como método de referencia.

Teoria del funcional de la densidad.

Un procedimiento alternativo, y conceptualmente distinto, para obtener informacion acer-
ca de un sistema y que permite calcular su energia incluyendo la correlacion electronica apa-
rece con la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) [3]. Esta teoria fue desarrollada por
Hohenberg y Kohn en 1964 [5]. El formalismo se diferencia de los demas métodos de estructu-
ra electronica por el hecho de considerar la densidad electronica total p(r) como variable del
sistema, en lugar de trabajar con la funcion de onda de los N, electrones, W(ry,ra, -+, 7Tn,).

La densidad electronica en funciéon de ¥ se expresa como:
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p(r) = p(r1) = eNe/'"/6117’2017’3'"Clh’Ne |‘I’(7’1,7“2>"'>7’Ne)|2 (I1.2.31)

Este enfoque tiene la gran ventaja de reducir el esfuerzo de hallar una funcién de 3N,
dimensiones (la funcion de onda de un sistema de N, electrones) al de obtener una funciéon
de solo tres dimensiones, como lo es la densidad electronica p(r).

Este formalismo parte de dos resultados establecido por Hohenberg y Kohn:

1. La funcion de onda del sistema es una funcional de la densidad electronica p(r).

2. Existe una relacion univoca entre p y |¥).
De este modo, la energia puede también considerarse un funcional de la densidad,

(o]

W) =e. = e p(r)] = Tlp] + Ve lo] + Vae 1) (11.2.32)

Donde T refiere a la energia cinética, V.. a la energia potencial de la interacciéon entre
electrones y V. a la interaccion entre nicleos y electrones. Hohenberg y Kohn aportaron
otro aspecto importante en la teoria de los funcionales de la densidad, un teorema variacio-
nal similar al descripto para el caso HF. En éste se postula que para cualquier p’ tal que
[P/ (r)dr =Ny p'(r) > 0 en todo el espacio, entonces F [p'] > F. La igualdad se verifica si
P es la densidad del estado fundamental, lo que equivale a decir que pg minimiza el funcional
de la energia E [p] al igual que la funcion de onda del estado fundamental vuelve minima la
energia. Volviendo a la ecuacion 11.2.32, el término de interaccion entre nicleos y electrones
puede expresarse facilmente mientras que la teoria no dice como calcular la expresion para
los otros dos términos. Por otro lado vincula la energia con la densidad electronica pero
no prevé la forma de calcular una u otra. En el ano 1965 Kohn y Sham [5]| introdujeron
una aproximacion para la forma funcional de la energia cinética, la enorme importancia que
adquiri6 la teoria desde entonces se vio reflejada en el otorgamiento del premio Nobel al
profesor Kohn en 1998.

Aprozimacion Kohn y Sham. Esta aproximacion considera un sistema de referencia fic-
ticio compuesto por electrones que no interactiian entre si, cuya densidad pr es igual a la
densidad real py. Entonces, el potencial externo debe ser tal que reproduzca en el sistema
de N electrones independientes una densidad igual a la que corresponde a los N electrones
interactuantes sometidos al potencial real. Si escribimos el Hamiltoniano para el sistema
de referencia veremos que no hay términos de interaccion interelectronica, por lo que dicho
Hamiltoniano se puede expresar como la suma de N, Hamiltonianos unilectrénicos }ALZKS, tam-

bién llamados operadores de Kohn y Sham. Como en el sistema de referencia los electrones
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son independientes, la autofuncion de Hg, |¥g) puede ser expresada como un determinante

de Slater y la densidad electronica se puede evaluar segin:

Z Faslh (I1.2.33)

Las funciones x*“son denominadas orbitales de Kohn-Sham, por analogia con HF. Vol-
viendo al nuestro sistema real de electrones interactuantes, resulta conveniente definir la
cantidad AT, como la diferencia entre la energia cinética verdadera y la del sistema de

referencia y AV,, como la contribuciéon no clasica de la interacciéon entre electrones:

AT [p] =T [p] — Tk [p] (I1.2.34)

AV, [p] = Vee — %// wdrldm (I1.2.35)
12

Estas dos cantidades sumadas, dan lugar a un nuevo término E,. [p], la energia de inter-

cambio y correlacion:

Evelp) = AT [p] + AVic [o (I1.2.36)

La expresion funcional final para la energia (Ec. 11.2.32) puede reescribirse como:

FE [p] = TR [ ] + Vne // Tl d’l“ld’l“g + Exc [p] (11237)

Ahora, las contribuciones a la energia del estado fundamental son conocidas, salvo el
término E,. [p|, de modo que la exactitud del célculo DFT depende de la aproximacion que
se elija para describir E,. [p]. El funcional E,. [p] exacto suele descomponerse en la suma de

distintos aportes energéticos:

= la correlacion cinética definida en la Ec. 11.2.34,
= la correlacion Coulombiana, asociada a la repulsion electronica,

= el intercambio, relacionado con la propiedad de antisimetria para la funciéon de onda

de un sistema de fermiones,

®» la correccion a la "autointeraccion" electrostatica. Dado que la integral 5 1 [ p(r r2) g drry
incluye la interaccion de un electron con su propia densidad de carga, es necesario in-

troducir una correccion a fin de recuperar la interaccion Coulombiana correcta.
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Por lo tanto, si se tiene una forma para E,.[p] se puede calcular la energia a partir de los
orbitales de Kohn-Sham. Haciendo uso del principio variacional de Hohemberg y Kohn, de
minimizacion de energia total respecto a las variaciones de la densidad sujeta a la condiciéon
de normalizacion de |¥g), el problema se traduce en hallar el conjunto de orbitales de Kohn

y Sham que minimizan la energia total electronica, tal que:

dee [p]

11.2.
" (11.2.38)

|P=P0

donde pg es la densidad electronica del estado fundamental, como resultado se obtiene un
conjunto de ecuaciones de autovalores denominadas de Kohn-Sham que tienen la siguiente

forma:

V- [ B ]m ) = o5 ) (1:239)

el término v,,, es la derivada funcional de E,. [p] , existen diferentes niveles de aproxima-
cion para modelar este término. Es importante remarcar que los orbitales de Kohn y Sham
fueron definidos para el sistema de referencia, por lo que no tienen un significado fisico,
son s6lo una herramienta que permite calcular la densidad electronica. Al igual que en el
método HF, para encontrar los orbitales Kohn y Sham, se los expresa como combinacién
lineal de funciones base conocidas, lo que lleva a la obtencion de un conjunto de ecuaciones

equivalentes a las de Roothaan y que por ende se pueden expresar de forma matricial:

ESC = SCe (11.2.40)

Al igual que para HF el sistema debe ser resuelto iterativamente, hasta la autoconsisten-
cia.

Se han desarrollado diferentes esquemas para la obtencion de formas aproximadas del
funcional para la energia de correlacidén-intercambio. Los distintos funcionales se clasifican
segiin el modo en que tratan las componentes de correlacion e intercambio. De este modo
se puede hablar de aproximaciones de densidad local (LDA), en las que se asume que los
efectos de correlacion-intercambio son locales y dependen tinicamente del valor de la den-
sidad electronica en cada punto (Ej.:VWN, PW92) |6, 7|, y de correcciones de gradiente
generalizado (GGA), en las que se tiene en cuenta no solo el valor de la densidad en ca-
da punto, sino que también como varia esta densidad en sus alrededores (Ej.: PW86, PBE
[8, 9, 10, 11]). Finalmente, también se ha explorado la introduccion del intercambio exacto
en lo que se conoce con el nombre de funcionales hibridos. Estos definen el funcional de in-

tercambio como una combinacion lineal de términos de intercambio HF| local y de correcciéon
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Figura I1.2.1: Esquema de las interacciones de unién en un campo de fuerzas clasico.

de gradiente (Ej.:B3LYP, B3PW91).

11.2.2. Modelos clasicos.

En estos modelos, la naturaleza cuantica de los electrones e incluso éstos son ignorados,
la energia del sistema depende tinicamente de las posiciones nucleares. La funcién de energia
potencial (dependiente de las posiciones nucleares) recibe el nombre de "campo de fuerzas"
ya que el gradiente de esta funcion permite obtener las fuerzas que acttian sobre cada atomo.
Aligual que en los métodos ab initio se halla implicita en esta simplificacion, la aproximacion
de Born-Oppenheimer. Dentro del campo de fuerzas, las interacciones entre los ntucleos se
agrupan en términos de union, y términos de no unién. Los términos de union describen de
manera aproximada la interaccién entre dtomos que estin unidos entre si directamente, o
hasta 2 atomos de distancia. De modo que la energia de los términos de unién se descompone
en distintas contribuciones: estiramiento de un enlace, flexion de un angulo entre dos enlaces
del mismo atomo, rotacion de los dtomos adyacentes sobre el eje de un enlace (ver Figura
I1.2.1).

Los términos de no unién describen la interaccion entre dtomos que estan en diferentes
moléculas o en la misma pero a méas de tres enlaces de distancia. Poseen una contribucion
electrostatica y una contribucion debido a las interacciones de Van del Waals (VDW) [12].

Existen diferentes campos de fuerza clasicos y la diferencia entre ellos reside en los pa-
rametros que utilizan en las ecuaciones. En este trabajo de tesis se ha utilizado el campo de

fuerzas que se incluye en el paquete de programas de AMBER [13].
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En el campo de fuerzas utilizado, la energia potencial es funciéon de la posicion de los N

atomos del sistema y su forma funcional es la siguiente:

E(r™)= > K(b—b)+ > Ko — )+ (I1.2.41)

uniones angulos

NN [A; By .
+ Ztorsiones % [1 + cos(ngb - 7)] + Zz Zj>1 [R_z;gjz N R%j + %

En esta ecuacién se reconocen los diferentes términos antes mencionados,

Estiramientos: la union es descripta por un oscilador armonico segiin la Ley de Hooke.
El parametro by corresponde a la distancia de equilibrio de la unién y K es la constante
de fuerza asociada a la union. Si bien la curva de energia potencial de un enlace real no
es exactamente armonica, esta aproximacion es razonablemente buena. Es claro que este
potencial no permite la ruptura del enlace.

Flexién angular: también es descripta por un potencial armonico, donde 6, es el valor
de equilibrio del dngulo y Ky la constante de fuerza. Tipicamente los angulos son mas sus-
ceptibles a la deformacion que los enlaces, de modo que las constantes de fuerza angulares
poseen valores entre 30-80 kcal /mol/Rad y las de enlace entre 200-500 kcal /mol/A.

Torsién: ¢ es el valor del 4ngulo diedro, el término V,, esta relacionado con la magnitud
de la barrera entre dos minimos adyacentes, "n" es la multiplicidad, la que indica cuantos
minimos hay para la rotacion entre 0 y 360 grados, y "7" es la fase que determina que el
angulo pase por el primer minimo.

Término de no unidn: este término generalmente se divide en dos contribuciones, la
electrostatica y la de VDW. La interaccion electrostatica es consecuencia de la distribucion
asimétrica de la densidad de carga en las moléculas. Ahora bien, si s6lo tuviéramos en cuenta
la interaccion electrostatica con cargas de signos opuestos se atraerian hasta colapsar en el
mismo punto del espacio, obteniéndose un valor infinito de energia. La formula que describe
de manera adecuada este tipo de interaccion repulsiva a corto alcance y dispersiva a largo
alcance, es el potencial de Lennard-Jones. El potencial de Lennard-Jones posee dos para-
metros que dependen del par de Atomos en cuestion, estos son : la distancia del minimo de
energia entre ambos atomos (I;) y el valor para la energia en ese punto (g5). Los parame-
tros estan tabulados segin el tipo de atomo, de manera que para encontrar los paradmetros
correspondientes a la interaccion del par de atomos 14, j, se utilizan las siguientes reglas de
combinacion: Rj; = (R} + R}) y €5 = /&ig;. Luego los términos de la ecuacion del campo
de fuerzas se calculan como A;; = €;5(R};)" v Bij = 2e45(R};)°. El calculo del término de no
union es el més costoso, por ello sélo tipicamente son calculados entre los pares de atomos
que se encuentran a una distancia menor que un valor de corte elegido por el usuario (radio

de corte), usualmente son mayores a 10 A [12].
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I1.2.3. Metodologias hibridas.

Hasta aqui hemos visto y estudiado modelos puramente cuéanticos (QM) y modelos cla-
sicos (MM). En las secciones anteriores se ha dejado en claro el alcance de los distintos
modelos y qué clase de preguntas es posible contestar mediante el uso de ellos. Ahora bien,
.qué metodologia usariamos para estudiar un proceso reactivo que ocurre en una enzima o
en fase condensada?: sabemos que para estudiar un proceso reactivo necesitamos recurrir a
modelos cuanticos, pero ahora nuestro sistema contiene por ejemplo mas de 100 Atomos y por
lo tanto resulta inabordable mediante modelos puramente cuanticos. Por otro lado sabemos
que la reaccion en una enzima, por ejemplo, ocurre en el sitio activo, el cual consiste en una
pequena parte de ésta. Del mismo modo, si hablamos de una reaccion en fase condensada, las
moléculas de solvente seguramente no intervengan en el proceso reactivo. En vista de esto,
nuestro sistema podria ser dividido en dos subsistemas, uno donde ocurra el proceso reactivo,
descripto por modelos QM, y el otro formado por el resto de la enzima o el solvente, para
el cual una descripcion MM es mas que suficiente. Por lo tanto, la estrategia para estudiar
este tipo de sistemas consiste en usar una metodologia que combine ambos modelos, o sea,
una metodologia hibrida QM-MM [14].

La base de esta metodologia consiste en combinar calculos de estructura electronica con
la mecénica molecular clasica a través de un Hamiltoniano hibrido (Hga—nar). Este método

propone que es posible escribir la energia como suma de tres contribuciones:

Eror {Ri} {7} = Equ + Evn + Equ—nmum (I1.2.42)

Donde Egj; denota la energia del subsistema cuéntico, Eyps la del subsistema clasico y
Egn—nar es la energia introducida por la interacciéon de ambos subsistemas. R; y 7, son las
coordenadas de los niucleos clasicos y cuanticos respectivamente.

La energia correspondiente al subsistema cuantico puede calcularse con cualquier método
de estructura electronica, en el caso particular de este trabajo de tesis se utilizo DFT. Del
mismo modo, cualquier campo de fuerzas clasico puede aplicarse al subsistema correspon-
diente. La energia que corresponde a la interacciéon entre ambos subsistemas puede calcularse

se la siguiente forma:

=1 a=1
C' es el nimero de &tomos clasicos con cargas parciales ¢;, @) es el nimero de Atomos cuan-
ticos con indice a. El primer término representa la interaccion entre la densidad electronica

cuantica y las cargas parciales de los atomos cléasicos. El segundo representa la interaccion
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entre los nicleos de los &tomos cudnticos y las cargas parciales clasicas. Estos dos términos
representan la interaccion electrostatica entre los dos subsistemas. El tercer término repre-
senta la interaccion de VDW entre los atomos de ambos subsistemas y se calcula usando un
potencial de Lennard-Jones, idéntico al usado en el campo de fuerzas clasico.

Frontera cuantico-clasica: método del "link-atom". En el estudio mediante mé-
todos hibridos, como ya hemos mencionado, el sistema es particionado en un subsistema
cuantico y otro clasico. Para el caso de reacciones en fase condensada las moléculas de soluto
son incluidas en el subsistema cuéntico mientras que el solvente en el subsistema clasico.
Para el caso del estudio de reacciones en proteinas, la situaciéon es mas compleja. solo ciertos
aminoacidos, aquellos que forman parte del sitio activo, deben ser incluidos en el subsistema
cuantico mientras que el resto de la proteina formaria parte del subsistema clasico. Esto
ultimo implica que debemos considerar en subsistemas diferentes atomos unidos covalente-
mente.

Existen diferentes métodos para tratar este tipo de fronteras covalentes. En este trabajo
de tesis se ha utilizado el método SPLAM (Scaled Position Link Atom Method) [15] adaptado
al programa SIESTA, la implementacion fue realizada por nuestro grupo |16|. En el método
SPLAM un atomo de hidrogeno (el link atom Hp) es agregado al sistema en cada unién entre
un atomo cuantico y uno clasico. Este hidrogeno cierra el sistema cuéntico y se encuentra
siempre ubicado sobre el enlace Cgpr — Charpr. Las fuerzas que siente el Hp, son trasladadas
sobre los atomos Cgar y Carar. Por otro lado, para mantener el enlace entre Coar y Carr, los
términos de uniéon, angulos y diedros que involucran al enlace son considerados del campo
de fuerzas clasico. Las interacciones de Lennard-Jones de los atomos Hy y Cgp con los
atomos clasicos a menos de 3 enlaces de la union Cgyr — Carar son anuladas. Por ltimo,
dada la cercania entre la densidad electrénica del Hy, y la carga parcial del Cg), la misma
se hace cero. El método SPLAM ha demostrado ser eficiente y ha sido probado con éxito en

diferentes sistemas de naturaleza biologica |16, 17].

I1.2.4. Caracterizacion de la Superficie de Energia Poten-
cial (SEP).

El curso de una reacciéon quimica estd determinado por la funcion de energia potencial
U(qa), donde ¢, indica las coordenadas de los N ntcleos de las moléculas reactivas. Para
obtener la superficie de energia potencial (SEP) U(q,) , deberiamos resolver la ecuacion
de Schréodinger electronica para un gran nimero de configuraciones nucleares, lo cual es
una tarea formidable y en la mayoria de los casos, imposible. Conocer la SEP en forma

completa nos permitiria saber todas las propiedades termodinamicas y cinéticas del sistema,
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para sistemas de 3, 4 y 5 4tomos se precisan del orden de 103, 10%, y 10° calculos. Excepto
para sistemas de muy pocos atomos, esto es imposible y por lo tanto nos conformamos

con encontrar los puntos mas importantes sobre la superficie. Se intenta entonces, localizar

los puntos de la superficie en los cuales las derivadas primeras gTU (las componentes del
[e3

gradiente) son cero. Estos son los llamados puntos estacionarios. Un punto estacionario

puede ser un minimo local, un maximo local o un punto silla. Para determinar la naturaleza

9%U
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la matriz Hessiana) en dichos puntos. Estas derivadas segundas se utilizan también para

del punto estacionario, se evaltian las (3N-6)? derivadas segundas (componentes de
obtener las frecuencias vibracionales en los puntos estacionarios y asi caracterizarlos. En
un minimo local, todas las frecuencias vibracionales son ntimeros reales. Para el estado de
transicion (punto silla) se encuentra una tnica frecuencia imaginaria entre las reales. Los
minimos locales corresponden a reactivos, productos o intermediarios de reaccion. Veamos
como se buscan estos puntos sobre la SEP.

Minimizacién de la energia. La SEP puede poseer muchos minimos locales y el menor
de todos corresponde al minimo global. Para la biisqueda de estos puntos se utiliza un algorit-
mo de minimizacion. Los algoritmos de minimizacion de primer orden (aquellos que utilizan
tnicamente las derivadas primeras) mas frecuentemente utilizados son el "steepest descend"
y el de gradientes conjugados (GC) [18|. Estos algoritmos en cada etapa de busqueda se
mueven segin lo dictamine el gradiente (—VU, gradiente) el que indica direccién y sentido
para el cual U decrece més rapidamente. Ademas de usar el gradiente, algunos métodos de
minimizacion de energia usan también las derivadas segundas de U. El conjunto de deriva-
das segundas cuando se dispone en una ordenacion cuadrada, forman la matriz denominada
Hessiana o matriz de constantes de fuerza (H). Un ejemplo de este tipo de algoritmos es el
Newton-Raphson, éste aproxima U por un desarrollo de Taylor, el que se usa para evaluar
en forma precisa el gradiente y H. Una variacion de este método, que lo hace menos costoso,
consiste en partir de una estimacion de H que gradualmente se mejora (cuasi-Newton). Den-
tro de estos métodos, uno mejor y mas eficiente es Eigenmode-Following (EF), éste calcula
los autovalores y autovectores de H y los utiliza para la bisqueda del punto estacionario.
El algoritmo "Berny" |19| utilizado por el programa Gaussian utiliza un algoritmo similar a
éste.

Biasqueda del camino de reaccién y del estado de transicién. Mientras que las
propiedades termodinamicas estan relacionadas con los minimos de energia y la energia
relativa entre éstos, la cinética de un proceso viene determinada por la altura de la barrera
(Energia de activacion) que separa los minimos relevantes del sistema. Al camino de minima
energia que conecta reactivos y productos sobre la SEP se lo conoce como camino de reaccion.
El punto de maxima energia sobre este camino corresponde al estado de transicion (punto

silla). Veamos como se encuentra el estado de transicion y el camino de reaccion.
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Obtener estados de transicion sobre una PES es mucho mas dificil que encontrar los
minimos locales de energia. Entre los algoritmos descriptos anteriormente, el algoritmo EF o
algunos basados en "Berny" suelen ser utilizados para este fin. Una vez encontrado el estado
de transicion se lo debe vincular a los minimos a través de la coordenada de reaccion para
poder definir el perfil de reaccién. Una ayuda para ésto es el hecho de que los desplazamientos
en el modo normal de vibraciéon que corresponde a la frecuencia imaginaria del estado de

transiciéon encontrado, deben estar en las direcciones que conducen a reactivos o productos.

Otra forma de construir el perfil de reacciéon consiste en utilizar la técnica denominada
optimizacion restringida. En esta aproximacion el sistema es empujado hacia arriba en la
SEP a lo largo de la coordenada de reaccién mientras se realiza una minimizacion para el

resto de las coordenadas. Para ésto se agrega el siguiente término armonico al Hamiltoniano:

Vi = %k (£ — &)” (11.2.44)

Donde k es una constante de fuerza ajustable, tal que fuerce al sistema a moverse hacia
arriba en la SEP, £ es el valor de la coordenada que tiene el sistema y &, el valor de la
coordenada de reaccién deseado. Al mover & a lo largo de la coordenada de reaccion, en
pasos fijos y minimizando la energia en cada punto elegido se obtienen los valores de energia
a lo largo del camino de reaccion. El punto més alto en el camino corresponde al punto de
ensilladura y la conformacion del mismo es una aproximacion al estado de transicion para el

proceso en estudio.

Dinamica molecular. Las moléculas grandes pueden tener un niimero enorme de con-
formaciones que son minimos de energia. Usualmente se esta interesado en obtener no so6lo
la conformacion de méas baja energia (minimo global), sino también los minimos cuyas ener-
gias son lo suficientemente bajas como para que estas conformaciones tengan poblaciones
significativas a temperatura ambiente. Los conférmeros biolégicamente activos de una bio-
molécula podrian no ser conformaciones cercanas al minimo global. Actualmente, no existe
ningin método que garantice que puede encontrar el minimo global y todos los minimos mas
bajos de una molécula flexible grande. La dindmica molecular calcula la progresion temporal
"real del sistema" de modo que las propiedades termodinamicas extraidas correspondan de
manera precisa con los valores reales. Las posiciones atomicas de los atomos del sistema son
propagadas temporalmente integrando las ecuaciones de movimiento de Newton. Se aplica

entonces la segunda ley de Newton a cada 4tomo, donde cada componente de la fuerza sobre

ou
ox;’

la mecéanica molecular. Se integra numéricamente la segunda ley de Newton (algoritmo de

el atomo 4 se calcula como F,; = y U se obtiene a partir del campo de fuerzas de

Verlet [20]) para obtener la posicion de cada atomo en los tiempos At, 2At, 3A¢, ...... , donde

el intervalo de tiempo At (time step) es, habitualmente, 107'%s, y se puede seguir los movi-
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mientos atémicos, del orden de 107%. Existen varias razones por las cuales el investigador
puede querer controlar la temperatura, en particular si se desea conocer el comportamiento
del sistema al variarla, o simplemente para estudiar reacciones a temperatura constante.
Uno de los métodos més usados para mantener la temperatura fija en un valor deseado en
una simulacion de dindmica molecular es el algoritmo de Berendsen |21|. El termostato de
Berendsen acopla al sistema un bano térmico (a la temperatura deseada) que actia como

fuente o sumidero de energia térmica.

11.2.5. Modelado del solvente.

El hecho de introducir una molécula de soluto polar en un disolvente polar produce una
serie de efectos de orientaciéon e induccion de momentos dipolares sobre ambos. El resultado
de dichos efectos es que el disolvente adquiere una polarizacion global en la regiéon que rodea
a cada molécula de soluto, generando un campo eléctrico para cada una de éstas moléculas
y produciendo por lo tanto un momento dipolar inducido que se suma al momento dipolar
permanente de la molécula aislada. En consecuencia, la funcion de onda electréonica molecular
y todas las propiedades moleculares en disolucién diferirdn en mayor o menor extension de las
obtenidas en fase gaseosa. Una forma de tener en cuenta el efecto del solvente es considerarlo
en forma explicita y utilizar el método QM-MM anteriormente descripto, donde por ejemplo
el solvente formaria parte del subsistema clasico. Otra técnica cominmente utilizada para
calcular los efectos del disolvente, es el empleo de un modelo continuo. En este caso, la
estructura del disolvente se ignora y este se modela como un dieléctrico continuo de extension
infinita que rodea una cavidad que contiene la molécula de soluto. El dieléctrico continuo se
caracteriza por su constante dieléctrica y la molécula de soluto puede tratarse clasicamente
o cuanticamente. En el tratamiento cuantico, la interaccion entre la molécula de soluto y el
continuo que la rodea se simula mediante un término de energia que se anade al Hamiltoniano.
En la implementacion usual del modelo de solvataciéon continuo, se permite que cambien la
funciéon de onda electronica y la densidad electronica de la molécula al pasar de fase gaseosa
a fase disolucion, de forma que se alcance la autoconsistencia entre la distribucion de carga
del soluto y el campo eléctrico creado por el solvente (SCRF) |3]. Existen muchas versiones
de los modelos SCRF, las diferencias radican en la eleccion, tamano y forma de la cavidad

que contiene al soluto y en el célculo de la energia de interaccion soluto-solvente.
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I1.2.6. Programas utilizados

Los métodos tedricos previamente descriptos han sido implementados en diferentes pro-
gramas, en lo que sigue se describiran brevemente los programas que ha sido utilizados en

este trabajo de tesis.

Gaussian98 y 03. Es un paquete de programas que llevan a cabo distintos tipos de
calculo [22|. Incluye todos los métodos ab initio comunes, muchos métodos semiempiricos
y los métodos DFT. Utiliza bases Gaussianas. Gran parte de los calculos realizados en este
trabajo se llevaron a cabo 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(BPS86,
B3LYP, PBEIPBE). Cabe aclarar que el método CBS-QB3 entra dentro de la clasificacion
de "Métodos compuestos para calculos de energia CBS". En general, los métodos CBS-Q
[23| son variantes de los métodos compuestos CBS (Serie Base Completa), propuestos para
calculos de energia. Estos métodos usan procedimientos especiales disenados para extrapo-
lar las energias calculadas en el limite de la base completa. Incluyen también calculos de
correlacion efectuados para la geometria optimizada a un nivel bajo de teoria.

Los métodos nombrados anteriormente han sido combinados con distintas bases segtin el
sistema en estudio: 6-31G** (doble zeta polarizada), 6-311+G* (triple zeta: simple Z para el
core y triple Z para los OA de valencia, con funciones de polarizacion y funciones difusas),
cc-pVDZ (correlacion consistente con funciones doble zeta de valencia polarizadas), SDDall
(doble zeta para elementos livianos y pseudopotenciales para elementos pesados: utiliza el
potencial efectivo de Core Stuttgart-Dresden ), SDB (potencial efectivo de Core Stuttgart-
Dresden con funciones de polarizacion).

Pseudopotenciales atomicos (ECP): es una construccion que incluye al nicleo del dtomo
junto con los electrones internos, y que permite que sélo sea necesario calcular explicitamente
las interacciones de los electrones de valencia y que se puedan representar adecuadamente y
a bajo costo los efectos relativistas que pueden ser relevantes en atomos pesados.

Modelado del solvente. En la mayoria de los célculos se utilizo la implementacion del
modelo PCM (Modelo del continuo polarizado) [24]. En este se define la cavidad como la
superposicion de una serie de esferas cuyo radio es el radio de VDW del atomo en cuestion.
Se utiliza un método numérico para obtener el término de energia de interaccion. El modelo
PCM original ha sufrido diversas modificaciones que han dado lugar a los modelos [IPCM
(modelo del continuo polarizable de isodensidad) [25], en el que la superficie de la cavidad
molecular se define como una superficie de contorno de densidad electrénica constante de la
molécula, y CPCM (PCM conductor) [26], en este se usan cargas superficiales en la superficie

de la cavidad de la molécula de soluto.
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Bisqueda del estado de transicidén. El programa Gaussian contiene muchas posi-
bilidades disenadas para obtener estados de transicion [27|. Para localizar un estado de
transicion se puede introducir una estructura intermedia entre reactivos y productos, y usar
la clave Opt=(TS, CalcFC). TS utiliza un algoritmo tipo Berny [19] y CalcFC calcula con
precision las constantes de fuerzas en los puntos de la geometria inicial en lugar de estimar-
las, si bien aumenta el tiempo de céalculo también aumentan las probabilidades de éxito en
la bisqueda. Otros métodos utilizan un procedimiento llamado de transito sincrono y nece-
sitan como input las coordenadas de reactivos y productos (QST2), o reactivos, productos y
estructura aproximada del estado de transicion (QST3). Por otro lado, la clave Scan permite

explorar la SEP.

Calculo de modos normales, correccién del punto cero (zpe) y térmica. Cada
punto estacionario encontrado ha sido caracterizado mediante el calculo de modos normales.
Como las energias correspondientes a las geometrias optimizadas corresponden a 0 K, los
efectos térmicos fueron estimados realizando correcciones que tienen en cuenta los cambios
producidos por la temperatura en las poblaciones de los niveles vibracionales, rotacionales y
translacionales de las especies consideradas. Estas correciones se realizaron utilizando férmu-
las de la mecanica estadistica usando las aproximaciones de rotor rigido, oscilador armonico

y gases ideales.

Por tltimo, también se han calculado cargas (NBO) [28|, RESP (MK: fitea las cargas
atomicas de manera de reproducir el potencial electrostatico molecular (MEP) para una serie
de puntos alrededor de la molécula) [29], y desplazamientos quimicos para RMN (GIAO)
130, 31].

SIESTA (Spanish Initiative for Electronic Structure Simulations of Thou-
sands of Atoms) [32, 33]. Es una implementacién de DET, pero a diferencia de la mayoria
de las implementaciones de DFT, el codigo SIESTA utiliza funciones de base numéricas fijas
definidas en una grilla tridimensional finita. Esto lo hace extremadamente réapido y eficiente
en comparacion con programas que usan GGaussianas u ondas planas. Los algoritmos realizan
todos los cédlculos requeridos en forma numérica. Otra ventaja del uso de funciones numeé-
ricas es que la funcién puede adoptar la forma que se desee. En particular, estas funciones
numeéricas se ajustan a los llamados "Orbitales Pseudo Atomicos" (PAO), que corresponden
a las autofunciones del Pseudopotencial Atémico confinado a una esfera de potencial infinito
(méas alla de la esfera la funcion de onda vale cero). En este esquema de calculo el tiempo
computacional crece mas lentamente con el nimero de &tomos, lo que permite tratar sistemas
con un numero de dtomos relativamente grande, en tiempos razonables. Una consecuencia
del confinamiento, es que los PAOs poseen una mayor energia cinética que las autofunciones

no confinadas. Este incremento de energia se mantiene igual para todos los PAOs, obtenién-
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dose de esta forma una base balanceada. La magnitud de este incremento o "pseudoatomic
orbital energy shift” (APAQ) es un parametro variable que debe ser ajustado por el usuario.
Para moléculas de tamano mediano, valores de APAQO cercanos a 100 meV permiten obte-
ner resultados similares a los obtenidos con bases Gaussianas de tamano convencional. En
el caso de querer utilizar moléculas que contienen metales de transicion como Cu, Pt, o Fe
se requiere usar valores menores, del orden de 20-30 meV. Los nitcleos y electrones internos
estan descriptos por pseudopotenciales.

Actualmente el programa SIESTA contiene funcionales de intercambio y correlacion del
tipo LDA, y el funcional GGA PBE. Otro parametro importante que debe determinar el
usuario es la precision de la grilla, "Energy cut off (E..)". Esto se determina eligiendo la
energia correspondiente a una onda plana de la méxima frecuencia posible y que entra en la
grilla. Valores entre 100-200 Rydbergs aseguran una buena precision.

Mediante el uso de este programa se optimizaron moléculas de mayor tamano.

AMBER. Es un paquete de programas para realizar dinAmica molecular que contiene

el campo de fuerzas de Wang [13]. Se utilizo para realizar las dinamicas moleculares.

Es importante mencionar que los calculos QM-MM se realizaron utilizando un codigo
desarrollado en nuestro grupo en el que se implementa la metodologia hibrida basada en
DFT (SIESTA) y el campo de fuerzas de AMBER [16].

Visualizadores Graficos. Molden, Gaussview 3.0, VMD.

Por ultimo, al igual que para la parte experimental, se encontrard una descripcion de-
tallada y especifica de la metodologia de trabajo en las distintas partes y secciones de este

trabajo de Tesis.
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ITI.1

S-nitrosotioles : antecedentes,

propiedades generales y reactividad

Los S-nitrosotioles (RSNOs), también conocidos como tionitritos, resultan ser mucho
menos conocidos que sus parientes, los alquilnitritos, esto es en parte debido a su gran ines-
tabilidad. Tal como se ha mencionado en la introduccion general (I1.1.3), fueron sintetizados
por primera vez en 1909 [1]. Sin embargo, el interés en ellos recién surgié a partir de los
90’. No es una coincidencia este resurgimiento con el descubrimiento de las novedosas fun-
ciones asociadas al NO. El particular interés en estas moléculas se podria decir que tiene su

fundamento en las siguientes razones:

= RSNOs han sido detectados in vivo y se piensa que estan involucrados en muchas de
las funciones asociadas al NO, posiblemente a través de mecanismos de transporte y

almacenamiento de éste ultimo.

= Tienen un potencial uso médico como moléculas donoras de NO.

A lo largo de ésta seccidén veremos algunas de sus propiedades, sus métodos de preparacion,

y aspectos sobre su reactividad.

II1.1.1. Propiedades

Aspectos generales

Los RSNOs son compuestos solidos o liquidos muy coloreados, los mismos se obtienen

por nitrosacion de tioles primarios (rojos), secundarios (rojos-rosados) o terciarios (verdes).

ol
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Figura III.1.1: Estructura cristalina del SNAP.

Los S-nitrosotioles terciarios resultan ser en general més estables que los primarios o secun-
darios. RSNOs pequenos (derivado de la cisteina), aquellos de tamano mediano (derivado
del glutation) asi como RSNOs de proteinas, han sido detectados en sangre.

Son pocos los tioles que han sido aislados como sélidos, en la seccion 1.1.3 de la intro-
duccion general hemos nombrado algunos de ellos. El primero en ser aislado como solido fue
el SNAP (Figura II1.1.1), éste puede ser almacenado durante anos a temperatura ambiente
siempre y cuando se lo mantenga en un recipiente cerrado y protegido de la luz. En todos
los casos, el disulfuro es el producto de descomposicion méas importante. Disueltos en buffers
fisiologicos se descomponen rapidamente dando lugar a la formacion del disulfuro y NO.
Otros productos pueden originarse dependiendo esto de la naturaleza del tiol, buffer, etc. La
estabilidad en solucion varia en funcion de la temperatura, pH, oxigeno, nucleotfilos, especies

redox y contenido de metales. En resumen, podemos itemizar las siguientes propiedades:

Solidos o liquidos coloreados.

Sensibles a la luz.

Se descomponen en presencia de trazas de metales (Cu(I)/Cu(1l), Fe(II)).

Muy sensibles a la humedad.

Valores de pH bajos incrementan su estabilidad.

Muy sensibles al ataque de nucleofilos, especial cuidado al seleccionar el buffer.
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Figura III.1.2: Isémeros conformacionales syn y anti para los RSNOs.

Caracterizaciéon espectroscépica y estructural

Difraccion de rayos X. Esta técnica es particularmente 1til en lo que respecta a las
orientaciones que puede adoptar la unidad C-S-N-O. El enlace S-NO posee un importante
caracter de doble enlace debido a la deslocalizaciéon del par de electrones del Atomo de azufre
sobre la unidad S-N-O. Surge por lo tanto, la posibilidad de que existan dos isobmeros, syn y
anti [2]. (Figura I11.1.2) La preferencia por uno u otro isomero depende del tipo de RSNO, por
ejemplo los RSNOs terciarios prefieren el isomero anti mientras que los primarios prefieren
el syn (ver Tabla II1.1.1). Célculos DFT sobre Ph3CSNO |3| muestran que el isdbmero anti es
en este caso, apenas mas estable que el syn por unas 0.15 kcal /mol. Célculos sobre CH3SNO
y EtSNO muestran preferencia por el isomero syn. La barrera de interconversion calculada

estd estimada en ~11 kcal /mol.

Espectroscopia UV-visible. El espectro UV-Visible muestra tres bandas, dos de ellas
muy intensas en la zona UV y una débil en la region visible. La primera banda se encuentra
localizada alrededor de los 225-261 nm (e~10*M~*cm™!), la misma se atribuye a la transicion
7 — m* |4]. La segunda banda se encuentra alrededor de 330-350 nm (e~103M~tem™1), ésta
se atribuye a la transicion permitida ng — mx|5|. La tercera banda esta situada alrededor
550-600 nm (e~20 M~tcm ™) y presenta un hombro, dicha banda es atribuida a la transicion
prohibida ny — . Esta tltima banda es la responsable del color del RSNO y junto con la
segunda, usualmente son utilizadas para monitorear reacciones en las que estan involucrados
los RSNOs. Tal como se ha mencionado, esta banda presenta un hombro para todos los

RSNOs y este hombro es atribuido a la coexistencia de los dos isomeros. (ver Tabla I11.1.1)

Espectroscopia RMN. En los espectros 'H RMN y 3C RMN se observa un corrimiento
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Tabla II1.1.1: Tabla isémeros syn y anti para los RSNOs.

RSNO AGrerative® | [anti]/[syn]® | [anti]/[syn]¢ | ®N RMN d "N RMN ¢ Amaz? | Amaz, visible
(kcal /mol) (calc.) (exp.) (calc.)  Promedio | (exp.) Promedio | (calc.) (exp.)
CH5SNO 0.27 381.2
syn 0 365.9 520.1
anti 0.78 438.1 956.9
CH3CH,SNO 0.47 0.37 398.7 397.0 T070
syn 0 378.4 378.4 231.0 520
anti 0.45 441.8 447.2 561.2 552
(CHs),CHSNO 0.84 0.43 405.1 401.5 rojo
syn 0 378.4 381.9 032.6 524
anti 0.11 436.8 446.7 560.4 256
(CH3)3CSNO 7.69 4.78 470.5 452.4 verde
syn 1.19 419.5 403.3 571.2 250
anti 0 477.1 462.7 091.6 596

*B3LYP/6-311+G*.

rencia: nitrometano, “Referencia: nitrometano, ¢183K. / TD-B3LYP/6-311++G(3df,2df,2p)//B3LYP/6-611G*.

Estimado suponiendo distribuciéon de Bolztmann 298K.°298K. GIAO-B3LYP/6-311++G(3df,2df,2p)//B3LYP/6-311+G*, Refe-
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a campos bajos para los protones o (~1 ppm) y carbonos a(~7-13 ppm) del tiol luego de
ocurrida la nitrosacion. En lo que se refiere a >N RMN, para RSNOs los desplazamientos
aparecen alrededor de 730-790 ppm (Referencia: amoniaco liquido) o 350-410 ppm (Refe-
rencia: nitrometano) |6]. En todos los casos debido a la coexistencia de los dos isdmeros
conformacionales la senal es ancha a temperatura ambiente, a -50 °C ya comienzan a distin-
guirse dos senales. En la Tabla II1.1.1 se muestran los valores para cada isémero, para estos
RSNOs los espectros fueron tomados a -115 °C.

Espectroscopia FTIR. Esta espectroscopia es particularmente til para la identificacion
del grupo S-nitroso. Para la mayoria de los RSNOs, la frecuencia de estiramiento del enlace

1

N-O (vyo) generalmente aparece en el rango 1480-1530 cm ™', mientras que la frecuencia de

estiramiento S-N (vgx) se encuentra alrededor de 650-670 cm™! y es menos intensa |3, 5, 7.

Electroquimica

La electroquimica indica que los RSNOs exhiben un tnico pico de reduccion irreversible
controlado por difusion, [8]. Si bien existe poca informacion en literatura sobre la reduccion
electroquimica de los RSNOs, se ha sugerido que esta ocurre a través de la formacion de
un intermediario ({RSNO}*7)[3], el que luego decae y da lugar a la formacion de NO® y
tiolato. Los potenciales medidos que se muestran en la Tabla I11.1.2, se asignarian entonces

a la reaccion:

RSNO +1e~ = {RSNO}"™ (IIL.1.1)

Los potenciales de reduccion son bastante mas negativos que los correspondientes al
NAD*/NADH (-0.8 V vs NHE, pH=7) y Ascorbato/dehidroascorbato (+0.06 V vs NHE,
pH=7) , por ejemplo. Esto sugiere que en el mecanismo de liberacion de NO ante estos
reductores, no ocurre via un mecanismo que involucre una transferencia electronica directa
al RSNO. (Tabla III.1.2)

Existe una correlacion lineal entre los valores de potenciales de reduccion y los pKa,
indicando que cuanto mas facil sea para el tiol estar como tiolato, mas facil sera la reduccion
del correspondiente RSNO.

II1.1.2. Sintesis, aspectos generales

La sintesis de RSNOs implica la reaccion del tiol correspondiente (RSH) y derivados de
la oxidacion del NO como NOy (N2Oy), N2O3z y NO5 (NO™, HoNOo™). El NO como tal,

reacciona con los tioles originando disulfuros y NO~, y no RSNOs (ver Figura 1.1.4, pag. 7).
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Tabla III.1.2: Potenciales de reduccion para distintos RSNOs y pKa para los respectivos
tioles medidos por Hou y colaboradores.

RSNOs Ep, V | pKa (tiol)
S-nitroso-l-cisteina etil ester -0.80 6.5
S-nitroso-l-cisteina -0.99 8.3
S-nitroso-glutation -0.98 8.7
S-nitroso-mercaptoetanosulfonato | -1.05 9.1
S-nitroso-N-acetil-1-cisteina -1.14 9.5
S-nitroso-3-mercaptopropianato | -1.08 10.2
S-nitroso-acido mercaptoacético | -1.14 10.3

Solo se logra obtener RSNOs, utilizando NO en presencia de oxigeno o algtin otro oxidante.
De hecho, la S-nitrosaciéon ocurre como consecuencia de la formacion de alguno de los 6xidos

mencionados previamente [9]. Existen tres métodos para preparar RSNOs:

1. Nitritos inorgdnicos en medio acuoso acido: es el método mas ampliamente usado, se
trabaja a bajas temperaturas (<4 °C), usando HCI, en presencia de EDTA (quelante de
los iones metélicos que catalizan su descomposicion). La reaccion se realiza en relacion
agente nitrosante/RSH estequiométrica, el agregado de exceso de agente nitrosante
puede conducir a la oxidacion del tiol o del RSNO y a la N-nitrosacion en el caso de

aminotioles.

2. Ogidos de nitrdgeno, NOy (N3Oy4), NoOs: es un método utilizado para preparar RSNOs
poco polares. Se trata el tiol con NoO,4 usando como solventes cloroformo o tetracloruro

de carbono. También se trabaja en frio y en cantidades estequiométricas.

3. Alquilnitritos: es un método muy bueno y selectivo en el caso de la presencia de aminas
primarias |7|, los mas usados son el terbutilnitrito y el etilnitrito. Es muy utilzado para
sintetizar RSNO solubles en solventes organicos, también se trabaja a bajas tempera-

turas y en cantidades estequiométricas.

Para todos los casos, independientemente de cual estrategia de sintesis se elija, los RSNOs
deben ser almacenados protegidos de la luz, en atmosfera de argon o nitrogeno y a baja
temperatura (-20 °C). Algunos, como los RSNOs mencionados en la introduccion general,
resultan ser faciles de aislar y otros extremadamente dificiles o imposibles debido a su rapida
descomposiciéon. Para estos tltimos se recomienda que sean preparados en el momento de

ser usados.
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I11.1.3. Reactividad

(a) Descomposicion.
Térmaca y fotoquimica. Los RSNOs se descomponen espontidneamente y al ser calen-
tados originando la formacion del disulfuro y liberacion de NO (Ec. I11.1.2).
2RSNO — RSSR+2NO (II1.1.2)

La descomposicion probablemente involucre tanto la ruptura homolitica como la hete-
rolitica de la union S-N (Figura II1.1.3). Segtn estudios realizados previamente [10, 11], la

ruptura homolitica requiere menor energia que la heterolitica. En la Figura I11.1.4 se mues-

Ruptura S-NO Catalisis por Cu(Il)/Cu(l)
Homolitica RSNO + H,0 === RS + NO, + 2H’
Rmo—' RS" + NO' Cu’*+ RS —— Cu’ + RS’
» Cu” + RSNO == [ ¥ |— cu® + RS + NO
Heterolitica .
8 _ + 2RS" —— RSSR
/ \ Y
H,C N=O cH N=O
hv . 0O, R \ /+ /@\ ﬂ
GS-NO— NO + GS GS00 H,N—Cu'=—H,0 O 0—»01: ~H,0
f
N
Reaccion GSN\O\\ OQ‘/iGS ° H20 H,0
fotoquimica GSSG+NO (A) (B)

Figura III.1.3: Descomposicion de RSNOs.

tran varios datos relevantes tanto experimentales como calculados, y una forma de estimar,
mediante la utilizacion de un ciclo termodinamico, la energia para la ruptura heterolitica a
partir de datos experimentales. Tal como puede observarse en la Tabla III.1.4, la ruptura
heterolitica (~50 kcal/mol) siempre requiere mas energia que la homolitica (~20 kcal/mol).
Este hecho es interesante ya que indica que estas moléculas tienen una excelente capacidad
para reaccionar con el NO™, almacenarlo como tal y liberarlo como NO®. Es por esta razon
que los efectos bioldgicos producidos por los RSNOs han sido atribuidos a la ruptura homo-
litica de la union S-N, que como consecuencia da origen al NO®. Otro detalle digno de notar
es que para los compuestos aromaticos la ruptura homolitica requiere menor energia, esto
se puede observar en la tabla de la Figura III.1.4, a estos valores podemos agregarles otros
valores medidos para tioles no aromaéticos: 28.9 kcal/mol (CH3(CH3)5SNO) y 31.6 keal/mol
(c-CgH13SNO) [11].
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La misma reaccion ocurre fotoquimicamente, y ha sido extensamente estudiada. Irradian-
do S-nitrosoglutation (GSNO) a las longitudes de onda 340 o 545 nm se libera NO en un
proceso que es aproximadamente de primer orden [12]. Estos resultados son consistentes con
el mecanismo planteado en la Figura II1.1.3 , para la reaccion fotoquimica. El radical tiol
reacciona con oxigeno produciendo un radical peroxi el que también reacciona con el RSNO
para dar RSSR y NO.

— = H, 4-OMe, 4-Me. 3- AHpomo(kcal/mol
1 e SRR 2 mewe R =P AHpd A En(sy  Ahon(calimoh
X / 2 ECHg - 7 .
I 4-Cl, 3-Cl, 2-CI, 4-NO, RSNO  pK,? (kcal/mol) (kcal/mol) V) exptle  caled
- N 1 G—CeH,S—NO
RSN + H* RSH + NO' M, G=4H 200 —22.0+06 492 +12 —0.427+£0.005 194+ 13 202
RS.H RS + W P 4-MeO 209 —25.0+£09 53.54£1.7 —0.546 £0.010 21.0 £ 1.9 18.4
--------- RSRS+ZERS 4-C1 19.0 —21.4+0.7 472413 —0.351 £0.004 192+ 14 19.7
e = ) e o(RS) 3-Cl 184 —21.7+£0.7 46.6 + 1.3 —0.250 £ 0.004 209 + 1.4 204
NO" +ef —— NO ENO'/NO) 2-Cl 183 —20.7 4+ 0.8 45.6+ 1.4 —0.275 £ 0.003 193+ 1.5 20.5
RSNO — = RS + NO Abhma(S-NO) 4-Me 205 —24.8+0.5 5274+ 1.1 —0.494 +£0.004 214+ 12 19.6
3-Me 203 —23.5405 51.1 4+ 1.1 —0.491 £0.005 199+ 12 19.7
- N — . Q — b
A _(SINO)— 1364 pi, - A PRRTRREEN 4-NO, 153 —18.4+£0.7 393+ 1.3 —0.035+£0.008 18.6 4+ 1.5 20.9
] . ) 2RS—NO
AHyomo(S-NO) = 1.364pK, - A +23.06 [ENO/NO) - E(RS)] R =C;Hy 27.5 =203 £ 0.5 57.6 £ 1.1 —0.549 +0.005 25.0 £ 1.2 275
(keal/mol) m) PhCH, 25.0 —22.0 + 0.4 56.0 + 1.0 —0.440 + 0.005 259+ 1.1 28.8
.

2Obtenido a partir de pKa (MeCN) = 0.982 pKa (DMSO) + 9.94 (Tzutsu, K. Acid-Base Dissociation Constants in Dipolar
Aprotic solventes, [UPAC Chem. Data Ser. No.35; Blackwell Scientific Publications: Oxford, 1990). bMedido en MeCN a 25°C
por titulacién calorimétrica. °Derivado de la ecuacion (1). Medido en MeCN a 25°C por voltametria ciclica vs la cupla
ferrocinium/ferroceno. ¢Derivado de la ecuacion (2) y tomando E;/5(NOT)=0.863V. fCalculado: B3LYP/6-31+G*.

Figura III.1.4: Ruptura Heterolitica vs Homolitica.

Catalizada por metales. La descomposicion de los RSNOs en solucién acuosa es cata-
lizada por iones metalicos como Cu(I)/Cu(II), Fe(II), Hg(II) y Ag(I) |13, 14, 15|. Dado que el
cuerpo humano contiene 0.1 gr de Cu(I/II)/75 Kg, la descomposicion catalizada por cobre ha
sido ampliamente estudiada. En la Figura I11.1.3 se muestra el mecanismo planteado donde
se postula la presencia de una especie intermediaria (Y: A , B). En la presencia de quelantes
como el EDTA, neocuproina, la descomposicion de los RSNOs por esta via se ve inhibida

como consecuencia de la formacion del complejo Quelante-Metal [16].

(b) Reaccion con nucledfilos.

Estos compuestos reaccionan con nucleofilos (Nu™) via el &tomo de nitrogeno, generando
la especie NONu (Ec. I11.1.3 ), la que puede resultar ser un producto estable o seguir reaccio-
nando. El otro producto de la reaccion, el tiolato, en presencia de aire se termina oxidando

para generar el disulfuro.

RSNO + Nu~ — RS~ + NONu (I11.1.3)

Existen una amplia cantidad de nucleotfilos capaces de reaccionar con los RSNOs, entre
ellos podemos mencionar: RS~ (transnitrosacion), RR’NH, NHy;NH,, NH,OH, N3, SO3?,
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0

RSH pK,* ks M~1s7h
1 L-cisteina etil ester 6.50 6.45x10! K !
2 L-cisteina 8.30 6.12x1072 | @
3 D-Penicilamina 8.53 3.01x10-2 2L
4 Glutatiéon 8.75 1.68x1072
5 N-Acetil cisteina 9.52 8.41x1073 3 .
6 N-Acetil-D-penicilamina 9.90 9.90x103 T ; s 9 T

PKa

Figura III.1.5: Dependencia con el pH para la reaccién de transnitrosacion de la S-nitroso seroalbtimina

bovina con distintos tioles. a[19]

S5 2, Ha04, O (superoxido) y ascorbato [17, 18]. En lo que sigue veremos dos reacciones
vinculadas a la liberacion de NO, la reaccion con los tioles y el ascorbato. Diremos también
unas palabras sobre la reacciéon con el superoxido.

Tioles: " Reaccion de transnitrosacion'”. Se propone que es una reaccion reversible

y que obedece una cinética de primer orden en ambos reactivos (RSH y RSNO):

R'SNO + RS~ = [R'S(NO)SR]” = RSNO + R'S~ (I11.1.4)

Como resultado del ataque del tiolato al RSNO se transfiere el grupo NO de un tiol a
otro [9].

= Obedece una cinética de segundo orden. Ley de velocidad [5]:

v = k[RSNOJ[RS] (IIL.1.5)

= Paso lento: formacion del intermediario [R'S(NO)SR]~ |5].

» La especie que ataca es el tiolato: la reaccion va a depender del caracter nucleofilico

del tiolato y del pH al cual se lleva a cabo la reaccion [19] (Figura II1.1.5).

En general las constantes de velocidad medidas para reacciones de transnitrosacion van desde
valores de 3 x 107! a 8 x 1073 M~!s~!. En la Figura II1.1.5, se muestra la dependencia de la
constante con el pH y en la tabla se puede observar el rango de valores mencionado para la
constante de velocidad.

En la Tabla II1.1.3, se muestran valores medidos para la constante de equilibrio a 25 °C
para la reaccion entre el SNAP y diferentes tioles. Traducidos en AG°estos valores van desde
-1.26 a 0.22 kcal/mol [19].

Con el tiempo, debido a la inestabilidad de los RSNOs y dependiendo de varios factores

como: la relacion RS™/RSNO, la presencia de oxigeno en el medio, estas reacciones terminan
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Tabla II1.1.3: Constantes de equilibrio medidas a 25 °C para la reaccion de trasnitrosacion
entre SNAP y diferentes tioles.

Tiol K

eq
2-mercapto etanol 8.44
acido 3-mercaptopropionico 5.04
2-propentiol 5.04
L-cisteina etil ester 4.99
cisteinamina 3.89
L-cisteina 3.63
Glutation 3.34
N-acetil-cisteina 1.47

originando otros productos como disulfuros, amoniaco, NO, hidroxilamina, N,O, sulfoxidos,
etc [20, 21].

Ascorbato. El ascorbato reacciona con los tioles de dos formas diferentes segiin sea la
relacion RSNO /ascorbato. 1) Defecto de ascorbato: actiia como agente reductor llevando
el Cu(Il) a Cu(I), catalizando de esta forma la descomposicion, el producto mayoritario es
el disulfuro. 2) Ezceso de ascorbato: actia como reductor O-nitrosandose y conduce a la
formacion de NO, tiolato y dehidroascorbato |5].

Superozido. La velocidad de la reaccion de los RSNOs con el superoxido es varios 6rdenes
de magnitud menor que la correspondiente a la reaccion con el NO, la cual es difusional. En
vista de esto podriamos decir que los RSNOs proveen una forma de almacenamiento del NO

protegiéndolo de la reaccion con el superoxido, por ejemplo [5].

Resumiendo. Existen varios procesos reactivos en los que estan involucrados los RSNOs,
dichos procesos incluyen, dimerizacion para formar disulfuros, aductos con nucleéfilos, proce-
sos cataliticos que involucran iones metalicos, especies oxigenadas y enzimas. Como corolario
podemos decir que; estos procesos reactivos controlan su concentracion y su disponibilidad

m VIvo.

En las siguientes secciones se mostrara la sintesis y algunas propiedades del S-nitrosotiol
derivado de la L-cisteina etil ester, la S-nitroso-L-cisteina etil ester (SNO-CEE). Luego, se
hara uso de este nitrosotiol para el estudio tedrico-experimental de la reaccion de transnitro-

sacion: medida de su barrera e identificaciéon y caracterizacion del intermediario de reaccion.
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S-nitroso-L-cisteina etil ester
(SNO-CEE)

En esta seccidon se mostrara la sintesis y algunas propiedades del S-nitrosotiol derivado
de la L-cisteina etil ester, la S-nitroso-L-cisteina etil ester (SNO-CEE). La eleccion de este

RSNO se baso en las siguientes razones:

» Estaba previamente descripto en literatura, aunque no caracterizado en forma completa
[22].

= Ofrecia posibilidades de ser aislado como sélido.

= Soluble tanto en agua como en solventes organicos.

Se decidi6 entonces, preparar este RSNO, estudiar sus propiedades y completar su caracte-

rizacion con el fin de usarlo luego para el estudio de la reaccién de transnitrosacion.

I11.2.1. Preparacién de SNO-CEE

Para la sintesis de este RSNO se utilizo el tercer método descripto en la seccion I11.1.2
(pag. 55-56). Tal como se muestra en el Figura I11.2.1 se hizo reaccionar etilnitrito con la
L-cisteina etil ester utilizando metanol como solvente de reaccion. Se debieron hacer varias
modificaciones a la sintesis descripta en bibliografia |22|, debido a que tal como figuraba en
el trabajo citado, el rendimiento era minimo y en algunos casos nulo. Estas modificaciones
se describen a continuacion en la seccion experimental. (pag. 68-69)

Una vez aislado, el solido se guardd en freezer bajo atmosfera de argon y protegido de la
luz. En dichas condiciones, el solido resiste varias semanas, sin embargo se prefiri6 prepararlo

inmediatamente antes de utilizarlo. El compuesto es extremadamente sensible a la humedad,
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C,H,ONO
o SH — 0 S-NO
HONH? - (CROR.5°C) KO\t

- C,H,0H

Figura II1.2.1: Obtencion de SNO-CEE.

una vez disuelto en agua se descompone en el lapso de 3-4 horas; este periodo se puede
extender con el agregado de EDTA. Disuelto en metanol, la situaciéon cambia notablemente,
a temperatura ambiente se descompone casi en su totalidad luego de 1-2 dias, guardado en
freezer puede persistir hasta un par de semanas en buen estado. Por lo visto, en metanol no
operan las vias de descomposicion que lo hacen en agua, y gracias a ésto se conserva mejor
en este solvente.

La SNO-CEE fue preparada usando etilnitrito y eventualmente butilnitrito. Ambos al-
quilnitritos debieron ser preparados en el laboratorio, para ello se sigui6 la metodologia
descripta en el libro de Vogel |23] con algunas modificaciones que se indican en la seccion ex-
perimental. En lo que concierne al etilnitrito, su preparacion exigié bastante cuidado. Dado
que tiene un punto de ebullicion de 16.5 °C se debio trabajar a baja temperatura (aproxima-
damente -20 °C), lo cual requiri6 una manipulaciéon cuidadosa del compuesto para obtener
un rendimiento 6ptimo. La preparacion y manipulacion de butilnitrito es mucho mas sencilla
debido a su mayor punto de ebullicion (76.5-77.5 °C) pero presenta la desventaja que el bu-
tanol (producto de la reaccion) y el eventual exceso de butilnitrito dificultan el aislamiento
y la estabilidad de la SNO-CEE. Solo se utilizo6 el butilnitrito en los casos que se trabajo con
nitrito marcado, ya que era posible preparalo en microescala con buen rendimiento, hecho
que era mas dificultoso con el etilnitrito. Los alquilnitritos se descomponen lentamente y
deben ser almacenados en frio, es preferible que sean utilizados en el lapso de dos semanas

luego de preparados.

II1.2.2. Caracterizacion espectroscopica de SNO-CEE

Tal como se mencion6 anteriormente, la caracterizacion de este RSNO era hasta el mo-
mento incompleta, por lo que se requiri6 completarla.

Espectro UV-visible. Al igual que todos los RSNOs descriptos previamente el espectro
presenta las bandas caracteristicas. En la Figura I11.2.2 se puede ver el espectro en agua con
las bandas caracteristicas senaladas junto con sus correspondientes coeficientes de absortivi-
dad molar.

Espectroscopia RMN. En la Figura I11.2.3 muestran los espectros 'H RMN correspon-

dientes al tiol (CEE) y SNO-CEE junto con sus asignaciones. Como ya se ha mencionado
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Figura I11.2.2: Espectro UV-visible de SNO-CEE, a0, : nm, (e : M ~tem™1).

previamente, el SNO-CEE es bastante sensible (luz, humedad, oxigeno, trazas de metales).
Con el objeto de asegurar la minima descomposicion, la SNO-CEE se gener6 in situ en el
medio de reaccion, por esta razon es que en el espectro de RMN aparece el etanol, el cual se
produce como resultado de la formaciéon de la SNO-CEE. En la Figura I11.2.4, se muestra el
espectro del disulfuro producto de la descomposicion del RSNO en ausencia total de oxigeno.
En la Tabla I11.2.1, se muestran las asignaciones para las senales que aparecen en los espec-
tros 'H RMN y 3C RMN. Para la asignacion de las sefiales correspondientes al carbono se

midieron los DEPT-135 correspondientes.
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Tabla T11.2.1: Desplazamientos quimicos (6(ppm)) para CEE, SNO-CEE y el disulfuro de CEE. 500 MHz, referencia: senal residual

del solvente (3.31ppm)

'H RMN | 3C RMN

H | CEE® | disulfuro-CEE® | SNO-CEE® C | CEE® | disulfuro® | CEE-SNO®
(a)® | 3.14-3.19(2H, dd) | 3.46-3.47(4H, dd) | 4.39-4.41(2H, m) (a) | 2540 | 38.26 33.37
(b) | 4.33-4.34(1H, m) 4.48(2H, t) 4.53(1H, t) (b) | 56.02 | 53.29 53.91
(c) | 4.34-4.39(2H, m) | 4.34-4.36(4H, ¢) | 4.25-4.27(2H.c) (c) | 6441 | 6437 64.19
(d) | 1.34 (3H, t) 1.36(6H, t) 1.30(3H, t) (d) | 1471 | 1456 14.67
(e) 8.71 (N-H) 8.87 (N-H) 8.89 (N-H) (C=0) | 168.99 | 169.01 169.20
() 2.40 (S-H) - -

“Medidos en CD3;0D, EtOH: 1.19 (3H,t), 3.61-3.63(2H, c¢); 18.2 (CHj3), 58.50 (CH,). *Patrén tipo ABX para carbonos quirales. Al

igual que para (e) senal muy ancha debido al intercambio, no aparece en agua.
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Figura II1.2.3: Espectros 'H RMN correspondientes a SNO-CEE (a) y CEE (b) ; 500 MHz, solvente:
CD30D, referencia: senial residual del solvente (3.31 ppm).
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Figura III.2.4: Espectro 'H RMN para el disulfuro de la CEE; 500 MHz, solvente: CD30D, referencia:

senal residual del solvente (3.31 ppm).

En la Figura I11.2.5, se muestra el espectro >N RMN realizado por primera vez para este
RSNO. Se puede observar que la senal medida a temperatura ambiente es ancha, evidencian-
do la existencia de los dos isdmeros conformacionales en solucion (syn y anti), al igual que
ocurre con los deméas RSNOs (ver Tabla I11.1.1, pag 54). Se tomd como referencia el valor

de nitrito marcado con respecto a nitrometano (232 ppm) [24].

Espectroscopia FTIR. Por primera vez se asignaron los estiramientos vyo v Vsy en
el solido. En la Figura II1.2.6 A se muestra el espectro en KBr para la SNO-CEE y la
CEE, es importante observar la desaparicion de la banda que corresponde al estiramiento
S-H (2468 ¢cm™1) luego de la S-nitrosacion. El la Figura I11.2.6 B, se muestran los espectros
correspondientes a la SNO-CEE, la S(**N)O-CEE y el espectro diferencia que muestra las

bandas sensibles al is6topo °N.

Por dltimo cabe agregar que se intent6 cristalizar el RSNO sin éxito. Recientemente y
cuando ya se habia finalizado de trabajar con este compuesto apareci6 una publicaciéon en
el ano 2005 donde se informaba la estructura cristalina del mismo [25]. En la Figura I11.2.7
A se muestran los dos isomeros, el componente mayoritario se muestra en lineas llenas, en
la parte B se ofrece una vista diferente s6lo del componente mayoritario y se compara con

C, la estructura optimizada en el presente trabajo utilizando DFT.
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Figura II1.2.5: Espectro >N RMN para SNO-CEE referido al nitrito (referencia externa), solvente:

CD30D. Al valor para la senal se le debe sumar 232 ppm para tener la sefial referida a nitrometano (392.57

ppm).

A B

CEE
SNO-CEE

N-H,"
Clorhidrato

S"™NO-CEE

\
637

SNO-CEE

. . . v . T T T
1000 500 1600 1400 1200

T T 1
1000 800 600 400

v(em™)

Figura I11.2.6: Espectros FTIR para: CEE (azul) y SNOCEE (rojo) (A); y SNO-CEE (rojo) y S(**N)O-

CEE (verde) junto con espectro diferencia (B).
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C
a2y N /N

dN-O dSN dCS SNO CSN CSNO

A 1.191(4) 1.769(3) 1.734(2) 117.6(2) 105.6(1) 2.4(3)

B 1.183(7) 1.728(5) 1.638(2) 116.4(4) 109.5(2) 3.3(5)

B3LYP/
6-3114G* 1.184 1.877 1823 116.6 1016 1.2

Figura II1.2.7: Estructuras cristalinas (A, B) [25] y calculada para SNO-CEE, B3LYP/6-311+G*, distan-
cias (d) en A y angulos en grados (C).

Experimental

Reactivos. La L-cisteina etil ester fue obtenida de Sigma-Aldrich. El NaNOs fue obtenido de Sigma-Aldrich al
igual que el el Na'®NOs. Los solventes deuterados (CD30D y D»0) fueron obtenidos de Aldrich. En todos los
casos se utiliz6 agua MilliQ , EDTA (10 mM) y buffer de fosfato (0.5M). Se trabaj6 en ausencia se oxigeno usando
la técnica de Schlenk o la caja seca. La preparacién de los diferentes compuestos se llevé a cabo bajo campana,
en especial para los alquilnitritos ya que la inhalacién de los mismos es causante de severos dolores de cabeza y

puede ocasionar problemas cardiacos.

Preparacion de etilnitrito. 9.5 g de nitrito de sodio se disolvieron en 30 mL de agua, enfriando en freezer
(Solucién 1). Por otro lado, se enfrié una solucién de 7 mL de agua y 8.25 mL de etanol destilado, y se agregd
lentamente 3.4 mL de H3S0,4(c), se mantuvo en frio (solucién I1). En un balén situado en bafio de hielo-sal
se agreg6 la solucién I, con agitacién y se purgd con argén. Una vez que el sistema alcanzé la temperatura
aproximada de -10 °C, se agregé la solucién Il lentamente, con agitacién, durante 30 minutos. Una vez finalizado
el agregado se observan dos fases, se separd la fase acuosa, la fase orgénica (etilnitrito, amarillo) se lavé con tres
porciones de solucién de bicarbonato al 2% (mantenida en freezer). El etilnitrito lavado se guardé sobre Na3S0O4
en freezer. En ocasiones se realizé la sintesis en menor escala, partiendo de 2.37 g de nitrito. Cuando se prepar6

etilnitrito marcado se realizo la sintesis partiendo de 0.18 g de Na!®NO,.

Preparacion de butilnitrito. 9.5 g de nitrito de sodio se disolvieron en 37.5 mL de agua, enfriando en freezer
(Solucién 1). Por otro lado, se enfri6 una solucién de 2.5 mL de agua y 11.4 mL de butanol, y se agregé lentamente
3.4 mL de HySOy4(c), se mantuvo en frio (solucion II). En un balén situado en bafio de hielo-sal se agregé la
solucién I, con agitacion y se purgé con argén. Una vez que el sistema alcanzo la temperatura aproximada de -10
°C, se agregé la solucién Il lentamente, con agitacién, durante 45-60 minutos. Una vez finalizado el agregado se
mantuvo la agitacién por 1.5 horas. Se filtré el sulfato de sodio, se separ6 la capa superior amarilla de butilnitrito
se lavé con tres porciones de solucién de bicarbonato al 2% (mantenida en freezer). El butilnitrito lavado se
guardé sobre NagSO4 en freezer. En ocasiones se realizé la sintesis en menor escala, partiendo de 3-4 g de nitrito.

Cuando se preparé butilnitrito marcado se realizé la sintesis partiendo de 0.23 g de Na'®NO,.

Preparacion de SNO-CEE. Se disolvié 1 g (5.33 x 102 moles) de L-cisteina etil ester en metanol seco bajo
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atmésfera de argén, se enfrié a ~-20 °C (bafio: etanol-agua-sal-nitrégeno liquido). Se agreg6 0.4 mL de etilnitrito
(5.33 x 1072 moles) a la misma temperatura. Inmediatamente se observé la aparicién de color rojo intenso, se
dejé reaccionar durante 15 min. Se precipité con acetona bien fria y se secé bajo vacio. Otra alternativa con muy
buen resultado consiste en agregar el etilnitrito directamente sobre el sélido en cantidad estequiométrica y guardar
en el freezer, al cabo de unos minutos el sélido esta completamente rojo, luego se lava con acetona bien fria y
se seca al vacio. Se recomienda fuertemente no seguir el procedimiento indicado en el trabajo citado ya que no
conduce a buenos resultados particularmente la parte que sugiere emplear el rotavap a 37 °C !!l, temperatura a
la que se descompone cualquier RSNO disuelto en solvente. Para obtener el producto marcado (*°N) se utilizé
el primer procedimiento partiendo de menor cantidad de CEE. Si bien el rendimiento no fue tan bueno, se pudo
obtener el producto S'°NO-CEE puro.
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I11.3

Reaccion de Transnitrosacion - El

Mecanismo

A lo largo de esta seccion se estudiara la reaccion de transnitrosacion, la importancia de
esta reaccion ya ha sido discutida en secciones anteriores (I11.1.3; pag 59). Se propone que

es una reaccion reversible:
R'SNO + RS™ = [R'S(NO)SR]” = RSNO + R'S~ (IT1.3.1)
Para comenzar recordemos qué es lo que se sabe acerca de esta reaccion:
» Obedece una cinética de segundo orden |5]: v = k[RSNO|[RS™|

» La formacion del intermediario constituye el paso lento de la reaccion [5]: [R'S(NO)SR)]

= La especie que ataca es el tiolato: la reaccion va a depender del caracter nucleofilico del
tiolato y del pH al cual se lleva a cabo. Si consideramos el equilibrio acido-base para

el tiol con su respectiva constante (K), la ecuacion de velocidad queda (Ec. 111.3.3):

RSH = RS~ + H* (111.3.2)
 kK[RSH|;[RSNO]
V= e T (111.3.3)

Donde k es la constante de velocidad, K la constante de equilibrio acido-base y [RSH]r
la concentracion analitica de tiol. Como ya se ha mencionado, debido a la inestabilidad
de los RSNOs y dependiendo de varios factores como: la relacion RS™/RSNO, la presencia
de oxigeno en el medio, la temperatura, etc, estas reacciones terminan originando otros
productos como disulfuros, amoniaco, NO, hidroxilamina, N,O, sulfoxidos, etc [20, 21].

Los objetivos propuestos para esta parte fueron los siguientes:

71
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= Obtener un valor para la barrera energética de esta reaccion.
» Estudiar la factibilidad de la existencia del intermediario propuesto.

Para llevar a cabo estos objetivos la estrategia abordada consistié en utilizar métodos de

simulacion computacional junto con distintas herramientas experimentales.

Estrategia

{ : <“—> 4 Simulacion
Experimentos ‘ ]

\ _ Computacional >

I11.3.1. Estudio Computacional

En lo que sigue se mostrara el estudio de la reaccion de transnitrosacion por medio de
simulacién computacional. El estudio se llevo a cabo de la siguiente forma:

Se selecciond como modelo de reaccion de transnitrosacion el metiltiol. Este resulta ser el
modelo mas simple y por ende el menos costoso posible en lo que respecta a tiempo de calculo.
Se utilizaron diferentes niveles de teoria, métodos ab initio (MP2, CCSD) y basados en DFT
(B3LYP, BP86). Mediante la optimizacion de geometrias y calculo de los modos normales, se
caracterizo la superficie de energia potencial identificando minimos, intermediarios y estado
de transicion para el sistema aislado y en solucién acuosa. Para el modelado del solvente se
utilizo el método de solvatacion del continuo PCM, previamente descripto en la metodologia
(I1.2.5 y 11.2.6).

Modelo del Metiltiol

1 3

CHS~ 0 i CH,SNO
2 + [ /N\ — + B
CH,SNO CHS™  ~SCH, CH,S

Figura II1.3.1: Esquema de reaccién para el modelo metiltiol.

Dependiendo del pH y del solvente, el metiltiol (MeSH) se va a encontrar como MeSH
o MeS™. En solucion acuosa el pK del metiltiol es 10.3, lo que significa que a pH=T7 exis-
tira principalmente como MeSH pero habra una cantidad significativa de tiolato. Debido a
que se ha propuesto que la especie RS™ es la especie reactiva, se investigo la reaccion de
trasnitrosacion que se muestra en la Figura I11.3.1.

La reaccion para el sistema aislado. Con el objeto de validar la metodologia luego emplea-

da, se comenzo calculando los reactivos (CH3SH y CH3SNO), se calcularon los dos posibles
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Tabla II1.3.1: Parametros geométricos (distancias y angulos), y energéticos para los distintos
intermediarios.

Intermediario I Intermediario II Intermediario 111

dS-N(A) 2.331/2.331 2246 /2.443 2242 /2 406
dN-O(A) 1.188 1.176 1.183
SNS(°) 106.29 106.41 105.02
ONS(°) 108.39 110.34 107.46
Energia Relativa a 3-I (kcal/mol)
MP2/6-31G** 0 a 2.36
BP86/6-31G** 0 4.55 1.78
B3LYP/6-31G** 0 4.37 1.53

%No fue encontrado con MP2.

isomeros para el metil-SNO. Se utilizaron distintas combinaciones de métodos y bases y se
compard con valores calculados y experimentales conocidos e informados para los RSNOs en
bibliografia |3].

La especie 3, resultdé ser un minimo estable y fue encontrado en forma independiente
con diferentes métodos (MP2, DFT (BP86, B3LYP)). Se considero6 la posibilidad de otras
especies (ver Figura II1.3.2) las que también resultaron ser minimos, siendo la especie 3-I la
més estable. Tal como se puede observar en la Tabla II1.3.1 la formacion del intermediario
3-1 esta favorecida termodinamicamente para el sistema aislado respecto a los otras dos

especies. En lo que sigue nos referiremos a la especie 3-1 simplemente como especie 3.

i ; ; E 2246 i g
233132331 MSE “Ongm

o ' S

3-1 3-11 3-ll1

Figura II1.3.2: Posibles intermediarios para la reaccion de transnitrosacion de metiltiol. Vista frente (parte
superior) y perfil (parte inferior).
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En lo que respecta a la busqueda del estado de transicién, un primer paso consistié en
escanear la superficie de energia potencial desde la especie 3 hacia los productos (1, 2). Para
esto se realizaron optimizaciones restringiendo la distancia S-N (coordenada de reaccion).
En la Figura II1.3.3 se muestra el resultado obtenido utilizando el método BP86 junto con
la base 6-31G**. Se encontr6 que en fase gaseosa existe un precomplejo (especie 5) y que el
estado de transicion (ET, especie 4) corresponderia a una distancia S-N de 3.7 a 3.9 A.

Segiin lo que indican los resultados obtenidos del escaneo de la superficie de energia
potencial, en la Figura II1.3.4, se muestra el esquema que corresponderia al perfil de ener-
gia para esta reaccion de transnitrosacion que tiene la peculiaridad que los reactivos y los
productos son iguales, por lo que el diagrama es perfectamente simétrico.

Se selecciond la estructura que corresponderia al estado de transicion y se utilizé como
estructura inicial para la busqueda del estado de transicion utilizando el algoritmo TS,

descripto previamente en la metodologia general (I11.2.4 y 11.2.6).

-164
A A / Q
g AN Y
= -184 A T S~A b~9
8 /
< /A ET 5
o
> -204
3 » :
: /
T 22
2 A
; /
[0]
8 -24 4 A
=
o A/ '“os, g \'S"
RS IC P Ca ol
2.0 . 2I.5 ' 3I.0 ‘ 3I5 . 4I.O ' 4].5 ' 5.0
distancia S-N

Figura II1.3.3: Escaneo de la distancia S-N sobre la superficie de energia potencial versus energia, BP86/6-
31G** para el sistema aislado, partiendo del intermediario 3.

Una vez encontrado y caracterizado adecuadamente el estado de transicion a través de
distintos métodos, se confeccionaron las Tablas I11.3.2 y I11.3.3. Como se puede observar en la
Tabla II1.3.2, los parametros geométricos obtenidos por los diferentes métodos muestran un
buen acuerdo entre las distintas metodologias. En el caso de los resultados informados para
el método CCSD, solo se optimizaron las estructuras para los reactivos/productos y se reali-
zaron calculos de energia a geometria fija (optimizada con MP2) para las demés especies. En
la Tabla I11.3.3, se muestran las energias relativas a los reactivos, tal como se puede observar,

para los métodos DF'T las energias resultan ser muy sensibles a la base utilizada. Por ejem-
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Sistema aislado

Reactivos Productos
1+2 142
[ Estado de Estado de
5 Transicién Transicién
‘ ¢
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Figura II1.3.4: Esquema correspondiente al perfil de energia para la reaccién de transnitrosacién del

metiltiol.

plo, al pasar de una base 6-31G** a una 6-311-+G* se obtiene una descripcion practicamente
similar a la de métodos como MP2/6-31G** y CBS-QB3/6-311+G* y CCSD/6-31G**. En
lo que contintia se presentan los calculos realizados utilizando DFT, en especial el funcional
B3LYP y la base 6-311+G* ya que ofrece la descripcion mas apropiada y a menor costo que
los métodos MP2, CBS-QB3 y CCSD.

Método de solvatacion del continuo. Una vez obtenidos los resultados para el modelo
aislado, se decidié considerar el efecto del solvente a través de dos métodos de solvatacion
que consideran al solvente como un dieléctrico continuo en dos aproximaciones diferentes,
PCM e IPCM (descriptos en la parte metodologica, 11.2.5). En la Figura I11.3.5, se puede
observar como se modifica el perfil de reacciéon al considerar el efecto del solvente usando
como aproximacion el método PCM y el IPCM, Figura I11.3.5. Se puede observar que el
solvente modifica apreciablemente el perfil de reaccion , hecho que era de esperar si se tiene
en cuenta que varias de las especies consideradas son especies cargadas. En solucion no se
considera la existencia del precomplejo ya que en presencia del solvente no seria una especie
relevante.

Hasta aqui, podemos decir que este modelo muy simple sugiere que es factible la existencia
de un intermediario y que su estabilidad estaria fuertemente afectada por el medio, siendo
mucho més estable en medios poco polares. La diferencia de energia entre la especie 4 y
3, para el sistema aislado resulto ser 8.22 kcal/mol, para el modelo PCM 8.63 kcal/mol y
para IPCM 4.79 kcal/mol. Estas diferencias indican que una vez formada la especie 3, las
barreras para originar los productos para el sistema aislado y PCM son similares, mientras

que el modelo IPCM predice una barrera menor.
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Figura II1.3.5: Perfiles de energia en vacio y solucién para la reacciéon de transnitrosacion del metiltiol,
B3LYP/6-311+G*.

Otras especies

Hasta el momento en este estudio, se ha considerado, en base a lo que se sugiere en biblio-
grafia, que la especie reactiva es el tiolato. En la Figura I11.3.6, se muestran dos reacciones
de formacion del intermediario protonado en la que la especie reactiva seria el tiol. Para cual-
quiera de los dos casos se observa que para el sistema aislado la formacion del intermediario
protonado esta desfavorecida termodinamicamente con respecto a la misma reaccién que se
ha venido estudiando en las secciones precedentes.

Resultados practicamente idénticos a los obtenidos en este trabajo (I11.3.1) fueron pu-
blicados por otro grupo antes de que los aqui presentados pudiesen ser publicados [26]. En
vista de esto, se decidi6 utilizar la experiencia adquirida y proponer un modelo mas realista
y abordable experimentalmente, el cual discutiremos en la proxima seccion.

Si bien en lo que sigue de este trabajo se abandoné el modelo del metiltiol, es importante

remarcar que resultd ser un modelo muy 1util y que podria utilizarse también para estudiar



Tabla II1.3.2: Parametros geométricos para todas las especies intervinientes en la reaccion de transnitrosacion del metiltiol,

distancias en A | angulos en grados.

Especie/union BP86/6-31G**

B3LYP/6-31G**

B3LYP,/6-311+G*

MP2/6-31G**

CCSD/6-31G**@

1
S-C
2
N-O
S-N
S-C
ONS
NSC
3
N-O
S-N
S-C
S-S
4
N-O
S-N
S-C
S-S

1.84

1.19

1.92

1.81
115.93
99.87

1.20
2.34
1.81
3.75

1.19

1.94/3.78

1.81
3.67

1.84

1.18

1.86

1.81
116.62
101.59

1.19
2.33
1.81
3.73

1.21
1.85/3.26
1.79
3.72

1.84

1.18

1.86

1.81
117.32
101.97

1.18
2.32
1.81
3.69

1.18
1.94/3.76
1.81
4.12

1.82

1.22

1.78

1.79
114.95
100.19

1.21
2.31
1.78
3.98

1.20
2.05/3.81
1.81
4.26

1.83

1.20

1.80

1.81
115.17
100.05

?3 y 4 solo se calculo la energia para la geometria optimizada con MP2.

[euotroeinduro)) orpnisy "1°¢ 11

L.
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Tabla II1.3.3: Energias relativas a los reactivos en kcal /mol, los valores contienen la correccion zpe y térmica (298 K).

Especie

BP86/6-31G**

B3LYP/6-31G**

B3LYP/6-311+G* MP2/6-31G** CCSD/6-31G** CBS-QB3/6-311+G*

Reactivos (1+42)
Pre-complejo (5)
Intermediario(3)

ET (4)

0
-19.07
-24.94
-15.06

0
-14.50
-20.55
-10.95

0 0 0 0
-10.16 -11.73 - -11.6
-15.30 -15.85 -10.20 -15.3
-7.08 -7.64 -6.92 -7.1
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AE(kcal/mol)
|
a CH;SH + CH;SNO  —» [Cﬂgs—I?I—SCHE| +16.51
H
on
b CH3;SH + CH3;SNO —> [CHRS—N—SCHE| +9.04

Figura II1.3.6: Otras especies consideradas para la reaccién de transnitrosacion, B3LYP/6-311+G*.

otros aspectos de esta reaccion, como el efecto de la solvatacion y la reactividad frente a
diferentes nucledfilos. Como prueba de esto en el ano 2006 otro grupo de investigacion publico
un trabajo donde utilizan este modelo para el estudio de otros aspectos y obtienen resultados
similares a los que aqui se informan para la reaccion de transnitrosacion en particular [27].
(Figura I11.3.7) Notese que con el modelo de solvatacion CPCM el intermediario resulta
ser bastante mas estable en solucion comparado con los modelos PCM e IPCM. En este
trabajo, también calculan el perfil en acetonitrilo (medio menos polar que el agua) y como se

puede ver en la Figura I11.3.7 encuentran que el intermediario es aiin més estable, tal como

habiamos mencionado previamente.
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Figura II1.3.7: Modelo de la reaccién de transnitrosacién para el metiltiol propuesto por Schelegel [27].
CBS-QB3/6-311G(2d,d,p), CPCM(conductor-like polarizable continuum model)
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Modelo SNO-CEE

1 o 3
+ P == |:/\O)YSN‘S/YLO/\:| . 4

NH3 H NH3;

2 o] H o

/\OJYS,N=O /\O)YS'
H NH;3 H NH;

Otras reacciones
Figura I11.3.8: Esquema del modelo del CEE.

El modelo simple permitié calcular el perfil de la reaccién tanto para el sistema aislado
como en solucion y arrojo una evidencia importante: la existencia del intermediario planteado
para el sistema aislado y que su estabilidad depende fuertemente del medio. Con el objeto de
considerar una situaciéon mas cercana a la realidad y a lo que se puede medir en el laboratorio,
se considerd un modelo mas complejo, que sin ser demasiado costoso computacionalmente es
factible de ser estudiado desde el punto de vista experimental. Se debe tener en cuenta que el
metiltiol es un gas y no hay trabajos experimentales, por lo menos en esta area, con el mismo.
Se selecciono entonces el sistema CEE/SNO-CEE, dado que como se mostré en el capitulo
anterior la SNO-CEE es posible de ser aislada como soélido, es soluble en solventes organicos
y es relativamente estable como para ser manipulada sin demasiadas complicaciones.

Se procedi6 de manera andloga al metiltiol y se obtuvo el perfil de reaccion que se muestra
en la Figura I11.3.10. El intermediario y el estado de transicion resultaron ser muy similares
estructuralmente (Tabla II1.3.4). Sin embargo la distancia S-N no es exactamente igual,
de modo que a diferencia de lo que ocurrié para el caso del metiltiol, no es perfectamente
simétrico, a esto se le debe sumar el hecho que la CEE tiene un centro quiral por lo que
existen dos enantiomeros (L y D). Dado que el enantiomero relevante a nivel biologico es
el L, los calculos se hicieron para éste, por lo que la especie intermedia no tiene simetria
respecto al plano que contiene por la unién N-O y que se muestra en la Figura 111.3.9. Es
probable que los efectos estéricos y la menor simetria presentes en el caso de este sistema
modelo y ausentes para el metiltiol, sean los responsables de la diferencias en las uniones
S-N. Segtin se puede observar en el perfil de reaccion obtenido (Figura I11.3.10), a diferencia
de lo que ocurre para el modelo anterior, aqui el precomplejo no fue encontrado sobre la
superficie de energia potencial. La barrera resulté ser mayor para este modelo tanto para
el sistema aislado (9.81 kcal/mol) como en soluciéon (19.4 kcal/mol). Por otro lado, al igual
que para el modelo del metiltiol se encontrdé que la estabilidad del intermediario aumenta
notablemente al variar la polaridad del solvente, tal como se muestra en la Figura I11.3.10,

al pasar de agua (PCM) al sistema aislado |28|.
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Figura II1.3.9: Intermediario de la reacciéon de transnitrosacién para el modelo CEE/SNO-CEE, en verde

se senalan los carbonos quirales.

E +19.42
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N +9.81
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Figura II1.3.10: Perfiles de energia en vacio y solucion para la reaccion de transnitrosacién para SNO-

CEE/CEE, B3LYP/6-311+G¥*. Sistema aislado(negro) y PCM: agua (rojo).

II1.3.2. Medida experimental de la constante de veloci-

dad y la energia de activacion.

Se estudio la reaccion de transnitrosacion para el sistema CEE/SNO-CEE. En bibliografia
se puede encontrar mucha informacion sobre reacciones de este tipo donde lo que se estudia
es la transnitrosacion entre el tiol y el S-nitrosotiol derivado del mismo |20, 21, 29, 30|. Si
bien existe mucha informacién en cuanto a constantes de velocidad, no hay valores medidos

para los parametros de activacion de esta reaccion.
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Tabla TI1.3.4: Parametros estructurales para ambos modelos, B3LYP/6-311+G*.

SNO-Me SNO-CEE (MeS);NO (CEE),NO ET (MeS~/SNO-Me) ET (CEE-/SNO-CEE)
distancias (A)

S2-N 1.862 1.877 2.321 2.397 1.946 2.059

S1-N 2.325 2.241 3.761 3.691

S-S 3.696 3.642 4.122 4.844

angulos (grados)

0O-N-52 117.328 116.640 108.858 110.876 117.875 113.019
O-N-S1 108.758 108.182 81.893 91.308
N-S2-C2 101.971 101.607 93.888 94.324 98.045 95.871
N-S1-C1 93.982 93.235 75.572 77.334




I11.3.2. Medida experimental de la constante de velocidad y la energia de activacion. 83

Condiciones experimentales y consideraciones realizadas para las ci-

néticas.

La reaccion de transnitrosacion a largo plazo termina originando diversos productos de-
pendiendo fundamentalmente de la relacion RS™/RSNO, la presencia de oxigeno y la pre-
sencia de trazas de metales. En la Figura II1.3.11 se muestran las distintas vias propuestas
para esta reaccion en el caso particular del glutation en ausencia y presencia de oxigeno.
Teniendo en cuenta las diferentes vias que puede tomar la reaccién y que el paso lento es la
formacion de la especie 3, la manera mas apropiada de abordar el estudio experimental de
la cinética para esta reaccion, consiste en trabajar en exceso de tiol y ausencia de oxigeno.
Por lo tanto, toda la especie intermedia formada se consume rapidamente reaccionando con
el exceso de tiol tal como representa la via remarcada en la Figura II1.3.11 (flecha de color
verde) de modo que se puede seguir la cinética midiendo el decaimiento de la absorbancia

de la SNO-CEE que es la tnica especie coloreada.

GSSG + N,O + H;0  GSSG + NO

H GSNO
: f
! i
H GS—N—OH + GS*
i
H 0,
H l O,
L]
GSOH + HNO, GS0O
GSH GSH ) ©2
Hy0 Gs’
GSSG NO,™ GSOOH
lesn
GSOH
GSH
H,0

GSsG

Figura II1.3.11: Vias competitivas para el sistema GSH/GSNO.

La presencia de trazas de metales desempena un rol clave en la reacciéon, de modo que
fue necesario ajustar la cantidad de EDTA necesaria para minimizar la descomposicion de la
SNO-CEE catalizada por metales. Esto se corroboré midiendo la absorbancia a 343 nm (ver
espectro SNO-CEE, Figura I11.2.2, pag. 63) controlando su estabilidad durante el intervalo
de tiempo en que se midi6 la reaccidon de interés, de esta forma se asegura que lo que se estéa
midiendo es la transnitrosacién y no otro evento.

Otro tema importante, es la dependencia con el pH, todos los estudios se realizaron uti-
lizando buffer de fosfato pH=7.4, con el agregado de EDTA. Es importante descartar que
los fosfatos intervengan en la reaccion [31], con este fin se midieron algunas cinéticas utili-

zando buffer Tris-HCI obteniéndose idénticos resultados. Un hecho que complica el estudio
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es la existencia de varias especies segiin el pH con sus respectivos equilibrios y K asociadas
[32, 33|. Tal como se observa en la Figura I11.3.12, existen cuatro especies, de las cuales las
que se consideran reactivas son B y D (especies tiolato). Al pH al cual se trabajo se estima
que un 21 % corresponde a B+D. Recordemos (Ec. I11.3.3), que dada la dependencia con el
pH la constante medida es una constante observada que contiene el valor de las constantes

de equilibrio correspondientes y la concentracion de protones.

[HY K, + K.K,
B+ D] = RSH 111.3.4
540 = (g e i) RS s
[HY K, + K.K,
ko s — k 1I1.3.5
’ ([H+]2 Y [HYK, + [HYK, + K.K, ( )
%0 CH,S”
S & CH;CHZOOC—<
‘>_< —A NH;"
70 B8 Ka Kb
= : 7/ N\
T —D
&) 50 — - B+D A CH,SH D CH,S
= CH3CH200C—< cngcﬁzooc—<
= “ NH;" NH,
» KC\ CH,SH / Kd
CH;CHZOOC—<
10 i \H,

Figura I11.3.12: Diagrama de especiacién para CEE. (pKa—7.45, pKb—8.41, pKc—6.77, pKd—9.09).|32]

Valores experimentales de ks y parametros de activacién: compa-

racion con los calculados.

Se midieron distintas k. en el rango de temperaturas de 25-45°C. La constante de
velocidad medida a 26 °C fue kyps—15.6 & 0.2 x 1072 M~!s~! (pH—7.4). El valor encontrado
concuerda con valores reportados para reacciones de transnitrosacién de tioles en solucion
acuosa [29]. Con el objeto de determinar la energia de activacion para la reaccion se utilizo

la ecuacion de Arrhenius:
k(T) = Ae~Pa/RT (111.3.6)

donde Fa es la llamada energia de activacion, A es el factor preexponencial y R es la

constante de los gases. Si se linealiza esta expresion y se grafica In k versus 1/T, de la
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pendiente de la recta graficada se obtiene el valor para Ea (Figura I11.3.13).

El valor experimental encontrado para la energia de activacion fue 22.7 + 0.2 kcal /mol
(Figura II1.3.13). Este es el primer valor de energia de activacion reportado para transni-
trosacion, y concuerda bastante bien con el estimado por los calculos (19.4 kcal/mol) [28|.
Haciendo uso de la Teoria del Estado de Transicion (TET):

k(T) = %e*m#/m (111.3.7)

donde kp es la constante de Boltzman y h la constante de Planck, linealizando esta
ecuacion y graficando se obtienen los parametros de activacion. Se obtuvieron los siguientes
valores AH7 = 22.2 £ 0.9 kcal /mol y AS7~ -8.5 + 3.1 cal/K mol. El signo obtenido para

AS7es consistente con el tipo de reaccién que se estd estudiando (Ec. I11.3.8):

R'SNO + RS~ = [R'S(NO)SR] (I11.3.8)

-1.0

-1.54
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-2.54
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-3.54
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T T T T T T T T T
0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335
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Figura I11.3.13: Grafico de Arrhenius para la reacciéon de transnitrosacion CEE/SNO-CEE.



86 II1.3. Reaccién de Transnitrosacién - El Mecanismo

Experimental

Reactivos. La L-cisteina etil ester (CEE) fue obtenida de Sigma Aldrich. La SNO-CEE fue preparada tal como se
describié en la parte experimental de la seccion anterior, ver paginas 68-69. En todos los experimentos se utiliz6
agua MilliQ y se trabajo en ausencia de oxigeno.

Instrumentacién. Los espectros UV-Visible fueron tomados en un espectrémetro Hewlett Packard 8453 con
arreglo de diodos empleando una celda de cuarzo de 1 cm de camino éptico. Se utilizé el termostato RC6 LAUDA
para el control de la temperatura. Se controlé el pH utilizando el pHmetro Metrohm 744 PH meter.

Medidas de las constantes de velocidad. Todas las mediciones cinéticas fueron realizadas en buffer de fosfato
(pH=7.4, 0.5M) y EDTA (10 mM). Previo a cada medida se prepar6é una solucién fresca de SNO-CEE, cuya
concentracién fue fijada en 1x10~3M y confirmada espectroscépicamente a través de la medida de la absorbancia
a 343 nm. Se utilizé exceso de CEE (0.1M) con el objetivo de trabajar en condiciones de pseudorden. La reaccién
se siguié midiendo el decaimiento de la absorbancia a 343 nm. En todos los casos se observé un excelente ajuste
a primer orden y una buena reproducibilidad de los valores obtenidos. A 25 °C, la reaccion se completa en su
totalidad aproximadamente a los 15 minutos. El procesamiento de los datos se realizé utilizando el programa
OriginPro 7.5.

Medida de la energia de activacion. Las medidas de las constantes de velocidad se realizaron tal como se
detallé en el parrafo anterior, se termostatizé6 adecuadamente las soluciones, se tuvo en cuenta la variacién del
pH con la temperatura a través de la preparacién de diferentes buffers segiin la temperatura medida. La medicién

se realizé por duplicado en forma independiente para cada medida.
Simulacion Computacional

Todos los calculos realizados fueron llevados a cabo utilizando el paquete Gaussian98, las geometrias fueron
optimizadas utilizando diferentes métodos y bases como MP2/6-31G**, CCSD/6-31G**, DFT (BP86/6-31G**,
B3LYP/6-31G** y /6-311+G*), CBS-QB3/6-3114+G*. Cada punto estacionario encontrado sobre la superficie
de energia potencial fue caracterizado a través de un célculo de modos normales. La bisqueda del estado de
transicién se llevé a cabo mediante el uso del algoritmo TS y QST desarrollado por Schlegel. El solvente fue

modelado como un continuo utilizando el método PCM y IPCM, previamente descripto.



I11.4

Deteccion y caracterizacion
teorico-experimental del intermediario

de reaccion.

En esta seccién nos ocuparemos especificamente del intermediario de la reaccién de trans-
nitrosacion. En la seccion anterior mediante el uso de calculos computacionales, se construyo
el perfil de reaccion identificando los reactivos, el intermediario y el estado de transicion, y
se mostraron las medidas experimentales para la constante de velocidad y los pardmetros de

activacion.

I11.4.1. Evidencia experimental previa en fase gaseosa

Es necesario mencionar, que ya en el ano 2001 se habia sugerido la existencia de este
intermediario, y se presentaba como prueba la evidencia experimental obtenida mediante
espectrometria de masa, en particular ESIT-MS. En dicho trabajo se realizé la reacciéon entre
una enzima (Aldosa Reductasa), en cuyo sitio activo se encuentra una cisteina (Cys-298), y

el S-nitrosotiol SNAP. Esta enzima, cuya funcion es la reduccion NADPH dependiente de

87
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una gran variedad de sustratos, cesa su funcion por inhibicion al formarse la SNO-Cys-298
o al oxidarse la Cys-298 a disulfuro [34]. Luego, en el afio 2003 aparecié juntamente con el
modelo teorico del metiltiol otra evidencia también suministrada por la espectrometria de
masa, en este caso para la reaccion NAP/SNAP [26]. En la Figura I11.4.1 se muestran dichos

espectros de masa.

A B )
* 218.9
ESI-MS AR SNAP
100, 35721
\ | AR-NO
§eo{‘ \ f35751
5
2 60 | \ AR-SNAP NAP/SNAP
5 \ | \ (3) "35041 (3) a09.9
= 40+ / )
/ \ l’,
20 J \ // \
A N hainal | | 438.8
0" 35600 35800 36000 TR TR TR TR TR S

Molecular Mass (Da)

Figura I11.4.1: Evidencia de la existencia del intermediario en fase gaseosa. (A) Reaccién para la Aldosa
Reductasa (AR) y SNAP. (B) Reaccion para NAP/SNAP.

Dado que la evidencia experimental existente hacia referencia a la fase gaseosa, se deci-
di6 buscar evidencia de este intermediario en solucion. Para esto se debieron seleccionar las
condiciones apropiadas en cuanto a; solvente, relaciéon de concentraciones, método espectros-

cOpico, entre otras.

II1.4.2. Deteccion del intermediario: condiciones experi-

mentales y técnicas de RMN.

Se tuvieron en cuenta las siguientes cuestiones:

El solvente. A partir de la experiencia acumulada en los dos secciones anteriores (IT1.2
y 1I1.3) se sabia que:

Metanol: la sintesis del SNO-CEE se realiza en metanol, en este solvente resulta ser
bastante estable a temperatura ambiente (1-2 dias).

Agua: es bastante inestable una vez disuelto en agua, se descompone casi en su totalidad
al cabo de 2-3 horas a temperatura ambiente. Por ejemplo al tomar las medidas cinéticas, el
SNO-CEE debi6 ser almacenado sobre hielo o en el freezer para poder ser usado durante el
transcurso de un par de horas sin que se descomponga.

Relacion de concentraciones. Para favorecer la formacion y permanencia del inter-
mediario y retrasar su desaparicion por otras vias, la relacion 1:1 de CEE/SNO-CEE seria

en principio adecuada.
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Cdlculos computacionales. Para el modelo del metiltiol, los calculos sobre el interme-
diario, indicaban un corrimiento de 56 cm~! hacia frecuencias menores para el estiramiento
de la uniéon N-O con respecto al mismo estiramiento para el RSNO, y de 52 cm™' para el
modelo de la CEE. De este modo, si consideramos el valor experimental informado para la
SNO-CEE (vno: 1556 cm™!), el valor para el intermediario deberia aparecer alrededor de los
1500 em~!. Asimismo, los desplazamientos quimicos calculados para los espectros de RMN
H, BC y PN, evidenciaban diferencias, siendo mas notoria la diferencia para el caso del 1°N
RMN (-288 ppm tomando como referencia la senal para SNO-CEE) .

Técnica experimental de deteccion. En principio, las técnicas de FTIR, UV-Visible

y RMN serian potenciales herramientas para la deteccion del intermediario.

Los primeros intentos para la deteccion del intermediario se realizaron en ambos solventes
haciendo uso de las distintas técnicas en relacion 1:1 de CEE/SNO-CEE y a temperatura
ambiente. En agua, se trabajo en buffer (pH—7.4) y EDTA, pero no se encontr6 evidencia
alguna de la existencia del intermediario por ninguna de las tres técnicas mencionadas. De
igual modo, en metanol no se logro detectar el intermediario a través de FTIR y UV-Visible,
sin embargo por medio de la técnica de RMN se observaron indicios reproducibles de su

presencia.

'H RMN, BC RMN, *C DEPT-135, COSY y HETCOR.

Cuando se realizo6 la reaccion tal como se detalla en la parte experimental de esta seccion,
se observo la aparicion de nuevas sefiales en el espectro 'H RMN que luego de varias horas
a temperatura ambiente desaparecieron, dando lugar a la formacion de productos. En la
Figura I11.4.2 se muestra el espectro completo para la reaccion 1:1. Se puede observar que
aparecen nuevas senales, la sefial que corresponde al (-SCH,), cambia su patron y levemente
su desplazamiento con respecto a la CEE, y es importante notar que se trata de dos senales
superpuestas que pueden ser facilmente deconvolucionadas, ver Figura I11.4.3. También se
puede observar que si el espectro se adquiere inmediatamente luego de realizada la mezcla
(mantenida a 0°C), la presencia de disulfuro es minima.!

Se utilizaron diversas técnicas de RMN con el fin de asignar las senales. (Figura I11.4.4
a 'y b, Figura 111.4.5 y 111.4.6). Es importante notar que la nueva senal correspondiente al
(-SCH ) correlaciona con dos senales del espectro ¥C RMN, ver Figuras [11.4.4 y T11.4.5.
En lo que respecta al triplete que aparece en 2.5 ppm se recurri6 a la ayuda de los espectros

bidimensionales para su asignacion, éstos proporcionaron la siguiente informacion:

1. HETCOR: no se observa correlacion con ningtin carbono, por lo que se trata de un H

1Los espectros para CEE, SNO-CEE vy el disulfuro se mostraron previamente en la seccién I11.2.
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que no esta unido a carbono.

2. COSY: se observa correlacion con el -SCH 5. Tiene como vecino un -CHs.
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Figura I11.4.2: Espectro 'H RMN para la reaccién junto con la asignacion correspondiente (A), estructura
de las diferentes especies presentes en la reaccion (B). 500 MHz, solvente: CD30D, referencia: senal residual
del solvente (3.31 ppm).

Dada la informacion aportada por los espectros bidimensionales, se concluyd que muy
probablemente la senal corresponderia a un S-H. Es decir, por alguna razon ahora algiun S-H

no se intercambia con el solvente como si ocurria para el CEE sola, donde apenas se ve una
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senal muy ancha en esta region del espectro (Figura II1.2.3, seccion I11.2). En las Figuras
[11.4.5 y II1.4.6, se observan los respectivos espectros junto con la asignacion y el codigo de

colores para las distintas especies presentes en la reaccion.
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T T T T T T T T T T T T 7 T T T T T T T
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(opm)

——3.1866

T T T T T T T T T T T T T T T T T
338 336 334 332 330 328 326 324 322 320 38 306 304 312 310 308 306 304 302
(opm)

Figura II1.4.3: Patron tipo ABX de la senal para -SCH; en la CEE (parte superior) . Patron de la sefial
para -SCH 5 en la reaccién (parte inferior). RMN H, 500 MHz, solvente: CD30D, referencia: sefal residual
del solvente (3.31 ppm).

En base a la evidencia encontrada por las distintas técnicas de espectroscopia RMN, la
estructura del intermediario podria tener la forma que se muestra en la Figura I11.4.7.

Suponiendo una estructura de este tipo, uno de los enlaces S-N mas largo (de acuerdo
con los resultados de los calculos descriptos previamente), se postula que las sefiales para el
intermediario serian muy parecidas a las de la CEE y SNO-CEE, y probablemente debido

a la baja proporcion del intermediario quedarian tapadas por los reactivos. A su vez, la
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interaccion del intemediario con alguna molécula de CEE, seria responsable de que su S-H
no se intercambie con el solvente.
Si bien se han presentado indicios de la existencia de una especie intermediaria, la prueba

mas concluyente se consigui6 a través de la espectroscopia °N RMN.
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Figura I111.4.4: Espectros *C RMN (a) y 13C DEPT (b) para la reaccién.
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Figura I11.4.5: HETCOR para la reaccion. RMN 'H, 500 MHz, solvente: CD30D, referencia: sefial residual
del solvente (3.31 ppm).
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Figura II1.4.6: Espectro COSY para la reaccién, no se muestran las correlaciones (a,b) para el SNO-CEE
ni (a,b) para el disulfuro de la CEE. RMN 'H, 500 MHz, solvente: CD30D, referencia: sefial residual del
solvente (3.31 ppm).
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Figura II1.4.7: Estructura posible del intermediario en metanol.

I11.4.3. Deteccién por ’N RMN - Asignacién asistida por

calculos

Con el proposito de lograr una prueba concluyente de la existencia de este intermediario
en solucion, se decidio trabajar con el SNO-CEE enriquecido en el isotopo °N y previamente
caracterizado por medio esta técnica (Seccion I11.2.2; pag. 66-67). Se realizo la reaccion de
igual modo y se tomo el espectro de N RMN. (Figura I11.4.8) Se observo claramente
la presencia del SNO-CEE (392.57 ppm referencia nitrometano) y otra senal (41.06 ppm,

referencia: nitrometano o -351 ppm, referencia: SNO-CEE).

392.57
41.06
351 ppm
< >
(B3LYP/6-311+G*: 288 ppm)
I40I0‘ o I35‘0‘ o 50‘()I I 25‘0 ZOb 15I0 10I0 S(II

(ppm)

Figura I11.4.8: Espectro N RMN, SNO-CEE (392.57 ppm) e intermediario (41.06 ppm). Referencia

externa: NaNQs (232 ppm respecto a nitrometano)

Esta senal fue asignada al intermediario y avalada mediante calculos computacionales
los que predijeron un corrimiento de -288 ppm, tomando como referencia el SNO-CEE. Los
resultados obtenidos por esta espectroscopia resultaron ser reproducibles [28|. Es importante

mencionar que en el espectro final ninguna de estas senales se hallo presente, y se observo una
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tinica senal a -353 ppm (referencia: nitrometano), zona donde aparece el amoniaco, producto

propuesto de la reaccion del intermediario por diferentes vias (Figura I11.3.11).

I11.4.4. Efectos causados por la presencia de oxigeno.

El intermediario se termina descomponiendo originando diferentes productos que ya he-
mos mencionado previamente. Hasta aqui, todos los experimentos se hicieron en ausencia
total de oxigeno, en tales condiciones el tnico producto observado por 'H y 3C RMN fue
el disulfuro, por N RMN amonifaco y por espectrometria de masa NO y N,O 2. (Figura
[11.4.9)

Con el objeto estudiar el efecto del oxigeno y de verificar las condiciones experimentales
de trabajo, se quiso saber de qué forma afectaba a esta reaccion y a los productos observados,
la presencia del mismo. Se decidié entonces trabajar en presencia de éste. En las Figuras
I11.4.10 y II1.4.11, se muestran los espectros 'H RMN, en los mismos se puede observar lo

siguiente:

= Las senales que evidencian la presencia del intermediario siguen apareciendo (Figura
I11.4.10).

= Inmediatamente comienzan a aparecer senales nuevas y claramente diferentes a las del
disulfuro (Figura I11.4.10 : circulo y I11.4.11).

2Los gases NO y N5O , fueron detectados para la reaccién realizada en metanol a temperatura ambiente
en ausencia de oxigeno luego de 10 horas, la determinacion se realizé en forma semicuantitativa indicando
aproximadamente un 20 % de cada gas.
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Figura I11.4.9: Productos de descomposicién en ausencia de oxigeno. 'H RMN (A), N RMN (B). 500
MHz, solvente: CD30D, referencia: pico residual del solvente (3.31 ppm).

Este hecho es interesante, ya que demuestra que el intermediario se forma y sigue siendo
estable en este medio, aunque segiin lo observado, mucho menos que en ausencia de oxigeno.
Una diferencia notable es que al final de la reaccién, en presencia de oxigeno se obtuvo
una sustancia amarilla viscosa, mientras que en ausencia del mismo la soluciéon resulto ser
practicamente incolora. También fue posible notar claras diferencias organolépticas con res-
pecto a la reaccion sin oxigeno. En presencia de oxigeno se pudo percibir un olor picante
caracteristico de los acrilatos o sulfoacrilatos. De modo que se presté especial atencion a

la zona de campos bajos en el espectro de 'H RMN. Efectivamente se observaron sefales
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Figura I11.4.10: Reaccién de transnitrosacion en presencia de oxigeno. RMN H, 500 MHz, solvente:
CD30D, referencia: senial residual del solvente (3.31 ppm).

muy poco intensas, debido seguramente a la volatilidad del/los compuestos asociados a es-
tas, correspondientes a dobles enlaces y posiblemente asignables a tales especies. Si bien no
se identificaron estos compuestos, en la figura I11.4.11 B se muestran posibles estructuras,
donde X podria ser el grupo -NH,, también podrian considerarse posibles las estructuras
que resultan de la desesterificacion. La pregunta que surge en forma inmediata es, ;como se

formaron estos compuestos?.

Este tipo de productos no han sido informados previamente en literatura como conse-
cuencia de una reaccion de transnitrosacion. Aunque una publicacion del afio 1992 [35] hace
mencion de los acrilatos como productos de descomposicion de episulfuros o tioepoxidos ori-
ginados a partir de la reaccion de varios tioles con exceso de nitrito. Entre éstos, se encontro
descripta la formacion del episulfuro por reaccion de la CEE con exceso de nitrito. Este tra-
bajo llevo hacia otro anterior del afo 1978 |36|, donde se sintetizaban los tioepoxidos y se los
caracterizaba espectroscopicamente. En este trabajo se encontr la asignacion espectrosco-
pica 'H RMN para el tioepoxido derivado de la CEE en CDCls, curiosamente se lo describia
como un liquido viscoso amarillo (Ay..=215(¢530) y 280( £110) nm ). En el espectro de 'H
RMN se observo muy claramente seniales 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) idénticas a las informadas en el trabajo publicado, las demas seniales tal
como se puede observar en la Figura I11.4.11 no estéan en una zona limpia del espectro (apa-
rece también el disulfuro). También se debe mencionar que cuando se midieron los productos

para la reaccion en presencia de oxigeno por espectrometria de masas, se detectd6 NO, varios
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fragmentos orgénicos ( 10-18 y 33-46 m/z) y practicamente nada de N,O.?
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Figura I11.4.11: Productos en presencia de oxigeno. Episulfuro, disulfuro y otros productos (A), ampliacién
a campos bajos, productos insaturados (B). RMN 'H, 500 MHz, solvente: CD30D, referencia: CH3CN (2.06
ppm).

Dos puntos interesantes se deprenden de este anéalisis:

= La presencia de oxigeno se evidencia facilmente a través de la presencia de estos pecu-

liares productos, episulfuros y acrilatos.

s Es la primera vez que se proponen estos productos como consecuencia de la reaccion
de transnitrosacion. Estos productos son de gran relevancia biolégica ya que es posible

que se formen naturalmente y pueden poseer propiedades dignas de ser investigadas.

En la Figura I11.4.12 se muestra un esquema que muestra informacion recopilada de biblio-

grafia junto con vias propuestas a raiz de este trabajo. En verde se muestran los productos

3La reaccion fue realizada en idénticas condiciones, en metanol a temperatura ambiente en presencia de
oxigeno.
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de los que, a través de las distintas técnicas espectroscopicas, se ha tenido indicios de su
presencia en este trabajo. En la parte superior se muestran las vias operativas en presencia
de oxigeno, se muestra también el caso particular cuando R—CEE. Para este caso se generan
los productos antes descriptos, o bien como consecuencia de la reacciéon de transnitrosacion o
por descomposicion del RSNO en presencia de oxigeno. El mecanismo propuesto para el caso
R—CEE, se basa en la referencia bibliografica correspondiente a la obtencion de los episul-
furos a partir de tioles en presencia de exceso de nitrito. En la parte inferior del diagrama se
muestran tres vias propuestas que serian importantes en ausencia de oxigeno, dos de ellas (I
y 1) implican la reaccion del intermediario con el tiol con el que se encuentra en equilibrio;
la otra via (IIT) involucra radicales. Es importante recordar que el estudio de los productos
de descomposicion originados como consecuencia de la reaccion de transnitrosacion tanto
en ausencia como en presencia de oxigeno surgié como una curiosidad ajena al objetivo del

trabajo, por lo que no se presenta un estudio detallado.



102 III.4. Deteccion y caracterizacion tedrico-experimental del intermediario de reaccion.

( )
NO EtOOC NO*
RSSR \ NO S +
N— = 4 \
H.O EtOOC—< - w
: RSH CH,SNO J
RSOH NO' T NO 9
RSSR| + NO; N j—OR +S
RSH T Et00C H —
RSH T—» H,0 T SN
RSOOH A
o, <RSH?> RS® T NO* + RSNO
RSO0’ o, 4 T 0,
o, T T RS® + NO® e
RS® + RSNOH E1000—(
A TCHQSNO J
A \
0 ;
RSH + RSNO =—=|R.s.N.S-R' | H== R'SH + RSNO
[ | < II| 11
l RSH 2 l
H ?H .
R-S-N-S-R' + RSOH RSNH + RSSR RS® + RSNOH
RSH }/ H,0 l RSH
RSH RSNO
NH,OH+RSSR
v RSSR Rs ¥ ,OH
[ ]
RSNH, +| RSSR e @ [RssR] #H{NO*] l;l

RSH

Y

(WP (RssR)

H.O

RSO,H

Il I
R-S-NH,~> R-S-S-R+NH,

+ NH,

I” on

Figura II1.4.12: La reaccién de transnitrosacion y las diferentes vids que operan en la descomposicién del

intermediario. RSH representa diferentes tioles estudiados, en verde se muestran los productos identificados

para el caso de la reaccion CEE/SNO-CEE.
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Experimental

Reactivos. La L-cisteina etil ester (CEE) fue obtenida de Sigma Aldrich. La SNO-CEE fue preparada tal como se
describi6 en la parte experimental de la seccién anterior, ver pagina 69. Los solventes deuterados fueron obtenidos
de Sigma Aldrich.

Instrumentacion y Medidas. Los diferentes espectros de RMN fueron adquiridos para la reaccién in situ, las
concentraciones de CEE y SNO-CEE fueron ambas fijadas en 0.1M, la reaccién se realizé en CD30D sin control
de pH. Los espectros de >N RMN fueron medidos a 50.68 MHz, se tomaron 6150 transientes con un tiempo
de relajacién de 5 segundos. Se referencié externamente con Na'®NO, disuelto en el mismo solvente (232 ppm
respecto a nitrometano). Las medidas de espectrometria de masa se realizaron para la reacci6n en proporciones

1:1 CEE y SNO-CEE, en metanol, a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de argdn y en presencia de oxigeno.

Simulaciéon Computacional

Todos los calculos realizados fueron llevados a cabo utilizando el paquete Gaussian98, partiendo de la estruc-
tura del intermediario previamente optimizada se realizé el calculo de modos normales y se utilizé el método GIAO

(Gauge-Independent Atomic Orbital) para el célculo de los desplazamientos quimicos, ver metodologia general.
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I11.5
Conclusiones y preguntas abiertas

A lo largo de esta primera parte de los resultados (III), se ha presentado el estudio
de los RSNOs como moléculas almacenadoras y transportadoras del NO. Hemos visto sus
propiedades y reactividad, aspecto fundamental para entender los factores que condicionan
su potencial como moléculas que almacenan y preservan las funciones asociadas al NO.

En lo que respecta al transporte de esta molécula, hemos visto que la reaccion de transni-
trosacién desempena un rol fundamental, se ha presentado un estudio teérico-experimental
del mecanismo a través del cual ocurre la misma, en lo que a esto respecta se han hecho los

siguientes aportes:

s Medida de los parametros de activacion, los que no estaban informados. El conocer
estos valores es de suma importancia ya que brinda la posibilidad de comparar este

proceso con otros procesos reactivos donde estan involucrados los RSNOs.
= Identificacion y caracterizacion del intermediario en solucion.

Es importante notar que la estrategia tedrico-experimental abordada para el estudio de esta
reaccion resultdo complementarse en forma adecuada, sirviendo de guia para la seleccion de
las condiciones experimentales apropiadas.

Tal como se ha mostrado a lo largo de esta parte, trabajar experimentalmente con los tio-
les/S-nitrosotioles no fue una tarea sencilla debido a su extremada sensibilidad a numerosos
factores. Si bien todo el estudio se realiz6 en ausencia de oxigeno, con el objeto de mostrar
el efecto del mismo se trabajo en presencia de éste, demostrando que pequenas cantidades
se evidencian muy facilmente a través de los productos obtenidos. Si bien el objetivo no
consistié en analizar exhaustivamente los productos que aparecen como consecuencia de esta
reaccion, se ha mostrado que para esta reaccion de transnitrosacion en particular, aparecen
productos como los episulfuros y acrilatos que hasta el momento no habian sido informa-

dos. Actualmente han aparecido algunas publicaciones acerca de episulfuros derivados de la
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CEE [37], éstos son considerados piezas fundamentales en la sintesis de inhibidores de las
cistein-proteasas.

Para finalizar, si bien hemos logrado responder varias de las preguntas que nos hemos
formulado, muchas otras han quedado abiertas. En lo que a esto respecta dos puntos son

interesantes de marcar:

1. La fuerte dependencia del perfil de reaccion con el solvente, es atractivo desde el punto
de vista quimico y deberia ser abordado a través de otra metodologia donde se considere

al solvente en forma explicita.

2. Los productos que se obtienen como resultado de la reaccion de transnitrosacion en pre-
sencia de oxigeno para el caso particular CEE /SNO-CEE son interesantes y deberian

ser cuantificados y caracterizados.
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IV.1
Sintesis, aislamiento, y propiedades

En la introduccion general (I.1.2), hemos hablado del NO y su uni6én a complejos metalicos
para formar complejos de nitrosilo. Debido a que el NO1 se comporta como un electrofilo
fuerte, el NOy~ y HNO; se forman muy rapidamente y resultan ser las especies dominantes
en solucion acuosa, mientras que la concentracion de NOT es extremadamente baja [1]. Sin
embargo, el NO™ es estabilizado al coordinarse a complejos metéalicos, y este hecho otorga
la posibilidad de explorar la reactividad del NO™ coordinado en diversas situaciones. Por

ejemplo en el caso de la adicién de un nucledfilo Nu:
MLs;(NOY) + Nu~ = {MLsN(O)Nu} (IV.1.1)

La termodindmica y cinética asociada a la reacciéon mostrada en la Ec.IV.1.1 va a depen-
der del metal (M), el ligando (L) y el nucledfilo (Nu). La reaccion de nitrosilos metalicos con
nucleofilos ha sido extensamente estudiada para diferentes metales y nucleofilos. En el caso
particular que el nucleofilo es un tiolato (RS™) el complejo obtenido seria {MLsN(O)SR},
este complejo puede ser pensado como un RSNO coordinado a un centro metdlico y la pre-

gunta que surge es: ;Se estabiliza el RSNO por coordinacion al centro metélico?

Los RSNOs libres, tal como hemos mencionado en la seccion I11.1, son muy inestables
y se descomponen térmicamente con mucha facilidad. La estabilizacion de los RSNOs via
coordinacién proporcionaria la posibilidad de estudiar RSNOs que debido a su inestabilidad

son dificiles de caracterizar de modo de:

s Obtener informacion estructural.

= [nspeccionar los factores que condicionan su estabilidad y reactividad.
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IV.1.1. S-nitrosotioles coordinados a complejos metali-

cos: antecedentes

En las secciones II1.1-2 hemos visto que los S-nitrosotioles se obtienen por reaccion del
tiol (RSH) con algin agente nitrosante|2]. Se conocen varios agentes nitrosantes|3|, entre

ellos podemos nombrar:

= NO, en presencia de aceptores de electrones.

Sales del i6n nitrosonio, Ej:NOBF,

Acido nitroso.

Nitritos inorganicos y organicos.

Nitrosilos metéalicos, etc.

En los casos en los que el agente nitrosante es un nitrosilo metalico, el tiol interacciona con
el ligando nitrosilo dando como resultado un S-nitrosotiol (-N(O)SR) coordinado a un centro
metalico, {M-N(O)SR}, donde M es el metal.

Un método ampliamente conocido que se ha utilizado para obtener S-nitrosotioles coor-
dinados in situ [4, 5, 6, 7|, consiste en hacer reaccionar el tiolato libre con el ligando NO™
coordinado a un fragmento metélico, por ejemplo al [Fe(CN)s]™3. Este método se ha ex-
tendido a una gran variedad de complejos metalicos donde M=Fe!!, Ru’/, y Os!. En la
mayoria de los casos estos complejos son inestables y se descomponen espontdneamente a
los correspondientes complejos metélicos y disulfuros, siendo el tiempo de vida medio de
los mismos fuertemente dependiente de la estructura del tiol |8]. Existe un gran ntimero de
trabajos publicados en lo referido a los complejos [Fe(CN)sNO| ™2 | su reacciéon con tioles
para generar el aducto |[Fe(CN);N(O)SR|™3, y su posterior reactividad frente a nucletfilos.
Los trabajos en esta area, que seran citados a lo largo de esta seccion, fueron realizados en
su mayoria por K. Szacilowski y Z. Stasicka, sin embargo se encuentran también trabajos
realizados por F. Roncaroli y J. Olabe.

Surgi6 entonces la inquietud de explorar esta reaccion para el pentacloronitrosilirida-
to(I1I) (K|IrCl;NOJ), un nitrosilo metélico que presenta algunas diferencias y peculiaridades

con respecto a los nombrados anteriormente, entre las que podemos citar:

1. Inercia (tercera serie de transicion y mayor carga: M=Ir’1).

2. Valor mas alto medido para la frecuencia de estiramiento N-O: vy _o—2006 cm ! (KBr),[9]

hecho que indica un fuerte caracter de nitrosonio (NO™).
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3. Altamente influenciado por la naturaleza de los contraiones y el solvente.

Cuando M es iridio, en particular cuando se tiene el siguiente complejo: K|IrCIzNO| y se
lo hace reaccionar en acetonitrilo con diferentes tioles se obtienen los correspondientes S-
nitrosotioles coordinados. A diferencia de lo que ocurre para los complejos metélicos nom-
brados anteriormente, se obtiene un producto estable y por primera vez fue posible aislar

nitrosotioles coordinados.

IV.1.2. Reaccion de K[IrCl;INO] con tioles: aspectos ge-

nerales

La reaccion se realiz6 para un grupo de tioles que fueron seleccionados y sub-agrupados

segin el siguiente criterio:

= Tioles con grupos aromaéticos: su eleccion radica en el hecho de que los S-nitrosotioles

derivados de éstos son los mas inestables conocidos.

= Tioles de relevancia biologica: este grupo esta integrado por derivados de la cisteina
solubles en el solvente de reaccion, y glutation. La cisteina junto con el glutation son

los referentes de los tioles en los sistemas biolégicos.

= Acido mercaptosuccinico y derivado metil ester: sus S-nitrosotioles resultan ser los
que maés se estabilizan al coordinarse a centros metalicos con M=Fe, Ru, por lo que

constituyen un punto de comparacion con los complejos de iridio.

En todos los casos se encontré que cuando el tiol reacciona con el complejo de iridio en
acetonitrilo, al resguardo de la luz, el complejo con el nitrosotiol coordinado se obtiene como
un precipitado en forma inmediata, mas atn, el producto y el color del mismo dependen del
tiol y la temperatura a la cual se lleva a cabo la reaccion (Figura IV.1.1).

El solvente de reaccion elegido resultod ser acetonitrilo, esta eleccion se apoya en el hecho
de que el reactivo, K[IrCIsNO] es soluble en el mismo y no se descompone ni reacciona con
el solvente durante el tiempo en el cual ocurre la reacciéon con los tioles. Todas las reacciones
se realizaron en ausencia de luz, debido a que el reactivo es extremadamente sensible a la
misma. Como se puede observar en la Figura I'V.1.1, los complejos tipo b tienen una molécula
de acetonitrilo coordinada en la posicion trans, esto ocurre debido a que se labiliza el cloruro
trans y es sustituido por una molécula de solvente.

La mayoria de estos complejos se obtienen con excelentes rendimientos salvo algunas

excepciones que luego discutiremos en detalle.
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[CIN(O)SR]* + H

a

o

[I*CLNO] "+ RSH

Sov
\ trans - [ITC,(CH;CN)N(O)SR]™ + H' + CI

b
HS 0
FOR I S
NH OH
HO HS
O I ¢ oy
H NH CH;0
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0 0 0
)J\/NH
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Figura IV.1.1: Reaccion de K[IrClsNO] con tioles.

Tal como se muestra en la Figura IV.1.1, el nucleéfilo que ataca al nitrosilo metéalico es el
tiol o tiolato. Si contemplamos la estructura de los tioles considerados, algunos de ellos tienen
varios grupos funcionales por lo que podriamos preguntarnos si el nucleotfilo es efectivamente
el tiolato, alguno de los otros grupos funcionales, o ambos, comprometiendo de esta forma
el rendimiento del producto esperado. Pasemos entonces a considerar qué sucede en cada

grupo seleccionado:

= Grupo 1> Tioles aromaticos, aqui no queda duda que el nucledfilo es el tiol ya que no

hay ningtn otro grupo funcional capaz de reaccionar como nucleéfilo.

= Grupo 2 > Aqui tenemos varios grupos funcionales ademas del tiol: un grupo amino y
uno carboxilo. Para estos tltimos su caracter como nucleoéfilo se reduce draméticamente
al estar protonados. Por otro lado puede ser suprimido mediante la formacion de algtin

derivado como un alquilester para el carboxilo o un N-acetil para el amino.

= Grupo 3 > Aqui tenemos dos carboxilos ademas del tiol, lo expuesto para el grupo 2 se

aplica también a este caso.

A continuaciéon se mostrara el analisis y los resultados de las sintesis para cada grupo junto
las estrategias abordadas para maximizar el rendimiento del producto que corresponde al
S-nitrosotiol coordinado. En la Figura IV.1.2 se muestran todos los complejos preparados y

que a continuacion se describiran en detalle.
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Figura IV.1.2: Complejos preparados en el presente trabajo. El contraion es KTen todos los casos. En el

caso del tiol 1 también se prepar6 el correspondiente complejo con PPh™ 4 como contraién (1c¢).
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Experimental

Reactivos. El compuesto K[IrClsNO] fue obtenido de Sigma-Aldrich o Strem Chemicals y purificado por re-
cristalizacion de acetonitrilo. El benciltiol y feniltiol fueron obtenidos de Fluka, el dcido mercaptosuccinico, la
N-acetil-L-cisteina y el glutatién fueron obtenidos de Merk, la L-cisteina etilester fue obtenida de Sigma Aldrich.
El derivado metil ester del dcido mercaptosuccinico fue sintetizado a partir del 4cido mercaptosuccinico y metanol
mediante procedimientos descriptos en literatura [10]. Luego de su sintesis fue identificado mediante FTIR y RMN.
El K[IrCl5'NOQ] se preparé a partir de Na'®NO.mediante procedimientos descriptos en literatura [9], al que se le
realizaron algunas modificaciones. La principal modificacién consistié en no realizar los lavados con metanol, en

su lugar se disolvi6 en acetonitrilo y se precipitd con tolueno.
Instrumentacién. Ver parte 1.1, en metodologia general.

Procedimientos generales. Los complejos se sintetizaron de acuerdo al siguiente procedimiento general: 2.28x10~2
mmoles del correspondiente tiol en 0.25mL de acetonitrilo (para los complejos 3a y 4a se usé una mezcla de sol-

ventes: 0.25 mL de acetonitrilo + 20uL de metanol seco) fueron agregados bajo atmésfera de argén a 10mg

(2.28x10~2mmoles) de K[IrCIsNO] disueltos en 0.25 mL de acetonitrilo. El producto precipita en forma inmedia-

ta, fue separado de la solucién por centrifugacién y secado bajo vacio. El complejo K[IrCIsNO] es sensible a la luz,

por lo que todos los procedimientos fueron efectuados al resguardo de la misma. Los complejos marcados fueron

preparados de la misma forma usando K][IrCl5'°NO].

Simulacién Computacional

Todos los calculos realizados fueron llevados a cabo utilizando el paquete Gaussian98 y Gaussian03, las
geometrias fueron optimizadas utilizando DFT con el funcional PBE1PBE con la base SDD para todos los
atomos. Con el objeto de tener en cuenta eventuales efectos asociados al tamafio del conjunto de funciones de
base, sobre las estructuras optimizadas se realizé un calculo de energia a geometria fija usando la base SDB-cc-
pVDZ con el mismo funcional [11]. Cada punto estacionario encontrado sobre la superficie de energia potencial
fue caracterizado a través de un célculo de modos normales.

El solvente fue modelado como un continuo utilizando el método PCM, previamente descripto. Para infor-

macién detallada ver parte 11.2, en metodologia general.

IV.1.3. RSNOs con grupos aromaticos: complejos tipo a
y tipo b

En el caso particular de tioles que contienen grupos aromaticos (benciltiol y feniltiol),
se logr6 obtener los dos tipos de productos, a y b. El producto a resultd ser un precipitado
verde muy insoluble en el solvente de reaccion, el producto b resulté tener un color rojo y
poca solubilidad en el solvente de reaccion. Ambos productos resultaron ser muy solubles en
agua.

La relacion de productos obtenidos, a y b, resulté depender principalmente de la tem-
peratura a la cual se desarrolla la reaccion. Cuando la reaccion se desarrolla a temperatura
ambiente (~25 °C) se obtiene el complejo b en su totalidad, mientras que a temperaturas

bajas (-20 °C) solo se obtiene el complejo a.
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En el caso de la reaccion con el benciltiol, el complejo, trans-K|IrCly(CH3CN)N(O)S-

CHsPh| (producto 1b), resulté ser mas facil de obtener y caracterizar que el complejo
Ky[IrCl;N(O)SCH,Ph| (producto 1a). De hecho el producto 1b resulto ser facilmente cris-
talizable.
Similarmente a la reaccion con el benciltiol, cuando la reaccion se llevo a cabo con el feniltiol a
temperatura ambiente se obtuvo el complejo trans-K|[IrCly(CH3CN)N(O)SPh| Ky (producto
2b) de color rojizo y el complejo Ko|IrClsN(O)SPh| (producto 2a) de color verdoso a baja
temperatura.

Con el objeto de tener una vision mas profunda en lo que respecta a la estabilidad
termodinamica de los diferentes productos, se realizaron calculos de estructura electronica, en
particular DFT, tanto para el sistema aislado como en solucion usando el modelo continuo de
solvatacion PCM (Tabla IV.1.1). En todos los casos se calculé el cambio energético asociado

a las reacciones que se muestran a continuacion (Ec. IV.1.2] Ec.IV.1.3):
RS™ 4 [IrClsNO]~ — [IrCIsN(O)SR] ™2 (IV.1.2)
RS™ + [IrCI;NO]~ + CH3CN — trans|[(IrCly(CH3;CN)N(O)SR]” + Cl=  (IV.1.3)
Tabla IV.1.1: Cambio energético (Kcal/mol) asociado a la reaccion de formacion (Ec.
IV.1.2 y Ec. 1V.1.3) de los complejos 1 a,b y 2 a,b aislados y en acetonitrilo (PCM).

PBEIPBE/SDD//PBE1PBE/SDB-cc-pVDZ.
Complejo Sistema aislado Acetonitrilo

la 15.4 -39.8
1b -18.5 -44.1
2a 32.1 -31.6
2b -3.8 -34.3

Las diferencias de energia para el complejo aislado y en solucion (CH3CN) indican que
para ambos casos el complejo mas estable es el b. Ahora bien, mientras que para el complejo
aislado la diferencia en energia es de 34 y 36 kcal /mol para 1 y 2 respectivamente, teniendo en
cuenta el efecto de la solvatacion a través del método PCM la diferencia en energia es mucho
menor, resultando ser 4.3 y 2.7 kcal/mol respectivamente. Si bien la formacién de ambos
complejos esta muy favorecida desde el punto de vista termodinadmico, experimentalmente
se observa que a temperaturas bajas solo se forma a. En funcién de esto, podemos decir que la
barrera asociada a la formacion de los complejos tipo b, es seguramente mayor a la asociada a
la formacion de a. Esto es consistente con el hecho que la reaccion de formacion del complejo
b involucra la ruptura de un enlace Ir-Cl, cosa que no ocurre en el caso del complejo a. De esta

manera se explica que sea posible obtener uno u otro complejo sintonizando adecuadamente
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las variables de trabajo, en particular la temperatura. Para finalizar, podemos decir entonces
que a temperatura ambiente es posible obtener en forma pura los complejos tipo b, mientras
que a temperaturas bajas y separando en forma inmediata el precipitado s6lo se obtienen

los complejos de tipo a; a temperaturas intermedias se obtienen mezclas.

Experimental

Preparacion del complejo 1a. KH[IrCIsN(O)SCH2Ph].1/3CH3CN. La reaccién se llevé a cabo a -20 °C, el
producto precipita en forma inmediata como polvo verde. Rendimiento: 92 %. 'H NMR (D,0, 500 MHz): § 4.63
(s, 2H);6 7.34-7.40 (m, 5H). Analisis Elemental: Informado (calculado): C, 15.9(15.9); N, 3.3(3.2); H, 1.6(1.5); S,
5.4(5.5). UV-Visible, [A\yqz,nm (e, M~1cm~1)] : 328(2465), 397(4409), 511(876), 556(855). FTIR (KBr), cm™1:
vno=1431, vgn=TT79.

Preparacion del complejo 1b. trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SCH2Ph].CH3CN. La reaccién se llevé a cabo a
temperatura ambiente, luego de unos minutos el producto precipita como cristales rojos. Rendimiento: 80.3 %.
'H NMR (D;0, 500 MHz): 6 2.92 (s, 3H); § 4.67 (s, 2H);5 7.36-7.37 (m, 5H). Analisis Elemental: Informado
(calculado): C, 21.6(21.7); N, 6.9(6.9); H, 2.1(2.1); S, 5.1(5.3). UV-Visible, [Ayqz.nm (¢, M~1tcm™1)] : 325(1809),
387(3283), 475(1059), 525(919). FTIR (KBr), cm~': vyo=1432, vgn=T794.

Preparacion del complejo 1c. trans-(P(Ph)4)[IrCl4(CH3CN)N(O)SCH2Ph].2H20. La reaccién se llevé a cabo
a temperatura ambiente en forma analoga a 1b. El complejo 1c se obtuvo como resultado de agregar una solucién
saturada del contraién en una mezcla etanol-agua al producto disuelto en agua. FTIR (KBr), cm™!: vxo=1436,
vgnN=852.

Preparacion del complejo 2a. Ko[lrClsN(O)SPh] La reaccion se llevo a cabo a -20 °C, el producto precipita en
forma inmediata como polvo verde. Rendimiento: 98.8 %. *H NMR (D20, 500 MHz): § 7.49 (d, 2H);6 7.65-7.76
(m, 3H). Anélisis Elemental: Informado (calculado): C, 12.2(12.2); N, 2.5(2.4); H, 1.0(1.0); S, 5.4(5.4). UV-
Visible, [Amaz.nm (,M~tcm™1)] : 337(2967), 396(4054), 506(849), 556(822). FTIR (KBr), cm~!: vxo=1438,
vgn=T763.

Preparacion del complejo 2b. trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SPh].CH3CN. La reaccién se llevé a cabo a tempe-
ratura ambiente, luego de unos minutos se obtiene el producto de apariencia cristalina verde-rojizo. Rendimiento:
84.5%. 'H NMR (D0, 500 MHz): 6 2.95 (s, 3H); 6 7.49 (s, 2H);d 7.65-7.76 (m, 3H). Analisis Elemental:
Informado (calculado): C, 20.4(20.2); N, 7.0(7.1); H, 1.8(1.8); S, 5.3(5.3). UV-Visible, [Apaz.nm (e, M~1cm™1)]
. 325(2821), 387(4728), 478(1174), 525(986). FTIR (KBr), cm~L: vyo=1453, vgn=786.

IV.1.4. RSNOs de relevancia biolégica

Debido a la poca solubilidad de la cisteina en el solvente de reaccion y con el objeto
de maximizar el rendimiento del RSNO coordinado, se ha trabajado con derivados que se
disponian en el laboratorio como lo son la L-cisteina etil ester y la N-acetil-L-cisteina. Las
reacciones se realizaron tal como se detalla en la parte experimental. (pag. 118/121)

Para estos tioles tanto a temperatura ambiente como a bajas temperaturas se obtu-
vo el mismo producto y no se observo el efecto trans descripto para el caso de los tioles

que contienen grupos aromaticos. Al realizar la reaccion con los respectivos tioles los tni-
cos productos obtenidos fueron, KH[IrCl;N(O)SCH;CH(NHCOCH3)COOH] (producto 3a)
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y H|IrCIl;N(O)SCH,CH(COOCH,CH3)NH;3| (producto 4a) respectivamente. La L-cisteina
etil ester se utilizd como clorhidrato por lo que el caracter nucleofilico del grupo amino es
practicamente nulo comparado con el del tiol, en este caso tanto a temperatura ambiente
como a bajas temperaturas el rendimiento fue muy bueno. En el caso de la N-acetilcisteina
el rendimiento a bajas temperaturas es excelente pero a temperatura ambiente disminuye,
probablemente el carboxilo, a través de reacciones paralelas sea el responsable de este he-
cho (el carboxilato también puede actuar como ligando). Los productos resultaron ser muy
solubles en agua e insolubles en el solvente de reaccion (CH3CN).

Se probo6 esta reaccion para el glutation, debido a su poca solubilidad se utiliz6 una
mezcla de solventes (ver parte experimental, pag. 121). Al mezclar el tiol con el complejo,
la solucién se tornd verde pero al transcurrir unos pocos minutos el color se desvanecio.
Esta observacion era de esperar debido a la presencia de varios grupos funcionales con ca-
racter nucleofilico, se repitié la reaccion en presencia de un acido organico (trifluoracético:
TFA), en esta oportunidad debido a la disminucion del caracter nucleofilico de los grupos
amino/carboxilo el producto resulté formarse y la coloracion verde no se desvanecio. Des-
afortunadamente el complejo coordinado resultoé ser muy soluble en el solvente de reaccion,
hecho que complicé su aislamiento. Recientemente se ha encontrado una forma de poder
aislarlo. El complejo 7a se identifico mediante 'H y 3C RMN y UV-visible en el solvente
de reaccion . Debido a las dificultades encontradas para su aislamiento no se muestra una

caracterizacion completa para este complejo.

Experimental

Preparacion del complejo 3a. KH[IrCIsN(O)SCHoCH(NHCOCH3)COOH]. La reaccion se llevé a cabo a -20 °C,
el producto precipita en forma inmediata como polvo verde. Rendimiento: 82.0%. 'H NMR (D,0, 500 MHz): §
2.0 (s, 3H);0 3.78-3.98 (dd, 2H); §4.65-4.70. Analisis Elemental: Informado (calculado): C, 9.7(9.9); N, 4.4(4.6);
H, 1.9(1.5); S, 5.0(5.3). UV-Visible, [Ajnaz.nm (e, M~tem™1)] : 331(2246), 398(4375), 572(944). FTIR (KBr),
cm™ ! vno=1431, vgN=T781.

Preparacion del complejo 4a. H{IrClsN(O)SCHyCH(COOCH2;CH3)NH3]. La reaccion se llevé a cabo a -20 °C,
el producto precipita en forma inmediata como polvo. Rendimiento: 78.9%. 'H NMR (D-0, 500 MHz): § 1.33 (t,
3H); § 3.88-4.06 (dd, 2H);d 4.36 (m, 2H); § 4.5 (t, 1H). Andlisis Elemental: Informado (calculado): C, 11.0(10.9);
N, 4.9(5.1); H, 2.3(2.2); S, 5.6(5.8). UV-Visible, [Aaz.nm (,M~tcm~1)] : 327(1836), 400(3235), 581(658).
FTIR (KBr), cm~!: vnyo=1438, vgn=784.

Preparacion del complejo 7a. La reaccién se llevé a cabo a -20 °C, la solucién se torna verde en forma
inmediata. El tiol se disuelve en la minima cantidad de agua necesaria, se agrega cantidad estequimétrica de acido
trifluoracético. Por otro lado, se disuelve el complejo de iridio en 0.25 mL de acetonitrilo, se enfria a -20 °C. Sobre
este Gltimo de agrega tiol. Se centrifuga, se observa que se separan 2 fases, en la fase acuosa queda disuelto el

complejo en su totalidad, se separa esta fase y se agrega sobre acetona helada. El complejo precipita, se separa
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el solvente y se seca bajo vacio.!H NMR (D20 (40ul )+ CD3CN (0.5 ml), 500 MHz): 6 2.21 (m, 2H); & 2.56
(m, 2H )5 3.03-3.26 (dd, 2H); & 3.78-3.97 (m, H), & 4.014 (d, 2H), § 4.83 (m, H). UV-Visible, [Amaz,nm]: 329,
398, 510, 573.

IV.1.5. RSNOs del acido mercaptosuccinico y derivados

de éste

Tal como antes se mencionara, para tener un punto de comparacion con el conocido y ex-
tensamente estudiado derivado del complejo pentacianonitrosilferrato(Il), [Fe(CN);N(O)SR]*~
(complejo 5n, RS~ —mercaptosuccinato); se realizo la reaccion con el dcido mercaptosucci-
nico. El complejo 5n ha sido reportado como el mas estable de todos los complejos derivados
del pentacianonitrosilferrato(Il), con una vida media de 36 horas [12].

En nuestro caso cuando se realiz6 la reaccion del K[IrClsNO] con el dcido mercaptosuccini-
co, la misma result6 en un muy bajo rendimiento del complejo correspondiente (producto 5a)
obteniéndose otros productos no identificados. El producto impuro resulté ser parcialmen-
te soluble en acetonitrilo. Es probable que los carboxilatos reaccionen formando complejos
diméricos.

Para evitar posibles reacciones secundarias se decidi6 abordar como estrategia la este-
rificacion de los grupos carboxilo y de esta forma bloquear las posibles reacciones a través
de los carboxilos. Efectivamente, al realizar la reaccion del derivado metilester del acido
mercaptosuccinico con el K[IrCl;NO| se obtuvo en forma cuantitativa y limpia el complejo
[IrCl;N(O)SCH(COOCH3)CH,COOCH;]| (producto 6a), el cual al igual que los derivados

de la cisteina, resulto ser muy soluble en agua e insoluble en el solvente de reaccion.

En la Tabla IV.1.2 se muestran los cambios energéticos asociados a la formacion de
los complejos ba y 6a a partir de K[IrCl;NO| aislado y en acetonitrilo ((Ec. IV.1.2). Los
valores muestran que desde el punto de vista termodindmico ambos complejos exhiben una
estabilidad similar. Este resultado favorece nuestra hipotesis de que la derivatizacion bloquea
la ocurrencia de reacciones paralelas indeseables en las que estarian involucrados los grupos

carboxilo.

Tabla IV.1.2: Cambio energético (kcal/mol) asociado a la reaccion de formacion pa-
ra los complejos (Ec. IV.1.2) Ba y 6a para el sistema aislado y acetonitrilo (PCM).
PBEIPBE/SDD//PBE1IPBE/SDB-cc-pVDZ.
Complejo Sistema aislado Acetonitrilo
5a 18.96 -37.29
6a 20.13 -37.17
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Experimental

Preparacion del complejo 5a. KH[IrCIsN(O)SCH(COOH)CHCOOH]. La reaccién se llevé a cabo a -20 °C, el
producto precipita en forma inmediata como polvo verde e inmediatamente su color cambia a pardo-marrén rojizo.
'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): § 2.65-2.72 (m, 2H);6 4.57-4.59 (m, 1H). UV-Visible, [Apaz,nm (e, M~1ecm™1)]
£ 332(2592), 401(5141), 581(1063). FTIR (KBr), cm~!: vyo=1435, vgy=781.

Preparacion del complejo 6a. Ko[lrClsN(O)SCH(COOCH3)COOCH;3].1/2 CH3CN. La reaccion se llevé a cabo
a -20 °C, el producto precipita en forma inmediata como polvo. Rendimiento: 80.1%. *H NMR (DMSO-dg, 500
MHz): § 2.76-2.95 (m, 2H); § 3.65 (s, 6H);d 4.77-4.78 (m, 1H). Analisis Elemental: Informado (calculado): C,
12.2(12.4); N, 2.9(3.1); H, 1.7(1.6); S, 5.0(4.7). UV-Visible, [Ayaz.nm (e, M~tcm™1)] : 322(4801), 397(5674),
574(1358). FTIR (KBr), cm™!: vnyo=1437, usny=790.
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IV.2

Estructura, caracterizacion

espectroscopica y propiedades.

Los complejos de pentacloroiridato(I1I) con los S-nitrosotioles coordinados presentan
espectros UV-visible, y FTIR caracteristicos. Se pueden caracterizar facilmente por espec-
troscopia RMN y también por espectrometria de masa. En algunos casos fue posible obtener
monocristales y determinar las estructuras por difraccion de rayos X. En esta seccion se
muestra una completa caracterizacion espectroscopica de estos compuestos, tarea funda-

mental para guiar todo estudio posterior.

IV.2.1. Estructura: difraccién de rayos X

Como es sabido, la difraccion de rayos X proporciona una prueba estructural concluyente,
sin embargo la obtencion de cristales adecuados no siempre resulta ser una tarea sencilla.
En este caso, se logro cristalizar uno de los complejos y un producto de su descomposicion.
El complejo 1b se cristalizo con dos contraiones diferentes y en el intento por cristalizar
2b se obtuvo un producto de su descomposicion. Otros compuestos, como 3a y 6a tienen
tendencia a cristalizar, pero hasta la fecha no se ha logrado obtener cristales adecuados.

El haber logrado cristalizar el complejo 1b fue un hecho importante ya que ademas de ser
la primera estructura cristalina de un RSNO coordinado reportada, el S-nitrosobenciltiol es
el RSNO libre més inestable de todos los considerados y casualmente como se ha mencionado
en la introduccion general fue el primer S-nitrostiol sintetizado (Tasker y Jones, 1909). Por
otro lado, la espectroscopia de rayos X proporcion6 la prueba contundente de que habia una
molécula de acetonitrilo en la posicion trans al ligando, hecho que en un primer momento
no fue considerado y salié a la luz como resultado del intento de obtener cristales. De esta

forma fue posible avanzar en la comprension de las propiedades observadas.

125
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Figura IV.2.1: Estructura cristalina obtenida por difraccién de rayos X para el producto 1b. Ademaés se

observa el contraién K+ y una molécula de acetonitrilo como solvato.

N2

O |P N1 2

Figura IV.2.2: Estructura cristalina obtenida por difraccion de rayos X para el producto 1c. Ademaés se

observa el contraién y dos moléculas de agua.

Efecto del contraién y curiosidades

El primer cristal se obtuvo al concentrar muy lentamente una solucién del complejo 1b en
acetonitrilo. Los cristales obtenidos tenian un color rojo intenso, caracteristico de los RSNOs

'[13] (Figura IV.2.1). Luego se intent6 otra via de obtener cristales que consisti6 en preparar

!'Datos de los cristales: formula minima, Mr=608.40, prismas, tamafno del cristal 0.3 x 0.3 x 0.02
mm?®, ortorrémbico, grupo espacial P2(1)n, a=17.548(4)A, b=6.819(14)A, ¢=18.261(4)A, F(000)=1152,
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una solucion saturada del complejo en agua y agregarle un contraién voluminoso como el
tetrafenilfosfonio (PPh}), de esta forma se obtuvieron cristales verdes? (Figura IV.2.2). Las
estructuras cristalinas de ambos complejos muestran caracteristicas estructurales practica-
mente idénticas (ver Tabla IV.2.4, pag. 132) salvo por el hecho de que todas las distancias
para el cristal de fosfonio son menores. El hecho curioso del cambio de color al cambiar el
contraion denota que estos complejos son bastante sensibles al entorno. Mas adelante en esta

seccion, se mostraran otros resultados que evidencian esta misma particularidad.

Algunas caracteristicas a resaltar son:

= Tal como se puede observar en la Figura IV.2.3, cuando el contraion es potasio, la red
cristalina no se ve tan compactada como cuando el contraién es el tetrafenilfosfonio.
El complejo 1c (tetrafenilfofonio) tiene simetria Cs mientras que el complejo 1b tiene

menor simetria.

= La diferencia de color se atribuye a la interaccion donor-aceptor de dos de los cloruros
con el KT (distancia C1= -K* : 3.1A ) y en el otro caso uno de los cloruros con dos

aguas presentes por celda unidad (distancia C1~ -OHy : 3.2A).

= En la Figura IV.2.4 se puede observar el apilamiento de los anillos aroméaticos debido
a la interaccion de stacking w-7, es interesante notar que los fosfonios interaccionan
formando una hélice, lo que les permite también interaccionar con el anillo bencénico
del ligando RSNO. En cambio, para el reactivo los contraiones se acomodan uno arriba

del otro como planos apilados. (Figura IV.2.5)

Muy probablemente estas interacciones que resultan en el ordenamiento observado sean la

fuerza impulsora para la cristalizacion en el caso del complejo 1b.

V—1972.8(7)A3, T—120(2) K, Z—4, Dc—2.047Mg/m?, ;—7.624 mm~".

2Datos de los cristales: férmula minima, Mr—899.67, prismas, tamafio del cristal 0.6 x 0.3 x 0.1 mm?,
triclinico, grupo espacial P-1, a=20.053(2)A, b=7.250(5)A, ¢=26.738(3)A, F(000)=1176, V=3764.1(6)A3,
T=120(2) K, Z=8, Dc=1.178Mg/m?, ;4=7.393 mm~!.
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Wj@w

Figura IV.2.4: Vista de las redes cristalinas de 1b y 1lc: se observa el 77 stacking.
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Figura IV.2.5: Red Cristalina para el [IrCl;NOJK [14].
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Un producto de descomposiciéon

Como resultado de los intentos por obtener cristales para el complejo 2 se obtuvo el
producto cis-|IrCly(CH3CN),|K.2CH3CN (complejo 2*)3 cuyo origen estarfa en la descom-
posicion del complejo 2 en acetonitrilo (Figura IV.2.6). El producto obtenido no deja de ser
interesante, ya que muestra que el estado de oxidacién permanece intacto, pero llamativa-
mente no se obtiene el producto esperado que seria el trans bisacetonitrilo. Al igual que en
el complejo 1b, para el complejo 2b seria de esperar que el acetonitrilo se encuentre en la
posicion trans al ligando. Como consecuencia de la pérdida del ligando RSNO se esperaria
obtener entonces el trans bisacetonitrilo, sin embargo esto no ocurre. Este hecho lo podemos
interpretar en términos de un mecanismo que involucre a la especie [IrCly(CH3CN)|~ como

intermediario con una geometria de bipiramide trigonal.

T

cl
Cl.., | . NCCI;

Ir:
RSO | ¢l
1

Figura IV.2.6: Estructura cristalina de un producto de descomposicién originado a partir del complejo 2b

en acetonitrilo.

IV.2.2. Espectroscopia UV-Visible

Aspectos comunes y asignaciéon de las bandas

En todos los casos, el espectro de absorcion UV-Visible consiste en 4 bandas: dos de ellas
en la region UV mientras que las otras dos se encuentran en la regiéon visible. Las bandas
de estos complejos son claramente diferentes a las que presenta el reactivo, en la Figura

IV.2.7 b se muestra el espectro del reactivo junto con los espectros de los complejos 1a y

3Datos de los cristales: formula minima, Mr—537.32, prismas, tamafo del cristal 0.2 x 0.2 x 0.05
mm?, ortorrémbico, grupo espacial Pbca, a=7.5310(2)A, b=19.3820(6)A, ¢=23.7470(7)A, F(000)=2016,
V=3466.25(17)A3, T=120(2) K, Z=8, Dc=2.059Mg/m?, ;1—=8.549 mm~".
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Figura IV.2.7: a-Espectro para el reactivo junto con la asignacion espectroscopica para IrC13 ™, b-Espectros
de los complejos 1a (rojo) y 1b (verde) junto con el reactivo (ocre) en escala de absortividades molares.
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Figura IV.2.8: Isémeros conformacionales, syn y anti, M es el metal.

1b (en escala de absortividades molares) . En la Figura IV.2.7 a, se muestra la asignacion
espectroscopica de las bandas para [IrClg]>~, que se incluye como referencia, junto con el
espectro del reactivo.[15]

Tal como se puede ver en la Tabla IV.2.1 y Figura IV.2.7.b, todos los complejos exhiben
caracteristicas similares. Sus respectivos espectros UV-Visible presentan una banda intensa
en Apaz—205-260 nm (g: 10*M~tem™!) que se asigna a la transicion 7—n*en el ligando y
alli también aparece la banda que se asigna como Ir-Cl LMCT para el reactivo. La siguiente
banda, ubicada en M4, =325-330 nm (e: 1800-4000 M~tcm™?) fue asignada a la transicion
permitida np—m*en el ligando. Las otras dos bandas ubicadas en la regiéon visible, una
en Apmaz=—380-400 nm (&: 3000-5000 M~tem™1) y la otra en A, =470-580 nm (g: 600-1000
M~tem™1), ambas bandas asignadas a transiciones MLCT. La tiltima banda es la responsable
del color del complejo, la energia de esta transicion es afectada por la estructura del tiol |
el ligando trans y el solvente. Para algunos casos se observa un hombro para esta banda,
para los S-nitrosotioles libres, como ya se ha mencionado (I11.1.1, pag. 53,54), este hombro
ha sido atribuido a la existencia de dos isomeros conformacionales syn y anti (ver Figura
IV.2.8) [16].
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HOMO

LUMO

Figura IV.2.9: Orbitales HOMO y LUMO calculados para el complejo 1b.

La asignacion de esta tltima banda (\,,,,=470-580 nm) ha sido corroborada por medio
de célculos DFT. En la Figura IV.2.9, se ve que el HOMO calculado para el complejo 1b
estd principalmente localizado en el metal pero tiene una importante contribucién de los
cloruros ecuatoriales (d,,, p(Cl)), hecho que explica la sensibilidad al solvente. E1 LUMO
estd principalmente localizado en el ligando con alguna contribucion de los cloruros y el
acetonitrilo trans.

Como bien puede observarse en la Tabla IV.2.1, la banda de menor energia y la respon-
sable del color para los RSNOs libres aparece a longitudes de onda similares que los RSNOs
coordinados pero con una diferencia importante en su intensidad, lo mismo se observa para
el caso de los complejos derivados del pentacianonitrosilferrato(Il) (5n)[17]. En la Figura
IV.2.7 b, se muestran los espectros para los complejos 1a y 1b. Puede observarse que cuan-
do se tiene una molécula de acetonitrilo en la posicion trans todas las bandas estan corridas
hacia energias mayores, de esta forma por medio de la espectroscopia UV-Visible se pueden
distinguir claramente ambos complejos. En la Figura IV.2.10, se muestra el complejo 7a.
Este complejo no se encuentra listado junto al resto debido a que al momento de escribir

esta tesis no fue posible obtenerlo en forma pura (Tabla IV.2.1).

Efecto solvatocréomico

El espectro del reactivo K[IrClsNO]| ha sido determinado en varios solventes y se ha
observado que no existe un gran corrimiento de la banda a 274 nm (acetonitrilo): 268 nm en
metanol, 270 en THF, y 280 nm en HCI 2M*. Resulta llamativo que al cambiar de solvente
cambia mucho la intensidad de esta banda, en particular al pasar de acetonitrilo a HCI 2M,
esto podria estar relacionado con un cambio de simetria del complejo al cambiar de solvente.

En los espectros de todos los complejos se observd un marcado efecto solvatocréomico.

4Informacién extraida del trabajo de tesis doctoral de la Dra. Natalia Escola.
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Tabla IV.2.1: Propiedades espectroscopicas UV-Visible para los complejos y los RSNOs li-

bres.
Complejo Amaz (€, M~lem™1) S-nitrosotiol Az (€, M~lem™1)
1la 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(936)
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), 6

574(1358)

Todos los valores se informan en agua a excepcion del

nitrilo debido a su descomposiciéon inmediata en agua.

20

complejo 5n cuyos valores fueron medidos en aceto-
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Figura IV.2.10: Espectro UV-visible para el complejo 7a. Se tomé una alicuota de la mezcla de reaccién

y se diluy6 en agua MilliQ.
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Dado que los complejos 1a,b, 2a,b son solubles en distintos solventes, fue posible examinar
este efecto en varios solventes: agua, etanol, acetonitrilo, DMSO y acetona. Para los demas
complejos, dada la marcada insolubilidad, so6lo se pudo observar el efecto al pasar de agua
a DMSO. En todos los casos las tres bandas informadas sufren corrimientos, siendo la mas
afectada la banda de menor energia. Para esta banda, en el caso de los complejos 1y 2, se
observé un marcado corrimiento batocrémico: la solucion acuosa resulté ser roja mientras
que en acetonitrilo result6 tener un color verde. En lo que sigue se mostrara el estudio del
efecto solvatocrémico para el complejo 1b.

Complejo 1b. En el espectro se observa un corrimiento de las bandas 380-400 nm y
470-580 nm hacia longitudes de onda menores al pasar de acetonitrilo a agua. Siendo mas
sensible la banda de menor energia. Las bandas de més alta energia se corren en la misma
direccion pero no tanto como lo hacen las bandas antes mencionadas. En la tabla 1V.2.2
se muestran los valores que toma el nimero de onda de la banda de menor energia para
distintos solventes y se incluye una columna con el niimero aceptor (NA)® conocido para

cada solvente |23].

Tabla IV.2.2: Dependencia de la posicion de banda visible de menor energia ( v, cm™!) con
el solvente para el complejo 1b.
Solvente NA  ov(em™)
Agua 54.8 19047.61
Etanol 37.1 18348.62
DMSO 19.3 17376.19
Acetonitrilo 18.9 17451.35
Acetona 12,5 17173.45

Al graficar v vs NA (Figura IV.2.11) se puede observar que la energia de esta banda dis-
minuye al disminuir el nimero aceptor del solvente y mostrando una dependencia lineal. Esto
probablemente se relacione con interacciones especificas donor/aceptor entre los cloruros de
la esfera de coordinacion y el solvente, en forma analoga a lo que ocurre con el pentacianoni-
trosilferrato(Il) y el pentacloronitrosiliridato(III) [24]. Es decir, existe un efecto electrénico
del entorno que modifica sustancialmente las caracteristicas del S-nitrosotiol coordinado.

Una aproximacion empirica que permite examinar las interacciones especificas soluto-
solvente es la realizada por Gutman |25|. En esta aproximacion se definen en forma relativa
los niimeros aceptores y donores de los solventes en base al caricter de acido o base de Lewis.
De esta forma, midiendo diferentes propiedades (energias de absorcion, potenciales redox) y
al graficarlas versus el niimero aceptor se obtienen gréaficos lineales. La magnitud del efecto

ocasionado por el solvente se puede expresar mediante la siguiente ecuacion, Ec. IV.2.1:

SNA: parametro empirico definido en funcién del desplazamiento relativo 3'P RMN para la trietilfosfina
en el solvente de interés y relativo a la fuerza acida. (NA=0 para Hexano y 100 para SbCls).
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Figura IV.2.11: Grafico de v(cm™!) versus NA (Escala de Gutman) para el complejo 1b.

vi =) +a;NA (IV.2.1)

donde v es el nimero de onda medido (Banda MLCT de menor energia) para el complejo
0

i en el solvente s, v; es el nimero de onda extrapolado para un solvente de AN—0. El
parametro a; mide la sensibilidad del complejo i frente a la capacidad aceptora del solvente.
Para este caso, del anélisis antes descripto y haciendo una regresion lineal para el grafico que
se muestra en la Figura [V.2.11. se obtiene un valor de a; de 46 y un valor de v? de 16575
cm™!; por ejemplo para el [Fe(CN)sNOJ?~ se obtuvo un valor para a; de 41 [24]. Este valor
se informa y se deja asentado dada su posible importancia para estudios futuros sobre este
tema.

Si bien se muestra el estudio de este efecto en forma completa solo para 1b, se verifico
cualitativamente para todos los complejos analizados. Para los compuestos que resultaron
ser so6lo solubles en DMSO y agua se registraron los correspondientes espectros. Por ejemplo
para los complejos 3a y 4a y ba las dos tultimas bandas toman los valores que se muestran
en la Tabla IV.2.3.

Tabla 1V.2.3: Efecto del solvente sobre A4, (nm) para los complejos 3a, 4a, Ha.
Complejo  Apaz(nm), agua  Apae(nm), DMSO  Ajua.(nm), acetonitrilo
3a 398, 572 420, 641
4a 400, 581 424, 652
5a 397, 566 401, 581
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Para finalizar, vale la pena mencionar que se pudo observar que el corrimiento de la
banda de menor energia resulta ser de aproximadamente 50 nm para los complejos 1 y 2, los
complejos 3, 4 v 6 son los mas afectados con un corrimiento de alrededor de 70 nm, mientras

que el complejo 5a no se ve muy afectado.

IV.2.3. Espectroscopia FTIR

Todos los complejos estudiados exhiben dos sefiales caracteristicas,’ una en el rango 1405-
1408 cm ™! y otra en la zona 761-794 cm~!. Estas bandas fueron atribuidas a los estiramientos
N-O (vno) v S-N (vsn) respectivamente. Un detalle importante es la desaparicion por com-
pleto de la sefial a 2500-2600 cm™! que corresponde al estiramiento S-H (vgy). Este hecho
es consistente con la formacion del complejo.

En la literatura, se encuentra muy escasa informacion acerca de la caracterizacion FTIR
de los S-nitrosotioles libres, en algunos casos solo se informa una banda muy ancha asignada
al estiramiento N-O (vy0). Este hecho se debe principalmente a la inestabilidad de muchos
de los RSNOs y a la consecuente imposibilidad de ser aislados. En los casos donde podemos
comparar, se observa que la frecuencia vyo disminuye entre 70 y 200 cm~! al coordinarse al
centro metalico. Esta tendencia es reflejada adecuadamente por los célculos, éstos predicen

Len el mismo sentido, y un aumento en vgy en 40-137 cm 1.

un corrimiento de 60 a 157 cm™
Es importante mencionar que en la literatura no hay practicamente informaciéon en lo que
respecta a caracterizacion por FTIR de los RSNOs coordinados, salvo un tnico caso que
informa un valor de 1380 ¢cm ~1(vy0) para el complejo que resulta de la reaccion del etiltiol
con el pentacianonitrosilferrato(II) |26].

Los complejos que contienen como ligando a 1 y 2 muestran algunas caracteristicas
particulares. Cuando el acetonitrilo esta coordinado en la posicion trans al ligando (complejo
1b) se observa una sefial que corresponde al estiramiento CN (v¢oy) en 2327 cm ~!, mientras
que para el acetonitrilo libre esta sefial aparece en 2254 cm™'. La frecuencia vyo tiene
aproximadamente el mismo valor para los complejos tipo a y b, mientras que vgy se corre a
valores menores al pasar del complejo a al b, indicando un fortalecimiento de la uniéon S-N
al coordinarse un acetonitrilo en la posicion trans al ligando. Este hecho es consistente con
la mayor estabilidad termodinémica reflejada por los calculos computacionales (IV.1.3, pag.
119).

Es interesante agregar que, las frecuencias vibracionales en las que estan involucrados los

estiramientos S-N y N-O muestran ser sensibles al cambio del contraion, del mismo modo es

6Los espectros fueron medidos en pastillas de KBr, las sefales debidas al grupo -SNO fueron asignadas
por medio de la preparacién de los correspondientes complejos marcados con el isétopo °N.
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esperable que sean sensibles al cambio de solvente.” Tal como se puede observar en la Tabla
IV.2.4, para el complejo 1c (contraion: PPhy), vsy v vno se corren hacia valores mayores
tomando como referencia los complejos 1a y 1b (contraion: K¥), hecho consistente con las
distancias observadas en las estructuras cristalinas. Si el contraion es cesio (complejo 1d),
vnyo cambia sensiblemente con respecto a los valores de 1a y 1b mientras que vgy no lo hace
demasiado. (ver Tabla IV.2.4)

Tal como se puede observar en la Tabla 1V.2.4 las distancias de enlace S-N medidas
experimentalmente, resultan ser 0.1 A mas cortas que las calculadas, mientras que la dis-
tancia de union para el N-O resulta ser mas larga. Esto es, al nivel de teoria usado para
la optimizacion de geometria, PBEIPBE/SDD la interaccion S-N-O es sobrestimada. Re-
sulta interesante notar que cuando se agregan funciones de polarizacion, se obtienen peores
parametros geométricos que al no utilizarlas. Otro aspecto interesante a remarcar de esta
tabla es que la distancia de union N-O calculada en el complejo es 1.17 A y al adicionarse el
RS~ pasa a valer 1.24 A. Por otro lado, la distancia de union S-N aumenta llamativamente
al formar los complejos tipo a pero disminuye al formar los complejos tipo b, comparando
con la misma distancia en el RSNO libre, hecho que no se ve reflejado en los valores que
toman las frecuencias vibracionales. Este resultado es razonable si se tiene en cuenta que al
coordinarse el RSNO el modo de vibracion que implica el estiramiento S-N ahora esta muy
mezclado con el estiramiento Ir-N(O). Como se puede ver en la tabla, la distancia Ir-N(O)
es mayor para los complejos tipo a que para los b y como ya se ha mencionado, la tendencia

es la opuesta para la distancia S-N.

"Debido a que la ventana que permiten los solventes utilizados no coincidia con la zona donde se ven
estas seniales no se analiz6 la dependencia con el solvente por FTIR.
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Figura IV.2.12: Espectros FTIR para el complejo 1a y 1a-1°N (A), espectros FTIR para los complejos
la y 1b (B).

Por ultimo, los calculos predicen que para los complejos b, la frecuencia de estiramiento
del enlace C-N (acetonitrilo trans) se corre 120 em™! hacia valores mayores al coordinarse

Len el

y esta prediccion es consistente con el corrimiento experimental observado de 70 cm™
mismo sentido.

En la Figura IV.2.12 se muestra el complejo 1a, 1a enriquecido en el is6topo °N, y 1b.
Como se muestra en dicha Figura, los complejos tipo a y b pueden ser distinguidos mediante

espectroscopia FTIR.



Tabla 1V.2.4: Distancias y frecuencias FTIR para reactivos, complejos y RSNOs libres.* PBE1PBE/SDD

Especie Distancias (A), exp.(calc.*) Frecuencias IR (cm™') exp.(calc.*)
S1-N2 N2-02 I-N1 Ir-N2 01-N1-S-C N-O S-N C-N
K[IrCI5NO] 1.120 |14] | 1.760 [14] 2006(1627)|9)
(1.170) (1.755)
Na[IrCI5NO| 1.153 1.750 1986|9|
INO (1.905) (1.222) 1500-1530(18|
(1548) (647)
Complejo 1a (1.990) (1.238) (1.894) (16.28) 1431(1491) 779(727)
Complejo 1b 1.734(8) 1.219(10) | 1.963(8) | 2.032(10) | -0.3(8) 1432(1479) | 794(784) | 2327
(1.855) (1.242) (1.625) (1.990) (0.335) (2446)
Complejo 1c 1.659(13) 1.208(14) | 1.944(12) | 1.983(13) | 1.7(13) 1436 852
Complejo 1d 1405 787
2NO (1.918) (1.216) 1580-1670(18|
(1560) (649)
Complejo 2a (2.074) (1.224) (1.887) (13.28) 1438(1453) | 763(688)
Complejo 2b (1.917) (1.229) (1.923) (1.989) (0.644) 1453(1433) | 786(756) | 2324
(2448)
3NO (1.945) (1.211) (1527) (622)
Complejo 3a (1.934) (1.240) (1.910) (40.31) 1431(1483) | 781(730)
4NO 1.769(3)|27] | 1.191(4)|27] 1556(1616) | 637(649)
(1.980) (1.206)
Complejo 4a (1.999) (1.244) (1.892) (11.95) 1438(1459) | 784(720)
5NO (1.921) (1.218) (1567) (659)
Complejo 5a (2.007) (1.239) (1.886) (33.82) 1435(1500) | 781(732)
6NO (1.916) (1.219) (1562) (664)
Complejo 6a (1.995) (1.240) (1.889) (27.13) 1437(1493) | 790(736)
Acetonitrilo 225/
(2326)

UL e1doosorpadsy €7 AT

6€T
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IV.2.4. Espectroscopia 'H RMN

La S-nitrosacion produce cambios importantes en el desplazamiento quimico para los
hidrogenos alfa y beta con respeto a los tioles puros. De este modo, los RSNOs pueden ser
bien caracterizados mediante 'H NMR. Por ejemplo, al nitrosarse, la senal que corresponde al
hidrégeno en la posicion alfa se corre hacia campos bajos aproximadamente 1 ppm, mientras
que la influencia sobre el hidrogeno beta es menor (0.1-0.2 ppm) y depende mas fuertemente
del esqueleto carbonado. (Ver Tabla IV.2.5)

Tabla IV.2.5: Desplazamientos quimicos. Tioles libres y S-nitrosotioles coordinados.

Especie d(ppm)
-CHX-S CH3CN
1 3.7
Complejo 1a 4.63
Complejo 1b 4.67 2.92
2 7.0-7.3

Complejo 2a 7.49-7.76
Complejo 2b 7.49-7.76 2.95

3NO 2.9
Complejo 3a 3.78-3.98
4 3.3-34
Complejo 4a 3.88-4.06
5 3.6
Complejo 5a 4.57-4.59
6 3.6
Complejo 6a 4.77-4.78
7 2.93-2.95
complejo 7 3.03-3.30
Acetonitrilo 2.06[28]

Para el caso de los complejos 1la-b, 2a-b y 3a se obtuvieron espectros de RMN muy
limpios en D5O. Para los complejos 1b y 2b se observd claramente la senal correspondiente
al acetonitrilo coordinado. Para el complejo 4a, el espectro mostraba una pequena cantidad
de disulfuro (previamente identificado y caracterizado, ver seccion I11.2 pag. 64, 66) presunto
producto de descomposicion. Tal como fue mencionado en la seccion 1V.1, los complejos ba y
6b resultaron ser los mas inestables, al disolverlos en agua los productos de descomposicion
(no identificados en forma completa) aparecen en forma inmediata. Se obtuvo un espectro
més limpio al realizarlo en DMSO-dg, donde estos complejos resultan ser méas estables. La
asignacion completa y detallada para cada complejo se muestra en la parte experimental de

las respectivas secciones (IV.1.3-5).
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Figura IV.2.13: Patron isotépico para las especies |[IrCl | y [IrClsNO| .
IV.2.5. Espectrometria de Masa

Aspectos generales

En esta seccion haremos uso de la técnica de espectrometria de masa y veremos su
utilidad para la identificacion y el analisis estructural de compuestos complejos. La naturaleza
detallada de cada espectro depende fundamentalmente de las propiedades de la molécula,

para la serie de complejos que hemos preparado veremos:
s Caracteristicas comunes a todos ellos.

= Kl i6n molecular, cuya masa es un parametro importante en la identificacion. Ade-
més, para un conjunto dado de condiciones, la intensidad de este pico constituye una

estimacion de la estabilidad del fragmento ionizado.

= Pico base.

Los espectros ESI-MS de alta resolucion fueron adquiridos en modo negativo. En algunos
casos también se realizo ESI-MS/MS para algunos iones relevantes. En la Tabla IV.2.6 se
listan los iones diagnosticos para los complejos 1a,b y 2a,b y 4a. En la Figura IV.2.13 se
muestra el patron isotopico para los iones [IrCly | y [IrCI;NO| .

Como antecedente podemos mencionar que con esta técnica previamente se lograron de-
tectar aductos de corta vida para la reaccion del pentacianonitrosilferrato(II) ([Fe(CN)sNOJ*™)
y mercaptosuccinato [29]. En dicho trabajo el ion {Mj [Fe(CN)sN(O)(C4H404S)]*~}~, donde
M respresenta a diferentes contraiones, es identificado a través de la deteccion de sus pro-
ductos de descomposicion. A diferencia de lo recién mencionado, en nuestro caso el complejo

no es un aducto inestable sino un producto estable, y en lo que sigue veremos que por medio
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Tabla IV.2.6: Iones diagnosticos detectados por ESI-MS en modo negativo para los com-
plejos 1 ab; 2 ab; y 4. [IrCI;N(O)SR]*"— M; K*, H"—contraiones (complejos a);
[Ir(CH3CN)CI4N(O)SR]?~— M; K*, H" —contraiones (complejos b). Experimental (Calcula-
do, error en ppm)

‘ R ‘ Tones diagnosticos, MS (m/z) ‘ MS/MS (m/z) ‘
[M+K|~: 561.779 (561.7789,1) de [M-CI]~: [M-CLNOJ*":.
la [M-Cl|~:487.853 (487.8590,12) de [M+K|: [M-Cl|~, [M-NO+K]|*":
[M-CI-NOJ|*~:457.999(458.0049,13) 531.965; [M-KCI-NOJ*~:458.000
o [M]:528.854 (528.8534, 1)
[M-NO-CH3CN]:457.804(457.8034,1)
[M+K]~: 547.750 (547.7438,11) de [M-CI|~y [M-2Cl+H|
o [M-C1+K]|*~:512.696(512.7086,24) [M-2CL1-NO|*~:408.00
[M-CI|~: 473.831 (473.8434,26) de [M-CL4+K]*~: [M-2C1+H]~
[M-2C1+H|~: 438.766 (438.7438,37)
ol [M-CH;CN]: 469.8413(469.8398,3)
[M-NO-CH5CN]: 443.845 (443.8437,3)
i [M-CI|~:512.884(512.8772,13) de [M-CI|~:[M-CL-NOJ*~:483.020
[M-CL-NOJ*~:482.889(482.8822,14) [M-NO-2C1+H]*~:445.031

de esta técnica podemos detectar varios iones diagnosticos derivados de estos complejos de

iridio, los que claramente confirman la identidad de los mismos.

Complejos tipo a: [IrCI;N(O)SR]>"= M; K+, H"= contraiones

Para todos los complejos, el ion [IrCIsNO|~o [M-(SR7)|~(m/z 399.800) y otros iones
derivados de él como |IrCly|™(m/z 332.850) fueron observados como los iones mayoritarios.
Los iones diagnésticos mayoritarios, es decir aquellos que confirman la identidad del complejo
fueron, [M-Cl|~, [M-CI-NO|*~ y [M+K]|~. Los espectros para los complejos 1 y 2 claramente
evidencian la sola presencia de a, ver Figura IV.2.14.A para la. De acuerdo con lo que
muestran los espectros, los complejos 1a y 2a resultan ser més estables en fase gaseosa
que el complejo 4a, para este complejo la intensidad de la senal que corresponde al i6n
diagnostico o molecular ([M+K]|™) es muy baja, lo mismo ocurre con la intensidad de la
senal para |M-CI-NO|*~.

En todos los casos los espectros masa-masa (Figura IV.2.14.B y C) de estos complejos
muestran pérdida de NO*® y C17. Un detalle importante es que para los complejos 1a y 2a la
intensidad de la senal para |IrCly|~es casi imperceptible pero para 4a tiene una intensidad
considerable. Este hecho también es consistente con la menor estabilidad de 4a en fase

gaseosa.
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Figura IV.2.14: Espectro ESI-MS para el complejo 1a.

Complejos tipo b: trans-[Ir(CH;CN)CI,N(O)SR|*" = M; K, H =

contraiones

Para los complejos tipo b, en contraposicion con lo observado para los complejos tipo

a, [M|™ y [M-CH3CN]|~ resultaron ser los iones observados con mayor intensidad (Figura
IV.2.15). Los iones [Ir(CH3CN)CIN(O)]~ (m/z 403.797), [IrCI;NO]~ y otros iones derivados

como [IrCly]~, fueron observados como iones minoritarios.

Consistentemente con las predicciones de los célculos DFT, el analisis de los resultados de

la espectrometria de masa sugiere que los complejos tipo b son mas estables en fase gaseosa.

Experimental

Reactivos. Los complejos fueron preparados tal como fue descripto en la seccién anterior. Los solventes deuterados

fueron obtenidos de Sigma Aldrich.

Instrumentacion y Medidas. Las diferentes medidas fueron realizadas utilizando la instrumentacién descripta

en la metodologia general (I1.1).
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Figura IV.2.15: Espectro ESI-MS para el complejo 1b.
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Simulaciéon Computacional

Todos los calculos realizados fueron llevados a cabo utilizando el paquete Gaussian03, las optimizaciones de
geometria se realizaron, al igual que la seccién anterior utilizando el funcional PBE1PBE junto con la base SDD.

Se calcularon los modos normales para las estructuras optimizadas obtenidas para los diferentes complejos.



146 IV.2. Estructura, caracterizacion espectroscopica y propiedades.




IV.3

Estabilidad térmica: estudio tedrico -

experimental

Una vez invertido el tiempo en caracterizar los complejos preparados, tarea que antes
se ha mencionado fundamental como punto de partida para el estudio de aspectos méas in-
timamente relacionados con la vida y existencia de estas moléculas, vamos a pasar ahora
al estudio de algunos aspectos sobre su reactividad. En particular en esta seccion evalua-
remos la estabilidad de estos compuestos tanto en fase gaseosa, solida como en solucion.
Si bien cubriremos muy poco en cuanto a reactividad concierne, su estabilidad térmica es
sumamente relevante debido a la importancia de estos complejos como potenciales moléculas
almacenadoras de RSNOs.

1V.3.1. Estabilidad en fase sélida

Todos los compuestos preparados resultaron ser sumamente estables como solidos, en to-
dos los casos fueron almacenados bajo atmosfera de nitrogeno o argoén dentro de un desecador
y protegidos de la luz. En estas condiciones los compuestos pueden almacenarse por periodos
muy largos de tiempo sin perder ninguna de sus propiedades. De esta forma estos complejos

constituyen un excelente medio para almacenar y preservar la funcion de los RSNOs.

IV.3.2. Estimaciéon de vidas medias en agua

Es una cuestion obvia el querer saber qué pasa con estos complejos una vez disueltos
en agua. Se sabe que los RSNOs libres viven extremadamente poco una vez disueltos en
agua. En algunos casos, incluso tomando todos los cuidados posibles como: resguardo de la

luz, ausencia total de oxigeno, viven apenas unos minutos. En la Tabla IV.3.1 se muestran

147
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estimaciones del orden de magnitud para las vidas medias de RSNOs libres. Como ya se ha
mencionado en las secciones anteriores, los RSNOs son muy sensibles a trazas de metales,
es importante tener en cuenta que el agregado de EDTA aumenta notablemente el tiempo
de vida media de los S-nitrosotioles, por ejemplo para S-nitrosocisteina con el agregado de
EDTA (0.5 mM) su tiempo es del orden de los 30 minutos mientras que sin el complejante
es 20 a 30 segundos [2].

Tabla IV.3.1: Tiempos de vida medio de RSNOs libres

S-nitrosotiol tiempo de vida medio (t3)'!
segundos a minutos | minutos a horas | horas a dias
SNO-benciltiol +
SNO-feniltiol +
SNQO-acetil-L-cisteina +
SNO-L-cisteina etil ester +
SNO-mercaptosuccinato +

1Los tiempos de vida media fueron medidos en buffer fosfato pH=7.4, 25 C, EDTA (0.5mM)

Se midieron los tiempos de vida media para los complejos sintetizados. En todos los casos
excepto para los complejos 1b y 2b, las cinéticas de descomposicion ajustaron a una cinética
de primer orden. Para los complejos 1b y 2b se estim6 graficamente el tiempo de vida medio
sin aplicar ningin modelo cinético. En la Tabla IV.3.2 se muestran los valores medidos y

también los reportados para los complejos [Fe(CN)sN(O)SR]?~.

Tabla IV.3.2: Tiempos de vida media medidos para los RSNOs coordinados en agua, M—Ir
o Fe; Ir=|IrCl5| =2, Fe=[Fe(CN);s]*~ .

Complejo 7(minutos), M—Ir a/b® 7(minutos), M—Fe °
M-SNO-benciltiol la: 15992.3
1b: 19894.8 —
M-SNO-feniltiol 2a: 1636.7 —
2b: 55514
M-SNO-N-acetil-L-cisteina 3a: 77574 3n: 7.5 [30]
M-SNO-L-cisteina etil ester 4a: 2158 4n: 1.16 [30]
M-SNO- mercaptosuccinico 5a: 6.14 5n > 2160 [30]
M-SNO-mercaptosuccinico metil ester 6a: 9.60

2Complejo aislado en agua MilliQ; pH=5 (1, 2 y 3); pH=4 (4, 5y 6). T=25 °C, [IrCIsN(O)SR|?>~~3 x 10~*M.
bComplejo generado in situ a partir de [Fe(CN)sNOJ?~=2.5 x 1073M, tiolato: 1.25 x 1072M, buffer
1\12120()3/:[‘13]3()37 pHZIO

Tal como puede observarse en la Tabla IV.3.2, los complejos 1a y 1b, resultaron ser los
mas estables. Incluso, una vez disueltos en agua pueden almacenarse a baja temperatura y en
ausencia de luz durante meses. Los complejos 2a, 2b y 3a resultaron ser también muy estables

una vez disueltos en agua. Para el caso particular de los complejos 3a y 4a es importante
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Figura IV.3.1: Ciclo intramolecular postulado para el complejo 4a.

resaltar el enorme incremento en la estabilidad del RSNO coordinado con respecto a los
respectivos complejos |Fe(CN);N(O)SR|*~. Otro detalle interesante es que a pesar que los
complejos 3a y 4a tienen coordinados RSNOs derivados de la cisteina la estabilidad de éstos
es muy diferente siendo 3a mucho mas estable que 4a, esta misma tendencia se observa para
los complejos derivados del pentacianonitrosilferrato(II). Por ejemplo para el complejo 4n
se ha sugerido que su mayor estabilidad respecto a 3n radica en el hecho de que para este
tiol la posibilidad de formar un ciclo intramolecular de 6 4&tomos le confiere una estabilidad
adicional respecto a 4n (Figura IV.3.1). La misma situacion es probable que tenga lugar
en este caso. Para los casos 1 y 2 los complejos b resultan ser més estables que los a,
probablemente este hecho esté relacionado con el ligando trans que contienen los complejos
b a diferencia de los a.

Los complejos 5 y 6 demandan un tratamiento especial, contrariamente a lo que fue
observado para los complejos derivados del pentacianonitrosilferrato(II) (5n), los complejos
de iridio que contienen este tiol coordinado como RSNO resultaron ser los més inestables,
acusando los menores tiempos de vida medios.

Al no encontrar calculos sobre los complejos de S-nitrosotioles derivados del pentacianoni-
trosilferrato(II) en bibliografia, se decidio realizar célculos para el complejo correspondiente
(5n). Curiosamente encontramos que este complejo aislado, no existe, de hecho durante la
optimizacion el enlace S-N se rompe dando como resultado el tiolato y el pentacianonitro-
silferrato(I). Esta situacién cambia si se agregan una o mas moléculas de agua solvatando
los grupos ciano (Figura IV.3.2 ).

La distancia S-N calculada acercando 3 moléculas de agua fue de 2.17 A mientras que
la misma distancia para los complejo de pentacloroiridato(III) resulté ser 2.00 y 1.99 (5a y
6a, ver tabla IV.2.4). Esta evidencia apunta al hecho de que el solvente desempena un papel
fundamental en lo que concierne a la estabilidad de estos complejos. En la literatura se ha
sugerido que la interaccion de cationes con el complejo bn fortalece la union S-N cambiando
de alguna forma la distribucion electronica [30, 17].

Una vez maés, tal como ya se hiciera en la parte I11.3, se realizaron calculos usando el
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Figura IV.3.2: Geometria optimizada para [Fe(CN);N(O)SR|?>~ (complejo 5n, RS~ —mercaptosuccinato)

aislado, con tres moléculas de HoO solvatando los cianuros coordinados.

metiltiol como modelo simple de tiol coordinado al nitrosilo metélico, para el pentaciano-
nitrosilferrato(I1) (complejo 8n) y para el iridio (complejos 8a y 8b). Tal como se puede
observar en la tabla IV.3.3, los parametros optimizados muestran que la distancia S-N dis-
minuye unos 0.3-0.4 A al pasar de 8n a 8a y 8b. Por otro lado las cargas NBO sobre el
atomo de azufre nos indican que el tiol estd formando un S-nitrosotiol coordinado para los

casos 8a y 8b mientras que tiene caricter de tiolato para el caso 8n.

Tabla 1V.3.3: Parametros geométricos seleccionados y cargas NBO. PBEIPBE/SDD//-
PBE1PBE/SDB-cc-pVDZ.

Complejos distancias (A) Cargas NBO (e)
SN N-O Fe/IrN S 0 N
8n 2244 1.220 1.7539 -0.109 -0.318 0.289
8a 1.939 1.243 1.901 0.263 -0.308 0.035
8b 1.854 1.240  1.920 0.403 -0.269 0.014

Para el caso de 5n la presencia de un grupo carboxilo, el cual ejerce un efecto atractor
de la densidad electronica estabiliza al ligando RSNO haciendo que sea menos proclive a
la oxidacion. A diferencia de esto, en el caso de 5a el efecto atractor del grupo carboxilo
compite con el caracter electrofilo del pentacloroiridato(III) produciendo como resultado neto
la desestabilizacion del RSNO coordinado.

Descomposicion: cambios espectrales y estado de oxidacién del iridio.

En todos los casos los cambios espectrales son similares a los que se muestran en la Figura

IV.3.3. Mientras transcurre la descomposicion, el estado de oxidacion del iridio no parece
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Figura 1V.3.3: Espectro UV-Visible al inicio y al cabo de un determinado tiempo para los complejos 4a
y 6a.

cambiar, ya que se sabe por datos informados en bibliografia que si esto ocurriera el aspecto
de los espectros UV-Visible finales seria muy diferente. Los complejos de Ir(IV) presentan
colores muy intensos, caracteristica que los diferencia claramente de los complejos de Ir(I1I)
[31].

Si bien en este trabajo no fueron estudiados en forma exhaustiva los productos de des-
composicion, las evidencias encontradas sugieren que los productos resultantes como conse-
cuencia de ésta son principalmente el disulfuro y complejos del tipo [IrCl5_anSolv]_(2_")
donde el estado de oxidacion para el iridio permanece inalterado (Ver Figura IV.2.6). La
evidencia experimental proporcionada por la espectroscopia 'H RMN demuestra que para
todos los complejos, luego de la descomposicion completa, se detecta tinicamente la forma-
cion de disulfuro como compuesto organico. Cabe destacar que el disulfuro en general es poco
soluble en agua y dependiendo del tiol hasta puede llegar a ser insoluble. A continuacién se

describen dos ejemplos:

1. Caso 4a) El disulfuro es bastante soluble en agua. Al disolver 4a en agua se observo
una apreciable cantidad de disulfuro desde el primer espectro adquirido hasta llegar a

ser el inico producto observado via esta técnica.

2. Caso 2b) El disulfuro es muy insoluble en agua. Al disolver 2b lo que se observo con
el correr del tiempo fue una disminuciéon de la intensidad para la senal del complejo y
abundante aparicion de precipitado. Se separ6 el precipitado, se redisolvié en DMSO

y resulto ser el disulfuro, identificado por espectroscopia 'H RMN.
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Figura IV.3.4: Secuencia de espectros 'H RMN para el complejo 4a. 500 MHz, solvente: D20, referencia:
CH3CN agregado (2.06 ppm).

t=24 hs aprox.

———
3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4
(ppm)

117786

IS
a
-~
S
FS
N
»
)
w
*
w
a
w
S



IV.3.2. Estimacion de vidas medias en agua 153

Mas alld de estos dos casos mostrados, en todos los casos se observa la aparicion del
disulfuro. En los casos para los cuales resultd ser insoluble como por ejemplo 1a-b y 2a-b,

este producto fue extraido, redisuelto en DMSO-d6 y asi detectado.

Caso 4a). En la figura IV.3.4 se observan los espectros tomados para el complejo 4a
disuelto en agua, el espectro inicial (a) muestra una relacion de 70 %:30 % complejo-disulfuro,
en el siguiente espectro, adquirido 2 horas después, esta relacion se invierte y el espectro final,
adquirido al dfa siguiente, muestra como tinico producto el disulfuro.? Notar que en este caso
se ve claramente como se consume el complejo para dar lugar a la formacion del disulfuro, el
mismo resulta ser soluble pero a medida que aumenta la concentracion, la solucion alcanza

la saturacion y se observa turbidez y precipitado blanco.

Caso 2b). En la Figura I1V.3.5 se pueden observar los espectros para el proceso de
descomposicion del complejo 2b en agua. Las seniales del reactivo (2b) y el disulfuro pueden
ser distinguidas claramente debido a su diferente patron y desplazamiento quimico. En la
Figura IV.3.5 a se muestra el espectro para el complejo recién disuelto. Luego de varias
semanas (Figura IV.3.5 b) se observa que no han aparecido sefniales nuevas pero la intensidad
de la senal correspondiente al complejo sufrié una gran disminucion a esto debemos sumarle
la aparicién de un precipitado blancuzco. Al extraer el precipitado y redisolverlo en DMSO-
dg (Figura IV.3.5 ¢) se observa que aparecen senales diferentes las que hemos asignado al
disulfuro, ver comparaciéon con los espectros para el tiol libre y disulfuro, Figura IV.3.6 a y
b, y Tabla IV.3.4.

En la Figura IV.3.5 también se muestra en menor tamano otra zona relevante del espec-
tro en la que aparece la senal que corresponde al acetonitrilo coordinado. Se puede observar
que esta senal desaparece y aparece otra senal a campos mas altos, que podria asignarse a
|IrCl4(CH3CN)y| . De igual modo también se pueden observar senales pequefias en aproxi-

madamente 7.7 ppm que parecen ser restos del complejo.

Como comentario final, es importante notar la diferente escala de tiempo en la que
transcurre la descomposicion para estos dos complejos, para el caso 4a) la descomposicion se
completa al cabo de un dia, en cambio para 2b) lo mismo ocurre al cabo de varias semanas,

hecho consistente con la evidencia aportada por la espectroscopia UV-visible.

2La asignacion de las sefiales para el tiol y el disulfuro se muestran en la parte 111.2.2, pag. 64-66.
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Tabla IV.3.4: Desplazamientos quimicos (d(ppm)) para el complejo 2b, fenil tiol y disulfuro.

| '"H RMN | C RMN |

H tiol® disulfuro® 2b¢ C tiol® | disulfuro® 2bh¢

(1) | 130.75 136.97 137.36
(2) | 7.25(m) | 7.50(m) | 7.70(m) (2) | 129.32 128.97 134.07
(27) - 7.50(m) | 7.70(m) (27) | 129.32 128.97 132.97
(3) | 7.25(m) | 7.27(m) | 7.70(m) (3) | 128.99 127.45 129.76
(3") - 7.27(m) | 7.50(m) (37) | 128.99 127.45 129.46
(4) | 7.12(t) 7.20(c) | 7.50(m) (4) | 125.48 127.06 129.46
(5) | 3.93(s) - -

“medido en CD3CN, *SDBS (CDCIl;, 300MHz), “medido en D,O.
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Figura IV.3.5: Secuencia de espectros 'H RMN para el complejo 2b. 500 MHz, (a y b) solvente: D50,
referencia: CH3CN agregado (2.06 ppm), (c) solvente: DMSO, referencia: CH3CN agregado (2.07 ppm)
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Figura IV.3.7: Esquema de posibles mecanismos para la reaccion de descomposicion de
[IrCl5_,, X,,N(O)SR|Z~™)~ (n=0,1; X=CH3CN).

IV.3.3. Evaluacién de posibles mecanismos de descompo-

sicion : fase gaseosa y solucion.

Una vez presentadas las evidencias experimentales encontradas para la descomposicion
de estos compuestos pasemos a interpretarlas en términos de algin mecanismo. Si bien, como
ya antes se ha mencionado, éste no fue el objetivo principal de este trabajo, se propondran
algunos mecanismos basados en las evidencias experimentales y en cilculos computacionales.

Aparentemente la descomposicion del RSNO coordinado se asemeja bastante a la de
los RSNOs libres pudiendo ocurrir tanto la ruptura homolitica como la heterolitica de la
union S-N (Figura IV.3.7). En el caso de la ruptura heterolitica (mecanismos [ y II) ésta
conduciria a la formacion del tiolato y el complejo [IrCls_,X,NO|==™ (I), o el RSNO y
el complejo [IrCl5_,, X, Solv]= =™ (II). Mientras que la ruptura homolitica lleva a diferentes
posibilidades, tal como se puede observar en la Figura IV.3.7.

En la Tabla siguiente se muestran los parametros energéticos calculados para los meca-
nismos planteados en el caso del complejo 1a-b.

Como puede observarse en la Tabla IV.3.5, para el caso de los complejos tipo a aislados,
los célculos indican que muy probablemente lo que ocurra sea la ruptura heterolitica de la
union S-N, mientras que en solucion lo que resulta mas factible seria la ruptura Ir-N dando
como resultado la formacion de RSNO. Para los complejos tipo b, los célculos parecen indicar
que tanto en fase gaseosa como en soluciéon lo que ocurriria seria la ruptura heterolitica de

la uniéon Ir-N.
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Tabla IV.3.5: Pardmetros energéticos para los distintos mecanismos para el complejo la-b.
PBEIPBE/SDD//PBEIPBE/SDB-cc-pVDZ.

T | il |
| Fase Gaseosa | PCM(agua) || | Fase Gaseosa | PCM(agua) |
la 16.55 8.93 -15.31 39.79
1b 2.09 4.91 74.99 65.11
| 111 | 1V |
| Fase Gaseosa | PCM(agua) || | Fase Gaseosa | PCM(agua) |
la 19.71 19.81 34.80 36.85
1b 21.62 2541 33.71 33.71

Los resultados proporcionados por la espectroscopia ESI-MS muestran que en fase gaseosa
operan las dos vias de descomposicién, homolitica y heterolitica. La senal que corresponde
al complejo [IrClsNO|~2 resulta ser muy intensa para los complejos 1a, 2a, y 4a, mientras
que no ocurre lo mismo para los complejos 1b y 2b, hecho que es consistente con los calculos
realizados previamente. Todos los complejos tipo a pierden NO dando origen a los complejos
tiol-Iridio observados como |[M-NO-CIl|*~. La pérdida del radical tiol lleva a la formacion
de iones del tipo [IrCI4NO]*~ (362.82 m/z) (complejos tipo a) y [IrCl3NO|*~ (327.86 m/z)
(complejos tipo b). En fase gaseosa, todas las posibles vias parecen ser operativas mientras
que en solucion la situacion aparenta ser bastante diferente. Como antes se ha mencionado,
una vez disueltos en agua, los complejos se descomponen dando como resultado la formaciéon
de disulfuro y complejos del tipo [IrCls_, X, Solv]~~™. Es importante mencionar que si bien
como antes hemos dicho, la via mas probable de descomposicion seria la ruptura heterolitica
de la union Ir-N, no hemos logrado detectar por medios espectroscopicos RSNOs libres.
Probablemente esto esté relacionado con que una vez formado el RSNO se descomponga en
forma inmediata. Es evidente que hacen falta muchos méas experimentos para poder discernir

el mecanismo a través del cual ocurre la descomposicién.

Experimental

Reactivos. Los complejos fueron preparados tal como fue descripto en la seccién anterior. Los solventes deuterados
D50, CD3CN y DMSO-dg fueron obtenidos de Sigma Aldrich.

Instrumentacién y Medidas. Las diferentes medidas fueron realizadas utilizando la instrumentacién descripta
en la metodologia general (11.1). Las cinéticas fueron medidas en agua MilliQ sin agregado de buffers ni de EDTA.

Se midi6 el pH una vez disuelto y al final de la medicién.



IV .4
Conclusiones y preguntas abiertas

A lo largo de esta segunda parte de los resultados (IV), hemos mostrado la forma de
preparar RSNOs coordinados al complejo [IrCls|>~, lo cual constituye una alternativa para
estabilizar RSNOs . Hemos mostrado una caracterizacion completa y un estudio sisteméatico
de sus propiedades, abordando finalmente algunos aspectos de su reactividad, en particular

su estabilidad en agua.

Este trabajo, que conforma la segunda parte de los resultados de esta tesis, muestra que
la reaccion entre tioles y el complejo K|IrCIsNO| da origen a una quimica de coordinacion
muy rica y vasta. Todos los complejos preparados resultaron ser muy estables en fase solida
pudiendo ser almacenados durante meses, con la sola precaucion de mantenerlos en atmosfera
libre de humedad y protegidos de la luz. Al ser disueltos en agua muestran un amplio rango
de vidas medias, indicando esto, una diferente reactividad y una fuerte dependencia con la

estructura del tiol en cuestion.

La naturaleza del grupo R es de crucial relevancia en lo que respecta al tipo de complejo
obtenido (a o b), las propiedades y la estabilidad del mismo. Como consecuencia de esto,
surge el hecho de que pequenos cambios en la estructura del tiol se traducen en sustanciosos
cambios en sus propiedades. Todos los complejos resultaron ser muy sensibles a efectos del
medio. Por ejemplo el complejo 1 a o b, cristaliza como cristales verdes o rojos dependiendo
del contraion y el solvente donde se lleva a cabo la cristalizacion. Del mismo modo las
distancias de union muestran ser sensibles al cambio del contraion. Otro hecho interesante

es el efecto solvatocromico que muestran todos los complejos.

Resulta ser de interés particular la obtencion de los complejos de tipo b (con el acetonitrilo
coordinado en la posicion trans), siendo el caso de tioles con grupos arométicos el unico que
da origen a los mismos. Para estos tioles, se ha logrado mediante el control de variables de
trabajo como la temperatura, obtener los dos complejos (a y b). La labilizacion del cloruro

trans luego de la coordinacion del tiol como S-nitrosotiol podria ser de utilidad en lo que
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concierne a propositos sintéticos. También podria ser la clave para sintonizar la estabilidad
del RSNO coordinado a través de la seleccion adecuada del ligando trans al mismo.
Pasemos ahora a reunir las evidencias mostradas hasta el momento y tratar de encontrar-
les una explicacion. Para ello comencemos pensando en los RSNOs libres; si le permitimos a
nuestra imaginacion describir su estructura electronica como la combinacion de dos estruc-
turas resonantes (Figura IV.4.1 (a)), una (1) de ellas seria la estructura convencional con un
doble enlace para la union N-O y un simple enlace para la unién S-N, mientras que la otra
(2) serfa algo parecido a una estructura zwitterionica con un doble enlace en la uniéon S-N y
uno simple en la union N-O. Como consecuencia, de este esquema surge que, una distribu-
cion electronica semejante a la descripta por (2) sera favorecida por aquellos sustituyentes
donores de densidad electronica, reforzandose la unién S-N respecto la union N-O. El efecto

opuesto serd ocasionado por sustituyentes atractores de densidad electronica.

+ - + an -
(a) R-§N=0 <> R-8=N-O: (b) R-S-N=0 <> R-S=N-O:

(1) (2) A A

Figura IV.4.1: Esquema de estructura de resonancia para (a)RSNOs libres y (b) complejos con un acido

de Lewis que en nuestro caso seria el metal.

Ahora sumemos a nuestro esquema mental la interaccion de los RSNOs con un acido de
Lewis, que a los fines practicos llamaremos A. Si A se coordina al Atomo de nitrogeno, el efecto
electronico serd similar que el producido por un sustituyente donor de densidad electronica
unido al atomo de azufre. Entonces, al coordinarse A al 4tomo de nitrégeno se inducird un
desplazamiento de la densidad electronica del azufre hacia A, generandose de esta forma
una densidad de carga positiva sobre el azufre, reforzando el enlace S-N (TablalV.3.3, pag
150). El incremento observado en la estabilidad de los RSNOs coordinados se puede explicar
entonces en el marco del esquema propuesto, donde A seria ahora un complejo metalico, y
en nuestro caso particular [IrCls]*~.

Volvamos ahora sobre el tema de la estabilidad de estos complejos en agua, los resultados
obtenidos demuestran que no es posible generalizar y explicar la estabilidad en términos de
una familia de complejos ya que cada uno de ellos presenta un comportamiento particular.
Este hecho, como ya hemos mencionado es consistente con la fuerte influencia de la estructura
del tiol. Un resultado sobre el que vale la pena detenerse unos instantes y discutir, es que
nuestro complejo derivado de la reaccion con el acido mercaptosuccinico resulta ser el mas
inestable de todos mientras que lo opuesto se encuentra reportado en literatura para el
complejo derivado de la reaccion del pentacianonitrosilferrato(IT) con el mismo tiol. Este

hecho, a primera vista sorprende ya que para el pentacianonitrosilferrato(IT) resulta ser el mas
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estable de todos. Ahora bien, si lo pensamos en términos de lo expuesto anteriormente, esta
diferencia probablemente se deba a que en nuestro caso para ese complejo en particular existe
una competencia entre el cardcter electrofilico del iridio y el efecto atractor de los grupos
carboxilato cuyo resultado neto resulta ser la desestabilizacion del RSNO coordinado. En
el caso del pentacianonitrosilferrato(II) los carboxilatos se llevan gran parte de la densidad
electronica sobre el azufre e inhiben el desplazamiento de densidad electrénica al hierro
estabilizando el complejo. De esta forma podriamos decir que aquellos sustituyentes sobre el
atomo de azufre que ayudan a la estabilizacion de los complejos de iridio no lo hacen para
los respectivos complejos de hierro.

Continuando en lo que se refiere a estabilidad, en literatura se ha sugerido que la fle-
xibilidad conformacional estaria involucrada, en particular en lo que hace a impedimentos
estéricos e interacciones que conduzcan a la formacion del disulfuro, principal producto de la
descomposicion. Por ejemplo al pasar de syn a anti la distancia S-N pasa por un maximo y
la diferencia de energia entre las conformaciones syn y anti es funcion de los impedimentos
estéricos que existan para el cambio del angulo diedro involucrado (O-N-S-C). Cualquier
desvio de la planaridad para este angulo se traduce en una desestabilizacion del fragmento y
una mayor tendencia a la ruptura de la union S-N |32|. Llamativamente, se puede observar
que el angulo de torsion calculado es casi cero para los complejos 1b y 2b, entre 11 y 16
grados para los complejos 1a, 2a y 3a, mientras que para los otros complejos toma una valor
entre 27 y 40 grados (ver Tabla IV.2.4) indicando mayor flexibilidad. Como conclusion, es
posible que la flexibilidad conformacional desempene algtin papel en la estabilidad de estos

complejos.

Resumiendo:

= Se encontr6 una forma de estabilizar una gran variedad de RSNOs, algunos de los

cuales son muy inestables en su forma libre.

= Se obtuvo por primera vez la estructura cristalina por difraccion de rayos X de un

RSNO coordinado a un metal de transicion.
= Estos novedosos complejos fueron caracterizados exhaustivamente.

= Se estudiaron y explicaron propiedades de los mismos por medio de métodos espec-

troscopicos.
= Se estudiaron y explicaron algunos aspectos sobre su reactividad.

En lo que respecta a preguntas abiertas, creo que son muchas, de hecho creo que lo que més
hemos hecho es abrir preguntas, pero hemos sentado las bases y herramientas para poder

responderlas en el futuro con la ayuda de posteriores experimentos.
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Estudios futuros.

1. Una cuestion que nos interesaria estudiar a posteriori estd relacionada con la parte
IIT de esta tesis, es decir con la reaccion de transnitrosacion. La idea seria trasladarlo a
los complejos, es decir estudiar la reaccion del complejo frente al tiol. ; Existird una especie
intermedia, como de la que se habl6 en la parte III, coordinada al complejo metélico?. En
este campo se han encontrado resultados interesantes para los complejos con el pentaciano-
nitrosilferrato(II) |33].

2. Estudiar la reduccion quimica y electroquimica de estos complejos. Para RSNOs libres
se han medido los potenciales de reduccion tal como se muestra en la parte III. La reducciéon
por un electron de los RSNO conduce a la generacion de NO, el mecanismo a través del
cual esto ocurre aiin no se ha elucidado, pero se propone que podria existir una especie
intermedia:

RSNO + 1 e- ={RSNO}*—RS~ + NO*

El estudio de este mecanismo es importante ya que constituye una forma de recuperar al
NO y todas sus funciones, y nos da una idea de qué reductores son necesarios para que esto

ocurra.
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La reaccion entre la desoxi-hemoglobina
humana (desoxi-Hb) y nitrito para
generar 6xido nitrico (NO) en ausencia
de oxigeno: estudio tedrico de los

posibles mecanismos de reaccion
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V.

Antecedentes sobre mecanismos de

generacion de NO

Habiendo ya analizado y estudiado algunos aspectos relacionados con el transporte y
almacenamiento del NO, esta tltima parte (V) serda dedicada al estudio de mecanismos
de generacion del mismo en condiciones de anoxia. En condiciones de falta de oxigeno, la
presencia y accion del NO es de suma importancia. Recordemos que la biosintesis de NO
catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS) requiere de oxigeno, por lo que la pregunta que
surge de forma inmediata es jquién suministra el NO y a través de qué mecanismo, cuando

no hay oxigeno?. En lo que a esto concierne, dos hipotesis han sido propuestas |1, 2] :

1. Una de ellas propone que la S-nitroso-hemoglobina a través de la S-nitrosacion de la
cisteina 93 (subunidad beta) y la albimina son las fuentes de almacenamiento del NO
intravascular. En el caso de la S-nitroso-hemoglobina el transporte y liberacién de NO

estaria regulado alostéricamente[2][3].

2. La otra propone que es el anion nitrito, presente en abundantes cantidades en sangre
y tejidos, quien seria reducido por la desoxi-hemoglobina (desoxi-Hb) generando NO.
En sangre, el nitrito es mucho méas estable que el NO o los S-nitrosotioles, por lo que
serfa la molécula ideal para almacenar NO en condiciones normales y liberarlo cuando

se lo requiera por reaccion con la desoxi-Hb [4].

En literatura se encuentra mucho material que discute ambas hipotesis, de la lectura del
mismo se lleg6 a la conclusion de que la segunda hipotesis es mas fuerte y relevante fisiologi-
camente. Se decidi6 entonces, estudiar esta segunda hipdtesis. A lo largo de esta seccion se
presentaran los antecedentes y una breve introducciéon, asi como también los resultados del

estudio de esta reaccion abordado en forma teérica mediante simulacién computacional.
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V.1.1. desoxi-Hb y nitrito

La reaccion del nitrito con la desoxi-Hb seria entonces una fuente biosintética de NO, de
hecho podria decirse que seria la contraparte anaerébica de la sintesis oxigeno-dependiente
de NO catalizada por la NOS. (Figura 1.1.2, introduccion general). La reaccion de la que se

estd hablando es la que se muestra en la siguiente ecuacion:
NOy + HbFe*t (desoxi — Hb) +2H" — HbFe*" (metHb) + NO + H,0 (V.1.1)

Los estudios mas antiguos de la interaccion de nitrito con la hemoglobina datan del
ano 1868|5|, por ese entonces el interés de esta reaccion estaba asociado a la generacion
de metHb y no tanto a los productos derivados de la reduccién del nitrito. Pasaron mas
de cien anos hasta que se vincul6 esta reaccién con la capacidad de producir 6xido nitrico
en ausencia de oxigeno. Gran variedad de estudios han mostrado que tanto la desoxi-Hb
como la desoxi-mioglobina (desoxi-Mb) poseen actividad nitrito reductasa y la consecuente
capacidad de generar NO a partir de su reaccion con nitrito en ausencia de oxigeno [6, 7, 8].
Se ha propuesto que esta reaccion ocurre a través de un complejo mecanismo que ain no ha

sido completamente elucidado, los estudios méas antiguos datan de los 80 |9, 10].

El ani6n nitrito se encuentra en sangre en una concentracion que va desde 0.5 a 1 gmol /L
y alrededor de 10 pmol /L en los tejidos |11, 12, 13, 14, 15|, mientras que la concentracién me-
dida para S-nitroso hemoglobina (primera hipotesis) es menor a 40 nmol/L [14]. Como antes
se mencionara, el anion nitrito es estable tanto a la oxidacién como reduccién comparado
con el NO y los RSNOs (Figura I.1.4, introduccion general) .

La hemoglobina (Figura V.1.1) se puede considerar como un tetramero donde cada sub-
unidad es similar a la mioglobina. LLa hemoglobina est4 formada por dos subunidades deno-
minadas alfa («) y dos subunidades denominadas beta (), contiene cuatro grupos hemo,
uno en cada subunidad. EI grupo hemo es un grupo prostético, esta formado por hierro y
un anillo de porfirina que es un tetrapirrol ciclico. En el caso particular de la hemoglobina,
la porfirina que forma el hemo es la protoporfirina IX. El hemo se encuentra coordinado a
través del hierro al 4&tomo de nitrogeno de un grupo histidina en la cadena proteica, no hay
un sexto ligante que complete la esfera de coordinacion del hierro, lo cual suministra un sitio

vacante para la coordinacion de diferentes ligandos.

El grupo hemo se encuentra en una cavidad esencialmente hidrofébica, las dos cade-
nas laterales de propionato de la protoporfirinalX interactian con las aguas y con residuos
cercanos mediante puentes salinos. En la hemoglobina el hierro se encuentra en estado de
oxidacion +2, la forma oxidada que contiene hierro en estado de oxidacion +3 recibe el nom-

bre de methemoglobina (metHb). La hemoglobina contiene hierro(II) de alto espin cuando
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hemo b :

Figura V.1.1: Hemoglobina humana, en azul se muestran las subunidades alfa y en rojo las beta.

no presenta un sexto ligando, al coordinar el ligando pasa a ser de bajo espin.

La estructura cuaternaria de la desoxi-Hb se denomina forma T (tensa o tirante) y la
oxi-Hb (oxigeno coordinado) forma R (relajada). Las formas T y R de la hemoglobina pre-
sentan ligeras diferencias en su estructura cuaternaria. Esta variacion de estructura entre
un estado y otro tiene que ver con las peculiaridades del transporte de oxigeno, y explican
el comportamiento alostérico de la hemoglobina. Los estados R y T difieren en los enlaces
salinos que se forman entre las subunidades. Estos enlaces son més fuertes en la desoxi-Hb
que en la oxi-Hb.

Recientemente se ha encontrado que la actividad NIR de la hemoglobina aparentemente
esta relacionada con la conformacion que adopta la misma, resultando que la reaccion estaria

favorecida cuando la misma esté parcialmente oxigenada [16, 17|.

V.1.2. Actividad nitrito reductasa (NIR) : comparacion

con NIRs de bacterias

Las nitrito reductasas (NIRs) forman parte de una vasta clase de enzimas que desempe-
nan importantes pasos en el ciclo del nitrogeno llevado a cabo por bacterias (Figura 1.1.3,

introduccion). En dicho ciclo el nitrito es reducido por dos tipos de NIRs:
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Figura V.1.2: Arreglo de enzimas involucradas en el proceso de denitrificacién en una bacteria. NIR (nitrito

reductasa), NaR (nitrato reductasa), NoR (6xido nitrico reductasa) y NoS (6xido nitroso reductasa).

Reduccion disimilatoria: estas NIRs asociadas a otras enzimas forman parte del proceso

de denitrificacion (ver figura V.1.2).

La reaccion que catalizan es la siguiente:

NO; +1le” +2H" — NO + H,O (V.1.2)

Estas enzimas pueden a su vez subdividirse en dos grupos, aquellas que contienen cobre y
aquellas que contienen como grupo prostético un hemo. NIRs que contienen grupos hemos ¢ y
d1 (Figura V.1.3) se han aislado de un gran niamero de bacterias: Pseudomonas Aeruginosa,

Thiobacillus denitrificants, Ps. Stutzeri, Ps. Halodenitrificans, Paracoccus denitrificants, etc.

Reduccion asimilatoria: catalizan la reduccion de nitrito a amoniaco, luego usado en la
sintesis de aminoacidos. Estas enzimas generalmente contienen varios grupos prostéticos

hemo o sirohemos. (Figura V.1.3)

NO; +6e” +8HY — NH} + 2H50 (V.1.3)
Entre estas enzimas podemos mencionar:
» NAD(P)H- Nitrito reductasa
m Ferrodoxin-Nitrito Reductasa

= Cyt ¢ - Nitrito Reductasa

Claramente, la actividad NIR de la desoxi-Hb es semejante a las NIRs disimilatorias en lo

que concierne a la clasificacion realizada para bacterias.
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hemo b hemo d1 hemo ¢ sirohemo

Figura V.1.3: Distintos tipos de hemos que forman parte de distintas NIRs.

V.1.3. Posibles mecanismos propuestos

Pasemos ahora a considerar los distintos mecanismos propuestos para esta reaccién. Para
ello veamos primero el ciclo catalitico propuesto para bacterias que llevan a cabo la reduccion
disimilatoria (Figura V.1.4).

Segin se puede observar por espectroscopia de difraccion de rayos X para las NIRs de
bacterias, el anion nitrito se coordina por el atomo de nitrogeno al hierro(II) [18, 19| (Figura
V.1.5).

Tal como se puede observar en el ciclo catalitico lo que ocurre es una transferencia
electronica acoplada a una transferencia protéonica. La protonacion de alguno de los oxigenos
del nitrito conduce a la posterior liberacion de una molécula de agua, formando el complejo
Fe(ITT)NO, el que luego decae via liberacion del NO [20].

Algunos detalles importantes:

1. Todas las NIRs muestran dos histidinas distales altamente conservadas (ver Figura
V.1.5), lo que indica un rol importante de las mismas en estas enzimas. Estas histidinas
se encuentran localizadas en el lugar ideal para proveer los protones necesarios. Al ser
mutadas cualesquiera de ellas, la actividad enzimética se ve seriamente comprometida

119].

2. Las transferencias protonicas no son limitantes, pruebas recientes de efecto isotopico

para un modelo correspondiente a una NIR de cobre corroboran esta afirmacion [21].

3. Si bien en principio se postuldé que el paso limitante seria la liberacion del NO del
complejo Fe(III)NO [22, 23], recientemente se midié que para hemos tipo ¢d! la ruptura
de dicha union no demandaria mucha energia pudiendo no ser el paso limitante |24|. En
este tipo de enzimas el paso limitante tal vez se encuentre en la transferencia electronica

puesto que implica la interaccion de distintas unidades proteicas.
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Figura V.1.4: Ciclo catalitico para NIRs de bacterias.
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Figura V.1.5: Estructuras por rayos X para Thiosphaera Pantotropha (a) y Pseudomonas Aeruginosa (b)

con nitrito como ligando.
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Figura V.1.6: Mecanismos propuestos para la reduccién del nitrito catalizada por la desoxi-Hb.

Volviendo ahora a la reaccién que nos interesa, una primera pregunta es: ;Cdomo es el sitio

activo en la hemoglobina humana comparado con las NIRs de bacterias?

Caracteristicas del sitio activo de la Hemoglobina Humana:

= Contiene un hemo tipo b
= Contiene una sola histidina (His E7)

s La cavidad es hidrof6bica

Estas tres caracteristicas que la diferencian bastante de las NIRs de bacterias son responsa-
bles de que esta reaccion sea particularmente interesante de estudiar.

¢ Cudles mecanismos se proponen para esta reaccion?

Como ya se vera en la proxima seccion la evidencia experimental es escueta y en algunos
casos poco concluyente. Los mecanismos que se plantean en este trabajo y que posteriormente

seran evaluados mediante técnicas de simulacién son los que se muestran en la Figura V.1.6.

Mecanismo a- Por analogia a lo que ocurre con bacterias, podria considerarse que el
nitrito se une por el &tomo de nitrégeno, la histidina cede los dos protones reprotonandose
secuencialmente. Siendo en este caso el paso limitante la liberacion del NO o bien la etapa de
reprotonacion de la histidina. Esto podria ser consistente con medidas realizadas en metMb
que dan un AH, ;' =15.5 kcal/mol |25].

!Cambio de entalpia para la reaccion de liberacion de NO a partir de hemoFe(IIT)NO.
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Mecanismo b- Se une acido nitroso, la histidina cede el tinico protén necesario y el paso
limitante seria la liberacion de NO.

Mecanismo c- Si bien se sabe que entre los distintos modos de coordinacion del nitrito
a metales, el predominante y termodindmicamente favorecido para el caso de porfirinas de
hierro(IT) es el modo 7'-N;, la coordinacion por oxigeno a través de una isomerizacion de union
no debe ser descartada y mas atin en un sitio de uniéon donde la disponibilidad de donores
de protones puede afectar el balance entre estas dos formas de coordinacion. De hecho, si
bien la mayoria de los aductos cristalizados con hemoproteinas exhiben coordinaciéon por N,
recientemente ha sido publicada una estructura de rayos X mostrando uniéon por O para la
metMb [26]. Previo a este hallazgo, por medio de calculos DFT para modelos del citocromo
cdl NIR se mostro una diferencia de energia de 4 y 6 kcal/mol para estos dos isdmeros
(favorecida la coordinacion por N) para Fe(IIl) y Fe (II) respectivamente [27].

El altimo mecanismo correria con la ventaja de que no requiere la ruptura de la union
Fe(IIT)-NO, pero a su vez presenta la desventaja de que termodinamicamente, al menos para

modelos, esta favorecida la coordinacion por N.

V.1.4. Datos experimentales

Esta reaccion se presume que ocurre a través de un complejo mecanismo el cual atin no

ha sido completamente elucidado.

NOj; + HbFe*t (desoxi — Hb) +2HY — HbFe*t (metHb) + NO + Hy,O (V.1.4)

HbFe** + NO — HbNO (V.1.5)

NO; + HbFe*t — HbFe*t (metHb) + NO3~ (V.1.6)

Doyle y colaboradores|9]|, por medio de medidas cinéticas concluyeron que la reaccion es
de segundo orden, y la constante de velocidad derivada de la k observada para el paso de
la Ec. V.1.4, toma un valor de 0.8 M~!'s™! a pH=7.4 y 25 °C. La reaccion 2 (Ec. V.1.5) es
extremadamente rapida ka4 x 10"M~1s7!, el paso 3 (Ec. V.1.6) representa una velocidad
residual que s6lo cuenta en medio basico. Los productos observados en mayor cantidad fueron
metHb y HbNO, también encontraron que la velocidad de reaccion dependia en forma lineal
con la concentracion de protones en un rango de pH 6 a 8. Estas evidencias fueron atribuidas
a un mecanismo que involucraba la interaccion de acido nitroso con la desoxi-Hb. A esta

evidencia se le debe anadir que el valor del pKa para el acido nitroso es 3.15 lo que indica
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que a pH 7.4 la relacion [HONO|/ONO- es del orden de 10~*. Esta dependencia del pH para
el rango dado bien podria deberse a la protonacion de la histidina distal. La estequiometria
final observada por Doyle y colaboradores era de 70 % metHb y 30 % HbNO y no la relacion
esperada de 1:1, observada previamente por Brooks [10].

Recientemente, Gladwin propuso que la actividad NIR de la desoxi-Hb estaria vincula-
da con la conformacion de la misma y que ocurriria a mayor velocidad para hemoglobina
parcialmente oxigenada [16, 28|. Estos investigadores informan un valor de 0.12 M~!s™! a
pH=7.4 y 25 °C para la desoxi-Hb. Informan que esta constante bimolecular aumenta su
valor en 50 veces durante el transcurso de la transicion conformacional T a R | y que el valor
promedio medido serfa entonces 0.35 M~!s~!. También agregan que si bien a tiempos inicia-
les se obedece una cinética de segundo orden, luego no ajusta a segundo orden. En cuanto
a la relacion de productos encontrados es efectivamente 1:1, pero varia muy sensiblemente
ante trazas de oxigeno. Esta tultima evidencia sugiere que los experimentos realizados por
Doyle probablemente estaban contaminados por trazas de oxigeno, lo que explica la rela-
cion de productos observada y el valor de constante de velocidad elevado comparado con el
informado por Gladwin.

Otro hecho que se debe tener en cuenta y que también es sugerido por Gladwin es que las
propiedades redox del hemo podrian modular la reduccién de un electréon del anién nitrito,
de hecho, se ha mostrado que el potencial de reduccion Fe(IIT) /Fe(II) para el hemo(R) es
menor que para el hemo(T) [29, 30].

Un anélisis de la literatura reciente muestra que la cinética de esta reaccion es un tema

de estudio actual, aun no elucidado, esto explica la poca claridad y la falta de resultados

concluyentes sobre el tema.

Para finalizar, habiendo presentado el marco teorico-experimental de forma tal que pre-
tende ser la mas completo posible, en las secciones siguientes adoptaremos una vision micros-
copica de esta reaccion y por medio de la simulacion computacional se tratara de responder

algunas de las preguntas planteadas.
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V.2

Nitro vs Nitrito: Calculos de estructura

electronica en sistemas modelo

Con el objeto de evaluar la estabilidad intrinseca de los posibles modos de coordinacion
del ligando (NO3 ) al sitio activo, se realizaron calculos de estructura electronica utilizando
como modelo de sitio activo una porfirina muy simple de hierro coordinada a un imidazol, tal
como se muestra en la Figura V.2.1. Todos los calculos realizados corresponden a sistemas

modelo aislados.

V.2.1. Coordinacién del ligando por N, por O y posibles

1IsOmeros

En lo que sigue, se llamara nitro al ligando coordinado por el &tomo de nitrégeno mientras

que se denominaré nitrito al coordinado por el Atomo de oxigeno.

Para el caso del nitrito, dos orientaciones son posibles dando origen a dos isdémeros: B
y C, resultando ser B mas estable que el altimo por unas 0.9 kcal/mol (Figura V.2.2). La
distancia N-O para el nitro es 1.27 A, ambas iguales. Para el nitrito las distancias Fe(I1)O1-
N no son iguales resultando ser mayores (1.32 A (B)- 1.35 A (C)), y menores para N-02
(1.25 A). Este hecho sugiere que el nitrito se halla més activado hacia la ruptura de la unién
Fe(I1)O1-N conduciendo a la liberacion de NO. La Tabla V.2.1 muestra que la formacion del

isébmero nitro esta termodinamicamente favorecida sobre la del nitrito.

179
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Sitio de unién al ligando

Figura V.2.1: Modelo de porfirina utilizado.

Fe-N: 1.940 Fe-O: 1.942 Fe-O: 1.960

Figura V.2.2: Unién por N:nitro (A); unién por O: nitrito (B y C). Distancias en A.

Tabla V.2.1: Energias relativas en kcal /mol para los modelos coordinados a nitrito y nitro.
AE1:Enit1“ito' Enitro

PBE /bases numeéricas (SIESTA) 10.11
PBE/SDB-ccpVDZ (g03) 5.28
BP86/DN** bases numéricas (Spartan 5.0)[27| 6.00

DN**: tamano comparable a 6-31G**
B3LYP/LACPV** B3LYP/6-31G** (Jaguar o Gaussian98) AFE=2-3 kcal/mol.
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Fe-N: 1.823 Fe-N: 1.856

Figura V.2.3: Coordinacién del 4cido nitroso y posibles isomeros. Distancias en A.

V.2.2. Coordinacion de acido nitroso

Si se considera la union del acido nitroso por el atomo de nitrogeno, aqui nuevamente
la orientacion de la unidad O-H da origen a dos posibles isoméros (Figura V.2.3), D resulta
ser més estable que E por 2.12 keal/mol. La distancia de union para N-O2 (1.22-1.23 A)
es similar a la optimizada para el modelo con el nitro (1.27 A, Figura V.2.2 A), mientras
que la distancia N-O1(H) aumenta notablemente (1.43-1.44 vs 1.27 A). En consecuencia, la
protonacion del nitro en cualquiera de sus oxigenos favorece la activacion hacia la ruptura
de la union N-O1. De hecho, si se adiciona un segundo protédn, la ruptura ocurre en forma
inmediata conduciendo a la liberacion de una molécula de agua y el complejo Fe(ITT)NO.

Para terminar, también se considera la situacion del acido nitroso coordinado por el
atomo de oxigeno (Figura V.2.4). Esto es anélogo a estudiar la protonacion del nitrito en

cualquiera de sus oxigenos:

1. Protonacion en O1: la estructura optimizada (Figura V.2.4) muestra un alargamiento
de la distancia N-O1 (1.63 A) y un acortamiento de la distancia N-O2 (1.20 A), esto
indica que una protonacion en este sitio conduciria facilmente a la liberacion de NO y

la formacion del complejo Fe(III)OH. Lo mismo ocurre con el isomero C.

2. Protonacion en O2: en este caso la estructura optimizada muestra una distancia N-O1
de 1.25 A y N-O2 1.42 A lo que indica que estaria mas activada ahora la ruptura de la
unién N-(O2H), seguramente una segunda protonacion sobre 02, al igual que sucede
para el acido nitroso coordinado por N, conduzca a la liberacion de una molécula de

agua y formacion del complejo Fe(IIT)NO.
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Figura V.2.4: Acido nitroso unido por el d&tomo de oxigeno.

V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito"

Hasta aqui, en esta seccion se ha visto que mediante el uso de un modelo simple, hemos

logrado extraer algunas peculiaridades sobre los distintos modos de coordinacion:

= En lo que a la termodindmica se refiere, distintos métodos de calculo indican que
el nitro es méas estable que el nitrito por un valor que estd comprendido entre 6-10
kcal /mol. Esta diferencia de energia no es muy grande y nos da la pauta que podria
ser revertida facilmente en un entorno proteico donde las interacciones con los residuos
proximos podrian disminuir esta diferencia o favorecer ain mas a alguno de los dos

is6bmeros.

= La protonacion sobre O1 u O2 del nitro, activa la ruptura de la unién N-O, pero para
que esto ocurra necesita de un segundo protéon sobre dicho oxigeno. De esta forma se

libera una molécula de agua y se forma el complejo Fe(III)NO.

= [a protonacion sobre el O1 del nitrito, practicamente induce la ruptura de la unién

0O1-(NO), conduciendo a la liberacion de NO y a la formacion del complejo hidroxo.

= La protonacion sobre el O2 del nitrito, conduce a una situacion anéloga a la protonacion

en cualquiera de los oxigenos del nitro.

En base a esta evidencias se podria decir que la protonacion sobre el nitrito pareceria ser
més efectiva, la misma requiere un solo protéon y el NO es liberado automéaticamente, pe-
ro no se debe olvidar que por lo menos para los modelos aislados el nitro es mas estable

termodindmicamente.



V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito" 183

Tabla V.2.2: Afinidades calculadas para distintos ligandos de relevancia biologica en sistemas
modelo aislados (Fe(IT)) evaluados con el método SIESTA.
Ligando  Energia de union (kcal /mol)

NO; (A) ~60.66
NO,H(D) -32.73
NO,H(E) -34.84
ONO~(B) -50.55
ONO~(C) -51.49
ONOH(O1) 15.71
ONOH(02) -15.95
O -21.04

CO -43.90

NO -46.31
CN- 61.74

Con el objeto de comparar la afinidad del presente modelo por el nitro/nitrito con la
afinidad por otros ligandos de relevancia biologica, en la Tabla V.2.2 se muestran las energias

de afinidad calculadas para todos ellos.

Simulaciéon Computacional

Todos los calculos realizados fueron llevados a cabo utilizando el paquete Gaussian98, y el cédigo SIESTA
previamente descriptos en la metodologia (11.2). Para los casos en los que se usé el esquema de bases Gaussianas,
las geometrias fueron optimizadas utilizando DFT con el funcional PBE con la base SDDall para todos los dtomos.
Con el objeto de tener mejores valores para la energia, sobre las estructuras optimizadas se realizd un calculo de
energia a geometria fija usando la base SDB-cc-pVDZ con el mismo funcional. En los casos en los que se utilizé
el cédigo SIESTA, se utilizaron bases numéricas definidas en una grilla tridimensional finita y el funcional PBE.
Se utiliz6 una base de calidad doble z con polarizacién, APAO=25 meV y un radio de corte para la grilla de 150
Ry. El hemo ferroso pentacoordinado sin el ligando se trat6 como estado quintuplete de alto espin, que es sabido

es el estado fundamental para este sistema. El hemo ferroso o férrico hexacoordinado se traté6 como bajo espin.
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V.3

El ligando en el sitio activo: dinamica

molecular clasica

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular para las distintas subunidades y los
posibles modos de coordinacion del ligando, con el fin de visualizar aspectos estructurales de
la coordinacion del ligando a la hemoglobina. En la hemoglobina, como ya se ha mencionado,
existe una sola histidina en el sitio distal (E7) rodeada de residuos hidrofobicos. Debido a
que la protonacion de dicha histidina es crucial para la actividad NIR de la hemoglobina,
las simulaciones se realizaron para los dos estados de protonacion; neutra (protonada en
Ne) y cargada (protonada en Ne y N¢), ver Figura V.3.1. En todos los casos se obtuvieron
trayectorias estables, hecho que fue verificado por medio de la inspecciéon de la energia y el
desvio cuadratico medio de la posicion de los carbonos « del esqueleto proteico respecto a
la estructura inicial en el tiempo. Se observo que las simulaciones que se realizaron para la
histidina cargada condujeron a interacciones mas favorables con el ligando. En la mayoria de
las NIRs, es comtinmente aceptado que las dos histidinas distales estan cargadas (protonadas
en ambos nitrogenos) cuando la enzima tiene al ligando [31]. En lo que sigue se mostrarén

los resultados para el caso de la histidina distal cargada.

H H
H\ /NE\ H / € N/ £
" en ~oNe o Ne
/C\NS/ | /c— | /C—H
“CH, ) N N
Hs CH, CH, h
HIS-D HIS-E msu 0

Figura V.3.1: Estados de protonacién de la histidina.
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V.3.1. Subunidad «

Nitro vs Nitrito

Cuando el ligando se une como nitro, las distancias O1 y O2 al proton de la histidina
(NeH, capaz de formar uniones de H) muestran un rango mas amplio de valores que cuando

éste se une como nitrito (Figura V.3.2).

r(A)
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1.0 . ; . , . , . .
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Figura V.3.2: Coordinacion tipo nitro (A) y nitrito (B) en la subunidad alfa de la desoxi-Hb. Se muestran
los residuos cercanos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leul01 y Leu66 (rosa), Val62 (ocre), Lys61 (cian).
Las distancias O1-H (His58) y O2-H (His58) se muestran en negro y rojo respectivamente.
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En el primer caso el ligando nitro gira estableciendo de esta forma alternativamente
puentes de hidrogeno con la HisE7 a través de O1 y O2. Para el caso del nitrito esto no
sucede, pero en cambio, la HisE7 se acomoda de forma tal que establece interacciones de
puente de hidrégeno con ambos oxigenos en forma simultanea. De este forma las distancias
correspondientes a la interaccion con NeH estan restringidas a un rango mas angosto de

valores.

Acido nitroso

Cuando se incluye como ligando el acido nitroso (N-coordinacion), se observa que es-
tablece interacciones de puente de hidréogeno con los oxigenos O1 y O2, y al igual que lo
observado para el nitro, el ligando gira estableciendo las interacciones a través del O1 y O2

en forma alternada. (Figura V.3.3)

r(A)

tiempo (ns)

Figura V.3.3: N-coordinacién de &cido nitroso en la subunidad alfa de la desoxi-Hb. Se muestran los
residuos cercanos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leul01 y Leu66 (rosa), Val62 (ocre), Lys61 (cian).
Las distancias O1-H (His58) y O2-H (His58) se muestran en negro y rojo respectivamente.

V.3.2. Subunidad

La subunidad beta es esencialmente igual a la subunidad alfa salvo por algunos residuos,
tiene un total de 142 residuos, 4 menos que la alfa. En la cavidad distal se encuentra una sola
histidina His63, también rodeada de residuos hidrofébicos. Previo al analisis de las dinamicas

se debe comentar que por inspeccion de la estructura de rayos X para la desoxi-Hb, la cavidad
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distal de la subunidad beta resulta ser bastante méas cerrada que aquella correspondiente a

la subunidad alfa.

r(A)

r(A)

1 T T T T T T T T
2 4 6 8 10
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Figura V.3.4: Coordinacién tipo nitro (A) y nitrito (B) en la subunidad beta de la desoxi-Hb. Se muestran
los residuos cercanos : Phe42 y Phed5 (violeta), Leu28 y Leu31 (rosa), Val87 (ocre), Lys66 (cian). Las

distancias O1-H (His63) y O2-H (His63) se muestran en negro y rojo respectivamente.

Nitro vs Nitrito

Debido a lo mencionado anteriormente en lo referido al tamano de la cavidad, el nitro

ahora se encuentra mas limitado, hecho que se refleja en las dinamicas, ya que gira con menos
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frecuencia, estableciendo de esta forma interacciones de puente de hidrogeno con O1 o con
O2 alternativamente (Figura V.3.4). Este efecto no es tan aparente en el caso del nitrito

donde O1 se encuentra un poco mas cerca que O2 de NeH.

Acido nitroso

En este caso, se encontr6 que el acido nitroso no disponia de suficiente espacio para
acomodarse dentro del sitio distal, al colocar el ligando los residuos proximos (Phe42, Phe45,
Leu28, Leu3l, Leul06, Val67 y Lys66) fueron desplazados, y el ligando no logro establecer
interacciones de puente de hidrogeno con la His63 a lo largo de la trayectoria considerada.
(Distancia promedio O1- HNe: 7.2 A)

V.3.3. Aspectos estructurales de la unién del ligando
Las simulaciones de dindmica molecular reflejan los siguientes hechos:

= La unién del ligando como nitro o nitrito en la subunidad alfa da como resultado la

formacion de interacciones estables de puente de hidrogeno.

» Lo mismo se observa para la subunidad beta, con la salvedad de que hay mayor res-

triccion en el movimiento por ser la cavidad distal mas cerrada.

= En lo que respecta a la coordinacion "Nitro" versus "Nitrito", se puede decir que
cuando el ligando se coordina como nitrito tiene la posibilidad de establecer puentes de
hidrogeno por O1 y O2 en forma simultdnea, mientras que cuando se coordina como
nitro lo hace por uno u otro oxigeno. En la Tabla V.3.1 se muestran las distancias
promedio, donde se refleja este hecho. Por otro lado, los valores para el caso de la
coordinaciéon como nitro (alfa y beta), muestran que para el caso de la subunidad
beta el ligando interacciona con la histidina distal a través de uno de sus oxigenos
practicamente durante toda la dinamica, hecho que no sucede para la subunidad alfa
donde el ligando gira y se acomoda mejor. De modo que, la presencia de la histidina
ET pareceria favorecer la coordinacion por nitrito; dado que las interacciones de puente

de hidrogeno son mas favorables que en el caso de la coordinacion por nitro.

Tabla V.3.1: Distancias promedio (A) O1/02-H(His58) y O1/02-H(His63).

Subunidad « Subunidad
-NO3 | -ONO -NO3 | -ONO
O1-H(His) 2.145 | 2.031 2.061 | 1.870
O2-H(His) 2.195 | 2.030 3.448 | 2.328
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= Tanto en la subunidad alfa como en la beta, cuando el ligando se une como nitrito

adopta la conformaciéon del isémero B y no la del C mostrada para el sistema aislado.

= El 4cido nitroso en la subunidad alfa establece interacciones puentes de hidrogeno con la
histidina distal, mientras que no se acomoda adecuadamente ni establece interacciones

de puente de hidrogeno en la subunidad beta debido a impedimentos estéricos.

Simulaciones de Dindmica molecular

Todas las simulaciones se llevaron a cabo sobre la desoxi-Hb humana (cédigo pdb: 1KD2 [32]), solvatada
con aguas explicitas. La estructura de los dos homodimeros fue cortada y las simulaciones se hicieron sobre cada
subunidad por separado. La histidina HisE7 fue considerada neutra (protonada sobre N&) o cargada (protonada
en ambos nitrégenos: Ne y N§). El sistema fue solvatado con aguas TIP3P [33] hasta una distancia de 30 A del
grupo hemo. Se utilizé un radio de corte de 10-12 A para los términos de no unién y la temperatura se ajusté
utilizando el termostato de Berendsen. Para la integracién numérica de las ecuaciones de Newton se utiliz6 un
paso de tiempo de 2 fs. Se utilizé el algoritmo SHAKE con el fin de mantener las uniones que involucran al 4tomo
de hidrégeno en sus distancias de equilibrio[34]. Las cargas del anién nitrito y el acido nitroso con el hemo se
obtuvieron del calculo de las cargas RESP (B3LYP/6-31G(d)) para el sistema aislado. Los parametros de Van der
Waals se extrajeron del campo de fuerzas de Wang y colaboradores. En primer lugar se realizé una optimizacion
con el fin de relajar la estructura inicial, luego el sistema fue calentado y equilibrado a 300K durante 50 ps. La
estructura equilibrada se usé como punto de partida para la dindmica corrida de un total de 10 ns. Todas las

simulaciones de dindmica molecular fueron realizadas utilizando el paquete Amber99.



V.4

La reaccion: Calculos hibridos

Con el fin de explorar la factibilidad de los distintos mecanismos propuestos (Figura
V.1.6) en el sitio activo dentro de la proteina, se recurrié a las metodologias hibridas ya
previamente descriptas en la metodologia general (I1.2.3). En este contexto, se selecciono6 a
la porfirina, la histidina distal, proximal y el ligando como el sitio reactivo, y por lo tanto
sobre éste se hicieron los célculos de estructura electronica, mientras que el resto de la

proteina y las aguas de solvatacion fueron tratadas de forma clasica.(Figura V.4.1)

Figura V.4.1: Acido nitroso unido a la subunidad alfa, en verde se sefiala el subsistema cuéntico.

191
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Tabla V.4.1: Pardmetros geométricos seleccionados derivados de la optimizacion QM-MM.

distancia (A) | Acido nitroso nitro nitrito (B) nitrito (C)
« Q I} « I} Q I}
Fe-X 1.812 1.846 | 1.891 2.011 | 1.986 2.062 | 2.020
O1-H(His) 2.322 1.062 | 1.029 1.501 | 1.411 1.109 | 1.148
N-O1 1.458 1.387 | 1.407 1.365 | 1.370 1.464 | 1.447
N-O2 1.225 1.236 | 1.233 1.245 | 1.248 1.203 | 1.210

X: representa oxigeno o nitrogeno.

V.4.1. Optimizaciones en el sitio activo

Optimizaciones QM-MM para ambas subunidades fueron realizadas en primer lugar para
el nitro. Tanto para la subunidad alfa como para la beta el proton de la Hish8 (alfa) o
His63(beta) fue transferido al &tomo de oxigeno O1 durante la optimizacion , sugiriendo esto
que una vez unido el nitro adquiere el proton de la histidina en forma inmediata, dando como
resultado acido nitroso coordinado. Si se compara con el modelo aislado (ver figura V.2.2),
la longitud de la union N-O1 es apenas menor (1.39 vs 1.44 A, ver Tabla V.4.1). Cuando se
optimizo6 la estructura para el dcido nitroso coordinado, se obtuvo un intermediario estable
en el que el atomo de oxigeno O1 interacciona por puente de hidrogeno con la histidina
protonada. (O1- HNe: 2.32 A ver Tabla V.4.1)

Las optimizaciones QM-MM para el nitrito, muestran en el caso del isomero C (Figura
V.2.2) que el proton de la histidina se transfiere al O1 durante la optimizacion, del mismo
modo que ocurre para el nitro. Una vez transferido el proton, la distancia N-O1 resulta ser
1.46 A, hecho que indica activacion para la ruptura de dicha uniéon. Sin embargo, el efecto
no es tan marcado como se encontrd para el modelo aislado (ver Figura V.2.3) donde la
distancia N-O1 resulta ser 1.63 A. Esta diferencia la podemos explicar en términos de los
impedimentos estéricos ocasionados por los residuos hidrofébicos cercanos con los cuales no
se genera ninguna interaccion favorable, estos impedimentos se hacen cada vez mayores a
medida que la distancia O-N1 se alarga y probablemente por ello la distancia no incremente
mas alld de 1.46 A y prefiera estabilizarse en una situacion intermedia. Esta transferencia
de proton, no sucedié cuando la optimizacion se realizé para el isomero B del nitrito (Figura
V.2.2), aqui los efectos estéricos son atin mas importantes, y ademés en este caso esta presente
la interaccion del O2 con el protéon de la histidina, interaccion que no se observa para el

isomero C como consecuencia de su orientacion.

Estimacion de la diferencia de afinidad del "Nitro" y "Nitrito" por el sitio activo.

Dado que en algunos casos el proton de la histidina fue transferido durante la optimi-

zacion, para poder calcular la afinidad del ligando (-NO; , -ONO) por el sitio activo en los
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distintos casos y separar este efecto de la reaccion en si misma, se realizaron optimizaciones
QM-MM modelando la histidina distal clasicamente. El sistema QM, quedé entonces consti-
tuido por el hemo, la histidina proximal y el ligando, mientras que el subsistema clasico fue
constituido sélamente por la histidina distal. Se eligi6 esta alternativa de empleo de un sis-
tema activo extendido en lugar de la proteina completa para investigar el efecto del entorno
proteico en la afinidad del ligando. Se procedié de esta forma para evitar inconvenientes que
surgen cuando se realizan optimizaciones de geometria en sistemas con elevado ntimero de
grados de libertad. Es sabido que en esos casos, y en especial, cuando se trata de encontrar
efectos energéticos pequenos puede ocurrir que movimientos en la proteina en zonas alejadas
al sitio activo introduzcan ruido numérico muy dificil de evitar [35, 36].

La energia de union del ligando se calcul6 utilizando la siguiente formula:

AE - Eligando—i—sitio activo — (Eligando - Esitio activo) (V41)

Donde Ej;igando+sitio activo COTTEsSponde a la energia del ligando unido al sitio activo, Egjtio activo
a la del sitio activo y Ejigandoes la energia del ligando aislado.

Procediendo de esta forma se encontro lo siguiente:

= Subunidad alfa: si bien sigue estando termodindmicamente favorecida la coordinaciéon
como Nitro frente a Nitrito (isdbmero B), la diferencia de energia entre los dos modos
de coordinacion disminuy6 con respecto al sistema aislado (SIESTA: 10.11 kcal /mol,
TablaV.2.1).
AE, = Enirito — Enitro = 5,31 kcal /mol

s Subunidad beta: los resultados indican que estaria favorecida la coordinacién como

Nitrito (isdmero B).

AEg = Enitrito — Enitro = —2,35 kcal /mol

Los resultados encontrados son consistentes con los arrojados por las dindmicas clésicas.
En la subunidad alfa cuando el ligando se une como nitro, debido al mayor espacio logra
acomodarse y orientarse mejor, de esta forma se estabiliza como consecuencia de la interac-
cion con la histidina distal. En la beta el espacio es menor, no logra orientarse de manera
optima por lo que s6lo le es posible establecer puentes de hidrégeno a través de uno de sus
oxigenos. Cuando se coordina como nitrito, tanto en la subunidad beta como en la alfa, el
ligando puede establecer puentes de hidrogeno en forma simultanea por los dos oxigenos,
aunque so6lo en el caso de la beta la estabilizacion ganada logra revertir la preferencia por la

coordinacion como nitro (ver Tabla V.4.2).
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Tabla V.4.2: Distancias optimizadas por QM-MM (A) O1/02-H(His58) y O1/02-H(His63).

Subunidad « Subunidad (3

-NO; -ONO -NO; -ONO
O1-H(His) 185  1.78 188 177
O2-H(His) 2.49 2.24 3.96 2.01

V.4.2. Perfiles de energia

Nitro

Los resultados precedentes muestran que la barrera asociada a la transferencia protonica
en el caso del nitro tanto para la subunidad alfa como la beta es tan baja que el intermediario
acido nitroso coordinado se formaria en forma inmediata. Una vez formado este intermediario
ocurre la segunda transferencia proténica y la consecuente generacion de NO. Con el fin de
evaluar la energia de la barrera involucrada en este proceso se realizaron optimizaciones
restringidas para obtener el perfil de reaccion para la segunda transferencia protonica. En la
realidad esto supone que una vez transferido el primer protén la histidina de alguna forma
debe reprotonarse, por ejemplo a través de un giro e interaccion con el solvente. Una vez
reprotonada se consideraron dos posibilidades para la transferencia protonica, esto también
basado en el hecho que las dinamicas con el acido nitroso mostraban interacciones de ambos
oxigenos (O1 y O2) con la histidina. (Ver Figura V.3.3)
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Figura V.4.2: Transferencia proténica a O1 u O2.

Para poder calcular el perfil de energia correspondiente a la transferencia proténica a O1,
se seleccion6 como coordenada de reaccion - (ro- 1) (Figura V.4.2 A). En la Figura V.4.3

se muestra el correspondiente perfil de energia, se puede observar que la transferencia ocurre
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Figura V.4.3: Perfil de energia para la segunda transferencia proténica a O1 en la subunidad alfa. Se
muestran los residuos cercanos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leul01 y Leu66 (rosa), Val62 (ocre),
Lys61(cian).

sin barrera (0.7 kcal/mol), y conduce directamente al complejo Fe(IIT)-NO y una molécula
de agua, no se observa ninguna especie intermedia coordinada al igual que se observa para
el modelo aislado.

La estructura optimizada para el reactivo (acido nitroso en el sitio activo) se puede
observar en la Figura V.4.1 donde solo se muestra el sitio activo y los residuos proximos. Los
parametros relevantes para el reactivo y producto se encuentran listados en la Tabla V.4.3. El
acido nitroso unido, esté orientado favorablemente para que se lleve a cabo la reaccion, esto
es, con el oxigeno O1 formando puente de hidréogeno con la histidina. El 4ngulo que resulta
de esta interaccion es 107.1 grados, valor cercano al del agua. En el producto la molécula de
agua queda a una distancia de 2.0 A de la histidina y 2.6 A de la Phe44. (ver Figura V.4.3)

El dngulo (Fe-N-O2) en el complejo producto resulta ser 162.5 grados y el grupo NO
posee una carga neta de 0.26 e, reflejando esto de alguna forma una especie tipo {FeNO}° de
acuerdo con el formalismo de Enemark y Feltham [37](Figura I.1.5, introduccién general), un
poco distorsionada. Estos resultados nuevamente apuntan hacia una distorsiéon debida a los
efectos estéricos en el sitio activo. El hecho de que el producto no adquiera una conformacion
6ptima para una especie del tipo {FeNO}® probablemente favorezca la liberacion del NO.
Los mismos resultados fueron observados por medio de calculos QM-MM para la reduccion
de nitrito por la NIR de Pseudomonas aeruginosa |38|.

Como se mencion6 anteriormente, se calculo el perfil de energia para la transferencia al

02, se eligi6 como coordenada de reaccion £—(r'y- 1'1) (ver Figura V.4.2 B). El perfil de
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Tabla V.4.3: Parametros estructurales (d:A, <: grados) relevantes para las especies reactivas
y productos (modo de coordinacion: nitro).

Parametro reactivo producto Complejo libre*
NO (carga) - 0.26 0.26

d Fe-Nyo 1.812 1.653 1.660

d Nyo-O1 1.458 2.744 -
<Fe-Nynop-02 131.3 162.5 178.0

d O1-Hpiess 2.322 0.988 .
d Hyisss-Npisss  1.006 1.996 -
<H1-O1-Hpess  107.1 105.5 -

*complejo aislado.

reaccion (Figura V.4.4) muestra que la transferencia protonica a 02, cuesta como minimo
20 kcal/mol. Resultados similares se observaron para el sistema aislado en fase gaseosa. Esto

indica que el proceso no seria factible
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Figura V.4.4: Perfil de energia para la segunda transferencia proténica a 02 en la subunidad alfa. Se
muestran los residuos cercanos : Phed43 (violeta), Met32 (amarillo), Leul01 y Leu66 (rosa), Val62 (ocre),
Lys61 (cian).

Nitrito

Ahora pasaremos a la coordinacion del ligando como nitrito. Debido a que las diferencias
de energias entre el nitro y nitrito no son muy grandes, de hecho la coordinacién como
nitrito estaria favorecida para la subunidad beta, este modo de coordinaciéon también fue
considerado. Para este caso la coordenada de reaccion elegida fue nuevamente & (ro- 1)

(ver Figura V.4.6). Se consideraron ambos isomeros para el nitrito (B y C). Para ambos
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isbmeros la transferencia no tiene barrera asociada con la salvedad de que s6lo esta favorecida
termodinamicamente para el isomero C (hecho discutido en la pag. 192). Para el isomero
B los productos se encuentran 2.5-3.7 kcal /mol sobre los reactivos para la subunidad alfa y
beta respectivamente (Figura V.4.5). Las distancias finales para N-O1 y N-O2 son similares
a las obtenidas para el complejo C. La distancia O1-N resulta ser 1.46-1.48, se podria decir

que el NO se libera parcialmente.
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Figura V.4.5: Optimizacion QM-MM para el nitrito C y B.

His
3 @N—H
02 rH,N\/
N2
o1
—ILe(II)—

|
N

Figura V.4.6: Representacion esquematica de la coordenada de reaccién para el nitrito. Se muestran los
residuos cercanos : Phed43(violeta), Met32(amarillo), Leul01 y Leu66 (rosa), Val62(ocre), Lys61(cian).
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Tabla V.4.4: Pardmetros estructurales relevantes para las especies reactivas y productos
(modo de coordinacion: nitrito).

Distancia (A) reactivo producto complejo aislado™
Q I} « 15}
Fe-O1 2.011 | 1.986 2.015 | 1.978 1.828
N-Hp,. 1132 | 1.142 | 1.655 | 1.577
O1-Hyp,s 1.501 | 1.411 | 1.043 | 1.043 0.986
N-O1 1.365 | 1.370 1.481 | 1.481
N-0O2 1.245 | 1.248 1.210 | 1.210

*Complejo aislado.

Célculos hibridos QM-MM

La estructura inicial para las optimizaciones QM-MM fue tomada de fotos seleccionadas a lo largo de las
dindmicas clasicas. El sistema fue enfriado a O K. A partir de la estructura a 0 K se realizd una optimizacién de
geometria QM-MM usando el algoritmo de gradiente conjugado con el programa SIESTA. En todos los célculos
QM-MM sélo los atomos localizados a menos de 10 A del sitio activo (hemo, histidina distal, proximal y nitrito)
fueron libres de moverse . El resto de los atomos de la proteina o el solvente se mantuvieron fijos. El sistema
cuantico consistié en 56-60 atomos, mientras que el sistema clasico estuvo compuesto por alrededor de 15900
atomos. El hemo ferroso pentacoordinado sin el ligando se traté como estado quintuplete de alto espin, que es
sabido es el estado fundamental para este sistema [39]. El hemo ferroso o férrico hexacoordinado se trat6 como
bajo espin [39]. Para todos los dtomos se utilizaron bases de calidad doble zeta con polarizacién y se utiliz6 el
funcional PBE. Las uniones entre el sistema cuantico y clasico fueron tratadas con el método del "Link atom" ya
mencionado en la parte metodoldgica. En este caso se utilizaron 10 link atoms, 8 en el niacleo de la porfirina y
uno por cada anillo imidazélico y el esqueleto de la histidina (His proximal y distal: 2 link atoms en total)

Célculo de la energia a lo largo de una coordenada de reaccién. Una vez seleccionada la coordenada de
reaccion, se realizé en cada paso una optimizacién de geometria QM-MM restringida a lo largo de la coordenada

seleccionada.



V.5
Conclusiones y preguntas abiertas

Tomando los resultados en conjunto, éstos muestran lo siguiente:

Coordinaciéon como nitro.

Cuando el ligando se une como nitro (Figura V.5.1), directamente (a) conduce a la
formacion del aducto que corresponde al acido nitroso coordinado. Este aducto, luego de
una segunda transferencia protonica (c) y en un proceso practicamente sin barrera conduce
a la formacion del complejo Fe(III)NO y una molécula de agua. Sin embargo, para que ocurra
la segunda transferencia protonica, la histidina distal debe reprotonarse, si bien el sitio es
accesible a la entrada de moléculas de agua, el pKa asociado a la protonacion de la histidina
(Ec. V.5.1, notacion: ver Figura V.3.1) se estima en un valor de 6, lo que implica que un

10 % de la misma estaria protonada a pH=7.
HIS—H=HIS-D+H" (V.5.1)

Por lo tanto, existird una barrera asociada a la protonacion de la HIS-D (b), como
estimacion de la energfa minima asociada podemos considerar el valor del AG?; AG° =
—RT(InKa) ~ 11 kcal /mol. Dado que el pKa, ademéas de ser una funcion de la temperatu-
ra, también lo es de la fuerza iénica y el microentorno, el verdadero valor del pKa dentro de
la proteina puede variar sustancialmente. Por ejemplo, en entornos hidrofobicos como el de
la hemoglobina, éste serd menor, implicando mayor energia para la protonacion.

De lo anterior se desprende que, para este mecanismo las barreras mas costosas, serian
la que esta asociada a la reprotonacion de la histidina (b), y la que describe la ruptura de
la union Fe(III)-(NO) (c¢). Estudios previos por Laverman y colaboradores |40| informan un
valor de ks de 24 s7!, a 25 °C el cual corresponde a un valor de AH,;;—15.5 keal/mol
(Mioglobina).
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Figura V.5.1: Esquema del mecanismo de reduccién de nitrito a 6xido nitrico para la coordinacién como

"nitro".

Coordinacién como acido nitroso.
Para el caso del acido nitroso (Figura V.5.2), luego de una transferencia protonica (a)
y en un proceso practicamente sin barrera se forma el complejo Fe(III)NO y una molécula
de agua. El altimo paso (b), al igual que para el caso anterior seria el proceso méas costoso,
energéticamente hablando, sin embrago no se debe olvidar que este mecanismo supone que se
coordina el acido nitroso cuyo pKa es 3.15, lo que indica que la cantidad presente del mismo
a pH-—7 es minima (1/10000). Por otro lado, los efectos estéricos presentes en la subunidad
beta serian los responsables de que esta subunidad no contribuya a la actividad NIR segin

reflejan los resultados de la dindmica.
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Figura V.5.2: Esquema del mecanismo de reduccién de nitrito a 6xido nitrico para la coordinacién como

acido nitroso.

Coordinacién como nitrito.
Cuando el ligando se une como nitrito, la reaccion transcurre practicamente sin barrera
originando parcialmente la formacion de NO y el complejo Fe(IIT)OH (b). Si bien no pareceria
tener barrera, se debe tener en cuenta que segun sea el caso (subunidad alfa o beta) existiria
una barrera efectiva (a) para la isomerizacion del nitro en nitrito, relacionada con el hecho que
en la subunidad alfa es mas estable la coordinacién como nitro. Por otro lado para obtener

como producto el agua coordinada al sitio activo, al igual que ocurre para los mecanismos
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anteriores, existird una barrera donde es probable que esté involucrada la protonacion
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Figura V.5.3: Esquema del mecanismo de reduccién de nitrito a éxido nitrico para la coordinacién como

De lo anterior se desprende que, un punto importante que debe ser tenido en cuenta

independientemente del mecanismo, es la protonacion/reprotonacion de la histidina distal.

Por lo tanto el pH y también el acceso de protones al sitio distal son factores claves en la

eficiencia de la reaccion.

desoxi-Hb y NIRs de bacterias.

En lo referido a los distintos pasos de los mecanismos propuestos:

» Los resultados aqui presentados , al igual que la evidencia experimental encontrada para

el modelo de NIR de cobre [21] (V.1. pag.), indican que las transferencias protonicas

no serian procesos limitantes.

= Un punto interesante para comparar con las NIRs de bacterias es el hecho que éstas
tienen dos histidinas en el sitio distal, mientras que la Hb y Mb tienen sb6lo una.
En la Tabla V.5.1, se puede observar que la velocidad es mucho mayor para la NIR
de Ps. Aeruginosa, comparada con la correspondiente a la Mb y Hb. Esto denota
que la presencia de dos histidinas (las que en presencia del ligando cargado estarian
protonadas) en el sitio activo facilita la reaccion (Figura V.1.4). Por otro lado si alguna
de las histidinas es mutada por alanina, tal como se ve en la Tabla V.5.1, la velocidad
disminuye apreciablemente aunque sigue siendo mayor que para la Hb y Mb, esto
probablemente esté relacionado con el tema de la reprotonacion de la histidina y el
microentorno generado por el sitio activo, el que en el caso de la NIR de Ps. Aeruginosa
es menos hidrofobico que el de la Hb/Mb. Por ultimo también se muestra en la Tabla
V.5.1 que la reacciéon resulta ser mas rapida cuando se utiliza un fragmento de la Mb,

esto es consistente con lo discutido anteriormente, el entorno serd menos hidrofobico y
la HIS-D estara mas expuesta al solvente.
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Tabla V.5.1: Valores cinéticos para la desoxi-Hb y otras NIRs.
Km (mM) ke (s™)

Mb[44] : 0.004
Mb (fragmento:V17-K46) - 0.018
desoxi-Hb* - 0.0054
P. Aeruginosa|19| 6000 8
H327A o H369A - 0.08

*derivado del valor de Doyle y colaboradores.

= Tal como se discuti6é en V.1 para las NIRs de bacterias, actualmente se ha puesto en
duda que el paso limitante sea la ruptura de la union Fe(IIT)-NO. Con respecto a esto,
se debe tener en cuenta que el tipo de hemo y el ligando proximal estid demostrado
que influyen fuertemente. Por ejemplo, las constantes de velocidad medidas para la
disociacion del NO para el hemo d (Ej: Ps. Aeruginosa) resulta ser entre 4 y 6 6rdenes
de magnitud mayor que para hemos ferrosos tipo b de una gran variedad de proteinas
[41, 42, 24|. Esto ultimo indica que el mecanismo de funcionamiento de la desoxi-Hb

seria bastante diferente al planteado para las NIRs de bacterias.

Mecanismos y datos experimentales.

¢ Como podemos relacionar los resultados aqui presentados con la evidencia experimental

presentada ?

Parametros cinéticos:

Previamente se informé un valor de 0.8 M~'s™! medido por Doyle y colaboradores, a su
vez Gladwin informé una constante promedio que surgia de hecho de considerar un control
alostérico ante pequenas cantidades de oxigeno. De la aplicacion de un modelo que considera
distinta reactividad para las conformaciones R y T surge un valor de 0.064M~'s~! para la
constante, mientras que resulta ser diez 6rdenes de magnitud mayor para la conformaciéon R.
Aplicando la teoria del estado de transicion a estos valores se obtiene una estimaciéon para
la barrera (AG7) de 19.1 y 11.9 kcal /mol respectivamente.

A favor del nitrito:

1. La evidencia experimental muestra que durante la reaccion del nitrito con la desoxi-Hb
(T) solo estan presentes, metHb, HbNO, el aducto (Hb[Fe(I1)NO,|*"). Notoriamente,
las especies MetHbNO /Fe(I[)NO™ no han sido atn observadas.

2. Recientemente Copeland y colaboradores [26] han agregado ditionito a cristales de
metMb con el ligando como nitrito y por espectroscopia de rayos X han logrado ver la

estructura de la Mb donde el ligando unido por O se conservé en un 85 %.
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Respecto a la dependencia con el pH, observada por Doyle, bien podria estar asociada a la

protonaciéon de la histidina distal, ya que a pH=7 s6lo un 10 % esta protonada.

Resumiendo.

s Qué se puede decir hasta aqui respecto a los diferentes mecanismos evaluados?

Teniendo en cuenta que el valor para la disociacion del NO de la metMb es 15.5 kcal /mol
[40] v la la estimacion de la energia minima involucrada en la reprotonacion de la histidina
distal (~11 kcal/mol) , los valores de constantes informados son consistentes con que el paso
limitante sea la ruptura de Fe(III)-NO en el caso de la coordinacién como nitro. Sin embargo
la falta de evidencia acerca de la presencia de especies como MetHbNO/Fe(II)NO™va contra
este mecanismo.

En cuanto a la uniéon del ligando, segiin muestran los resultados, dentro de la proteina
la diferencia de energia entre un modo y otro se ve reducida e incluso se invierte para la
subunidad beta. Evidencia experimental muestra que es posible la coordinacién como nitrito
para Mb, pero dependiendo del entorno distal este modo de coordinaciéon involucraria una
barrera asociada con la isomerizacion de un modo en otro y probablemente este sea el paso
limitante para un mecanismo de este tipo. La isomerizacion de estos modos de coordinaciéon
es un hecho que se ha estudiado para distintos modelos [43].

Por ultimo, es poco probable que el ligando sea directamente el dcido nitroso debido s su
poca cantidad presente a pH—7, y ademas los resultados aqui presentados indican que solo

la subunidad alfa seria activa.

En resumen, llegado a este punto se puede decir que los mecanismos propuestos son
consistentes con los datos experimentales disponibles. Ambos modos de coordinacion son
energéticamente posibles y capaces de explicar los hechos experimentales observados. Este
estudio sugiere que méas experimentos son necesarios para aclarar y develar el mecanismo a
través del cual ocurre esta reaccion para hemoglobinas como la Hb y Mb que tienen una sola

histidina distal, por ejemplo experimentos orientados a:

= Deteccion de Fe(IIT)NO-desoxi-Hb.
= Deteccion de Hb-NOy o Hb-ONO.

= Protonacion-reprotonacion de la histidina.
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Conclusiones generales y perspectivas

A lo largo de este trabajo se ha presentado el estudio de distintos tipos de sistemas.
Se partid del estudio de una reaccion quimica en solucion en la que estan involucradas
moléculas de RSNO pequenas como la SNO-CEE. Luego se estudio la coordinacion de estas
moléculas (RSNOs) a un complejo metalico ([IrCl;]72), y finalmente se abordo el estudio de
una reaccion quimica dentro de una proteina. El sistema quimico en estudio, fue creciendo
en tamano y complejidad a lo largo del estudio aqui mostrado. Resumiremos en esta tltima

parte algunas conclusiones relevantes que se desprenden de este trabajo:

n FEl rol de los S-nitrosotioles en el transporte del NO por medio de la conocida reaccion

de transnitrosacion.

En la parte III (3-4) se estudi6 ampliamente esta reaccion, se midi6 la constante cinética de
velocidad para la reaccion entre la CEE/SNO-CEE y por primera vez la energia correspon-
diente a su barrera junto con los parametros de activacion. Parametros importantes a la hora
de evaluar la relevancia biologica de esta reaccion frente a otras como por ejemplo la des-
composicion de los RSNOs y reaccion con otras moléculas blanco. Por otro lado, se identifico

y detectd por primera vez en solucion, el intermediario propuesto para esta reaccion.
» Las propiedades de los S-nitrosotioles como moléculas almacenadoras de NO.

En la parte III (1-2) se discutieron las propiedades de estas moléculas (RSNOs) libres, y
todos los cuidados a tener, al manipularlas. Por otro lado en la parte IV (1-4) se mostr6 una
forma de estabilizarlas mediante la unién a un complejo de un metal de transicion (|IrCls]?™).
Asi surgi6 de este trabajo, una nueva y tinica familia de complejos de RSNOs coordinados,
los que fueron por primera vez aislados y caracterizados. La estabilizacién ganada mediante
la coordinacion fue y seguird siendo de suma ayuda para el estudio de las propiedades y

reactividad de estas moléculas.

» Mecanismos alternativos de generacion de NO en ausencia de oxigeno, situacion en la

cual la NOS no seria operativa.
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En la parte V (2-4), se estudi6 desde un punto de vista microscopico una reaccion reciente-
mente propuesta para la generacion de NO en ausencia de oxigeno. Reacciéon en la que estan
involucrados el nitrito, y la desoxi-Hb. Si bien en bibliografia existia abundante material
experimental, se desconoce el mecanismo a través del cual ocurre esta reacciéon. En vista de
esto, se propusieron y evaluaron distintos mecanismos. Se mostraron algunos aspectos sobre
el modo de coordinacion del ligando al sitio activo. Se encontro, tal como se presume, que las
barreras para la transferencia proténica son minimas, se enfatizé en el rol de la histidina dis-
tal (E7), dejando aun sin elucidar cual seria el paso limitante; salida del NO, isomerizacion,

o reprotonacion de la histidina E7.

Perspectivas Futuras:
Si bien, en las distintas partes en las que se han presentado los resultados, se ha senalado
la proyeccion de los respectivos estudios, se hara énfasis en los siguientes items, los que

ameritan un estudio ulterior:

» El fuerte efecto de la solvatacidén para la reaccion de transnitrosacion.

= Kl efecto del oxigeno en la reacciéon de transnitrosacion y la aparicion de productos

como acrilatos y episulfuros.
= La reactividad de los RSNOs coordinados frente a tioles y otras moléculas.
= Estudio electroquimico de los RSNOs coordinados.

= Obtenciéon de evidencia experimental concluyente en lo referido a aspectos cinéticos,
modo de coordinacion del ligando nitrito/nitro al sitio activo de la desoxi-Hb, y paso

limitante de la reaccion.

Reflexiones...

El objeto de esta tultima parte fue integrar los diferentes temas abordados en este trabajo
de tesis resaltando las conclusiones mas relevantes. Sin embargo, también es importante
evaluar si consideramos que se han cumplido los objetivos que nos hemos propuesto a lo
largo de este trabajo,

En primer lugar recordemos el titulo seleccionado para este trabajo de tesis:

"Estudio de reacciones quimicas de relevancia biolégica involucradas en el trans-

porte, almacenamiento y generaciéon de 6xido nitrico".

Si ahora volvemos al titulo, luego de haber leido este trabajo de tesis, deberiase leer entre

lineas:
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"Estudio de reacciones quimicas de relevancia biolégica (reaccion de transnitrosa-
cion, reduccion de nitrito a NO por la desozi-Hb) involucradas en el transporte (nitroso-
tioles, transnitrosacion), almacenamiento (nitrosotioles, nitrosotioles coordinados, nitrito)

y generaciéon de 6xido nitrico (nitrosotioles, actividad nitrito reductasa de la desoxi-Hb)".

Si asi ocurre, creo que nos podemos dar por satisfechos, en cuanto al cumplimiento
de los objetivos mas generales. En lo que se refiere a la forma de encarar el estudio y la
metodologia empleada; se pretendié abordar de la forma mas completa y rigurosa posible, los
diferentes temas presentados. El estudio realizado fue llevado a cabo utilizando un conjunto
de herramientas provistas por la parte experimental y por la simulacion computacional.
Estas herramientas se han complementado adecuadamente en lo referido a la informacion
proporcionada y estableciéndose como una guia importante a la hora de tomar decisiones.

A nivel personal, a lo largo de este trabajo de tesis, considero que he aprendido en
demasia, y sobre todo en los momentos dificiles, en los que las cosas no se mostraban sencillas.
Aprendi el uso de muchas y variadas técnicas experimentales, el uso de varias metodologias
computacionales, el hecho de como encarar el estudio de un problema, etc.. En fin, ha sido
un privilegio aprender y trabajar bajo estas condiciones y confio en que los resultados aqui

expuestos resulten utiles para poder esclarecer e interpretar resultados actuales y futuros.

"No basta con ser estudioso, activo y perseverante, si se carece de un principio solido y de base concreta,
st el entusiasmo inmoderado ciega la razon, si el orqullo tiraniza el buen criterio, si la avidez se desarrolla bajo
el brillo intenso de un astro de oro.

La ciencia misteriosa requiere mucha precision, exactitud y perspicacia en la observacion de los hechos;
un espiritu sano, légico y ponderado; una imaginacion viva sin exaltacion; un corazon ardiente y puro. Ezxige,
ademds, una gran sencillez y una indiferencia absoluta frente a teorias, sistemas e hipdtesis que, fiando en
los libros o en la reputacion de sus autores, suelen aceptarse sin comprobacion. Quiere que sus aspirantes
aprendan a pensar mds con el propio cerebro y menos con el ajeno. Les pide, en fin, que busquen la verdad
de sus principios, el conocimiento de su doctrina y la practica de sus trabajos en la Naturaleza, nuestra madre

comin."

Fulcanelli, El Misterio de las catedrales.
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J.; Estrin D. A.; en preparacion.

219



220 VI1.5. Publicaciones Cientificas




Agradecimientos

Mi mas sincero reconocimiento a todas las personas e instituciones que han hecho posible
la elaboracion de este trabajo de tesis. Sin ningtin orden de prioridades, y tal como se me
viene a la memoria:

A Dario, mi director, por haberme dado la oportunidad de realizar mi trabajo de tesis
acd en Bs. As., en la UBA. Por todo lo que me ha ensenado, por ser una excelente persona,
cientifico y docente. A Fabio, mi otro director, por confiar en mi, por haberme dado la
oportunidad de aprender tanto. A ambos, por haberme brindado la posibilidad de viajar y
conocer lugares magnificos como Israel y Barcelona.

A los chicos del grupo y los Marceca, un grupo de amigos super divertido. Por nuestros
almuerzos diarios en masa en el pabellon 1. A mis companeros de oficina, Vero, mi amiguita
de oficina; Nano y su buena predisposicion y humor diario; Damian S., Cristian y Ezequiel.
Leo, el gran hablador; Santi (el tucumano amarillista...); Damiancito B., vecino de mesada
en el labo y companero de estados de animo. Lula, la organizacion personificada; Marce, un
auténtico ejemplo de capacidad, practicidad y buena gente. A Matias y el cluster (Heman y
Hulk). A los nuevitos y a los visitantes; Charly, Martin, Damian Omega (jgracias por darme
a conocer la existencia del Lyx, y al Lyx por ayudarme a aprender Latex) , Diego M., Diego
G., Ariel (el pseudotucumano) , Pau y Peter. A los que se han ido, Lucas, Adrian y Ale. A
todos ellos sin ninguna excepcion.

A los chicos del tercero, del labo, A Juanito, un gran amigo; a Cari, también por su
amistad y su buen humor; Nati una gran amiga que ya no esta en el labo, que me ha
ensenado y me ha hecho reir tanto....jcomo te extrano!, Yoshi, jun grande!, Seba, Estefi,
Ana, juna dulce!; y Florencia.

A Sara Bari, una persona que aprecio mucho; por las primeras épocas en el labo T17.

A todos aquellos que me cruzo por los pasillos o con los que he compartido cursadas y

turnos en docencia.

Si, Si, ... A Gernot, por su paciencia para tomar los espectros de RMN, por las mermeladas

caseras, las galletitas, alfajores, etc.

A Alejandra, que muy amablemente me ayud6 con mi desorden burocratico.

221



222 VL.5. Agradecimientos

A mis amigas de siempre, la Mary, fuente inagotable de mi risa; la Uru, por los cafecitos
del sdbado en casa, a ambas por su nobleza y autenticidad, a las "chicas" Andre y Vivi. A
Marina, mi gran amiga del cole.

A mi Pablo, mi querido esposo, la razon de mi vida, mi complemento ideal, | gracias por
aguantarme estos tltimos dias, por tus buenas sugerencias y por ayudarme tanto! .

A mi familia, mis cimientos. A mama y papa por haber fomentado siempre mi curiosidad
y haberme ensenado a disfrutar aprendiendo, por estar siempre. Por ser el ejemplo viviente
de como quisiera ser algtin dia. A mis hermanos Jorgi, Pali y Ari, lo que més quiero en este
mundo, por ser mis amigos (los mejores), companeros de juego y de la vida.

A toda mi familia completa, Abu Marité y sus riquisimas comidas, Mario, Guille, Marce,
Meli y el Tobi por los domingos divertidos en casa de la abuela, los Perissinotti, los De Biase
y Pellicciari, y especialmente a Enri y al nono Gino.

A mi pais, la universidad publica, al departamento de quimica e INQUIMAE.

A Dios, por darme el privilegio de disfrutar de todo esto.



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Indice general
	Capítulo 1
	Capítulo 2
	Capítulo 3
	Capítulo 4
	Capítulo 5
	Capítulo 6
	Publicaciones Científicas
	Agradecimientos

