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Con el deseo terrible de verte re�ejada,en la tierra fresa o en el ielo,reorres los ampos a tropezones ytienes la fragilidad de una mariposa.Te la pasas mirando, jugando o saltando;y no tienes noión del tiempo ni de las horas.½Pero si de la vida abundante que busas!½Pero si de la angustia que te está quemando!y quisieras detenerte, respirar un instante.Mirar tranquila, sabia, omo lo haen los árboles,tener algo tuyo enerrado en las manos para½darle alor! o llenarlo de besos.Mover si fuera posible todos los músulosy abrir los ojos hasta el in�nito.Tener la mirada supliante de una niña a laque todos se aeran para mimarla, y sentirque tu imagen queda en el reuerdo de losque te aman. Ceilia L. Minervinia mamá y papá,a mi Pablo,

i



ii



ResumenEn esta tesis se presenta el estudio de reaiones químias relaionadas on los meanis-mos de generaión, almaenamiento y transporte de óxido nítrio (NO), meanismos que sonde gran importania en los seres vivos dada la antidad de funiones asoiadas al NO. Losproblemas estudiados en esta tesis fueron abordados tanto en forma experimental omo teó-ria, en este último aso mediante el uso de métodos de estrutura eletrónia y metodologíashíbridas uántio - lásias.En lo que se re�ere al transporte de esta moléula, la reaión estudiada fue la reaiónde transnitrosaión:
RS− + R′SNO → RSNO + R′S−Esta reaión ha sido propuesta omo meanismo de transporte de NO así omo deregulaión de la funión proteia. En partiular se estudió la reaión entre S -nitroso-L-isteína etil ester y L-isteína etil ester en medio auoso y en medio orgánio (metanol).En uanto al almaenamiento, se ree que los S-nitrosotioles (RSNOs) desempeñan unrol fundamental y por esta razón el estudio de las propiedades de los mismos es de sumarelevania. En este trabajo se muestra una forma interesante de estabilizarlos mediante launión de los mismos a un entro metálio (Ir(III)). De este modo surge una nueva familiade omplejos que ontienen S -nitrosotioles oordinados. La estabilizaión originada omoonseuenia de la oordinaión al entro metálio hae posible la araterizaión y el estudiode propiedades de estos ompuestos.Por último, en uanto a lo que se re�ere a generaión de NO en ausenia se oxígeno, serealizó un estudio teório de los posibles meanismos de generaión de diha moléula en losque se enuentran involurados la desoxi-Hb y el nitrito.Palabras Claves: óxido nítrio, tioles, S-nitrosotioles, pentaloronitrosiliridato(III),transnitrosaión, nitrito, desoxi-Hemoglobina, DFT, métodos ab-initio, SIESTA, QM-MM,Amber.
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AbstratThe main goal of this thesis has been the study of relevant hemial reations whih areinvolved in the mehanism of generation, storage and transport of nitri oxide (NO). Giventhe wide variety and numerous funtions assoiated to NO in living systems, the study ofthese mehanisms is extremely important. The study of the above mentioned mehanismshas been arried out experimentally and theoretially using di�erent kind of methodologies.Conerning NO transport and delivery, the trasnitrosation reation has been studied:
RS− + R′SNO → RSNO + R′S−This reation has been proposed as a mehanism of NO transport, and also as an impor-tant mehanism for the regulation of protein funtion. In this work we desribe the studyof the trasnitrosation reation between S -nitroso-L-ystein ethyl ester and L-ystein ethylester in aqueous and organi (methanol) media.Regarding NO storage, it has been suggested that S -nitrosothiols play a key rol, andfor that reason the study of S -nitrosothiols properties is speially important. An interestingway of stabilizing these ompounds through oordination to a metal enter (Ir(III)) is des-ribed in this work. The stability gained, allowed the experimental haraterization of theseompounds and the eluidation of strutural aspets and properties.Finally, dealing with mehanisms of generation of NO in the absene of oxygen, a theo-retial study on the possible mehanisms involving nitrite and deoxy-hemoglobin has beenperformed.keywords: nitri oxide, thiols, S-nitrosothiols, pentahloronitrosiliridate(III), transnitro-sation, nitrite, deoxy-Hemoglobin, DFT, ab-initio methods, SIESTA, QM-MM, Amber.

v



vi



Índie generalI Introduión General 1I.1. Introduión y objetivos del trabajo 3I.1.1. Biosíntesis del NO y meanismos de generaión alternativos. . . . . . . . . 4I.1.2. Óxido Nítrio (NO): la riqueza químia de una simple moléula. . . . . . . 6I.1.3. S -nitrosotioles: transporte y almaenamiento de NO. . . . . . . . . . . . . 9I.1.4. Objetivos del trabajo. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10Bibliografía 13II Metodología General 17II.1. Parte Experimental. 19II.1.1. Aspetos generales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19II.1.2. Instrumentaión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20II.2. Simulaión omputaional 23II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24II.2.2. Modelos lásios. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35II.2.3. Metodologías híbridas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37II.2.4. Caraterizaión de la Super�ie de Energía Potenial (SEP). . . . . . . . . 38II.2.5. Modelado del solvente. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41II.2.6. Programas utilizados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42Bibliografía 45III S-Nitrosotioles y reaión de transnitrosaión omo meanis-mo de transporte y almaenamiento de NO 49III.1.S-nitrosotioles : anteedentes, propiedades generales y reatividad 51vii



viii ÍNDICE GENERALIII.1.1. Propiedades . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51III.1.2. Síntesis, aspetos generales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55III.1.3. Reatividad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57III.2.S-nitroso-L-isteína etil ester (SNO-CEE) 61III.2.1. Preparaión de SNO-CEE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61III.2.2. Caraterizaión espetrosópia de SNO-CEE . . . . . . . . . . . . . . . . 62III.3.Reaión de Transnitrosaión - El Meanismo 71III.3.1. Estudio Computaional . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72III.3.2. Medida experimental de la onstante de veloidad y la energía de ativaión. 81III.4.Deteión y araterizaión teório-experimental del intermediario dereaión. 87III.4.1. Evidenia experimental previa en fase gaseosa . . . . . . . . . . . . . . . . 87III.4.2. Deteión del intermediario: ondiiones experimentales y ténias de RMN. 88III.4.3. Deteión por 15N RMN - Asignaión asistida por álulos . . . . . . . . . 96III.4.4. Efetos ausados por la presenia de oxígeno. . . . . . . . . . . . . . . . . 97III.5.Conlusiones y preguntas abiertas 105Bibliografía 107IV Estabilizaión de S-nitrosotioles por oordinaión a [IrCl5℄2−111IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedades 113IV.1.1. S -nitrosotioles oordinados a omplejos metálios: anteedentes . . . . . . 114IV.1.2. Reaión de K[IrCl5NO℄ on tioles: aspetos generales . . . . . . . . . . . . 115IV.1.3. RSNOs on grupos aromátios: omplejos tipo a y tipo b . . . . . . . . . . 118IV.1.4. RSNOs de relevania biológia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120IV.1.5. RSNOs del áido meraptosuínio y derivados de éste . . . . . . . . . . . 122IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades. 125IV.2.1. Estrutura: difraión de rayos X . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 125IV.2.2. Espetrosopía UV-Visible . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130IV.2.3. Espetrosopía FTIR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136IV.2.4. Espetrosopía 1H RMN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 140IV.2.5. Espetrometría de Masa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141



ÍNDICE GENERAL ixIV.3. Estabilidad térmia: estudio teório - experimental 147IV.3.1. Estabilidad en fase sólida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 147IV.3.2. Estimaión de vidas medias en agua . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 147IV.3.3. Evaluaión de posibles meanismos de desomposiión : fase gaseosa y so-luión. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 157IV.4.Conlusiones y preguntas abiertas 159Bibliografía 163V La reaión entre la desoxi-hemoglobina humana (desoxi-Hb)y nitrito para generar óxido nítrio (NO) en ausenia de oxígeno:estudio teório de los posibles meanismos de reaión 167V.1. Anteedentes sobre meanismos de generaión de NO 169V.1.1. desoxi-Hb y nitrito . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 170V.1.2. Atividad nitrito redutasa (NIR) : omparaión on NIRs de baterias . . 171V.1.3. Posibles meanismos propuestos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 173V.1.4. Datos experimentales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 176V.2. Nitro vs Nitrito: Cálulos de estrutura eletrónia en sistemas modelo179V.2.1. Coordinaión del ligando por N, por O y posibles isómeros . . . . . . . . . 179V.2.2. Coordinaión de áido nitroso . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito" . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 182V.3. El ligando en el sitio ativo: dinámia moleular lásia 185V.3.1. Subunidad α . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 186V.3.2. Subunidad β . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187V.3.3. Aspetos estruturales de la unión del ligando . . . . . . . . . . . . . . . . 189V.4. La reaión: Cálulos híbridos 191V.4.1. Optimizaiones en el sitio ativo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 192V.4.2. Per�les de energía . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 194V.5. Conlusiones y preguntas abiertas 199Bibliografía 205



x ÍNDICE GENERALVI Conlusiones Generales 211Publiaiones Cientí�as 219Agradeimientos 221



IIntroduión General
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I.1Introduión y objetivos del trabajo
El óxido nítrio (NO), fue por primera vez estudiado en 1772 por Joseph Priestley (Ex-periments and observations on di�erent kinds of airs, 1774-1777) quién llamó a esta mo-léula omo "nitrous air" o "aire nitroso", la desribió y de�nió omo un gas inoloro ytóxio. Esta de�niión ontinuó vigente hasta su redesubrimiento en 1987 omo "moléulabioativa"[1, 2, 3℄ . Desde entones fueron gradualmente surgiendo

Figura I.1.1: Portada de la Revista Siene.Vol.258, Nro. 5090, 1992.

novedosas funiones asoiadas a esta moléula, en-tre ellas: regulaión de la presión sanguínea, media-ión en el exterminio de élulas tumorales por ma-rófagos, neurotransmisión, inhibiión plaquetaria,ereión peneana, et. En el lapso de tiempo queorrespondió a los años 1980-1990 esta moléulaapturó la atenión de muhos investigadores, he-ho que ondujo al estudio de diferentes aspetosrelaionados on ella, los mismos enarados des-de diferentes áreas: mediina, bioquímia, biologíamoleular, químia, �siología, biología elular, far-maología y toxiología.En 1992[4, 5℄, esta moléula adquirió la famasu�iente omo para ser distinguida por onsensode muhos omo "La moléula del año", denominaión que le fue dada por la revista Sienede diho año. Más aún, la importania de esta moléula se materializó omo primerísimaplana en las notiias del año 1998 uando Louis J. Ignaro, Robert F. Furhgott y Ferid Mun-rad fueron ondeorados on el premio Nobel en mediina y �siología. El honor de semejantereonoimiento tuvo su fundamento en el desubrimiento del NO omo moléula mensajera:3



4 I.1. Introduión y objetivos del trabajo"un gas produido en forma endógena que atraviesa membranas y regula la funión elular".Sus propiedades químias haen de esta moléula un mensajero muy versátil que ejere susfuniones por medio de interaiones on distintos blanos elulares desplegando una vastaquímia.Atualmente, en el año 2007, podemos estimar en más de 1000001 las publiaionesientí�as que estudian diversidad de aspetos de la vida de esta moléula y su aparentesinfín de roles biológios y no biológios, on mayor o menor protagonismo de la misma.I.1.1. Biosíntesis del NO y meanismos de generaión al-ternativos.El NO puede ser biosintetizado de varias formas, por ejemplo, las plantas utilizan unaestrategia no enzimátia que onsiste en la reaión entre el nitrito y arotenoides u otrosmetabolitos vegetales [6℄. El amino enzimátio involura la óxido nítrio sintasa (NOS) y lareduión de nitrito por nitrito redutasas (NIRs). Las NIRs se hallan presentes en baterias yorganismos animales. En baterias, junto on otras enzimas, la NIR es una pieza fundamentalen el ilo del nitrógeno; en animales onstituye un amino para la síntesis de NO alternativoa la NOS. El método se síntesis de NO más omúnmente utilizado por organismos animalesinvolura a la familia de enzimas llamadas óxido nítrio sintasas (NOSs). Las NOSs sonmiembros de una super familia de enzimas llamadas monooxigenasas, las que ontienen algrupo hemo[7℄. La NOS ataliza la onversión de L-arginina en L-itrulina y la onominanteliberaión de NO. Esta reaión ourre en presenia de oxígeno. El meanismo a través delual ourre el proeso es muy omplejo y aún no se ha eluidado ompletamente [7℄.En 1997, por primera vez Reutov y olaboradores [8℄, onluyen que la NOS y la NIR sonomponentes fundamentales en lo que denominaron "El ilo de óxido nítrio" en organismosanimales (Figura I.1.2). De esta forma, ante un dé�it de oxígeno, por ejemplo una hipoxiafunional asoiada a un proeso patológio o un onsumo aelerado de oxígeno, la NOS (1)esaría en su funión y se ativaría el meanismo de síntesis de NO por medio de la NIR (3).Por otro lado, la atividad nitrito redutasa es fundamental pero no sólo para el ilomostrado en la Figura I.1.2, sino que es además una pieza lave en el ilo del nitrógenoefetuado por baterias. En la Figura I.1.3, se muestra en qué parte del ilo del nitrógenodesempeña su funión la NIR.En la siguiente tabla (Tabla I.1.1), se muestran algunos poteniales de reduión deinterés a la hora de estudiar estas reaiones [9℄. Un punto importante a notar al observarlos valores de la tabla, es que los poteniales de reduión para todas las espeies de nitrógeno1Número de publiaiones que surgen omo resultado de la búsqueda "nitri oxide" realizada on Sopus.
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6 I.1. Introduión y objetivos del trabajoTabla I.1.1: Poteniales de reduión estándar relevantes a pH=7.Reaión E0′(V)NO−
3 +2 e- + H2O ⇋NO−

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

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

⇋asorbato +0.06fumarato+ 2e- + 2H+
⇋suinato +0.03P-Fe(II)-NO+ + e- ⇋P-Fe(II)-NO• +0.39 a -0.02P-Fe(II)-NO• + e- ⇋P-Fe(II)-NO− -0.86P-(Fe): grupo hemolistadas son positivos. De esto se desprende que, la reduión del nitrato, nitrito, óxido nítrio,óxido nitroso y nitrosilos oordinados a grupos hemo (P-Fe(II)-NO+) es termodinámiamentefatible frente a redutores biológios relevantes omo el asorbato y el suinato. En el asode baterias, por ejemplo, este heho provee la fuerza impulsora neesaria omo para ativarla maquinaria de transporte eletrónio aoplada a la fosforilaión oxidativa. Por otro lado,ontrariamente a lo observado para el NO libre, le reduión del NO oordinado a gruposhemos es termodinámiamente más desfavorable.I.1.2. Óxido Nítrio (NO): la riqueza químia de una sim-ple moléula.En gran medida la riqueza reativa de esta moléula se debe a la posibilidad de adoptardistintos estados redox, entre ellos se enumeran los siguientes:NO+ (nitrosonio o nitrosilo), NO2

−(nitrito)NO• (óxido nítrio)NO−, HNO (nitroxilo)Cada una de estas espeies, NO+/•/−, presenta propiedades y araterístias distintivas.Como se puede observar en la Tabla I.1.2 [5℄, a medida que aumenta el estado de oxidaióndel nitrógeno, aumenta la freuenia de estiramiento del enlae en el IR y el enlae N-O seaorta. En lo referido a su reatividad, a mayor estado de oxidaión de nitrógeno, mayoraráter eletrofílio y por lo tanto es más suseptible al ataque por nuleó�los.



I.1.2. Óxido Nítrio (NO): la riqueza químia de una simple moléula. 7Tabla I.1.2: Propiedades de las espeies relaionadas al NO*.Moléula Nro. de Oxidaión del nitrógeno Longitud de enlae Å νNO(m−1)Nitrosonio 3+ 0.95 2300Oxido nítrio 2+ 1.15 1840Nitroxilo 1+ 1.26 1290* [5℄

Figura I.1.4: Interonversión de las diferentes formas redox del NO por reaión on oxidantes y redutoresbiológiamente relevantes.Reaiones redox del óxido nítrio on metaloproteínas, omplejos metálios, tioles, oxí-geno onduen a la formaión de las espeies NO−y NO+(Figura I.1.4), este último en so-luión auosa se enuentra mayormente omo nitrito. Reordemos que el nitrito desempeñaun rol importante en la síntesis de NO en ondiiones de anoxia y además en medio áidoes responsable de la nitrosaión de tioles y aminas. Veamos dos reaiones biológiamenterelevantes que onduen a la formaión de nitrito:1. Nitrosilaión redutiva [10℄ :
Fe(III)P + 2NO + H2O → Fe(II)P (NO) + NO−

2 + 2H+ (I.1.1)2. Autoxidaión de NO en soluión auosa [11℄ :
4NO + O2 + 2H2O → 4HNO2 (I.1.2)La transformaión del NO en nitrito es lave y sería una forma de almaenar potenialmenteNO y de evitar la inativaión del mismo por reaión on otras moléulas [5℄[12, 13℄. Porejemplo, una de las vías prinipales de onsumo del NO está dada por su reaión on laoxi-mioglobina y la oxi-hemoglobina para originar NO3

−[14℄. Por otro lado, en irunstaniasen las que está presente el anión superóxido, la reaión del NO on éste es extremadamente



8 I.1. Introduión y objetivos del trabajo

Figura I.1.5: Dependenia del ángulo MNO on la on�guraión eletrónia.rápida (muho más rápida que on el oxígeno) y origina omo resultado la formaión deperoxinitrito (ONOO−), sumamente tóxio [15, 16℄. Sin embargo, es importante agregar quelos tioles por medio de su reaión on el NO, por ejemplo, dan origen a sus respetivosradiales (Figura I.1.4), los uales son los prinipales atrapantes del peroxinitrito dandoomo resultado la formaión de S-nitrosotioles (RSNOs) y disulfuros [17℄.Complejos metáliosLas propiedades del enlae M-NO pueden ser omprendidas a partir de dos omponentesde su estrutura eletrónia:Donaión de densidad eletrónia desde un orbital del NO de tipo σ al metal.Donaión o retrodonaión de densidad eletrónia desde un orbital d oupado del metala un orbital π* del ligando NO.Los omplejos de nitrosilo son lasi�ados omo espeies {M(NO)x}ndonde n puede de�-nirse omo (i) el número total de eletrones asoiados on los orbitales d del metal y/o los
π*(NO) o (ii) el número de eletrones d del metal si el nitrosilo se onsidera oordinado omoNO+(notaión introduida por Enemark y Feltham)[18℄.La mayoría de los omplejos mono-nitrosilados {M(NO)}n son hexaoordinados y poseen n=0-6, on eletrones oupando losorbitales dxy, dxz,dyz (on aráter ligante o no ligante). Como resultado de esta oupaión deorbitales se espera que el ángulo orrespondiente a la unidad MNO sea esenialmente lineal.Si se agregan eletrones (n≥7), éstos ouparán orbitales tipo π antiligantes que involurana los átomos M, N, O. Como onseuenia, el grupo NO se torerá on el �n de aliviar latensión. (Figura I.1.5) Los nitrosilos de tipo a y b son suseptibles al ataque por nuleó�losmientras que existen esasos ejemplos de ompuestos on las araterístias del terero, y lareatividad de éstos omplejos aún no se ha eluidado [13, 19℄.



I.1.3. S -nitrosotioles: transporte y almaenamiento de NO. 9TiolesEl NO es una moléula radial muy reativa, su veloidad de difusión en medios biológiosse estima en 50µm/s y su tiempo de vida media en 10−3 s. Estos valores evidenian que paraejerer sus funiones omo segundo mensajero de manera e�iente éste debe unirse a algunamoléula que preserve su funión protegiéndolo del ataque de otras moléulas, ser trasladadohasta el lugar donde ejererá su funión y ser liberado. Entre estas moléulas se enuentranlos tioles, los mismos reaionan on la forma oxidada del NO formando los S -nitrosotioles(RSNOs) (Figura I.1.4). La reaión de los tioles on las otras formas redox, NO• y NO−,origina formaión de produtos omo disulfuros y NH2OH (Figura I.1.4). Los RSNOs se hanpropuesto omo moléulas almaenadoras y transportadoras del NO. El tiol más abundantea nivel elular es el glutatión (tripéptido: isteína, gliina y áido glutámio), éste es elresponsable de mantener el potenial redox elular. Este tiol protege a los omponentesde la élula de los daños induidos por radiales, interviene en proesos regulatorios y deseñalizaión elular [20, 21℄.I.1.3. S -nitrosotioles: transporte y almaenamiento de NO.Como se ha menionado previamente, tioles endógenos pequeños omo la isteína y elglutatión, a través de la formaión de RSNOs, onstituyen un medio de preservaión de lasfuniones asoiadas al NO, transporte y almaenamiento de esta moléula. Los RSNOs estáninvolurados de esta forma en funiones de biorregulaión y han sido detetados en el �uidosanguíneo [24℄. Trabajos previamente realizados sobre aspetos �siológios de la químia delos RSNOs indian lo siguiente:Pueden liberar NO en presenia de Cu(I), asorbato o tioles.Suministran los iones NO+ y NO−.Efetúan reaiones de transnitrosaión donde el NO+ es transferido de un tiol al otro.Una reaión de este tipo estaría involurada en modi�aiones de las proteínas pornitrosaión de alguna de sus isteínas, lo que onstituye un meanismo de regulaiónde la funión de la misma.Los RSNOs fueron por primera vez sintetizados en 1909 por Tasker y Jones [22℄, en esaoportunidad observaron que si se haía reaionar al beniltiol on loruro de nitrosilo seobtenía un ompuesto muy inestable olor rojo, el S -nitroso-beniltiol. Debido a su graninestabilidad, estos ompuestos no llamaron muho la atenión y poo se investigó sobre



10 I.1. Introduión y objetivos del trabajoellos hasta que fuera desubierto su rol biológio [23, 24℄. Su poa estabilidad es responsa-ble de que aún atualmente haya poos RSNOs araterizados estruturalmente. Hasta lafeha se uentan seis estruturas ristalinas, éstas orresponden a los siguientes RSNOs:S -nitroso-Trifenilmetiltiol (Ph3CSNO) [25℄, S -nitroso-L-isteína etilester (SNO-CEE)[26℄,S -nitroso-N-aetilpeniilamina (SNAP) [27℄, S -nitroso-triarilmetiltiol (TRM-SNO) [28℄, S -nitroso-aptopriltiol [29℄ y S -nitrosonitrosilhemoglobina [30℄.Los siguientes RSNOs: S -nitroso-L isteína (CysNO), S -nitroso-glutatión (GSNO) y S -nitroso-albúmina (BSNO), han sido detetados en sangre mientras que por ejemplo la S -nitroso-N-aetilpeniilamina (SNAP) es un RSNO sintétio muy difundido y ampliamenteutilizado en experimentos biológios.I.1.4. Objetivos del trabajo.El objetivo general de este trabajo es estudiar los meanismos de transporte, almaena-miento y generaión de NO. En lo que a esto onierne, más espeí�amente nos interesóestudiar:El rol de los S -nitrosotioles en el transporte del NO por medio de la onoida reaiónde transnitrosaión.
RS− + R′SNO → RSNO + R′S−Las propiedades de los S -nitrosotioles omo moléulas almaenadoras de NO y la ob-tenión de S -nitrosotioles estabilizados por oordinaión a un metal de transiión.Meanismos alternativos de generaión de NO en ausenia de oxígeno, situaión en laual la NOS no sería operativa.Este estudio se llevó a abo utilizando dos tipos de herramientas, una de ellas basada ensimulaiones omputaionales, y la otra en diversas ténias experimentales. Los detallesmetodológios empleados en ambos tipos de herramientas son presentados en la parte demetodología general (II). Luego se presentan los resultados obtenidos (III, IV y V), adauna de las partes o seiones ontiene una breve introduión, los resultados y onlusiones.Cada parte pretende abordar los ítems anteriormente menionados:III. S-Nitrosotioles y reaión de transnitrosaión omo meanismo de trans-porte y almaenamiento de NO. Se presenta el estudio de propiedades físio-químiasde los S-nitrosotioles libres. Caraterizaión de la S-nitroso-L-isteína etil ester. Se muestra



I.1.4. Objetivos del trabajo. 11el estudio teório-experimental de la reaión de transnitrosaión para un modelo simple ypara la L-isteína etil ester.IV. Estabilizaión de S-nitrosotioles por oordinaión a [IrCl5℄−2. Debido a supoa estabilidad muy poo se sabe estruturalmente sobre éstas moléulas. Al ser oordinadasa [IrCl5℄−2 su estabilidad se inrementa notoriamente, este heho nos otorga la posibilidadde araterizarlas estruturalmente y estudiar los efetos que afetan su estabilidad.V. La reaión entre la desoxi-Hemoglobina Humana (desoxi-Hb) y nitritopara generar óxido nítrio (NO) en ausenia de oxígeno: estudio teório de losposibles meanismos de reaión. Se presenta el estudio de esta reaión omo ontra-parte anaeróbia de la NOS.Por último se presentan las onlusiones generales y perspetivas futuras del trabajo(VI).
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II.1Parte Experimental.
II.1.1. Aspetos generalesTodos los ompuestos on los que se trabajó, o su gran mayoría, presentaban la peuliari-dad de ser muy sensibles al oxígeno, la humedad, la temperatura y la luz. Trabajar on ellosrequirió uidados espeiales y el desarrollo y la puesta a punto de diferentes metodologíasexperimentales de trabajo. También exigió la adquisiión y el desarrollo de una manualidadindispensable para lograr la on�abilidad y reproduibilidad neesaria en los resultados.Para llevar adelante esta químia fueron indispensables ierto equipamiento omo unaaja sea (ver Figura II.1.1), líneas de vaío, gases inertes, materiales tales omo tubosy balones de Shlenk, jeringas, septa, siempre en pos de asegurarse que las reaiones sedesarrollen en atmósfera inerte.Debido a la poa estabilidad de muhos de los ompuestos on los que se trabajó, no sepudo ontar on el almaenamiento de los mismos para el trabajo diario, sino que debieronser preparados ada vez que se neesitaron.Otro uidado de suma importania en lo que respeta a los solventes utilizados, es lauidadosa puri�aión de los mismos. El empleo de solventes reién destilados o almaenadospor ortos períodos de tiempo bajo atmósfera inerte fue indispensable.Puri�aión de solventes.Todos los solventes fueron seados on los deseantes apropiados y posteriormente destilados.Los solventes más freuentemente utilizados fueron metanol y aetonitrilo. El metanol fueseado on Mg-iodo y puri�ado por destilaión fraionada. El aetonitrilo se destiló pordestilaión fraionada, se re�ujó sobre CaH2, y se destiló bajo nitrógeno en el momento deusarse. 19



20 II.1. Parte Experimental.

Figura II.1.1: Línea de gases y de vaío, aja sea.II.1.2. InstrumentaiónEntre las ténias experimentales empleadas para el análisis de las reaiones y arate-rizaión de los reativos y produtos obtenidos, podemos itar las siguientes:1. Espetrosopía UV-Visible.2. Espetrosopía FTIR.3. Difraión de rayos X.4. Resonania Magnétia Nulear (RMN).5. Espetrometría de masa.6. Miroanálisis Elemental.Los espetros IR fueron obtenidos en un espetrómetro Niolet Avatar 320 FTIR en pastillasde KBr y utilizando eldas para líquido Spetra Teh on ventanas de NaCl y CaF2, según fueel solvente utilizado. Los espetros UV-Visible fueron tomados en un espetrómetro HewlettPakard 8453 on arreglo de diodos empleando una elda de uarzo de 1 m de amino óptio.Los espetros de RMN se adquirieron en un equipo Bruker AMX500, los espetros obtenidosfueron alibrados mediante el agregado de alguna referenia onoida (en general se utilizóCH3CN) o utilizando la señal residual del solvente deuterado respetivo [1℄. Se realizaronespetros RMN para diferentes núleos (1H, 13C, 15N) mono y bidimensionales. Entre lasténias de RMN utilizadas podemos menionar:



II.1.2. Instrumentaión 21-1H RMN, 13C RMN, 15N RMN.-DEPT (Distortionless Enhanement by Polarization T ransfer), esta ténia permite dis-tinguir entre distintos tipos de arbonos, uando el ángulo del pulso es 135 (DEPT-135 ),la fase de los -CH3 y -CH resulta invertida respeto a los CH2 , mientras que los arbonosuaternarios no son detetados.-COSY (COrrelation SpetrosopY ), ofree orrelaión bidimensional de espetros 1HRMN. Es una ténia muy útil para asignar veinos.-HETCOR (HETeronulear hemial shift CORrelation), proporiona una orrelaión deespetros 1H RMN y 13C RMN. Muy útil para asignar las señales del protónio a los arbonosorrespondientes.Los espetros de masa para los omplejos resultantes de la reaión de los tioles on el[IrCl5NO℄K fueron adquiridos en un Miromass Q-Tof aoplado a fuentes de iones ESI yAPCI (Laboratorio Thompson de Espetrometría de Masa a argo del Prof. Maros Eber-lin). Los gases NO y N2O generados omo onseuenia de la reaión de transnitrosaión,fueron detetados mediante el uso del espetrómetro de masa uadrupolar Extrel Emba II(Laboratorio del Dotor Valentín Amorebieta, Universidad de Mar del Plata). Los análisisde estruturas ristalinas por rayos X fueron determinados por los Dotores Gregory Leitus yLinda Shimon del Departamento de Serviios Químios del Instituto de Cienias Wiezmann(Rehovot, Israel) en un difratómetro Nonius KappaCCD, Mokα(λ=0.7107Å) on monoro-mador de gra�to. Los datos fueron proesados empleando Denzo-Salepak. Las estruturasse resolvieron por métodos diretos on SHELXS-97. Un posterior re�namiento de la matrizse realizó por uadrados mínimos basado en F2 on SHELXS-97.El miroanálisis elemental fue realizado en un equipo Carlo Erba 1108. Para el análisisse produjo la ombustión de la muestra en un tubo reator donde fue transformada a CO2,H2O, N2 y SO2. La separaión de los gases se realizó por romatografía gaseosa on olumnade paropa de longitud variable y para su deteión se utilizó un detetor de ondutividadtérmia. El método requiere una alibraión previa on sustanias patrón de omposiiónonoida. Sustania patrón utilizada para la determinaión de C, H, N, y S: Sulfanilamida.Sustania patrón utilizada para el ensayo ontrol de C, H, y N : Aetanilida.Parte de los resultados obtenidos se obtuvieron omo fruto de olaboraiones on lossiguientes grupos:Grupo del Profesor D. Milstein, Department of Organi Chemistry, Weizmann Instituteof Siene (RX) (Rehovot, Israel).Grupo del Profesor Eberlin, Thompson Mass Spetrometry Laboratory, Instituto deQuímia, UNICAMP (ESI-MS) (Campinas, Brasil).



22 II.1. Parte Experimental.La desripión detallada y espeí�a de la metodología de trabajo se presenta en las partesy seiones orrespondientes.



II.2Simulaión omputaionalDurante las últimas déadas, el área de simulaión omputaional en químia ha reibidoun impulso tal, que se ha onvertido en una herramienta irreemplazable. La ombinaión deelementos matemátios y omputaionales on las leyes fundamentales de la físia permiteabordar el estudio de proesos de relevania químia desde un punto de vista mirosópio.La seleión del nivel de teoría adeuado para estudiar un determinado problema, yla apaidad de evaluar la alidad de los resultados obtenidos son dos de las tareas másompliadas dentro del trabajo de un químio omputaional. Antes de llevar a abo ualquierestudio, se deben tener presentes tanto las posibilidades omo las limitaiones de los modelosy métodos a utilizar, ya que una apliaión inapropiada de los mismos puede onduir aresultados arentes de sentido. Sin embargo, uando se emplea adeuadamente, onstituyeuna herramienta muy valiosa en el análisis e interpretaión de resultados experimentales, einluso en la determinaión de propiedades moleulares de las que no se dispone de valoresempírios.Según el problema seleionado y el nivel de desripión que se requiera podemos men-ionar distintos tipos de modelos:Modelos basados en la químia uántia. A partir de las leyes de la meánia uántia,permiten determinar la estrutura de las moléulas, alular propiedades espetrosó-pias, estudiar proesos reativos y omprender el meanismo de reaiones químias,araterizar produtos, et. Pueden ser utilizados omo herramienta preditiva, porejemplo permiten "experimentar" on una sustania, onoer muhas de sus propie-dades sin neesidad de sintetizarla, de modo que se puede orientar a un investigadorexperimental sobre qué moléula va a tener las araterístias que él desea. De estemodo, sólo se sintetiza y analiza aquella que tenga las propiedades que más le interesen,ahorrándole tiempo y dinero.Modelos lásios. El modelado de fenómenos que no involuran formaión o ruptura de23



24 II.2. Simulaión omputaionalenlaes químios, es deir aquellos proesos donde la estrutura eletrónia no ambiaonsiderablemente, pueden ser desriptos por modelos más simples que aptan ade-uadamente la esenia del problema de estudio haiendo inneesario el uso de modelosmás omplejos. En estos modelos las moléulas (o átomos) pueden ser representadaspor masas puntuales, generalmente provistas de arga, que interatúan a través de unampo de fuerzas lásio.Modelos híbridos uántio-lásios. La base de estos modelos reside en ombinar álu-los de estrutura eletrónia on modelos lásios. Esta ombinaión, hae posible elestudio de proesos reativos para sistemas on un elevado número de átomos (impo-sible de abordar mediante un modelo puramente uántio). El sistema en estudio, porejemplo una enzima, se partiiona en un subsistema modelado uántiamente y otrosubsistema modelado lásiamente.A ontinuaión veremos en más detalle ada uno de estos modelos.II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia.La meánia que rige el omportamiento de partíulas pequeñas (omo los eletrones) esla llamada meánia uántia, desarrollada a prinipios del siglo pasado a partir de ontri-buiones de Bohr, Einstein, Dira, Plank, Heisenberg y Shrödinger, entre otros [2℄. Paradesribir el estado de un sistema en meánia uántia, se postula la existenia de una fun-ión de las oordenadas de las partíulas y del tiempo, Ψ, llamada funión de onda o funiónde estado. La funión de onda ontiene toda la informaión que es posible onoer aer-a del sistema. Dentro de una aproximaión no relativista, Ψ se obtiene de la euaión deShrödinger dependiente del tiempo.
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II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia. 25ahora la euaión II.2.2 se puede esribir omo ĤΨ(r) = EΨ(r), que es la forma másomúnmente utilizada. El Hamiltoniano moleular presentado en la euaión II.2.4 ontienetérminos de movimiento y atraión/repulsión entre las diferentes partíulas. Tal omo sepuede observar en la euaión II.2.4, se inluyen términos asoiados a la energía inétia delos núleos y de los eletrones, atraión entre núleos y eletrones, repulsión entre eletronesy repulsión entre núleos.
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(II.2.4)La euaión II.2.4 sólo puede resolverse exatamente para sistemas de dos partíulas, porlo resulta neesario el uso de aproximaiones para sistemas mayores. Una aproximaión queresulta sumamente útil para reduir la omplejidad del álulo es la llamada aproximaiónde Born-Oppenheimer [2, 3℄. Esta aproximaión se basa en que la masa de los núleos esmiles de vees mayor que la de los eletrones y éstos se mueven, por lo tanto, muho máslentamente. Así el movimiento eletrónio puede desribirse en el ampo reado por losnúleos �jos. Entones, el movimiento de los eletrones está desaoplado del movimiento delos núleos y por ende, se puede deir que los eletrones se aomodan instantáneamente auna dada disposiión de los núleos. De modo que, es líito esribir una funión de ondaeletrónia para ada geometría nulear siendo ahora el último término de la euaión II.2.4una onstante.Mediante el uso de la aproximaión de Born-Oppenheimer, hemos simpli�ado la eua-ión de Shrödinger, sin embargo la euaión ontinúa siendo irresoluble de forma exatapara sistemas de más de un eletrón debido al término de repulsión intereletrónia, por loque deben haerse aproximaiones adiionales. Existen diversos métodos, araterizados porel distinto nivel de aproximaión matemátia. Una de las lasi�aiones más empleadas es laque distingue entre métodos semiempírios, métodos ab initio y el método del funional dela densidad (DFT). A su vez, en funión de la estrategia utilizada para resolver las euaio-nes, estos métodos se lasi�an omo variaionales o perturbaionales. Antes de pasar a losmétodos veamos brevemente qué die el teorema variaional y la teoría de perturbaiones.Teorema Variaional [2, 3℄. El valor medio de la energía asoiada a una funión deonda aproximada o de prueba, Φ, se puede alular omo:

W =

∫

Φ ∗ ĤΦdτ
∫

Φ ∗ Φdτ
=

〈

Φ
∣

∣

∣
Ĥ

∣

∣

∣
Φ

〉

〈ΦΦ〉 (II.2.5)El teorema variaional enunia que si la funión de onda de prueba umple las ondiiones



26 II.2. Simulaión omputaionalde ontorno del problema, se umple la siguiente desigualdad:
W =

〈

Φ
∣

∣

∣
Ĥ

∣

∣

∣
Φ

〉

〈ΦΦ〉 ≥ E0 (II.2.6)E0 es la energía orrespomdiente al estado fundamental. Esta desigualdad resulta extre-madamente útil ya que proporiona un riterio para evaluar la alidad de una funión deonda de prueba, uanto menor sea la energía asoiada, mejor será la funión de prueba. Es-to permite proponer omo estrategia para enontrar soluiones aproximadas de la euaiónII.2.4, la búsqueda de aquellas funiones que minimien la energía del sistema.Teoría de perturbaiones [2, 3℄. La base de esta teoría onsiste en separar el proble-ma en una parte resoluble de forma exata y una parte ompliada para la que no existesoluión analítia. Se divide el Hamiltoniano eletrónio en dos partes, se supone que estosHamiltonianos no son muy diferentes y por ende, la energía y la funión de onda tampoolo será. Si desribimos la perturbaión omo:
Ĥ ′ ≡ Ĥ − Ĥ0 (II.2.7)
Ĥ ≡ Ĥ0 + λĤ ′ (II.2.8)

ĤΨn = (Ĥ0 + λĤ ′)Ψn = EΨn (II.2.9)donde el subíndie n se re�ere al nivel energétio. En este ontexto es posible onsiderara la funión de onda y la energía omo funiones del parámetro λ, tal que Ψn |λ=0= Ψ0
n y

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

Ψn = Ψn |λ=0 +
∂Ψn

∂λ
|λ=0 λ +

∂2Ψn

∂2λ
|λ=0

λ2

2!
+ · · · (II.2.10)

En = En |λ=0 +
∂En

∂λ
|λ=0 λ +

∂2En

∂2λ
|λ=0

λ2

2!
+ · · · (II.2.11)Aotando al segundo orden y de�niendo la ondiión de normalizaión: 〈Ψ0

n | Ψ0
n〉 = 1,queda:

En ≈ E0
n +

〈

Ψ0
n

∣

∣

∣
Ĥ ′

∣

∣

∣
Ψ0

n

〉

+
∑

m6=n

∣

∣

∣

〈

Ψ0
n

∣

∣

∣
Ĥ ′

∣

∣

∣
Ψ0

n

〉
∣

∣

∣

2

(E0
n − E0

m)
(II.2.12)El problema se redue entones a enontrar los oe�ientes de la expansión. Si la pertur-baión es pequeña, entones alanzará on los primeros términos de diha expansión.



II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia. 27Habiendo presentado estas dos formas de resolver en forma aproximada la euaión II.2.2,veamos ahora en que onsisten los métodos ab intio y DFT.
Métodos ab initio.El término ab initio (o primeros prinipios) hae referenia a que los álulos están ba-sados úniamente en las leyes de la meánia uántia y no emplean datos experimentalesque no sean los valores de las onstantes físias fundamentales. Son métodos que resuelvenla euaión de Shrödinger haiendo uso de una serie de aproximaiones matemátias rigu-rosas. Como ya hemos menionado anteriormente, el término de repulsión intereletróniaes el responsable de que la euaión II.2.4 no puede resolverse exatamente en sistemas demás de un eletrón. La primera aproximaión importante se introdujo de la mano de lateoría de Hartree-Fok (HF) [2, 3℄, en la que la funión de onda se aproxima a un pro-duto antisimetrizado de funiones monoeletrónias, es deir, se onsidera el movimientode ada eletrón en forma independiente. Esta aproximaión es onoida on el nombre de"aproximaión orbital".

Φ = χ1(r1)χ2(r2)....χN (rN) (II.2.13)Donde las χ son espín-orbitales unieletrónios y r representa las oordenadas espaialespara ada eletrón. Este produto posee una propiedad fundamental para ualquier funiónde onda eletrónia, y esto es, que debe ser antisimétria respeto a la permutaión de un parde eletrones (prinipio de exlusión de Pauli). Este requerimiento se satisfae fáilmenteesribiendo el produto omo determinante de Slater, de�nido de la siguiente forma:
Φ = χ1(r1)χ2(r2)....χN(rN) =

1√
N !

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

χi(r1) χj(r1) · · · χk(r1)

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

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

(II.2.14)
Así, permutar dos eletrones es equivalente a permutar dos olumnas, lo que según laspropiedades de los determinantes, le ambia el signo, satisfaiendo así el prinipio de Pauli.Ahora bien, en esta aproximaión , usando el Hamiltoniano eletrónio y empleando unafunión de onda del tipo determinante de Slater la expresión para la energía queda:
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E =

〈

Ψ
∣

∣

∣
Ĥel

∣

∣

∣
Ψ

〉

=
N

∑

i=1

Hcore
ii +

1

2

N
∑

i=1

N
∑

j=1

(Jij − Kij) (II.2.15)En esta expresión, Hcore
ii es un Hamiltoniano reduido que depende de las oordenadas deun sólo eletrón. Jij y Kij son las integrales de Coulomb, e interambio que dependen delas oordenadas de dos eletrones. La primera representa la repulsión eletrostátia entre loseletrones y la segunda es onseuenia del prinipio de exlusión de Pauli y no enuentraanalogía en la físia lásia.

Hcore
ii ≡ −1

2

〈

χi(r1)
∣

∣∇2
1

∣

∣χi(r1)
〉

−
〈

χi(r1)

∣

∣

∣

∣

∣

∑
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ZA

r1A

∣

∣

∣

∣

∣

χi(r1)

〉 (II.2.16)
Jij ≡

〈

χi(r1)χj(r2)
∣

∣r−1
12

∣

∣ χi(r1)χj(r2)
〉 (II.2.17)

Kij ≡
〈

χi(r1)χj(r2)
∣

∣r−1
12

∣

∣ χj(r1)χi(r2)
〉 (II.2.18)Luego, mediante el uso del teorema variaional se enuentran aquellos orbitales queminimizan la energía en la euaión II.2.15, y de esta forma se llega a una euaión deautovalores para los orbitales onoida omo euaión de Hartree-Fok:

F̂ (r1) |χi(r1)〉 =

N
∑

j=1

εij |χj(r1)〉 (II.2.19)Donde los εij son los multipliadores indeterminados de Lagrange asoiados a los N espínorbitales χi, denominados orbitales moleulares de Hartree-Fok, y F̂ es el operador de Fok,el que se de�ne del siguiente modo:
F̂ (r1) = Ĥcore

ii (r1) +
N

∑

j=1

[

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

ii , Ĵj y K̂j se de�nen según su aión en un orbital determinado,
Ĥcore

ii (r1)χi(r1) ≡ −1

2
∇2

1χi(r1) −
∑

A

ZA

r1A
χi(r1) (II.2.21)

Ĵij(r1)χi(r1) ≡
[
∫

dr2χ
∗
j (r2)r−1

12 χj(r2)

]

χi(r1) (II.2.22)
K̂ij(r1)χi(r1) ≡

[
∫

dr2χ
∗
j (r2)r−1

12 χi(r2)

]

χj(r1) (II.2.23)



II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia. 29El primero opera sobre las oordenadas de un sólo eletrón, en ambio el segundo yterero, llamados Coulomb e interambio respetivamente, involuran oordenadas de doseletrones. El operador de Coulomb da la repulsión eletrostátia efetiva (o promediada) deleletrón i produida por el eletrón j. Es posible diagonalizar la matriz de los multipliadoresde Lagrange mediante una transformaión unitaria que no altera el operador de Fok ni elvalor del determinante de Slater, el que representa la funión de onda total. Luego de apliadadiha transformaión la euaión de Hartree-Fok queda:
F̂ (r1) |χi(r1)〉 = εi |χi(r1)〉 (II.2.24)Donde las autofuniones χi(r1) son los espín-orbitales anónios, uyas energías estándadas por los autovalores εi. Debido a que las soluiones de estas euaiones dependende las funiones que se desea obtener, y éstas a su vez, dependen del operador de Fok,la resoluión de las mismas se lleva a abo utilizando un método iterativo denominadométodo del ampo autoonsistente o SCF. Este método arroja omo resultado un onjuntode orbitales atómios/moleulares y energías orbitales.El método HF implia la resoluión iterativa de un sistema de euaiones que entrañagran di�ultad, de manera que sólo es fatible para átomos y moléulas diatómias. Parasistemas mayores es neesario introduir una nueva aproximaión, propuesta en 1951 porC.C.J.Roothaan y G.G.Hall, que onsiste en expresar los orbitales moleulares omo unaombinaión lineal de funiones base.

|χi〉 =

L
∑

k=1

Cki |Φk〉 (II.2.25)El problema ahora se redue a obtener la matriz de oe�ientes que minimien la ener-gía. Reesribiendo la euaión de Hartree-Fok en esta base �nita se obtienen las llamadaseuaiones de Roothaan.
L

∑

k=1

Cki

(〈

Φν

∣

∣

∣
F̂

∣

∣

∣
Φk

〉

− εi 〈Φν | Φk〉
)

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

Φν

∣

∣

∣
F̂

∣

∣

∣
Φk

〉 y la matrizS on elementos según Skν = 〈Φν | Φk〉, las euaiones de Roothaan pueden reesribirse dela siguiente forma:
FC = SCε (II.2.27)En esta euaión C es la matriz de los oe�ientes, ε es la matriz diagonal de las energías



30 II.2. Simulaión omputaionalorbitales. Conoiendo la matriz F, se puede alular la matriz de oe�ientes y la energía através de la euaión seular:
det(F − εS) = 0 (II.2.28)Aquí F depende de los oe�ientes, por lo que el problema se resuelve iterativamente,para esto se propone iniialmente una matriz de oe�ientes, se alula F, se obtienen nuevosoe�ientes los que dan una nueva F, y se repite el proedimiento hasta que la matriz deoe�ientes que se obtiene es esenialmente igual a la del paso preedente. De esta formaproeden los programas que utilizan el método HF.Este método tiene sus limitaiones, una de ellas tiene que ver on la apaidad de la basede representar a los orbitales, uanto mejor sea la alidad de la base, mejor serán los valoresde energía obtenidos. La otra limitaión tiene que ver on la orrelaión eletrónia. Loseletrones se repelen y tienden a alejarse unos de otros. Los movimientos de los mismos estánpues orrelaionados entre sí, de modo que la probabilidad de enontrar dos eletrones en elmismo punto del espaio ha de ser nula. Dentro de la aproximaión HF, ada eletrón sientela in�uenia del resto de los eletrones omo una distribuión promedio. Ello onlleva que,la orrelaión de sus posiiones instantáneas sea ignorada, de modo que la probabilidad deenontrar a un eletrón en un lugar dado del espaio no depende de la posiión instantáneade los demás eletrones, haiendo que la probabilidad de enontrar a dos eletrones ondistinto espín en el mismo lugar simultáneamente no sea nula.Se de�ne la energía de orrelaión omo la diferenia entre la energía exata no relativistay la energía HF: Ecorr = Eexacta − EHF . De modo que, aunque se usara una base in�nitala energía obtenida por este método sería superior a la energía exata. Se han desarrolladodiferentes métodos para tener en uenta este efeto. Tradiionalmente se onoen on elnombre de métodos post-HF , ya que toman omo punto de partida el modelo HF, y sobreél añaden orreiones omo veremos a ontinuaión.Møller y Plesset (MP) propusieron la apliaión de la teoría de perturbaiones utili-zando la soluión de HF omo punto de partida y la perturbaión omo la diferenia entre elHamiltoniano eletrónio de Hartree-Fok (suma de los operadores de Fok) y el verdadero.

Ĥ ′ = Ĥ − Ĥ0 =
∑

l

∑

m>l

1

rml
−

∑

m=1

∑

j=1

[

Ĵj(rm) − K̂j(rm)
] (II.2.29)Este esquema permite enontrar una orreión a la energía y a la funión de onda a unosto omputaional razonable, aunque muho mayor que HF. Si retroedemos y observamosla euaión II.2.12, vemos que el primer término orresponde a la energía del sistema sinperturbar, el segundo a la orreión de orden 1, y el terero a la de orden 2. Es fáil



II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia. 31demostrar que la suma de los dos primeros términos orresponde a la energía obtenida porel método HF. Si inluimos la orreión de orden 2 (E(2)), esto es lo que hae el métodoMP2, obtenemos que la energía será: EMP2 = EHF − E(2). El método MP2 es uno de losmétodos más usados para inluir los efetos de la orrelaión en las propiedades de equilibriodel estado fundamental moleular.La teoría de "oupled-lusters" (CC), desarrollada por Cízek y Paldus en los 60'[4℄,sugiere que la funión de onda exata puede desribirse omo:
Ψ = eT̂ Φ0 (II.2.30)donde Ψ es la funión de onda eletrónia moleular exata del estado fundamental;

Φ0 es la funión de onda HF del estado fundamental y T̂ es un operador de exitaión:
T̂ = T̂1 + T̂2 + T̂3 + · · · + T̂n, donde T̂1 es el operador de exitaión de una partíula, T̂2es el operador exitaión de dos partíulas, et... El efeto del operador eT̂ es expresar a
Ψ omo una ombinaión de determinantes de Slater que inluyen Φ0 y todas las posiblesexitaiones de los eletrones desde los espín-orbitales oupados a los virtuales. La mezla enla funión de onda de determinantes de Slater on distintos grados de exitaión eletróniaproporiona una estimaión de la orrelaión eletrónia.En la prátia, el operador T̂ se aproxima onsiderando úniamente algunos de los ope-radores que lo omponen. La teoría demuestra que la ontribuión más importante a T̂ laaporta T̂2, dando lugar al método de lusters aoplados dobles (CCD). El siguiente paso paramejorar el método es inluir el operador T̂1 , lo ual da origen al método de lusters aopladossimples y dobles (CCSD). El método CCSDT, que inluye también las exitaiones de trespartíulas, proporiona resultados muy preisos para las energías de orrelaión, pero onsu-me muho tiempo de álulo y es fatible úniamente para moléulas muy pequeñas. Uno delos métodos atuales más utilizados para inluir de forma preisa la orrelaión eletróniaes el CCSD(T), en el que el efeto de las exitaiones triples se inluye de forma aproximada,este método es muy utilizado omo método de referenia.Teoría del funional de la densidad.Un proedimiento alternativo, y oneptualmente distinto, para obtener informaión aer-a de un sistema y que permite alular su energía inluyendo la orrelaión eletrónia apa-ree on la Teoría del Funional de la Densidad (DFT) [3℄. Esta teoría fue desarrollada porHohenberg y Kohn en 1964 [5℄. El formalismo se diferenia de los demás métodos de estrutu-ra eletrónia por el heho de onsiderar la densidad eletrónia total ρ(r) omo variable delsistema, en lugar de trabajar on la funión de onda de los Ne eletrones, Ψ(r1, r2, · · · , rNe).La densidad eletrónia en funión de Ψ se expresa omo:
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ρ(r) = ρ(r1) = eNe

∫

· · ·
∫

dr2dr3 · · · drNe |Ψ(r1, r2, · · · , rNe)|2 (II.2.31)Este enfoque tiene la gran ventaja de reduir el esfuerzo de hallar una funión de 3N edimensiones (la funión de onda de un sistema de Ne eletrones) al de obtener una funiónde sólo tres dimensiones, omo lo es la densidad eletrónia ρ(r).Este formalismo parte de dos resultados estableido por Hohenberg y Kohn:1. La funión de onda del sistema es una funional de la densidad eletrónia ρ(r).2. Existe una relaión unívoa entre ρ y |Ψ〉.De este modo, la energía puede también onsiderarse un funional de la densidad,
〈

Ψ
∣

∣

∣
Ĥe

∣

∣

∣
Ψ

〉

= εe ≡ εe [ρ(r)] = T [ρ] + Vee [ρ] + Vne [ρ] (II.2.32)Donde T re�ere a la energía inétia, Vee a la energía potenial de la interaión entreeletrones y Vne a la interaión entre núleos y eletrones. Hohenberg y Kohn aportaronotro aspeto importante en la teoría de los funionales de la densidad, un teorema variaio-nal similar al desripto para el aso HF. En éste se postula que para ualquier ρ′ tal que
∫

ρ′(r)dr = N y ρ′(r) ≥ 0 en todo el espaio, entones E [ρ′] ≥ E0. La igualdad se veri�a si
ρ′ es la densidad del estado fundamental, lo que equivale a deir que ρ0 minimiza el funionalde la energía E [ρ] al igual que la funión de onda del estado fundamental vuelve mínima laenergía. Volviendo a la euaión II.2.32, el término de interaión entre núleos y eletronespuede expresarse fáilmente mientras que la teoría no die ómo alular la expresión paralos otros dos términos. Por otro lado vinula la energía on la densidad eletrónia perono prevé la forma de alular una u otra. En el año 1965 Kohn y Sham [5℄ introdujeronuna aproximaión para la forma funional de la energía inétia, la enorme importania queadquirió la teoría desde entones se vió re�ejada en el otorgamiento del premio Nobel alprofesor Kohn en 1998.Aproximaión Kohn y Sham. Esta aproximaión onsidera un sistema de referenia �-tiio ompuesto por eletrones que no interatúan entre sí, uya densidad ρR es igual a ladensidad real ρ0. Entones, el potenial externo debe ser tal que reproduza en el sistemade N eletrones independientes una densidad igual a la que orresponde a los N eletronesinteratuantes sometidos al potenial real. Si esribimos el Hamiltoniano para el sistemade referenia veremos que no hay términos de interaión intereletrónia, por lo que dihoHamiltoniano se puede expresar omo la suma de Ne Hamiltonianos uniletrónios ĥKS

i , tam-bién llamados operadores de Kohn y Sham. Como en el sistema de referenia los eletrones



II.2.1. Modelos basados en Meánia Cuántia. 33son independientes, la autofunión de ĤR, |ΨR〉 puede ser expresada omo un determinantede Slater y la densidad eletrónia se puede evaluar según:
ρR =

N
∑

i

∣

∣χKS
i

∣

∣

2 (II.2.33)Las funiones χKS
i son denominadas orbitales de Kohn-Sham, por analogía on HF. Vol-viendo al nuestro sistema real de eletrones interatuantes, resulta onveniente de�nir laantidad ∆T , omo la diferenia entre la energía inétia verdadera y la del sistema dereferenia y ∆Vee omo la ontribuión no lásia de la interaión entre eletrones:

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

1

2

∫ ∫

ρ(r1)ρ(r2)

r12

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

E [ρ] = TR [ρ] + Vne [ρ] +
1

2

∫ ∫

ρ(r1)ρ(r2)

r12
dr1dr2 + Exc [ρ] (II.2.37)Ahora, las ontribuiones a la energía del estado fundamental son onoidas, salvo eltérmino Exc [ρ], de modo que la exatitud del álulo DFT depende de la aproximaión quese elija para desribir Exc [ρ]. El funional Exc [ρ] exato suele desomponerse en la suma dedistintos aportes energétios:la orrelaión inétia de�nida en la E. II.2.34,la orrelaión Coulombiana, asoiada a la repulsión eletrónia,el interambio, relaionado on la propiedad de antisimetría para la funión de ondade un sistema de fermiones,la orreión a la "autointeraión" eletrostátia. Dado que la integral 1

2

∫ ∫ ρ(r1)ρ(r2)
r12

dr1dr2inluye la interaión de un eletrón on su propia densidad de arga, es neesario in-troduir una orreión a �n de reuperar la interaión Coulombiana orreta.



34 II.2. Simulaión omputaionalPor lo tanto, si se tiene una forma para Exc [ρ] se puede alular la energía a partir de losorbitales de Kohn-Sham. Haiendo uso del prinipio variaional de Hohemberg y Kohn, deminimizaión de energía total respeto a las variaiones de la densidad sujeta a la ondiiónde normalizaión de |ΨR〉, el problema se tradue en hallar el onjunto de orbitales de Kohny Sham que minimizan la energía total eletrónia, tal que:
δεe [ρ]

δρ
|ρ=ρ0

(II.2.38)donde ρ0 es la densidad eletrónia del estado fundamental, omo resultado se obtiene unonjunto de euaiones de autovalores denominadas de Kohn-Sham que tienen la siguienteforma:
[
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∇2

1 −
∑
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r1A
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∫

ρ(r2)

r12

dr2 + νxc(1)

]

∣

∣χKS
i

〉

= εKS
i

∣

∣χKS
i

〉 (II.2.39)el término νxc, es la derivada funional de Exc [ρ] , existen diferentes niveles de aproxima-ión para modelar este término. Es importante remarar que los orbitales de Kohn y Shamfueron de�nidos para el sistema de referenia, por lo que no tienen un signi�ado físio,son sólo una herramienta que permite alular la densidad eletrónia. Al igual que en elmétodo HF, para enontrar los orbitales Kohn y Sham, se los expresa omo ombinaiónlineal de funiones base onoidas, lo que lleva a la obtenión de un onjunto de euaionesequivalentes a las de Roothaan y que por ende se pueden expresar de forma matriial:
hKSC = SCε (II.2.40)Al igual que para HF el sistema debe ser resuelto iterativamente, hasta la autoonsisten-ia.Se han desarrollado diferentes esquemas para la obtenión de formas aproximadas delfunional para la energía de orrelaión-interambio. Los distintos funionales se lasi�ansegún el modo en que tratan las omponentes de orrelaión e interambio. De este modose puede hablar de aproximaiones de densidad loal (LDA), en las que se asume que losefetos de orrelaión-interambio son loales y dependen úniamente del valor de la den-sidad eletrónia en ada punto (Ej.:VWN, PW92) [6, 7℄, y de orreiones de gradientegeneralizado (GGA), en las que se tiene en uenta no sólo el valor de la densidad en a-da punto, sino que también ómo varía esta densidad en sus alrededores (Ej.: PW86, PBE[8, 9, 10, 11℄). Finalmente, también se ha explorado la introduión del interambio exatoen lo que se onoe on el nombre de funionales híbridos. Estos de�nen el funional de in-terambio omo una ombinaión lineal de términos de interambio HF, loal y de orreión
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Figura II.2.1: Esquema de las interaiones de unión en un ampo de fuerzas lásio.de gradiente (Ej.:B3LYP, B3PW91).II.2.2. Modelos lásios.En estos modelos, la naturaleza uántia de los eletrones e inluso éstos son ignorados,la energía del sistema depende úniamente de las posiiones nuleares. La funión de energíapotenial (dependiente de las posiiones nuleares) reibe el nombre de "ampo de fuerzas"ya que el gradiente de esta funión permite obtener las fuerzas que atúan sobre ada átomo.Al igual que en los métodos ab initio se halla implíita en esta simpli�aión, la aproximaiónde Born-Oppenheimer. Dentro del ampo de fuerzas, las interaiones entre los núleos seagrupan en términos de unión, y términos de no unión. Los términos de unión desriben demanera aproximada la interaión entre átomos que están unidos entre si diretamente, ohasta 2 átomos de distania. De modo que la energía de los términos de unión se desomponeen distintas ontribuiones: estiramiento de un enlae, �exión de un ángulo entre dos enlaesdel mismo átomo, rotaión de los átomos adyaentes sobre el eje de un enlae (ver FiguraII.2.1).Los términos de no unión desriben la interaión entre átomos que están en diferentesmoléulas o en la misma pero a más de tres enlaes de distania. Poseen una ontribuióneletrostátia y una ontribuión debido a las interaiones de Van del Waals (VDW) [12℄.Existen diferentes ampos de fuerza lásios y la diferenia entre ellos reside en los pa-rámetros que utilizan en las euaiones. En este trabajo de tesis se ha utilizado el ampo defuerzas que se inluye en el paquete de programas de AMBER [13℄.



36 II.2. Simulaión omputaionalEn el ampo de fuerzas utilizado, la energía potenial es funión de la posiión de los Nátomos del sistema y su forma funional es la siguiente:
E(rN) =
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]En esta euaión se reonoen los diferentes términos antes menionados,Estiramientos: la unión es desripta por un osilador armónio según la Ley de Hooke.El parámetro b0 orresponde a la distania de equilibrio de la unión y K es la onstantede fuerza asoiada a la unión. Si bien la urva de energía potenial de un enlae real noes exatamente armónia, esta aproximaión es razonablemente buena. Es laro que estepotenial no permite la ruptura del enlae.Flexión angular: también es desripta por un potenial armónio, donde θ0 es el valorde equilibrio del ángulo y Kθ la onstante de fuerza. Típiamente los ángulos son más sus-eptibles a la deformaión que los enlaes, de modo que las onstantes de fuerza angularesposeen valores entre 30-80 kal/mol/Rad y las de enlae entre 200-500 kal/mol/Å.Torsión: φ es el valor del ángulo diedro, el término Vn está relaionado on la magnitudde la barrera entre dos mínimos adyaentes, "n" es la multipliidad, la que india uántosmínimos hay para la rotaión entre 0 y 360 grados, y "γ" es la fase que determina que elángulo pase por el primer mínimo.Término de no unión: este término generalmente se divide en dos ontribuiones, laeletrostátia y la de VDW. La interaión eletrostátia es onseuenia de la distribuiónasimétria de la densidad de arga en las moléulas. Ahora bien, si sólo tuviéramos en uentala interaión eletrostátia on argas de signos opuestos se atraerían hasta olapsar en elmismo punto del espaio, obteniéndose un valor in�nito de energía. La fórmula que desribede manera adeuada este tipo de interaión repulsiva a orto alane y dispersiva a largoalane, es el potenial de Lennard-Jones. El potenial de Lennard-Jones posee dos pará-metros que dependen del par de átomos en uestión, estos son : la distania del mínimo deenergía entre ambos átomos (R∗
ij) y el valor para la energía en ese punto (εij). Los paráme-tros están tabulados según el tipo de átomo, de manera que para enontrar los parámetrosorrespondientes a la interaión del par de átomos i, j, se utilizan las siguientes reglas deombinaión: R∗

ij = (R∗
i + R∗

j ) y εij =
√

εiεj. Luego los términos de la euaión del ampode fuerzas se alulan omo Aij = εij(R
∗
ij)

12 y Bij = 2εij(R
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ij)

6. El álulo del término de nounión es el más ostoso, por ello sólo típiamente son alulados entre los pares de átomosque se enuentran a una distania menor que un valor de orte elegido por el usuario (radiode orte), usualmente son mayores a 10 Å [12℄.



II.2.3. Metodologías híbridas. 37II.2.3. Metodologías híbridas.Hasta aquí hemos visto y estudiado modelos puramente uántios (QM) y modelos lá-sios (MM). En las seiones anteriores se ha dejado en laro el alane de los distintosmodelos y qué lase de preguntas es posible ontestar mediante el uso de ellos. Ahora bien,¾qué metodología usaríamos para estudiar un proeso reativo que ourre en una enzima oen fase ondensada?: sabemos que para estudiar un proeso reativo neesitamos reurrir amodelos uántios, pero ahora nuestro sistema ontiene por ejemplo más de 100 átomos y porlo tanto resulta inabordable mediante modelos puramente uántios. Por otro lado sabemosque la reaión en una enzima, por ejemplo, ourre en el sitio ativo, el ual onsiste en unapequeña parte de ésta. Del mismo modo, si hablamos de una reaión en fase ondensada, lasmoléulas de solvente seguramente no intervengan en el proeso reativo. En vista de esto,nuestro sistema podría ser dividido en dos subsistemas, uno donde ourra el proeso reativo,desripto por modelos QM, y el otro formado por el resto de la enzima o el solvente, parael ual una desripión MM es más que su�iente. Por lo tanto, la estrategia para estudiareste tipo de sistemas onsiste en usar una metodología que ombine ambos modelos, o sea,una metodología híbrida QM-MM [14℄.La base de esta metodología onsiste en ombinar álulos de estrutura eletrónia onla meánia moleular lásia a través de un Hamiltoniano híbrido (HQM−MM). Este métodopropone que es posible esribir la energía omo suma de tres ontribuiones:
ETOT [{Ri} , {τα}] = EQM + EMM + EQM−MM (II.2.42)Donde EQM denota la energía del subsistema uántio, EMM la del subsistema lásio y

EQM−MM es la energía introduida por la interaión de ambos subsistemas. Ri y τα son lasoordenadas de los núleos lásios y uántios respetivamente.La energía orrespondiente al subsistema uántio puede alularse on ualquier métodode estrutura eletrónia, en el aso partiular de este trabajo de tesis se utilizó DFT. Delmismo modo, ualquier ampo de fuerzas lásio puede apliarse al subsistema orrespon-diente. La energía que orresponde a la interaión entre ambos subsistemas puede alularsese la siguiente forma:
EQM−MM =
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∑
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QM−MM (II.2.43)C es el número de átomos lásios on argas pariales qi, Q es el número de átomos uán-tios on índie α. El primer término representa la interaión entre la densidad eletróniauántia y las argas pariales de los átomos lásios. El segundo representa la interaión



38 II.2. Simulaión omputaionalentre los núleos de los átomos uántios y las argas pariales lásias. Estos dos términosrepresentan la interaión eletrostátia entre los dos subsistemas. El terer término repre-senta la interaión de VDW entre los átomos de ambos subsistemas y se alula usando unpotenial de Lennard-Jones, idéntio al usado en el ampo de fuerzas lásio.Frontera uántio-lásia: método del "link-atom". En el estudio mediante mé-todos híbridos, omo ya hemos menionado, el sistema es partiionado en un subsistemauántio y otro lásio. Para el aso de reaiones en fase ondensada las moléulas de solutoson inluidas en el subsistema uántio mientras que el solvente en el subsistema lásio.Para el aso del estudio de reaiones en proteínas, la situaión es más ompleja. sólo iertosaminoáidos, aquellos que forman parte del sitio ativo, deben ser inluidos en el subsistemauántio mientras que el resto de la proteína formaría parte del subsistema lásio. Estoúltimo implia que debemos onsiderar en subsistemas diferentes átomos unidos ovalente-mente.Existen diferentes métodos para tratar este tipo de fronteras ovalentes. En este trabajode tesis se ha utilizado el método SPLAM (Saled Position Link AtomMethod) [15℄ adaptadoal programa SIESTA, la implementaión fue realizada por nuestro grupo [16℄. En el métodoSPLAM un átomo de hidrógeno (el link atom HL) es agregado al sistema en ada unión entreun átomo uántio y uno lásio. Este hidrógeno ierra el sistema uántio y se enuentrasiempre ubiado sobre el enlae CQM − CMM . Las fuerzas que siente el HL son trasladadassobre los átomos CQM y CMM . Por otro lado, para mantener el enlae entre CQM y CMM , lostérminos de unión, ángulos y diedros que involuran al enlae son onsiderados del ampode fuerzas lásio. Las interaiones de Lennard-Jones de los átomos HL y CQM on losátomos lásios a menos de 3 enlaes de la unión CQM − CMM son anuladas. Por último,dada la eranía entre la densidad eletrónia del HL y la arga parial del CQM , la mismase hae ero. El método SPLAM ha demostrado ser e�iente y ha sido probado on éxito endiferentes sistemas de naturaleza biológia [16, 17℄.II.2.4. Caraterizaión de la Super�ie de Energía Poten-ial (SEP).El urso de una reaión químia está determinado por la funión de energía potenial
U(qα), donde qα india las oordenadas de los N núleos de las moléulas reativas. Paraobtener la super�ie de energía potenial (SEP) U(qα) , deberíamos resolver la euaiónde Shrödinger eletrónia para un gran número de on�guraiones nuleares, lo ual esuna tarea formidable y en la mayoría de los asos, imposible. Conoer la SEP en formaompleta nos permitiría saber todas las propiedades termodinámias y inétias del sistema,



II.2.4. Caraterizaión de la Super�ie de Energía Potenial (SEP). 39para sistemas de 3, 4 y 5 átomos se preisan del orden de 103, 106, y 109 álulos. Exeptopara sistemas de muy poos átomos, esto es imposible y por lo tanto nos onformamoson enontrar los puntos más importantes sobre la super�ie. Se intenta entones, loalizarlos puntos de la super�ie en los uales las derivadas primeras ∂U
∂qα

(las omponentes delgradiente) son ero. Estos son los llamados puntos estaionarios. Un punto estaionariopuede ser un mínimo loal, un máximo loal o un punto silla. Para determinar la naturalezadel punto estaionario, se evalúan las (3N-6)2 derivadas segundas ∂2U
∂qα∂qα

(omponentes dela matriz Hessiana) en dihos puntos. Estas derivadas segundas se utilizan también paraobtener las freuenias vibraionales en los puntos estaionarios y así araterizarlos. Enun mínimo loal, todas las freuenias vibraionales son números reales. Para el estado detransiión (punto silla) se enuentra una únia freuenia imaginaria entre las reales. Losmínimos loales orresponden a reativos, produtos o intermediarios de reaión. Veamosomo se busan estos puntos sobre la SEP.Minimizaión de la energía. La SEP puede poseer muhos mínimos loales y el menorde todos orresponde al mínimo global. Para la búsqueda de estos puntos se utiliza un algorit-mo de minimizaión. Los algoritmos de minimizaión de primer orden (aquellos que utilizanúniamente las derivadas primeras) más freuentemente utilizados son el "steepest desend"y el de gradientes onjugados (GC) [18℄. Estos algoritmos en ada etapa de búsqueda semueven según lo ditamine el gradiente (−∇U , gradiente) el que india direión y sentidopara el ual U deree más rápidamente. Además de usar el gradiente, algunos métodos deminimizaión de energía usan también las derivadas segundas de U. El onjunto de deriva-das segundas uando se dispone en una ordenaión uadrada, forman la matriz denominadaHessiana o matriz de onstantes de fuerza (H ). Un ejemplo de este tipo de algoritmos es elNewton-Raphson, éste aproxima U por un desarrollo de Taylor, el que se usa para evaluaren forma preisa el gradiente y H. Una variaión de este método, que lo hae menos ostoso,onsiste en partir de una estimaión de H que gradualmente se mejora (uasi-Newton). Den-tro de estos métodos, uno mejor y más e�iente es Eigenmode-Following (EF), éste alulalos autovalores y autovetores de H y los utiliza para la búsqueda del punto estaionario.El algoritmo "Berny" [19℄ utilizado por el programa Gaussian utiliza un algoritmo similar aéste.Búsqueda del amino de reaión y del estado de transiión. Mientras que laspropiedades termodinámias están relaionadas on los mínimos de energía y la energíarelativa entre éstos, la inétia de un proeso viene determinada por la altura de la barrera(Energía de ativaión) que separa los mínimos relevantes del sistema. Al amino de mínimaenergía que oneta reativos y produtos sobre la SEP se lo onoe omo amino de reaión.El punto de máxima energía sobre este amino orresponde al estado de transiión (puntosilla). Veamos ómo se enuentra el estado de transiión y el amino de reaión.



40 II.2. Simulaión omputaionalObtener estados de transiión sobre una PES es muho más difíil que enontrar losmínimos loales de energía. Entre los algoritmos desriptos anteriormente, el algoritmo EF oalgunos basados en "Berny" suelen ser utilizados para este �n. Una vez enontrado el estadode transiión se lo debe vinular a los mínimos a través de la oordenada de reaión parapoder de�nir el per�l de reaión. Una ayuda para ésto es el heho de que los desplazamientosen el modo normal de vibraión que orresponde a la freuenia imaginaria del estado detransiión enontrado, deben estar en las direiones que onduen a reativos o produtos.Otra forma de onstruir el per�l de reaión onsiste en utilizar la ténia denominadaoptimizaión restringida. En esta aproximaión el sistema es empujado haia arriba en laSEP a lo largo de la oordenada de reaión mientras se realiza una minimizaión para elresto de las oordenadas. Para ésto se agrega el siguiente término armónio al Hamiltoniano:
VR =

1

2
k (ξ − ξ0)

2 (II.2.44)Donde k es una onstante de fuerza ajustable, tal que fuere al sistema a moverse haiaarriba en la SEP, ξ es el valor de la oordenada que tiene el sistema y ξ0 el valor de laoordenada de reaión deseado. Al mover ξ0 a lo largo de la oordenada de reaión, enpasos �jos y minimizando la energía en ada punto elegido se obtienen los valores de energíaa lo largo del amino de reaión. El punto más alto en el amino orresponde al punto deensilladura y la onformaión del mismo es una aproximaión al estado de transiión para elproeso en estudio.Dinámia moleular. Las moléulas grandes pueden tener un número enorme de on-formaiones que son mínimos de energía. Usualmente se está interesado en obtener no sólola onformaión de más baja energía (mínimo global), sino también los mínimos uyas ener-gías son lo su�ientemente bajas omo para que estas onformaiones tengan poblaionessigni�ativas a temperatura ambiente. Los onfórmeros biológiamente ativos de una bio-moléula podrían no ser onformaiones eranas al mínimo global. Atualmente, no existeningún método que garantie que puede enontrar el mínimo global y todos los mínimos másbajos de una moléula �exible grande. La dinámia moleular alula la progresión temporal"real del sistema" de modo que las propiedades termodinámias extraídas orrespondan demanera preisa on los valores reales. Las posiiones atómias de los átomos del sistema sonpropagadas temporalmente integrando las euaiones de movimiento de Newton. Se apliaentones la segunda ley de Newton a ada átomo, donde ada omponente de la fuerza sobreel átomo i se alula omo Fx,i = ∂U
∂xi

, y U se obtiene a partir del ampo de fuerzas dela meánia moleular. Se integra numériamente la segunda ley de Newton (algoritmo deVerlet [20℄) para obtener la posiión de ada átomo en los tiempos ∆t, 2∆t, 3∆t, ......, dondeel intervalo de tiempo ∆t (time step) es, habitualmente, 10−15s, y se puede seguir los movi-



II.2.5. Modelado del solvente. 41mientos atómios, del orden de 10−9s. Existen varias razones por las uales el investigadorpuede querer ontrolar la temperatura, en partiular si se desea onoer el omportamientodel sistema al variarla, o simplemente para estudiar reaiones a temperatura onstante.Uno de los métodos más usados para mantener la temperatura �ja en un valor deseado enuna simulaión de dinámia moleular es el algoritmo de Berendsen [21℄. El termostato deBerendsen aopla al sistema un baño térmio (a la temperatura deseada) que atúa omofuente o sumidero de energía térmia.
II.2.5. Modelado del solvente.El heho de introduir una moléula de soluto polar en un disolvente polar produe unaserie de efetos de orientaión e induión de momentos dipolares sobre ambos. El resultadode dihos efetos es que el disolvente adquiere una polarizaión global en la región que rodeaa ada moléula de soluto, generando un ampo elétrio para ada una de éstas moléulasy produiendo por lo tanto un momento dipolar induido que se suma al momento dipolarpermanente de la moléula aislada. En onseuenia, la funión de onda eletrónia moleulary todas las propiedades moleulares en disoluión diferirán en mayor o menor extensión de lasobtenidas en fase gaseosa. Una forma de tener en uenta el efeto del solvente es onsiderarloen forma explíita y utilizar el método QM-MM anteriormente desripto, donde por ejemploel solvente formaría parte del subsistema lásio. Otra ténia omúnmente utilizada paraalular los efetos del disolvente, es el empleo de un modelo ontinuo. En este aso, laestrutura del disolvente se ignora y este se modela omo un dielétrio ontinuo de extensiónin�nita que rodea una avidad que ontiene la moléula de soluto. El dielétrio ontinuo searateriza por su onstante dielétria y la moléula de soluto puede tratarse lásiamenteo uántiamente. En el tratamiento uántio, la interaión entre la moléula de soluto y elontinuo que la rodea se simula mediante un término de energía que se añade al Hamiltoniano.En la implementaión usual del modelo de solvataión ontinuo, se permite que ambien lafunión de onda eletrónia y la densidad eletrónia de la moléula al pasar de fase gaseosaa fase disoluión, de forma que se alane la autoonsistenia entre la distribuión de argadel soluto y el ampo elétrio reado por el solvente (SCRF) [3℄. Existen muhas versionesde los modelos SCRF, las diferenias radian en la eleión, tamaño y forma de la avidadque ontiene al soluto y en el álulo de la energía de interaión soluto-solvente.



42 II.2. Simulaión omputaionalII.2.6. Programas utilizadosLos métodos teórios previamente desriptos han sido implementados en diferentes pro-gramas, en lo que sigue se desribirán brevemente los programas que ha sido utilizados eneste trabajo de tesis.Gaussian98 y 03. Es un paquete de programas que llevan a abo distintos tipos deálulo [22℄. Inluye todos los métodos ab initio omunes, muhos métodos semiempíriosy los métodos DFT. Utiliza bases Gaussianas. Gran parte de los álulos realizados en estetrabajo se llevaron a abo utilizando este programa.Tipos de bases y métodos utilizados. En este trabajo de tesis se han utilizado di-ferentes métodos, entre ellos podemos nombrar: MP2, CCSD(T), CBS-QB3, DFT(BP86,B3LYP, PBE1PBE). Cabe alarar que el método CBS-QB3 entra dentro de la lasi�aiónde "Métodos ompuestos para álulos de energía CBS". En general, los métodos CBS-Q[23℄ son variantes de los métodos ompuestos CBS (Serie Base Completa), propuestos paraálulos de energía. Estos métodos usan proedimientos espeiales diseñados para extrapo-lar las energías aluladas en el límite de la base ompleta. Inluyen también álulos deorrelaión efetuados para la geometría optimizada a un nivel bajo de teoría.Los métodos nombrados anteriormente han sido ombinados on distintas bases según elsistema en estudio: 6-31G** (doble zeta polarizada), 6-311+G* (triple zeta: simple Z para elore y triple Z para los OA de valenia, on funiones de polarizaión y funiones difusas),-pVDZ (orrelaión onsistente on funiones doble zeta de valenia polarizadas), SDDall(doble zeta para elementos livianos y pseudopoteniales para elementos pesados: utiliza elpotenial efetivo de Core Stuttgart-Dresden ), SDB (potenial efetivo de Core Stuttgart-Dresden on funiones de polarizaión).Pseudopoteniales atómios (ECP): es una onstruión que inluye al núleo del átomojunto on los eletrones internos, y que permite que sólo sea neesario alular explíitamentelas interaiones de los eletrones de valenia y que se puedan representar adeuadamente ya bajo osto los efetos relativistas que pueden ser relevantes en átomos pesados.Modelado del solvente. En la mayoría de los álulos se utilizó la implementaión delmodelo PCM (Modelo del ontinuo polarizado) [24℄. En este se de�ne la avidad omo lasuperposiión de una serie de esferas uyo radio es el radio de VDW del átomo en uestión.Se utiliza un método numério para obtener el término de energía de interaión. El modeloPCM original ha sufrido diversas modi�aiones que han dado lugar a los modelos IPCM(modelo del ontinuo polarizable de isodensidad) [25℄, en el que la super�ie de la avidadmoleular se de�ne omo una super�ie de ontorno de densidad eletrónia onstante de lamoléula, y CPCM (PCM ondutor) [26℄, en este se usan argas super�iales en la super�iede la avidad de la moléula de soluto.



II.2.6. Programas utilizados 43Búsqueda del estado de transiión. El programa Gaussian ontiene muhas posi-bilidades diseñadas para obtener estados de transiión [27℄. Para loalizar un estado detransiión se puede introduir una estrutura intermedia entre reativos y produtos, y usarla lave Opt=(TS, CalFC). TS utiliza un algoritmo tipo Berny [19℄ y CalFC alula onpreisión las onstantes de fuerzas en los puntos de la geometría iniial en lugar de estimar-las, si bien aumenta el tiempo de álulo también aumentan las probabilidades de éxito enla búsqueda. Otros métodos utilizan un proedimiento llamado de tránsito sínrono y nee-sitan omo input las oordenadas de reativos y produtos (QST2), o reativos, produtos yestrutura aproximada del estado de transiión (QST3). Por otro lado, la lave San permiteexplorar la SEP.Cálulo de modos normales, orreión del punto ero (zpe) y térmia. Cadapunto estaionario enontrado ha sido araterizado mediante el álulo de modos normales.Como las energías orrespondientes a las geometrías optimizadas orresponden a 0 K, losefetos térmios fueron estimados realizando orreiones que tienen en uenta los ambiosproduidos por la temperatura en las poblaiones de los niveles vibraionales, rotaionales ytranslaionales de las espeies onsideradas. Estas orreiones se realizaron utilizando fórmu-las de la meánia estadístia usando las aproximaiones de rotor rígido, osilador armónioy gases ideales.Por último, también se han alulado argas (NBO) [28℄, RESP (MK: �tea las argasatómias de manera de reproduir el potenial eletrostátiomoleular (MEP) para una seriede puntos alrededor de la moléula) [29℄, y desplazamientos químios para RMN (GIAO)[30, 31℄.SIESTA (Spanish Initiative for Eletroni Struture Simulations of Thou-sands of Atoms) [32, 33℄. Es una implementaión de DFT, pero a diferenia de la mayoríade las implementaiones de DFT, el ódigo SIESTA utiliza funiones de base numérias �jasde�nidas en una grilla tridimensional �nita. Esto lo hae extremadamente rápido y e�ienteen omparaión on programas que usan Gaussianas u ondas planas. Los algoritmos realizantodos los álulos requeridos en forma numéria. Otra ventaja del uso de funiones numé-rias es que la funión puede adoptar la forma que se desee. En partiular, estas funionesnumérias se ajustan a los llamados "Orbitales Pseudo Atómios" (PAO), que orrespondena las autofuniones del Pseudopotenial Atómio on�nado a una esfera de potenial in�nito(más allá de la esfera la funión de onda vale ero). En este esquema de álulo el tiempoomputaional ree más lentamente on el número de átomos, lo que permite tratar sistemason un número de átomos relativamente grande, en tiempos razonables. Una onseueniadel on�namiento, es que los PAOs poseen una mayor energía inétia que las autofunionesno on�nadas. Este inremento de energía se mantiene igual para todos los PAOs, obtenién-



44 II.2. Simulaión omputaionaldose de esta forma una base balaneada. La magnitud de este inremento o "pseudoatomiorbital energy shift" (∆PAO) es un parámetro variable que debe ser ajustado por el usuario.Para moléulas de tamaño mediano, valores de ∆PAO eranos a 100 meV permiten obte-ner resultados similares a los obtenidos on bases Gaussianas de tamaño onvenional. Enel aso de querer utilizar moléulas que ontienen metales de transiión omo Cu, Pt, o Fese requiere usar valores menores, del orden de 20-30 meV. Los núleos y eletrones internosestán desriptos por pseudopoteniales.Atualmente el programa SIESTA ontiene funionales de interambio y orrelaión deltipo LDA, y el funional GGA PBE. Otro parámetro importante que debe determinar elusuario es la preisión de la grilla, "Energy ut o� (Ecut)". Esto se determina eligiendo laenergía orrespondiente a una onda plana de la máxima freuenia posible y que entra en lagrilla. Valores entre 100-200 Rydbergs aseguran una buena preisión.Mediante el uso de este programa se optimizaron moléulas de mayor tamaño.AMBER. Es un paquete de programas para realizar dinámia moleular que ontieneel ampo de fuerzas de Wang [13℄. Se utilizó para realizar las dinámias moleulares.Es importante menionar que los álulos QM-MM se realizaron utilizando un ódigodesarrollado en nuestro grupo en el que se implementa la metodología híbrida basada enDFT (SIESTA) y el ampo de fuerzas de AMBER [16℄.Visualizadores Grá�os. Molden, Gaussview 3.0, VMD.Por último, al igual que para la parte experimental, se enontrará una desripión de-tallada y espeí�a de la metodología de trabajo en las distintas partes y seiones de estetrabajo de Tesis.
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III.1S -nitrosotioles : anteedentes,propiedades generales y reatividadLos S -nitrosotioles (RSNOs), también onoidos omo tionitritos, resultan ser muhomenos onoidos que sus parientes, los alquilnitritos, esto es en parte debido a su gran ines-tabilidad. Tal omo se ha menionado en la introduión general (I.1.3), fueron sintetizadospor primera vez en 1909 [1℄. Sin embargo, el interés en ellos reién surgió a partir de los90'. No es una oinidenia este resurgimiento on el desubrimiento de las novedosas fun-iones asoiadas al NO. El partiular interés en estas moléulas se podría deir que tiene sufundamento en las siguientes razones:RSNOs han sido detetados in vivo y se piensa que están involurados en muhas delas funiones asoiadas al NO, posiblemente a través de meanismos de transporte yalmaenamiento de éste último.Tienen un potenial uso médio omo moléulas donoras de NO.A lo largo de ésta seión veremos algunas de sus propiedades, sus métodos de preparaión,y aspetos sobre su reatividad.III.1.1. PropiedadesAspetos generalesLos RSNOs son ompuestos sólidos o líquidos muy oloreados, los mismos se obtienenpor nitrosaión de tioles primarios (rojos), seundarios (rojos-rosados) o teriarios (verdes).51



52 III.1. S -nitrosotioles : anteedentes, propiedades generales y reatividad

Figura III.1.1: Estrutura ristalina del SNAP.Los S-nitrosotioles teriarios resultan ser en general más estables que los primarios o seun-darios. RSNOs pequeños (derivado de la isteína), aquellos de tamaño mediano (derivadodel glutatión) así omo RSNOs de proteínas, han sido detetados en sangre.Son poos los tioles que han sido aislados omo sólidos, en la seión I.1.3 de la intro-duión general hemos nombrado algunos de ellos. El primero en ser aislado omo sólido fueel SNAP (Figura III.1.1), éste puede ser almaenado durante años a temperatura ambientesiempre y uando se lo mantenga en un reipiente errado y protegido de la luz. En todoslos asos, el disulfuro es el produto de desomposiión más importante. Disueltos en bu�ers�siológios se desomponen rápidamente dando lugar a la formaión del disulfuro y NO.Otros produtos pueden originarse dependiendo esto de la naturaleza del tiol, bu�er, et. Laestabilidad en soluión varía en funión de la temperatura, pH, oxígeno, nuleó�los, espeiesredox y ontenido de metales. En resumen, podemos itemizar las siguientes propiedades:Sólidos o líquidos oloreados.Sensibles a la luz.Se desomponen en presenia de trazas de metales (Cu(I)/Cu(II), Fe(II)).Muy sensibles a la humedad.Valores de pH bajos inrementan su estabilidad.Muy sensibles al ataque de nuleó�los, espeial uidado al seleionar el bu�er.
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Figura III.1.2: Isómeros onformaionales syn y anti para los RSNOs.Caraterizaión espetrosópia y estruturalDifraión de rayos X. Esta ténia es partiularmente útil en lo que respeta a lasorientaiones que puede adoptar la unidad C-S-N-O. El enlae S-NO posee un importantearáter de doble enlae debido a la desloalizaión del par de eletrones del átomo de azufresobre la unidad S-N-O. Surge por lo tanto, la posibilidad de que existan dos isómeros, syn yanti [2℄. (Figura III.1.2) La preferenia por uno u otro isómero depende del tipo de RSNO, porejemplo los RSNOs teriarios pre�eren el isómero anti mientras que los primarios pre�erenel syn (ver Tabla III.1.1). Cálulos DFT sobre Ph3CSNO [3℄ muestran que el isómero anti esen este aso, apenas más estable que el syn por unas 0.15 kal/mol. Cálulos sobre CH3SNOy EtSNO muestran preferenia por el isómero syn. La barrera de interonversión aluladaestá estimada en ∼11 kal/mol.Espetrosopía UV-visible. El espetro UV-Visible muestra tres bandas, dos de ellasmuy intensas en la zona UV y una débil en la región visible. La primera banda se enuentraloalizada alrededor de los 225-261 nm (ε∼104M−1m−1), la misma se atribuye a la transiión
π → π∗ [4℄. La segunda banda se enuentra alrededor de 330-350 nm (ε∼103M−1m−1), éstase atribuye a la transiión permitida nO → π∗[5℄. La terera banda está situada alrededor550-600 nm (ε∼20 M−1m−1) y presenta un hombro, diha banda es atribuida a la transiiónprohibida nN → π∗. Esta última banda es la responsable del olor del RSNO y junto on lasegunda, usualmente son utilizadas para monitorear reaiones en las que están involuradoslos RSNOs. Tal omo se ha menionado, esta banda presenta un hombro para todos losRSNOs y este hombro es atribuido a la oexistenia de los dos isómeros. (ver Tabla III.1.1)Espetrosopía RMN. En los espetros 1H RMN y 13C RMN se observa un orrimiento
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Tabla III.1.1: Tabla isómeros syn y anti para los RSNOs.RSNO △Grelativo
a [anti℄/[syn℄b [anti℄/[syn℄c 15N RMN d 15N RMN e λmax

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

aB3LYP/6-311+G*.bEstimado suponiendo distribuión de Bolztmann 298K.c298K. dGIAO-B3LYP/6-311++G(3df,2df,2p)//B3LYP/6-311+G*, Refe-renia: nitrometano, eReferenia: nitrometano, e183K. fTD-B3LYP/6-311++G(3df,2df,2p)//B3LYP/6-611G*.



III.1.2. Síntesis, aspetos generales 55a ampos bajos para los protones α (∼1 ppm) y arbonos α(∼7-13 ppm) del tiol luego deourrida la nitrosaión. En lo que se re�ere a 15N RMN, para RSNOs los desplazamientosapareen alrededor de 730-790 ppm (Referenia: amoníao líquido) o 350-410 ppm (Refe-renia: nitrometano) [6℄. En todos los asos debido a la oexistenia de los dos isómerosonformaionales la señal es anha a temperatura ambiente, a -50 ◦C ya omienzan a distin-guirse dos señales. En la Tabla III.1.1 se muestran los valores para ada isómero, para estosRSNOs los espetros fueron tomados a -115 ◦C.Espetrosopía FTIR. Esta espetrosopía es partiularmente útil para la identi�aióndel grupo S -nitroso. Para la mayoría de los RSNOs, la freuenia de estiramiento del enlaeN-O (νNO) generalmente aparee en el rango 1480-1530 m−1, mientras que la freuenia deestiramiento S-N (νSN) se enuentra alrededor de 650-670 m−1 y es menos intensa [3, 5, 7℄.EletroquímiaLa eletroquímia india que los RSNOs exhiben un únio pio de reduión irreversibleontrolado por difusión, [8℄. Si bien existe poa informaión en literatura sobre la reduióneletroquímia de los RSNOs, se ha sugerido que esta ourre a través de la formaión deun intermediario ({RSNO}•−)[3℄, el que luego deae y da lugar a la formaión de NO• ytiolato. Los poteniales medidos que se muestran en la Tabla III.1.2, se asignarían entonesa la reaión:
RSNO + 1e− ⇋ {RSNO}•− (III.1.1)Los poteniales de reduión son bastante más negativos que los orrespondientes alNAD+/NADH (-0.3 V vs NHE, pH=7) y Asorbato/dehidroasorbato (+0.06 V vs NHE,pH=7) , por ejemplo. Esto sugiere que en el meanismo de liberaión de NO ante estosredutores, no ourre vía un meanismo que involure una transferenia eletrónia diretaal RSNO. (Tabla III.1.2)Existe una orrelaión lineal entre los valores de poteniales de reduión y los pKa,indiando que uanto más fáil sea para el tiol estar omo tiolato, más fáil será la reduióndel orrespondiente RSNO.III.1.2. Síntesis, aspetos generalesLa síntesis de RSNOs implia la reaión del tiol orrespondiente (RSH) y derivados dela oxidaión del NO omo NO2 (N2O4), N2O3 y NO−

2 (NO+, H2NO2
+). El NO omo tal,reaiona on los tioles originando disulfuros y NO−, y no RSNOs (ver Figura I.1.4, pág. 7).



56 III.1. S -nitrosotioles : anteedentes, propiedades generales y reatividadTabla III.1.2: Poteniales de reduión para distintos RSNOs y pKa para los respetivostioles medidos por Hou y olaboradores.RSNOs Ep, V pKa (tiol)S-nitroso-l-isteína etil ester -0.80 6.5S-nitroso-l-isteína -0.99 8.3S-nitroso-glutatión -0.98 8.7S-nitroso-meraptoetanosulfonato -1.05 9.1S-nitroso-N-aetil-l-isteína -1.14 9.5S-nitroso-3-meraptopropianato -1.08 10.2S-nitroso-áido meraptoaétio -1.14 10.3Sólo se logra obtener RSNOs, utilizando NO en presenia de oxígeno o algún otro oxidante.De heho, la S -nitrosaión ourre omo onseuenia de la formaión de alguno de los óxidosmenionados previamente [9℄. Existen tres métodos para preparar RSNOs:1. Nitritos inorgánios en medio auoso áido: es el método más ampliamente usado, setrabaja a bajas temperaturas (<4 ◦C), usando HCl, en presenia de EDTA (quelante delos iones metálios que atalizan su desomposiión). La reaión se realiza en relaiónagente nitrosante/RSH estequiométria, el agregado de exeso de agente nitrosantepuede onduir a la oxidaión del tiol o del RSNO y a la N-nitrosaión en el aso deaminotioles.2. Óxidos de nitrógeno, NO2 (N2O4), N2O3: es un método utilizado para preparar RSNOspoo polares. Se trata el tiol on N2O4 usando omo solventes loroformo o tetralorurode arbono. También se trabaja en frío y en antidades estequiométrias.3. Alquilnitritos: es un método muy bueno y seletivo en el aso de la presenia de aminasprimarias [7℄, los más usados son el terbutilnitrito y el etilnitrito. Es muy utilzado parasintetizar RSNO solubles en solventes orgánios, también se trabaja a bajas tempera-turas y en antidades estequiométrias.Para todos los asos, independientemente de uál estrategia de síntesis se elija, los RSNOsdeben ser almaenados protegidos de la luz, en atmósfera de argón o nitrógeno y a bajatemperatura (-20 ◦C). Algunos, omo los RSNOs menionados en la introduión general,resultan ser fáiles de aislar y otros extremadamente difíiles o imposibles debido a su rápidadesomposiión. Para estos últimos se reomienda que sean preparados en el momento deser usados.



III.1.3. Reatividad 57III.1.3. Reatividad(a) Desomposiión.Térmia y fotoquímia. Los RSNOs se desomponen espontáneamente y al ser alen-tados originando la formaión del disulfuro y liberaión de NO (E. III.1.2).
2RSNO → RSSR + 2NO (III.1.2)La desomposiión probablemente involure tanto la ruptura homolítia omo la hete-rolítia de la unión S-N (Figura III.1.3). Según estudios realizados previamente [10, 11℄, laruptura homolítia requiere menor energía que la heterolítia. En la Figura III.1.4 se mues-

Figura III.1.3: Desomposiión de RSNOs.tran varios datos relevantes tanto experimentales omo alulados, y una forma de estimar,mediante la utilizaión de un ilo termodinámio, la energía para la ruptura heterolítia apartir de datos experimentales. Tal omo puede observarse en la Tabla III.1.4, la rupturaheterolítia (∼50 kal/mol) siempre requiere más energía que la homolítia (∼20 kal/mol).Este heho es interesante ya que india que estas moléulas tienen una exelente apaidadpara reaionar on el NO+, almaenarlo omo tal y liberarlo omo NO•. Es por esta razónque los efetos biológios produidos por los RSNOs han sido atribuidos a la ruptura homo-lítia de la unión S-N, que omo onseuenia da origen al NO•. Otro detalle digno de notares que para los ompuestos aromátios la ruptura homolítia requiere menor energía, estose puede observar en la tabla de la Figura III.1.4, a estos valores podemos agregarles otrosvalores medidos para tioles no aromátios: 28.9 kal/mol (CH3(CH2)5SNO) y 31.6 kal/mol(-C6H11SNO) [11℄.



58 III.1. S -nitrosotioles : anteedentes, propiedades generales y reatividadLa misma reaión ourre fotoquímiamente, y ha sido extensamente estudiada. Irradian-do S -nitrosoglutatión (GSNO) a las longitudes de onda 340 o 545 nm se libera NO en unproeso que es aproximadamente de primer orden [12℄. Estos resultados son onsistentes onel meanismo planteado en la Figura III.1.3 , para la reaión fotoquímia. El radial tiolreaiona on oxígeno produiendo un radial peroxi el que también reaiona on el RSNOpara dar RSSR y NO.

aObtenido a partir de pKa (MeCN) = 0.982 pKa (DMSO) + 9.94 (Izutsu, K. Aid-Base Dissoiation Constants in DipolarAproti solventes, IUPAC Chem. Data Ser. No.35; Blakwell Sienti� Publiations: Oxford, 1990). bMedido en MeCN a 25◦Cpor titulaión alorimétria. cDerivado de la euaión (1). dMedido en MeCN a 25◦C por voltametría ília vs la uplaferroinium/ferroeno. eDerivado de la euaión (2) y tomando E1/2(NO+)=0.863V. fCalulado: B3LYP/6-31+G*.Figura III.1.4: Ruptura Heterolítia vs Homolítia.Catalizada por metales. La desomposiión de los RSNOs en soluión auosa es ata-lizada por iones metálios omo Cu(I)/Cu(II), Fe(II), Hg(II) y Ag(I) [13, 14, 15℄. Dado que eluerpo humano ontiene 0.1 gr de Cu(I/II)/75 Kg, la desomposiión atalizada por obre hasido ampliamente estudiada. En la Figura III.1.3 se muestra el meanismo planteado dondese postula la presenia de una espeie intermediaria (Y: A , B). En la presenia de quelantesomo el EDTA, neouproína, la desomposiión de los RSNOs por esta vía se ve inhibidaomo onseuenia de la formaión del omplejo Quelante-Metal [16℄.(b) Reaión on nuleó�los.Estos ompuestos reaionan on nuleó�los (Nu−) vía el átomo de nitrógeno, generandola espeie NONu (E. III.1.3 ), la que puede resultar ser un produto estable o seguir reaio-nando. El otro produto de la reaión, el tiolato, en presenia de aire se termina oxidandopara generar el disulfuro.
RSNO + Nu− → RS− + NONu (III.1.3)Existen una amplia antidad de nuleó�los apaes de reaionar on los RSNOs, entreellos podemos menionar: RS−(transnitrosaión), RR'NH, NH2NH2, NH2OH, N−

3 , SO−2
3 ,
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Figura III.1.5: Dependenia on el pH para la reaión de transnitrosaión de la S-nitroso seroalbúminabovina on distintos tioles. a[19℄S−2
2 , H2O2, O−

2 (superóxido) y asorbato [17, 18℄. En lo que sigue veremos dos reaionesvinuladas a la liberaión de NO, la reaión on los tioles y el asorbato. Diremos tambiénunas palabras sobre la reaión on el superóxido.Tioles: " Reaión de transnitrosaión". Se propone que es una reaión reversibley que obedee una inétia de primer orden en ambos reativos (RSH y RSNO):
R′SNO + RS−

⇋ [R′S(NO)SR]− ⇋ RSNO + R′S− (III.1.4)Como resultado del ataque del tiolato al RSNO se trans�ere el grupo NO de un tiol aotro [9℄.Obedee una inétia de segundo orden. Ley de veloidad [5℄:
v = k[RSNO][RS−] (III.1.5)Paso lento: formaión del intermediario [R′S(NO)SR]− [5℄.La espeie que ataa es el tiolato: la reaión va a depender del aráter nuleofíliodel tiolato y del pH al ual se lleva a abo la reaión [19℄ (Figura III.1.5).En general las onstantes de veloidad medidas para reaiones de transnitrosaión van desdevalores de 3 x 10−1 a 8 x 10−3 M−1s−1. En la Figura III.1.5, se muestra la dependenia de laonstante on el pH y en la tabla se puede observar el rango de valores menionado para laonstante de veloidad.En la Tabla III.1.3, se muestran valores medidos para la onstante de equilibrio a 25 ◦Cpara la reaión entre el SNAP y diferentes tioles. Traduidos en ∆G◦estos valores van desde-1.26 a 0.22 kal/mol [19℄.Con el tiempo, debido a la inestabilidad de los RSNOs y dependiendo de varios fatoresomo: la relaión RS−/RSNO, la presenia de oxígeno en el medio, estas reaiones terminan



60 III.1. S -nitrosotioles : anteedentes, propiedades generales y reatividadTabla III.1.3: Constantes de equilibrio medidas a 25 ◦C para la reaión de trasnitrosaiónentre SNAP y diferentes tioles. Tiol Keq2-merapto etanol 8.44áido 3-meraptopropiónio 5.042-propentiol 5.04L-isteína etil ester 4.99isteinamina 3.89L-isteína 3.63Glutatión 3.34N-aetil-isteína 1.47originando otros produtos omo disulfuros, amoníao, NO, hidroxilamina, N2O, sulfóxidos,et [20, 21℄.Asorbato. El asorbato reaiona on los tioles de dos formas diferentes según sea larelaión RSNO/asorbato. 1) Defeto de asorbato: atúa omo agente redutor llevandoel Cu(II) a Cu(I), atalizando de esta forma la desomposiión, el produto mayoritario esel disulfuro. 2) Exeso de asorbato: atúa omo redutor O-nitrosándose y ondue a laformaión de NO, tiolato y dehidroasorbato [5℄.Superóxido. La veloidad de la reaión de los RSNOs on el superóxido es varios órdenesde magnitud menor que la orrespondiente a la reaión on el NO, la ual es difusional. Envista de esto podríamos deir que los RSNOs proveen una forma de almaenamiento del NOprotegiéndolo de la reaión on el superóxido, por ejemplo [5℄.Resumiendo. Existen varios proesos reativos en los que están involurados los RSNOs,dihos proesos inluyen, dimerizaión para formar disulfuros, adutos on nuleó�los, proe-sos atalítios que involuran iones metálios, espeies oxigenadas y enzimas. Como orolariopodemos deir que; estos proesos reativos ontrolan su onentraión y su disponibilidadin vivo.En las siguientes seiones se mostrará la síntesis y algunas propiedades del S -nitrosotiolderivado de la L-isteína etil ester, la S -nitroso-L-isteína etil ester (SNO-CEE). Luego, sehará uso de este nitrosotiol para el estudio teório-experimental de la reaión de transnitro-saión: medida de su barrera e identi�aión y araterizaión del intermediario de reaión.



III.2S -nitroso-L-isteína etil ester(SNO-CEE)En esta seión se mostrará la síntesis y algunas propiedades del S -nitrosotiol derivadode la L-isteína etil ester, la S -nitroso-L-isteína etil ester (SNO-CEE). La eleión de esteRSNO se basó en las siguientes razones:Estaba previamente desripto en literatura, aunque no araterizado en forma ompleta[22℄.Ofreía posibilidades de ser aislado omo sólido.Soluble tanto en agua omo en solventes orgánios.Se deidió entones, preparar este RSNO, estudiar sus propiedades y ompletar su arate-rizaión on el �n de usarlo luego para el estudio de la reaión de transnitrosaión.III.2.1. Preparaión de SNO-CEEPara la síntesis de este RSNO se utilizó el terer método desripto en la seión III.1.2(pág. 55-56). Tal omo se muestra en el Figura III.2.1 se hizo reaionar etilnitrito on laL-isteína etil ester utilizando metanol omo solvente de reaión. Se debieron haer variasmodi�aiones a la síntesis desripta en bibliografía [22℄, debido a que tal omo �guraba enel trabajo itado, el rendimiento era mínimo y en algunos asos nulo. Estas modi�aionesse desriben a ontinuaión en la seión experimental. (pág. 68-69)Una vez aislado, el sólido se guardó en freezer bajo atmósfera de argón y protegido de laluz. En dihas ondiiones, el sólido resiste varias semanas, sin embargo se pre�rió prepararloinmediatamente antes de utilizarlo. El ompuesto es extremadamente sensible a la humedad,61



62 III.2. S -nitroso-L-isteína etil ester (SNO-CEE)
Figura III.2.1: Obtenión de SNO-CEE.una vez disuelto en agua se desompone en el lapso de 3-4 horas; este período se puedeextender on el agregado de EDTA. Disuelto en metanol, la situaión ambia notablemente,a temperatura ambiente se desompone asi en su totalidad luego de 1-2 días, guardado enfreezer puede persistir hasta un par de semanas en buen estado. Por lo visto, en metanol nooperan las vías de desomposiión que lo haen en agua, y graias a ésto se onserva mejoren este solvente.La SNO-CEE fue preparada usando etilnitrito y eventualmente butilnitrito. Ambos al-quilnitritos debieron ser preparados en el laboratorio, para ello se siguió la metodologíadesripta en el libro de Vogel [23℄ on algunas modi�aiones que se indian en la seión ex-perimental. En lo que onierne al etilnitrito, su preparaión exigió bastante uidado. Dadoque tiene un punto de ebulliión de 16.5 ◦C se debió trabajar a baja temperatura (aproxima-damente -20 ◦C), lo ual requirió una manipulaión uidadosa del ompuesto para obtenerun rendimiento óptimo. La preparaión y manipulaión de butilnitrito es muho más senilladebido a su mayor punto de ebulliión (76.5-77.5 ◦C) pero presenta la desventaja que el bu-tanol (produto de la reaión) y el eventual exeso de butilnitrito di�ultan el aislamientoy la estabilidad de la SNO-CEE. Sólo se utilizó el butilnitrito en los asos que se trabajó onnitrito marado, ya que era posible preparalo en miroesala on buen rendimiento, hehoque era más di�ultoso on el etilnitrito. Los alquilnitritos se desomponen lentamente ydeben ser almaenados en frío, es preferible que sean utilizados en el lapso de dos semanasluego de preparados.III.2.2. Caraterizaión espetrosópia de SNO-CEETal omo se menionó anteriormente, la araterizaión de este RSNO era hasta el mo-mento inompleta, por lo que se requirió ompletarla.Espetro UV-visible. Al igual que todos los RSNOs desriptos previamente el espetropresenta las bandas araterístias. En la Figura III.2.2 se puede ver el espetro en agua onlas bandas araterístias señaladas junto on sus orrespondientes oe�ientes de absortivi-dad molar.Espetrosopía RMN. En la Figura III.2.3 muestran los espetros 1H RMN orrespon-dientes al tiol (CEE) y SNO-CEE junto on sus asignaiones. Como ya se ha menionado
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Figura III.2.2: Espetro UV-visible de SNO-CEE, λmax. : nm, (ǫ : M−1cm−1).previamente, el SNO-CEE es bastante sensible (luz, humedad, oxígeno, trazas de metales).Con el objeto de asegurar la mínima desomposiión, la SNO-CEE se generó in situ en elmedio de reaión, por esta razón es que en el espetro de RMN aparee el etanol, el ual seprodue omo resultado de la formaión de la SNO-CEE. En la Figura III.2.4, se muestra elespetro del disulfuro produto de la desomposiión del RSNO en ausenia total de oxígeno.En la Tabla III.2.1, se muestran las asignaiones para las señales que apareen en los espe-tros 1H RMN y 13C RMN. Para la asignaión de las señales orrespondientes al arbono semidieron los DEPT-135 orrespondientes.
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III.2.S-nitr

oso-L-isteín
aetilester(

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

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

aMedidos en CD3OD, EtOH: 1.19 (3H,t), 3.61-3.63(2H, ); 18.2 (CH3), 58.50 (CH2). bPatrón tipo ABX para arbonos quirales. cAligual que para (e) señal muy anha debido al interambio, no aparee en agua.
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Figura III.2.3: Espetros 1H RMN orrespondientes a SNO-CEE (a) y CEE (b) ; 500 MHz, solvente:CD3OD, referenia: señal residual del solvente (3.31 ppm).
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Figura III.2.4: Espetro 1H RMN para el disulfuro de la CEE; 500 MHz, solvente: CD3OD, referenia:señal residual del solvente (3.31 ppm).En la Figura III.2.5, se muestra el espetro 15N RMN realizado por primera vez para esteRSNO. Se puede observar que la señal medida a temperatura ambiente es anha, evidenian-do la existenia de los dos isómeros onformaionales en soluión (syn y anti), al igual queourre on los demás RSNOs (ver Tabla III.1.1, pág 54). Se tomó omo referenia el valorde nitrito marado on respeto a nitrometano (232 ppm) [24℄.Espetrosopía FTIR. Por primera vez se asignaron los estiramientos νNO y νSN enel sólido. En la Figura III.2.6 A se muestra el espetro en KBr para la SNO-CEE y laCEE, es importante observar la desapariión de la banda que orresponde al estiramientoS-H (2468 m−1) luego de la S -nitrosaión. El la Figura III.2.6 B, se muestran los espetrosorrespondientes a la SNO-CEE, la S(15N)O-CEE y el espetro diferenia que muestra lasbandas sensibles al isótopo 15N.Por último abe agregar que se intentó ristalizar el RSNO sin éxito. Reientemente yuando ya se había �nalizado de trabajar on este ompuesto apareió una publiaión enel año 2005 donde se informaba la estrutura ristalina del mismo [25℄. En la Figura III.2.7A se muestran los dos isómeros, el omponente mayoritario se muestra en lineas llenas, enla parte B se ofree una vista diferente sólo del omponente mayoritario y se ompara onC, la estrutura optimizada en el presente trabajo utilizando DFT.
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Figura III.2.5: Espetro 15N RMN para SNO-CEE referido al nitrito (referenia externa), solvente:CD3OD. Al valor para la señal se le debe sumar 232 ppm para tener la señal referida a nitrometano (392.57ppm).

Figura III.2.6: Espetros FTIR para: CEE (azul) y SNOCEE (rojo) (A); y SNO-CEE (rojo) y S(15N)O-CEE (verde) junto on espetro diferenia (B).
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Figura III.2.7: Estruturas ristalinas (A, B) [25℄ y alulada para SNO-CEE, B3LYP/6-311+G*, distan-ias (d) en Å y ángulos en grados (C).ExperimentalReativos. La L-isteína etil ester fue obtenida de Sigma-Aldrih. El NaNO2 fue obtenido de Sigma-Aldrih aligual que el el Na15NO2. Los solventes deuterados (CD3OD y D2O) fueron obtenidos de Aldrih. En todos losasos se utilizó agua MilliQ , EDTA (10 mM) y bu�er de fosfato (0.5M). Se trabajó en ausenia se oxígeno usandola ténia de Shlenk o la aja sea. La preparaión de los diferentes ompuestos se llevó a abo bajo ampana,en espeial para los alquilnitritos ya que la inhalaión de los mismos es ausante de severos dolores de abeza ypuede oasionar problemas ardíaos.Preparaión de etilnitrito. 9.5 g de nitrito de sodio se disolvieron en 30 mL de agua, enfriando en freezer(Soluión I). Por otro lado, se enfrió una soluión de 7 mL de agua y 8.25 mL de etanol destilado, y se agrególentamente 3.4 mL de H2SO4(), se mantuvo en frío (soluión II). En un balón situado en baño de hielo-salse agregó la soluión I, on agitaión y se purgó on argón. Una vez que el sistema alanzó la temperaturaaproximada de -10 ◦C, se agregó la soluión II lentamente, on agitaión, durante 30 minutos. Una vez �nalizadoel agregado se observan dos fases, se separó la fase auosa, la fase orgánia (etilnitrito, amarillo) se lavó on tresporiones de soluión de biarbonato al 2% (mantenida en freezer). El etilnitrito lavado se guardó sobre Na2SO4en freezer. En oasiones se realizó la síntesis en menor esala, partiendo de 2.37 g de nitrito. Cuando se preparóetilnitrito marado se realizo la síntesis partiendo de 0.18 g de Na15NO2.Preparaión de butilnitrito. 9.5 g de nitrito de sodio se disolvieron en 37.5 mL de agua, enfriando en freezer(Soluión I). Por otro lado, se enfrió una soluión de 2.5 mL de agua y 11.4 mL de butanol, y se agregó lentamente3.4 mL de H2SO4(), se mantuvo en frío (soluión II). En un balón situado en baño de hielo-sal se agregó lasoluión I, on agitaión y se purgó on argón. Una vez que el sistema alanzó la temperatura aproximada de -10
◦C, se agregó la soluión II lentamente, on agitaión, durante 45-60 minutos. Una vez �nalizado el agregado semantuvo la agitaión por 1.5 horas. Se �ltró el sulfato de sodio, se separó la apa superior amarilla de butilnitritose lavó on tres poriones de soluión de biarbonato al 2% (mantenida en freezer). El butilnitrito lavado seguardó sobre Na2SO4 en freezer. En oasiones se realizó la síntesis en menor esala, partiendo de 3-4 g de nitrito.Cuando se preparó butilnitrito marado se realizó la síntesis partiendo de 0.23 g de Na15NO2.Preparaión de SNO-CEE. Se disolvió 1 g (5.33 x 10−3 moles) de L-isteína etil ester en metanol seo bajo



III.2.2. Caraterizaión espetrosópia de SNO-CEE 69atmósfera de argón, se enfrió a ∼-20 ◦C (baño: etanol-agua-sal-nitrógeno líquido). Se agregó 0.4 mL de etilnitrito(5.33 x 10−3 moles) a la misma temperatura. Inmediatamente se observó la apariión de olor rojo intenso, sedejó reaionar durante 15 min. Se preipitó on aetona bien fría y se seó bajo vaío. Otra alternativa on muybuen resultado onsiste en agregar el etilnitrito diretamente sobre el sólido en antidad estequiométria y guardaren el freezer, al abo de unos minutos el sólido está ompletamente rojo, luego se lava on aetona bien fría yse sea al vaío. Se reomienda fuertemente no seguir el proedimiento indiado en el trabajo itado ya que noondue a buenos resultados partiularmente la parte que sugiere emplear el rotavap a 37 ◦C !!!, temperatura ala que se desompone ualquier RSNO disuelto en solvente. Para obtener el produto marado (15N) se utilizóel primer proedimiento partiendo de menor antidad de CEE. Si bien el rendimiento no fue tan bueno, se pudoobtener el produto S15NO-CEE puro.
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III.3Reaión de Transnitrosaión - ElMeanismoA lo largo de esta seión se estudiará la reaión de transnitrosaión, la importania deesta reaión ya ha sido disutida en seiones anteriores (III.1.3, pág 59). Se propone quees una reaión reversible:
R′SNO + RS−

⇋ [R′S(NO)SR]− ⇋ RSNO + R′S− (III.3.1)Para omenzar reordemos qué es lo que se sabe aera de esta reaión:Obedee una inétia de segundo orden [5℄: v = k[RSNO][RS−]La formaión del intermediario onstituye el paso lento de la reaión [5℄: [R′S(NO)SR]−La espeie que ataa es el tiolato: la reaión va a depender del aráter nuleofílio deltiolato y del pH al ual se lleva a abo. Si onsideramos el equilibrio áido-base parael tiol on su respetiva onstante (K), la euaión de veloidad queda (E. III.3.3):
RSH ⇋ RS− + H+ (III.3.2)

ν =
kK[RSH ]T [RSNO]

K + [H+]
(III.3.3)Donde k es la onstante de veloidad, K la onstante de equilibrio áido-base y [RSH ]Tla onentraión analítia de tiol. Como ya se ha menionado, debido a la inestabilidadde los RSNOs y dependiendo de varios fatores omo: la relaión RS−/RSNO, la preseniade oxígeno en el medio, la temperatura, et, estas reaiones terminan originando otrosprodutos omo disulfuros, amoníao, NO, hidroxilamina, N2O, sulfóxidos, et [20, 21℄.Los objetivos propuestos para esta parte fueron los siguientes:71



72 III.3. Reaión de Transnitrosaión - El MeanismoObtener un valor para la barrera energétia de esta reaión.Estudiar la fatibilidad de la existenia del intermediario propuesto.Para llevar a abo estos objetivos la estrategia abordada onsistió en utilizar métodos desimulaión omputaional junto on distintas herramientas experimentales.
III.3.1. Estudio ComputaionalEn lo que sigue se mostrará el estudio de la reaión de transnitrosaión por medio desimulaión omputaional. El estudio se llevó a abo de la siguiente forma:Se seleionó omo modelo de reaión de transnitrosaión el metiltiol. Este resulta ser elmodelo más simple y por ende el menos ostoso posible en lo que respeta a tiempo de álulo.Se utilizaron diferentes niveles de teoría, métodos ab initio (MP2, CCSD) y basados en DFT(B3LYP, BP86). Mediante la optimizaión de geometrías y álulo de los modos normales, searaterizó la super�ie de energía potenial identi�ando mínimos, intermediarios y estadode transiión para el sistema aislado y en soluión auosa. Para el modelado del solvente seutilizó el método de solvataión del ontinuo PCM, previamente desripto en la metodología(II.2.5 y II.2.6).Modelo del Metiltiol

Figura III.3.1: Esquema de reaión para el modelo metiltiol.Dependiendo del pH y del solvente, el metiltiol (MeSH) se va a enontrar omo MeSHo MeS−. En soluión auosa el pK del metiltiol es 10.3, lo que signi�a que a pH=7 exis-tirá prinipalmente omo MeSH pero habrá una antidad signi�ativa de tiolato. Debido aque se ha propuesto que la espeie RS− es la espeie reativa, se investigó la reaión detrasnitrosaión que se muestra en la Figura III.3.1.La reaión para el sistema aislado. Con el objeto de validar la metodología luego emplea-da, se omenzó alulando los reativos (CH3SH y CH3SNO), se alularon los dos posibles



III.3.1. Estudio Computaional 73Tabla III.3.1: Parámetros geométrios (distanias y ángulos), y energétios para los distintosintermediarios. Intermediario I Intermediario II Intermediario IIIdS-N(Å) 2.331/2.331 2.246/2.443 2.242/2.406dN-O(Å) 1.188 1.176 1.183
ˆSNS(◦) 106.29 106.41 105.02
ˆONS(◦) 108.39 110.34 107.46Energía Relativa a 3-I (kal/mol)MP2/6-31G** 0 �a 2.36BP86/6-31G** 0 4.55 1.78B3LYP/6-31G** 0 4.37 1.53

aNo fue enontrado on MP2.isómeros para el metil-SNO. Se utilizaron distintas ombinaiones de métodos y bases y seomparó on valores alulados y experimentales onoidos e informados para los RSNOs enbibliografía [3℄.La espeie 3, resultó ser un mínimo estable y fue enontrado en forma independienteon diferentes métodos (MP2, DFT (BP86, B3LYP)). Se onsideró la posibilidad de otrasespeies (ver Figura III.3.2) las que también resultaron ser mínimos, siendo la espeie 3-I lamás estable. Tal omo se puede observar en la Tabla III.3.1 la formaión del intermediario3-I está favoreida termodinámiamente para el sistema aislado respeto a los otras dosespeies. En lo que sigue nos referiremos a la espeie 3-I simplemente omo espeie 3.

Figura III.3.2: Posibles intermediarios para la reaión de transnitrosaión de metiltiol. Vista frente (partesuperior) y per�l (parte inferior).



74 III.3. Reaión de Transnitrosaión - El MeanismoEn lo que respeta a la búsqueda del estado de transiión, un primer paso onsistió enesanear la super�ie de energía potenial desde la espeie 3 haia los produtos (1, 2). Paraesto se realizaron optimizaiones restringiendo la distania S-N (oordenada de reaión).En la Figura III.3.3 se muestra el resultado obtenido utilizando el método BP86 junto onla base 6-31G**. Se enontró que en fase gaseosa existe un preomplejo (espeie 5) y que elestado de transiión (ET, espeie 4) orrespondería a una distania S-N de 3.7 a 3.9 Å.Según lo que indian los resultados obtenidos del esaneo de la super�ie de energíapotenial, en la Figura III.3.4, se muestra el esquema que orrespondería al per�l de ener-gía para esta reaión de transnitrosaión que tiene la peuliaridad que los reativos y losprodutos son iguales, por lo que el diagrama es perfetamente simétrio.Se seleionó la estrutura que orrespondería al estado de transiión y se utilizó omoestrutura iniial para la búsqueda del estado de transiión utilizando el algoritmo TS,desripto previamente en la metodología general (II.2.4 y II.2.6).

Figura III.3.3: Esaneo de la distania S-N sobre la super�ie de energía potenial versus energía, BP86/6-31G** para el sistema aislado, partiendo del intermediario 3.Una vez enontrado y araterizado adeuadamente el estado de transiión a través dedistintos métodos, se onfeionaron las Tablas III.3.2 y III.3.3. Como se puede observar en laTabla III.3.2, los parámetros geométrios obtenidos por los diferentes métodos muestran unbuen auerdo entre las distintas metodologías. En el aso de los resultados informados parael método CCSD, sólo se optimizaron las estruturas para los reativos/produtos y se reali-zaron álulos de energía a geometría �ja (optimizada on MP2) para las demás espeies. Enla Tabla III.3.3, se muestran las energías relativas a los reativos, tal omo se puede observar,para los métodos DFT las energías resultan ser muy sensibles a la base utilizada. Por ejem-
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Figura III.3.4: Esquema orrespondiente al per�l de energía para la reaión de transnitrosaión delmetiltiol.plo, al pasar de una base 6-31G** a una 6-311+G* se obtiene una desripión prátiamentesimilar a la de métodos omo MP2/6-31G** y CBS-QB3/6-311+G* y CCSD/6-31G**. Enlo que ontinúa se presentan los álulos realizados utilizando DFT, en espeial el funionalB3LYP y la base 6-311+G* ya que ofree la desripión más apropiada y a menor osto quelos métodos MP2, CBS-QB3 y CCSD.Método de solvataión del ontinuo. Una vez obtenidos los resultados para el modeloaislado, se deidió onsiderar el efeto del solvente a través de dos métodos de solvataiónque onsideran al solvente omo un dielétrio ontinuo en dos aproximaiones diferentes,PCM e IPCM (desriptos en la parte metodológia, II.2.5). En la Figura III.3.5, se puedeobservar omo se modi�a el per�l de reaión al onsiderar el efeto del solvente usandoomo aproximaión el método PCM y el IPCM, Figura III.3.5. Se puede observar que elsolvente modi�a apreiablemente el per�l de reaión , heho que era de esperar si se tieneen uenta que varias de las espeies onsideradas son espeies argadas. En soluión no seonsidera la existenia del preomplejo ya que en presenia del solvente no sería una espeierelevante.Hasta aquí, podemos deir que este modelo muy simple sugiere que es fatible la existeniade un intermediario y que su estabilidad estaría fuertemente afetada por el medio, siendomuho más estable en medios poo polares. La diferenia de energía entre la espeie 4 y3, para el sistema aislado resultó ser 8.22 kal/mol, para el modelo PCM 8.63 kal/mol ypara IPCM 4.79 kal/mol. Estas diferenias indian que una vez formada la espeie 3, lasbarreras para originar los produtos para el sistema aislado y PCM son similares, mientrasque el modelo IPCM predie una barrera menor.



76 III.3. Reaión de Transnitrosaión - El Meanismo

Figura III.3.5: Per�les de energía en vaío y soluión para la reaión de transnitrosaión del metiltiol,B3LYP/6-311+G*.Otras espeiesHasta el momento en este estudio, se ha onsiderado, en base a lo que se sugiere en biblio-grafía, que la espeie reativa es el tiolato. En la Figura III.3.6, se muestran dos reaionesde formaión del intermediario protonado en la que la espeie reativa sería el tiol. Para ual-quiera de los dos asos se observa que para el sistema aislado la formaión del intermediarioprotonado está desfavoreida termodinámiamente on respeto a la misma reaión que seha venido estudiando en las seiones preedentes.Resultados prátiamente idéntios a los obtenidos en este trabajo (III.3.1) fueron pu-bliados por otro grupo antes de que los aquí presentados pudiesen ser publiados [26℄. Envista de esto, se deidió utilizar la experienia adquirida y proponer un modelo más realistay abordable experimentalmente, el ual disutiremos en la próxima seión.Si bien en lo que sigue de este trabajo se abandonó el modelo del metiltiol, es importanteremarar que resultó ser un modelo muy útil y que podría utilizarse también para estudiar
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Tabla III.3.2: Parámetros geométrios para todas las espeies intervinientes en la reaión de transnitrosaión del metiltiol,distanias en Å , ángulos en grados.Espeie/unión BP86/6-31G** B3LYP/6-31G** B3LYP/6-311+G* MP2/6-31G** CCSD/6-31G**a1S-C 1.84 1.84 1.84 1.82 1.832N-O 1.19 1.18 1.18 1.22 1.20S-N 1.92 1.86 1.86 1.78 1.80S-C 1.81 1.81 1.81 1.79 1.81ONS 115.93 116.62 117.32 114.95 115.17NSC 99.87 101.59 101.97 100.19 100.053N-O 1.20 1.19 1.18 1.21S-N 2.34 2.33 2.32 2.31S-C 1.81 1.81 1.81 1.78S-S 3.75 3.73 3.69 3.584N-O 1.19 1.21 1.18 1.20S-N 1.94/3.78 1.85/3.26 1.94/3.76 2.05/3.81S-C 1.81 1.79 1.81 1.81S-S 3.67 3.72 4.12 4.26

a3 y 4 sólo se aluló la energía para la geometría optimizada on MP2.
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Tabla III.3.3: Energías relativas a los reativos en kal/mol, los valores ontienen la orreión zpe y térmia (298 K).Espeie BP86/6-31G** B3LYP/6-31G** B3LYP/6-311+G* MP2/6-31G** CCSD/6-31G** CBS-QB3/6-311+G*Reativos (1+2) 0 0 0 0 0 0Pre-omplejo (5) -19.07 -14.50 -10.16 -11.73 - -11.6Intermediario(3) -24.94 -20.55 -15.30 -15.85 -10.20 -15.3ET (4) -15.06 -10.95 -7.08 -7.64 -6.92 -7.1



III.3.1. Estudio Computaional 79
Figura III.3.6: Otras espeies onsideradas para la reaión de transnitrosaión, B3LYP/6-311+G*.

otros aspetos de esta reaión, omo el efeto de la solvataión y la reatividad frente adiferentes nuleó�los. Como prueba de esto en el año 2006 otro grupo de investigaión publióun trabajo donde utilizan este modelo para el estudio de otros aspetos y obtienen resultadossimilares a los que aquí se informan para la reaión de transnitrosaión en partiular [27℄.(Figura III.3.7) Nótese que on el modelo de solvataión CPCM el intermediario resultaser bastante más estable en soluión omparado on los modelos PCM e IPCM. En estetrabajo, también alulan el per�l en aetonitrilo (medio menos polar que el agua) y omo sepuede ver en la Figura III.3.7 enuentran que el intermediario es aún más estable, tal omohabíamos menionado previamente.

Figura III.3.7: Modelo de la reaión de transnitrosaión para el metiltiol propuesto por Shelegel [27℄.CBS-QB3/6-311G(2d,d,p), CPCM(ondutor-like polarizable ontinuum model)



80 III.3. Reaión de Transnitrosaión - El MeanismoModelo SNO-CEE
Figura III.3.8: Esquema del modelo del CEE.El modelo simple permitió alular el per�l de la reaión tanto para el sistema aisladoomo en soluión y arrojó una evidenia importante: la existenia del intermediario planteadopara el sistema aislado y que su estabilidad depende fuertemente del medio. Con el objeto deonsiderar una situaión más erana a la realidad y a lo que se puede medir en el laboratorio,se onsideró un modelo más omplejo, que sin ser demasiado ostoso omputaionalmente esfatible de ser estudiado desde el punto de vista experimental. Se debe tener en uenta que elmetiltiol es un gas y no hay trabajos experimentales, por lo menos en esta área, on el mismo.Se seleionó entones el sistema CEE/SNO-CEE, dado que omo se mostró en el apítuloanterior la SNO-CEE es posible de ser aislada omo sólido, es soluble en solventes orgániosy es relativamente estable omo para ser manipulada sin demasiadas ompliaiones.Se proedió de manera análoga al metiltiol y se obtuvo el per�l de reaión que se muestraen la Figura III.3.10. El intermediario y el estado de transiión resultaron ser muy similaresestruturalmente (Tabla III.3.4). Sin embargo la distania S-N no es exatamente igual,de modo que a diferenia de lo que ourrió para el aso del metiltiol, no es perfetamentesimétrio, a esto se le debe sumar el heho que la CEE tiene un entro quiral por lo queexisten dos enantiómeros (L y D). Dado que el enantiómero relevante a nivel biológio esel L, los álulos se hiieron para éste, por lo que la espeie intermedia no tiene simetríarespeto al plano que ontiene por la unión N-O y que se muestra en la Figura III.3.9. Esprobable que los efetos estérios y la menor simetría presentes en el aso de este sistemamodelo y ausentes para el metiltiol, sean los responsables de la diferenias en las unionesS-N. Según se puede observar en el per�l de reaión obtenido (Figura III.3.10), a difereniade lo que ourre para el modelo anterior, aquí el preomplejo no fue enontrado sobre lasuper�ie de energía potenial. La barrera resultó ser mayor para este modelo tanto parael sistema aislado (9.81 kal/mol) omo en soluión (19.4 kal/mol). Por otro lado, al igualque para el modelo del metiltiol se enontró que la estabilidad del intermediario aumentanotablemente al variar la polaridad del solvente, tal omo se muestra en la Figura III.3.10,al pasar de agua (PCM) al sistema aislado [28℄.



III.3.2. Medida experimental de la onstante de veloidad y la energía de ativaión. 81

Figura III.3.9: Intermediario de la reaión de transnitrosaión para el modelo CEE/SNO-CEE, en verdese señalan los arbonos quirales.

Figura III.3.10: Per�les de energía en vaío y soluión para la reaión de transnitrosaión para SNO-CEE/CEE, B3LYP/6-311+G*. Sistema aislado(negro) y PCM: agua (rojo).
III.3.2. Medida experimental de la onstante de veloi-dad y la energía de ativaión.Se estudió la reaión de transnitrosaión para el sistema CEE/SNO-CEE. En bibliografíase puede enontrar muha informaión sobre reaiones de este tipo donde lo que se estudiaes la transnitrosaión entre el tiol y el S -nitrosotiol derivado del mismo [20, 21, 29, 30℄. Sibien existe muha informaión en uanto a onstantes de veloidad, no hay valores medidospara los parámetros de ativaión de esta reaión.
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Tabla III.3.4: Parámetros estruturales para ambos modelos, B3LYP/6-311+G*.SNO-Me SNO-CEE (MeS)2NO (CEE)2NO ET (MeS−/SNO-Me) ET (CEE−/SNO-CEE)distanias (Å)S2-N 1.862 1.877 2.321 2.397 1.946 2.059S1-N 2.325 2.241 3.761 3.691S-S 3.696 3.642 4.122 4.844ángulos (grados)O-N-S2 117.328 116.640 108.858 110.876 117.875 113.019O-N-S1 108.758 108.182 81.893 91.308N-S2-C2 101.971 101.607 93.888 94.324 98.045 95.871N-S1-C1 93.982 93.235 75.572 77.334



III.3.2. Medida experimental de la onstante de veloidad y la energía de ativaión. 83Condiiones experimentales y onsideraiones realizadas para las i-nétias.La reaión de transnitrosaión a largo plazo termina originando diversos produtos de-pendiendo fundamentalmente de la relaión RS−/RSNO, la presenia de oxígeno y la pre-senia de trazas de metales. En la Figura III.3.11 se muestran las distintas vías propuestaspara esta reaión en el aso partiular del glutatión en ausenia y presenia de oxígeno.Teniendo en uenta las diferentes vías que puede tomar la reaión y que el paso lento es laformaión de la espeie 3, la manera más apropiada de abordar el estudio experimental dela inétia para esta reaión, onsiste en trabajar en exeso de tiol y ausenia de oxígeno.Por lo tanto, toda la espeie intermedia formada se onsume rápidamente reaionando onel exeso de tiol tal omo representa la vía remarada en la Figura III.3.11 (�eha de olorverde) de modo que se puede seguir la inétia midiendo el deaimiento de la absorbaniade la SNO-CEE que es la únia espeie oloreada.

Figura III.3.11: Vías ompetitivas para el sistema GSH/GSNO.La presenia de trazas de metales desempeña un rol lave en la reaión, de modo quefue neesario ajustar la antidad de EDTA neesaria para minimizar la desomposiión de laSNO-CEE atalizada por metales. Esto se orroboró midiendo la absorbania a 343 nm (verespetro SNO-CEE, Figura III.2.2, pág. 63) ontrolando su estabilidad durante el intervalode tiempo en que se midió la reaión de interés, de esta forma se asegura que lo que se estámidiendo es la transnitrosaión y no otro evento.Otro tema importante, es la dependenia on el pH, todos los estudios se realizaron uti-lizando bu�er de fosfato pH=7.4, on el agregado de EDTA. Es importante desartar quelos fosfatos intervengan en la reaión [31℄, on este �n se midieron algunas inétias utili-zando bu�er Tris-HCl obteniéndose idéntios resultados. Un heho que omplia el estudio



84 III.3. Reaión de Transnitrosaión - El Meanismoes la existenia de varias espeies según el pH on sus respetivos equilibrios y K asoiadas[32, 33℄. Tal omo se observa en la Figura III.3.12, existen uatro espeies, de las uales lasque se onsideran reativas son B y D (espeies tiolato). Al pH al ual se trabajó se estimaque un 21% orresponde a B+D. Reordemos (E. III.3.3), que dada la dependenia on elpH la onstante medida es una onstante observada que ontiene el valor de las onstantesde equilibrio orrespondientes y la onentraión de protones.
[B + D] =

(

[H+]Ka + KaKb

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

)

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

(

[H+]Ka + KaKb

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

) (III.3.5)

Figura III.3.12: Diagrama de espeiaión para CEE. (pKa=7.45, pKb=8.41, pK=6.77, pKd=9.09).[32℄Valores experimentales de kobs y parámetros de ativaión: ompa-raión on los alulados.Se midieron distintas kobs en el rango de temperaturas de 25-45◦C. La onstante develoidad medida a 26 ◦C fue kobs=15.6 ± 0.2 x 10−3 M−1s−1 (pH=7.4). El valor enontradoonuerda on valores reportados para reaiones de transnitrosaión de tioles en soluiónauosa [29℄. Con el objeto de determinar la energía de ativaión para la reaión se utilizóla euaión de Arrhenius:
k(T ) = Ae−Ea/RT (III.3.6)donde Ea es la llamada energía de ativaión, A es el fator preexponenial y R es laonstante de los gases. Si se linealiza esta expresión y se gra�a ln k versus 1/T, de la



III.3.2. Medida experimental de la onstante de veloidad y la energía de ativaión. 85pendiente de la reta gra�ada se obtiene el valor para Ea (Figura III.3.13).El valor experimental enontrado para la energía de ativaión fue 22.7 ± 0.2 kal/mol(Figura III.3.13). Este es el primer valor de energía de ativaión reportado para transni-trosaión, y onuerda bastante bien on el estimado por los álulos (19.4 kal/mol) [28℄.Haiendo uso de la Teoría del Estado de Transiión (TET):
k(T ) =

kBT

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

∆S 6=es onsistente on el tipo de reaión que se está estudiando (E. III.3.8):
R′SNO + RS−

⇋ [R′S(NO)SR]− (III.3.8)

Figura III.3.13: Grá�o de Arrhenius para la reaión de transnitrosaión CEE/SNO-CEE.



86 III.3. Reaión de Transnitrosaión - El MeanismoExperimentalReativos. La L-isteína etil ester (CEE) fue obtenida de Sigma Aldrih. La SNO-CEE fue preparada tal omo sedesribió en la parte experimental de la seión anterior, ver páginas 68-69. En todos los experimentos se utilizóagua MilliQ y se trabajó en ausenia de oxígeno.Instrumentaión. Los espetros UV-Visible fueron tomados en un espetrómetro Hewlett Pakard 8453 onarreglo de diodos empleando una elda de uarzo de 1 m de amino óptio. Se utilizó el termostato RC6 LAUDApara el ontrol de la temperatura. Se ontroló el pH utilizando el pHmetro Metrohm 744 PH meter.Medidas de las onstantes de veloidad. Todas las mediiones inétias fueron realizadas en bu�er de fosfato(pH=7.4, 0.5M) y EDTA (10 mM). Previo a ada medida se preparó una soluión fresa de SNO-CEE, uyaonentraión fue �jada en 1x10−3M y on�rmada espetrosópiamente a través de la medida de la absorbaniaa 343 nm. Se utilizó exeso de CEE (0.1M) on el objetivo de trabajar en ondiiones de pseudorden. La reaiónse siguió midiendo el deaimiento de la absorbania a 343 nm. En todos los asos se observó un exelente ajustea primer orden y una buena reproduibilidad de los valores obtenidos. A 25 ◦C, la reaión se ompleta en sutotalidad aproximadamente a los 15 minutos. El proesamiento de los datos se realizó utilizando el programaOriginPro 7.5.Medida de la energía de ativaión. Las medidas de las onstantes de veloidad se realizaron tal omo sedetalló en el párrafo anterior, se termostatizó adeuadamente las soluiones, se tuvo en uenta la variaión delpH on la temperatura a través de la preparaión de diferentes bu�ers según la temperatura medida. La mediiónse realizó por dupliado en forma independiente para ada medida.Simulaión ComputaionalTodos los álulos realizados fueron llevados a abo utilizando el paquete Gaussian98, las geometrías fueronoptimizadas utilizando diferentes métodos y bases omo MP2/6-31G**, CCSD/6-31G**, DFT (BP86/6-31G**,B3LYP/6-31G** y /6-311+G*), CBS-QB3/6-311+G*. Cada punto estaionario enontrado sobre la super�iede energía potenial fue araterizado a través de un álulo de modos normales. La búsqueda del estado detransiión se llevó a abo mediante el uso del algoritmo TS y QST desarrollado por Shlegel. El solvente fuemodelado omo un ontinuo utilizando el método PCM y IPCM, previamente desripto.



III.4Deteión y araterizaiónteório-experimental del intermediariode reaión.

En esta seión nos ouparemos espeí�amente del intermediario de la reaión de trans-nitrosaión. En la seión anterior mediante el uso de álulos omputaionales, se onstruyóel per�l de reaión identi�ando los reativos, el intermediario y el estado de transiión, yse mostraron las medidas experimentales para la onstante de veloidad y los parámetros deativaión.III.4.1. Evidenia experimental previa en fase gaseosaEs neesario menionar, que ya en el año 2001 se había sugerido la existenia de esteintermediario, y se presentaba omo prueba la evidenia experimental obtenida medianteespetrometría de masa, en partiular ESI+-MS. En diho trabajo se realizó la reaión entreuna enzima (Aldosa Redutasa), en uyo sitio ativo se enuentra una isteína (Cys-298), yel S -nitrosotiol SNAP. Esta enzima, uya funión es la reduión NADPH dependiente de87



88 III.4. Deteión y araterizaión teório-experimental del intermediario de reaión.una gran variedad de sustratos, esa su funión por inhibiión al formarse la SNO-Cys-298o al oxidarse la Cys-298 a disulfuro [34℄. Luego, en el año 2003 apareió juntamente on elmodelo teório del metiltiol otra evidenia también suministrada por la espetrometría demasa, en este aso para la reaión NAP/SNAP [26℄. En la Figura III.4.1 se muestran dihosespetros de masa.

Figura III.4.1: Evidenia de la existenia del intermediario en fase gaseosa. (A) Reaión para la AldosaRedutasa (AR) y SNAP. (B) Reaión para NAP/SNAP.Dado que la evidenia experimental existente haía referenia a la fase gaseosa, se dei-dió busar evidenia de este intermediario en soluión. Para esto se debieron seleionar lasondiiones apropiadas en uanto a; solvente, relaión de onentraiones, método espetros-ópio, entre otras.III.4.2. Deteión del intermediario: ondiiones experi-mentales y ténias de RMN.Se tuvieron en uenta las siguientes uestiones:El solvente. A partir de la experienia aumulada en los dos seiones anteriores (III.2y III.3) se sabía que:Metanol: la síntesis del SNO-CEE se realiza en metanol, en este solvente resulta serbastante estable a temperatura ambiente (1-2 días).Agua: es bastante inestable una vez disuelto en agua, se desompone asi en su totalidadal abo de 2-3 horas a temperatura ambiente. Por ejemplo al tomar las medidas inétias, elSNO-CEE debió ser almaenado sobre hielo o en el freezer para poder ser usado durante eltransurso de un par de horas sin que se desomponga.Relaión de onentraiones. Para favoreer la formaión y permanenia del inter-mediario y retrasar su desapariión por otras vías, la relaión 1:1 de CEE/SNO-CEE seríaen prinipio adeuada.



III.4.2. Deteión del intermediario: ondiiones experimentales y ténias de RMN. 89Cálulos omputaionales. Para el modelo del metiltiol, los álulos sobre el interme-diario, indiaban un orrimiento de 56 m−1 haia freuenias menores para el estiramientode la unión N-O on respeto al mismo estiramiento para el RSNO, y de 52 m−1 para elmodelo de la CEE. De este modo, si onsideramos el valor experimental informado para laSNO-CEE (νNO: 1556 m−1), el valor para el intermediario debería apareer alrededor de los1500 m−1. Asimismo, los desplazamientos químios alulados para los espetros de RMN
1H, 13C y 15N, evideniaban diferenias, siendo más notoria la diferenia para el aso del 15NRMN (-288 ppm tomando omo referenia la señal para SNO-CEE) .Ténia experimental de deteión. En prinipio, las ténias de FTIR, UV-Visibley RMN serían poteniales herramientas para la deteión del intermediario.Los primeros intentos para la deteión del intermediario se realizaron en ambos solventeshaiendo uso de las distintas ténias en relaión 1:1 de CEE/SNO-CEE y a temperaturaambiente. En agua, se trabajó en bu�er (pH=7.4) y EDTA, pero no se enontró evideniaalguna de la existenia del intermediario por ninguna de las tres ténias menionadas. Deigual modo, en metanol no se logró detetar el intermediario a través de FTIR y UV-Visible,sin embargo por medio de la ténia de RMN se observaron indiios reproduibles de supresenia.
1H RMN, 13C RMN, 13C DEPT-135, COSY y HETCOR.Cuando se realizó la reaión tal omo se detalla en la parte experimental de esta seión,se observó la apariión de nuevas señales en el espetro 1H RMN que luego de varias horasa temperatura ambiente desapareieron, dando lugar a la formaión de produtos. En laFigura III.4.2 se muestra el espetro ompleto para la reaión 1:1. Se puede observar queapareen nuevas señales, la señal que orresponde al (-SCH 2), ambia su patrón y levementesu desplazamiento on respeto a la CEE, y es importante notar que se trata de dos señalessuperpuestas que pueden ser fáilmente deonvoluionadas, ver Figura III.4.3. También sepuede observar que si el espetro se adquiere inmediatamente luego de realizada la mezla(mantenida a 0◦C), la presenia de disulfuro es mínima.1Se utilizaron diversas ténias de RMN on el �n de asignar las señales. (Figura III.4.4a y b, Figura III.4.5 y III.4.6). Es importante notar que la nueva señal orrespondiente al(-SCH 2) orrelaiona on dos señales del espetro 13C RMN, ver Figuras III.4.4 y III.4.5.En lo que respeta al triplete que aparee en 2.5 ppm se reurrió a la ayuda de los espetrosbidimensionales para su asignaión, éstos proporionaron la siguiente informaión:1. HETCOR: no se observa orrelaión on ningún arbono, por lo que se trata de un H1Los espetros para CEE, SNO-CEE y el disulfuro se mostraron previamente en la seión III.2.



90 III.4. Deteión y araterizaión teório-experimental del intermediario de reaión.que no está unido a arbono.2. COSY: se observa orrelaión on el -SCH 2. Tiene omo veino un -CH2.
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III.4.2. Deteión del intermediario: ondiiones experimentales y ténias de RMN. 91señal muy anha en esta región del espetro (Figura III.2.3, seión III.2). En las FigurasIII.4.5 y III.4.6, se observan los respetivos espetros junto on la asignaión y el ódigo deolores para las distintas espeies presentes en la reaión.
/2

2
.0

9
3

7

In
te

g
ra

l

3
.2

2
4

4

3
.2

1
6
2

3
.1

9
4
4

3
.1

8
6
2

3
.1

5
4
0

3
.1

4
2
8

3
.1

2
4
0

3
.1

1
2
9

(ppm)

3.023.043.063.083.103.123.143.163.183.203.223.243.263.283.303.323.343.363.383.40

2
.0

8
0

6

In
te

g
ra

l

3
.2

8
5

7

3
.2

7
6

9

3
.2

6
8

7

3
.2

6
0

5
3

.2
5

6
4

3
.2

4
7

6

3
.2

3
8

8

3
.2

3
0

6

3
.1

8
6

6

3
.1

7
5

4

3
.1

6
7

8

3
.1

5
6

7

3
.1

4
5

5

3
.1

3
7

9

3
.1

2
6

7

(ppm)

3.023.043.063.083.103.123.143.163.183.203.223.243.263.283.303.323.343.363.38Figura III.4.3: Patrón tipo ABX de la señal para -SCH2 en la CEE (parte superior) . Patrón de la señalpara -SCH 2 en la reaión (parte inferior). RMN 1H, 500 MHz, solvente: CD3OD, referenia: señal residualdel solvente (3.31 ppm).En base a la evidenia enontrada por las distintas ténias de espetrosopía RMN, laestrutura del intermediario podría tener la forma que se muestra en la Figura III.4.7.Suponiendo una estrutura de este tipo, uno de los enlaes S-N más largo (de auerdoon los resultados de los álulos desriptos previamente), se postula que las señales para elintermediario serían muy pareidas a las de la CEE y SNO-CEE, y probablemente debidoa la baja proporión del intermediario quedarían tapadas por los reativos. A su vez, la



92 III.4. Deteión y araterizaión teório-experimental del intermediario de reaión.interaión del intemediario on alguna moléula de CEE, sería responsable de que su S-Hno se interambie on el solvente.Si bien se han presentado indiios de la existenia de una espeie intermediaria, la pruebamás onluyente se onsiguió a través de la espetrosopía 15N RMN.
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Figura III.4.7: Estrutura posible del intermediario en metanol.
III.4.3. Deteión por 15N RMN - Asignaión asistida porálulosCon el propósito de lograr una prueba onluyente de la existenia de este intermediarioen soluión, se deidió trabajar on el SNO-CEE enriqueido en el isótopo 15N y previamentearaterizado por medio esta ténia (Seión III.2.2, pág. 66-67). Se realizó la reaión deigual modo y se tomó el espetro de 15N RMN. (Figura III.4.8) Se observó laramentela presenia del SNO-CEE (392.57 ppm referenia nitrometano) y otra señal (41.06 ppm,referenia: nitrometano o -351 ppm, referenia: SNO-CEE).

Figura III.4.8: Espetro 15N RMN, SNO-CEE (392.57 ppm) e intermediario (41.06 ppm). Refereniaexterna: NaNO2 (232 ppm respeto a nitrometano)Esta señal fue asignada al intermediario y avalada mediante álulos omputaionaleslos que predijeron un orrimiento de -288 ppm, tomando omo referenia el SNO-CEE. Losresultados obtenidos por esta espetrosopía resultaron ser reproduibles [28℄. Es importantemenionar que en el espetro �nal ninguna de estas señales se halló presente, y se observó una



III.4.4. Efetos ausados por la presenia de oxígeno. 97únia señal a -353 ppm (referenia: nitrometano), zona donde aparee el amoníao, produtopropuesto de la reaión del intermediario por diferentes vías (Figura III.3.11).
III.4.4. Efetos ausados por la presenia de oxígeno.El intermediario se termina desomponiendo originando diferentes produtos que ya he-mos menionado previamente. Hasta aquí, todos los experimentos se hiieron en auseniatotal de oxígeno, en tales ondiiones el únio produto observado por 1H y 13C RMN fueel disulfuro, por 15N RMN amoníao y por espetrometría de masa NO y N2O 2. (FiguraIII.4.9)Con el objeto estudiar el efeto del oxígeno y de veri�ar las ondiiones experimentalesde trabajo, se quiso saber de qué forma afetaba a esta reaión y a los produtos observados,la presenia del mismo. Se deidió entones trabajar en presenia de éste. En las FigurasIII.4.10 y III.4.11, se muestran los espetros 1H RMN, en los mismos se puede observar losiguiente:

Las señales que evidenian la presenia del intermediario siguen apareiendo (FiguraIII.4.10).
Inmediatamente omienzan a apareer señales nuevas y laramente diferentes a las deldisulfuro (Figura III.4.10 : írulo y III.4.11).2Los gases NO y N2O , fueron detetados para la reaión realizada en metanol a temperatura ambienteen ausenia de oxígeno luego de 10 horas, la determinaión se realizó en forma semiuantitativa indiandoaproximadamente un 20% de ada gas.
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Figura III.4.10: Reaión de transnitrosaión en presenia de oxígeno. RMN 1H, 500 MHz, solvente:CD3OD, referenia: señal residual del solvente (3.31 ppm).muy poo intensas, debido seguramente a la volatilidad del/los ompuestos asoiados a es-tas, orrespondientes a dobles enlaes y posiblemente asignables a tales espeies. Si bien nose identi�aron estos ompuestos, en la �gura III.4.11 B se muestran posibles estruturas,donde X podría ser el grupo -NH2, también podrían onsiderarse posibles las estruturasque resultan de la desesteri�aión. La pregunta que surge en forma inmediata es, ¾ómo seformaron estos ompuestos?.Este tipo de produtos no han sido informados previamente en literatura omo onse-uenia de una reaión de transnitrosaión. Aunque una publiaión del año 1992 [35℄ haemenión de los arilatos omo produtos de desomposiión de episulfuros o tioepóxidos ori-ginados a partir de la reaión de varios tioles on exeso de nitrito. Entre éstos, se enontródesripta la formaión del episulfuro por reaión de la CEE on exeso de nitrito. Este tra-bajo llevó haia otro anterior del año 1978 [36℄, donde se sintetizaban los tioepóxidos y se losaraterizaba espetrosópiamente. En este trabajo se enontró la asignaión espetrosó-pia 1H RMN para el tioepóxido derivado de la CEE en CDCl3, uriosamente se lo desribíaomo un líquido visoso amarillo (λmax=215(ε530) y 280( ε110) nm ). En el espetro de 1HRMN se observó muy laramente señales a 2.70 (1H, dd, j:1.0Hz y 6.0 Hz) y a 2.79 (1H, dd,j:1.0 Hz y 4.9 Hz) idéntias a las informadas en el trabajo publiado, las demás señales talomo se puede observar en la Figura III.4.11 no están en una zona limpia del espetro (apa-ree también el disulfuro).También se debe menionar que uando se midieron los produtospara la reaión en presenia de oxígeno por espetrometría de masas, se detetó NO, varios
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Figura III.4.11: Produtos en presenia de oxígeno. Episulfuro, disulfuro y otros produtos (A), ampliaióna ampos bajos, produtos insaturados (B). RMN 1H, 500 MHz, solvente: CD3OD, referenia: CH3CN (2.06ppm).Dos puntos interesantes se deprenden de este análisis:La presenia de oxígeno se evidenia fáilmente a través de la presenia de estos peu-liares produtos, episulfuros y arilatos.Es la primera vez que se proponen estos produtos omo onseuenia de la reaiónde transnitrosaión. Estos produtos son de gran relevania biológia ya que es posibleque se formen naturalmente y pueden poseer propiedades dignas de ser investigadas.En la Figura III.4.12 se muestra un esquema que muestra informaión reopilada de biblio-grafía junto on vías propuestas a raíz de este trabajo. En verde se muestran los produtos3La reaión fue realizada en idéntias ondiiones, en metanol a temperatura ambiente en presenia deoxígeno.



III.4.4. Efetos ausados por la presenia de oxígeno. 101de los que, a través de las distintas ténias espetrosópias, se ha tenido indiios de supresenia en este trabajo. En la parte superior se muestran las vías operativas en preseniade oxígeno, se muestra también el aso partiular uando R=CEE. Para este aso se generanlos produtos antes desriptos, o bien omo onseuenia de la reaión de transnitrosaión opor desomposiión del RSNO en presenia de oxígeno. El meanismo propuesto para el asoR=CEE, se basa en la referenia bibliográ�a orrespondiente a la obtenión de los episul-furos a partir de tioles en presenia de exeso de nitrito. En la parte inferior del diagrama semuestran tres vías propuestas que serían importantes en ausenia de oxígeno, dos de ellas (Iy II) implian la reaión del intermediario on el tiol on el que se enuentra en equilibrio;la otra vía (III) involura radiales. Es importante reordar que el estudio de los produtosde desomposiión originados omo onseuenia de la reaión de transnitrosaión tantoen ausenia omo en presenia de oxígeno surgió omo una uriosidad ajena al objetivo deltrabajo, por lo que no se presenta un estudio detallado.
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Figura III.4.12: La reaión de transnitrosaión y las diferentes viás que operan en la desomposiión delintermediario. RSH representa diferentes tioles estudiados, en verde se muestran los produtos identi�adospara el aso de la reaión CEE/SNO-CEE.



III.4.4. Efetos ausados por la presenia de oxígeno. 103ExperimentalReativos. La L-isteína etil ester (CEE) fue obtenida de Sigma Aldrih. La SNO-CEE fue preparada tal omo sedesribió en la parte experimental de la seión anterior, ver página 69. Los solventes deuterados fueron obtenidosde Sigma Aldrih.Instrumentaión y Medidas. Los diferentes espetros de RMN fueron adquiridos para la reaión in situ, lasonentraiones de CEE y SNO-CEE fueron ambas �jadas en 0.1M, la reaión se realizó en CD3OD sin ontrolde pH. Los espetros de 15N RMN fueron medidos a 50.68 MHz, se tomaron 6150 transientes on un tiempode relajaión de 5 segundos. Se referenió externamente on Na15NO2 disuelto en el mismo solvente (232 ppmrespeto a nitrometano). Las medidas de espetrometría de masa se realizaron para la reaión en proporiones1:1 CEE y SNO-CEE, en metanol, a temperatura ambiente, bajo atmósfera de argón y en presenia de oxígeno.Simulaión ComputaionalTodos los álulos realizados fueron llevados a abo utilizando el paquete Gaussian98, partiendo de la estru-tura del intermediario previamente optimizada se realizó el álulo de modos normales y se utilizó el método GIAO(Gauge-Independent Atomi Orbital) para el álulo de los desplazamientos químios, ver metodología general.



104 III.4. Deteión y araterizaión teório-experimental del intermediario de reaión.



III.5Conlusiones y preguntas abiertasA lo largo de esta primera parte de los resultados (III), se ha presentado el estudiode los RSNOs omo moléulas almaenadoras y transportadoras del NO. Hemos visto suspropiedades y reatividad, aspeto fundamental para entender los fatores que ondiionansu potenial omo moléulas que almaenan y preservan las funiones asoiadas al NO.En lo que respeta al transporte de esta moléula, hemos visto que la reaión de transni-trosaión desempeña un rol fundamental, se ha presentado un estudio teório-experimentaldel meanismo a través del ual ourre la misma, en lo que a esto respeta se han heho lossiguientes aportes:Medida de los parámetros de ativaión, los que no estaban informados. El onoerestos valores es de suma importania ya que brinda la posibilidad de omparar esteproeso on otros proesos reativos donde están involurados los RSNOs.Identi�aión y araterizaión del intermediario en soluión.Es importante notar que la estrategia teório-experimental abordada para el estudio de estareaión resultó omplementarse en forma adeuada, sirviendo de guía para la seleión delas ondiiones experimentales apropiadas.Tal omo se ha mostrado a lo largo de esta parte, trabajar experimentalmente on los tio-les/S -nitrosotioles no fue una tarea senilla debido a su extremada sensibilidad a numerososfatores. Si bien todo el estudio se realizó en ausenia de oxígeno, on el objeto de mostrarel efeto del mismo se trabajó en presenia de éste, demostrando que pequeñas antidadesse evidenian muy fáilmente a través de los produtos obtenidos. Si bien el objetivo noonsistió en analizar exhaustivamente los produtos que apareen omo onseuenia de estareaión, se ha mostrado que para esta reaión de transnitrosaión en partiular, apareenprodutos omo los episulfuros y arilatos que hasta el momento no habían sido informa-dos. Atualmente han apareido algunas publiaiones aera de episulfuros derivados de la105



106 III.5. Conlusiones y preguntas abiertasCEE [37℄, éstos son onsiderados piezas fundamentales en la síntesis de inhibidores de lasistein-proteasas.Para �nalizar, si bien hemos logrado responder varias de las preguntas que nos hemosformulado, muhas otras han quedado abiertas. En lo que a esto respeta dos puntos soninteresantes de marar:1. La fuerte dependenia del per�l de reaión on el solvente, es atrativo desde el puntode vista químio y debería ser abordado a través de otra metodología donde se onsidereal solvente en forma explíita.2. Los produtos que se obtienen omo resultado de la reaión de transnitrosaión en pre-senia de oxígeno para el aso partiular CEE/SNO-CEE son interesantes y deberíanser uanti�ados y araterizados.
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IVEstabilizaión de S -nitrosotioles poroordinaión a [IrCl5℄2−
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IV.1Síntesis, aislamiento, y propiedades
En la introduión general (I.1.2), hemos hablado del NO y su unión a omplejos metáliospara formar omplejos de nitrosilo. Debido a que el NO+ se omporta omo un eletró�lofuerte, el NO2

− y HNO2 se forman muy rápidamente y resultan ser las espeies dominantesen soluión auosa, mientras que la onentraión de NO+ es extremadamente baja [1℄. Sinembargo, el NO+ es estabilizado al oordinarse a omplejos metálios, y este heho otorgala posibilidad de explorar la reatividad del NO+ oordinado en diversas situaiones. Porejemplo en el aso de la adiión de un nuleó�lo Nu:
ML5(NO+) + Nu−

⇋ {ML5N(O)Nu} (IV.1.1)La termodinámia y inétia asoiada a la reaión mostrada en la E.IV.1.1 va a depen-der del metal (M), el ligando (L) y el nuleó�lo (Nu). La reaión de nitrosilos metálios onnuleó�los ha sido extensamente estudiada para diferentes metales y nuleó�los. En el asopartiular que el nuleó�lo es un tiolato (RS−) el omplejo obtenido sería {ML5N(O)SR},este omplejo puede ser pensado omo un RSNO oordinado a un entro metálio y la pre-gunta que surge es: ¾Se estabiliza el RSNO por oordinaión al entro metálio?Los RSNOs libres, tal omo hemos menionado en la seión III.1, son muy inestablesy se desomponen térmiamente on muha failidad. La estabilizaión de los RSNOs víaoordinaión proporionaría la posibilidad de estudiar RSNOs que debido a su inestabilidadson difíiles de araterizar de modo de:Obtener informaión estrutural.Inspeionar los fatores que ondiionan su estabilidad y reatividad.113



114 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadesIV.1.1. S -nitrosotioles oordinados a omplejos metáli-os: anteedentesEn las seiones III.1-2 hemos visto que los S -nitrosotioles se obtienen por reaión deltiol (RSH) on algún agente nitrosante[2℄. Se onoen varios agentes nitrosantes[3℄, entreellos podemos nombrar:NO, en presenia de aeptores de eletrones.Sales del ión nitrosonio, Ej:NOBF4Áido nitroso.Nitritos inorgánios y orgánios.Nitrosilos metálios, et.En los asos en los que el agente nitrosante es un nitrosilo metálio, el tiol interaiona onel ligando nitrosilo dando omo resultado un S-nitrosotiol (-N(O)SR) oordinado a un entrometálio, {M-N(O)SR}, donde M es el metal.Un método ampliamente onoido que se ha utilizado para obtener S -nitrosotioles oor-dinados in situ [4, 5, 6, 7℄, onsiste en haer reaionar el tiolato libre on el ligando NO+oordinado a un fragmento metálio, por ejemplo al [Fe(CN)5℄−3. Este método se ha ex-tendido a una gran variedad de omplejos metálios donde M=FeII , RuII , y OsII . En lamayoría de los asos estos omplejos son inestables y se desomponen espontáneamente alos orrespondientes omplejos metálios y disulfuros, siendo el tiempo de vida medio delos mismos fuertemente dependiente de la estrutura del tiol [8℄. Existe un gran número detrabajos publiados en lo referido a los omplejos [Fe(CN)5NO℄−2 , su reaión on tiolespara generar el aduto [Fe(CN)5N(O)SR℄−3, y su posterior reatividad frente a nuleó�los.Los trabajos en esta área, que serán itados a lo largo de esta seión, fueron realizados ensu mayoría por K. Szailowski y Z. Stasika, sin embargo se enuentran también trabajosrealizados por F. Ronaroli y J. Olabe.Surgió entones la inquietud de explorar esta reaión para el pentaloronitrosilirida-to(III) (K[IrCl5NO℄), un nitrosilo metálio que presenta algunas diferenias y peuliaridadeson respeto a los nombrados anteriormente, entre las que podemos itar:1. Ineria (terera serie de transiión y mayor arga: M=IrIII).2. Valor más alto medido para la freuenia de estiramiento N-O: νN−O=2006 m−1(KBr),[9℄heho que india un fuerte aráter de nitrosonio (NO+).



IV.1.2. Reaión de K[IrCl5NO℄ on tioles: aspetos generales 1153. Altamente in�ueniado por la naturaleza de los ontraiones y el solvente.Cuando M es iridio, en partiular uando se tiene el siguiente omplejo: K[IrCl5NO℄ y selo hae reaionar en aetonitrilo on diferentes tioles se obtienen los orrespondientes S -nitrosotioles oordinados. A diferenia de lo que ourre para los omplejos metálios nom-brados anteriormente, se obtiene un produto estable y por primera vez fue posible aislarnitrosotioles oordinados.IV.1.2. Reaión de K[IrCl5NO℄ on tioles: aspetos ge-neralesLa reaión se realizó para un grupo de tioles que fueron seleionados y sub-agrupadossegún el siguiente riterio:Tioles on grupos aromátios: su eleión radia en el heho de que los S-nitrosotiolesderivados de éstos son los más inestables onoidos.Tioles de relevania biológia: este grupo está integrado por derivados de la isteínasolubles en el solvente de reaión, y glutatión. La isteína junto on el glutatión sonlos referentes de los tioles en los sistemas biológios.Áido meraptosuínio y derivado metil ester: sus S-nitrosotioles resultan ser losque más se estabilizan al oordinarse a entros metálios on M=Fe, Ru, por lo queonstituyen un punto de omparaión on los omplejos de iridio.En todos los asos se enontró que uando el tiol reaiona on el omplejo de iridio enaetonitrilo, al resguardo de la luz, el omplejo on el nitrosotiol oordinado se obtiene omoun preipitado en forma inmediata, mas aún, el produto y el olor del mismo dependen deltiol y la temperatura a la ual se lleva a abo la reaión (Figura IV.1.1).El solvente de reaión elegido resultó ser aetonitrilo, esta eleión se apoya en el hehode que el reativo, K[IrCl5NO℄ es soluble en el mismo y no se desompone ni reaiona onel solvente durante el tiempo en el ual ourre la reaión on los tioles. Todas las reaionesse realizaron en ausenia de luz, debido a que el reativo es extremadamente sensible a lamisma. Como se puede observar en la Figura IV.1.1, los omplejos tipo b tienen una moléulade aetonitrilo oordinada en la posiión trans, esto ourre debido a que se labiliza el lorurotrans y es sustituido por una moléula de solvente.La mayoría de estos omplejos se obtienen on exelentes rendimientos salvo algunasexepiones que luego disutiremos en detalle.
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Figura IV.1.1: Reaión de K[IrCl5NO℄ on tioles.Tal omo se muestra en la Figura IV.1.1, el nuleó�lo que ataa al nitrosilo metálio es eltiol o tiolato. Si ontemplamos la estrutura de los tioles onsiderados, algunos de ellos tienenvarios grupos funionales por lo que podríamos preguntarnos si el nuleó�lo es efetivamenteel tiolato, alguno de los otros grupos funionales, o ambos, omprometiendo de esta formael rendimiento del produto esperado. Pasemos entones a onsiderar qué suede en adagrupo seleionado:Grupo 1⊲ Tioles aromátios, aquí no queda duda que el nuleó�lo es el tiol ya que nohay ningún otro grupo funional apaz de reaionar omo nuleó�lo.Grupo 2 ⊲ Aquí tenemos varios grupos funionales además del tiol: un grupo amino yuno arboxilo. Para estos últimos su aráter omo nuleó�lo se redue dramátiamenteal estar protonados. Por otro lado puede ser suprimido mediante la formaión de algúnderivado omo un alquilester para el arboxilo o un N-aetil para el amino.Grupo 3 ⊲ Aquí tenemos dos arboxilos además del tiol, lo expuesto para el grupo 2 seaplia también a este aso.A ontinuaión se mostrará el análisis y los resultados de las síntesis para ada grupo juntolas estrategias abordadas para maximizar el rendimiento del produto que orresponde alS -nitrosotiol oordinado. En la Figura IV.1.2 se muestran todos los omplejos preparados yque a ontinuaión se desribirán en detalle.



IV.1.2. Reaión de K[IrCl5NO℄ on tioles: aspetos generales 117

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



118 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadesExperimentalReativos. El ompuesto K[IrCl5NO℄ fue obtenido de Sigma-Aldrih o Strem Chemials y puri�ado por re-ristalizaión de aetonitrilo. El beniltiol y feniltiol fueron obtenidos de Fluka, el áido meraptosuínio, laN-aetil-L-isteína y el glutatión fueron obtenidos de Merk, la L-isteína etilester fue obtenida de Sigma Aldrih.El derivado metil ester del áido meraptosuínio fue sintetizado a partir del áido meraptosuínio y metanolmediante proedimientos desriptos en literatura [10℄. Luego de su síntesis fue identi�ado mediante FTIR y RMN.El K[IrCl515NO℄ se preparó a partir de Na15NO2mediante proedimientos desriptos en literatura [9℄, al que se lerealizaron algunas modi�aiones. La prinipal modi�aión onsistió en no realizar los lavados on metanol, ensu lugar se disolvió en aetonitrilo y se preipitó on tolueno.Instrumentaión. Ver parte II.1, en metodología general.Proedimientos generales. Los omplejos se sintetizaron de auerdo al siguiente proedimiento general: 2.28x10−2mmoles del orrespondiente tiol en 0.25mL de aetonitrilo (para los omplejos 3a y 4a se usó una mezla de sol-ventes: 0.25 mL de aetonitrilo + 20µL de metanol seo) fueron agregados bajo atmósfera de argón a 10mg(2.28x10−2mmoles) de K[IrCl5NO℄ disueltos en 0.25 mL de aetonitrilo. El produto preipita en forma inmedia-ta, fue separado de la soluión por entrifugaión y seado bajo vaío. El omplejo K[IrCl5NO℄ es sensible a la luz,por lo que todos los proedimientos fueron efetuados al resguardo de la misma. Los omplejos marados fueronpreparados de la misma forma usando K[IrCl515NO℄.Simulaión ComputaionalTodos los álulos realizados fueron llevados a abo utilizando el paquete Gaussian98 y Gaussian03, lasgeometrías fueron optimizadas utilizando DFT on el funional PBE1PBE on la base SDD para todos losátomos. Con el objeto de tener en uenta eventuales efetos asoiados al tamaño del onjunto de funiones debase, sobre las estruturas optimizadas se realizó un álulo de energía a geometría �ja usando la base SDB--pVDZ on el mismo funional [11℄. Cada punto estaionario enontrado sobre la super�ie de energía potenialfue araterizado a través de un álulo de modos normales.El solvente fue modelado omo un ontinuo utilizando el método PCM, previamente desripto. Para infor-maión detallada ver parte II.2, en metodología general.IV.1.3. RSNOs on grupos aromátios: omplejos tipo ay tipo bEn el aso partiular de tioles que ontienen grupos aromátios (beniltiol y feniltiol),se logró obtener los dos tipos de produtos, a y b. El produto a resultó ser un preipitadoverde muy insoluble en el solvente de reaión, el produto b resultó tener un olor rojo ypoa solubilidad en el solvente de reaión. Ambos produtos resultaron ser muy solubles enagua.La relaión de produtos obtenidos, a y b, resultó depender prinipalmente de la tem-peratura a la ual se desarrolla la reaión. Cuando la reaión se desarrolla a temperaturaambiente (∼25 0C) se obtiene el omplejo b en su totalidad, mientras que a temperaturasbajas (-20 0C) solo se obtiene el omplejo a.



IV.1.3. RSNOs on grupos aromátios: omplejos tipo a y tipo b 119En el aso de la reaión on el beniltiol, el omplejo, trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)S-CH2Ph℄ (produto 1b), resultó ser más fáil de obtener y araterizar que el omplejoK2[IrCl5N(O)SCH2Ph℄ (produto 1a). De heho el produto 1b resultó ser fáilmente ris-talizable.Similarmente a la reaión on el beniltiol, uando la reaión se llevó a abo on el feniltiol atemperatura ambiente se obtuvo el omplejo trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SPh℄ K2 (produto2b) de olor rojizo y el omplejo K2[IrCl5N(O)SPh℄ (produto 2a) de olor verdoso a bajatemperatura.Con el objeto de tener una visión más profunda en lo que respeta a la estabilidadtermodinámia de los diferentes produtos, se realizaron álulos de estrutura eletrónia, enpartiular DFT, tanto para el sistema aislado omo en soluión usando el modelo ontinuo desolvataión PCM (Tabla IV.1.1). En todos los asos se aluló el ambio energétio asoiadoa las reaiones que se muestran a ontinuaión (E. IV.1.2, E.IV.1.3):
RS− + [IrCl5NO]− → [IrCl5N(O)SR]−2 (IV.1.2)

RS− + [IrCl5NO]− + CH3CN → trans[(IrCl4(CH3CN)N(O)SR]− + Cl− (IV.1.3)Tabla IV.1.1: Cambio energétio (Kal/mol) asoiado a la reaión de formaión (E.IV.1.2 y E. IV.1.3) de los omplejos 1 a,b y 2 a,b aislados y en aetonitrilo (PCM).PBE1PBE/SDD//PBE1PBE/SDB--pVDZ.Complejo Sistema aislado Aetonitrilo1a 15.4 -39.81b -18.5 -44.12a 32.1 -31.62b -3.8 -34.3Las diferenias de energía para el omplejo aislado y en soluión (CH3CN) indian quepara ambos asos el omplejo más estable es el b. Ahora bien, mientras que para el omplejoaislado la diferenia en energía es de 34 y 36 kal/mol para 1 y 2 respetivamente, teniendo enuenta el efeto de la solvataión a través del método PCM la diferenia en energía es muhomenor, resultando ser 4.3 y 2.7 kal/mol respetivamente. Si bien la formaión de ambosomplejos está muy favoreida desde el punto de vista termodinámio, experimentalmentese observa que a temperaturas bajas sólo se forma a. En funión de esto, podemos deir que labarrera asoiada a la formaión de los omplejos tipo b, es seguramente mayor a la asoiada ala formaión de a. Esto es onsistente on el heho que la reaión de formaión del omplejob involura la ruptura de un enlae Ir-Cl, osa que no ourre en el aso del omplejo a. De estamanera se explia que sea posible obtener uno u otro omplejo sintonizando adeuadamente



120 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadeslas variables de trabajo, en partiular la temperatura. Para �nalizar, podemos deir entonesque a temperatura ambiente es posible obtener en forma pura los omplejos tipo b, mientrasque a temperaturas bajas y separando en forma inmediata el preipitado sólo se obtienenlos omplejos de tipo a; a temperaturas intermedias se obtienen mezlas.ExperimentalPreparaión del omplejo 1a. KH[IrCl5N(O)SCH2Ph℄.1/3CH3CN. La reaión se llevó a abo a -20 oC, elproduto preipita en forma inmediata omo polvo verde. Rendimiento: 92%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 4.63(s, 2H);δ 7.34-7.40 (m, 5H). Análisis Elemental: Informado (alulado): C, 15.9(15.9); N, 3.3(3.2); H, 1.6(1.5); S,5.4(5.5). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄ : 328(2465), 397(4409), 511(876), 556(855). FTIR (KBr), m−1:
νNO=1431, νSN=779.Preparaión del omplejo 1b. trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SCH2Ph℄.CH3CN. La reaión se llevó a abo atemperatura ambiente, luego de unos minutos el produto preipita omo ristales rojos. Rendimiento: 80.3%.
1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 2.92 (s, 3H); δ 4.67 (s, 2H);δ 7.36-7.37 (m, 5H). Análisis Elemental: Informado(alulado): C, 21.6(21.7); N, 6.9(6.9); H, 2.1(2.1); S, 5.1(5.3). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄ : 325(1809),387(3283), 475(1059), 525(919). FTIR (KBr), m−1: νNO=1432, νSN=794.Preparaión del omplejo 1. trans-(P(Ph)4)[IrCl4(CH3CN)N(O)SCH2Ph℄.2H2O. La reaión se llevó a aboa temperatura ambiente en forma análoga a 1b. El omplejo 1 se obtuvo omo resultado de agregar una soluiónsaturada del ontraión en una mezla etanol-agua al produto disuelto en agua. FTIR (KBr), m−1: νNO=1436,
νSN=852.Preparaión del omplejo 2a. K2[IrCl5N(O)SPh℄ La reaión se llevó a abo a -20 oC, el produto preipita enforma inmediata omo polvo verde. Rendimiento: 98.8%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 7.49 (d, 2H);δ 7.65-7.76(m, 3H). Análisis Elemental: Informado (alulado): C, 12.2(12.2); N, 2.5(2.4); H, 1.0(1.0); S, 5.4(5.4). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄ : 337(2967), 396(4054), 506(849), 556(822). FTIR (KBr), m−1: νNO=1438,
νSN=763.Preparaión del omplejo 2b. trans-K[IrCl4(CH3CN)N(O)SPh℄.CH3CN. La reaión se llevó a abo a tempe-ratura ambiente, luego de unos minutos se obtiene el produto de aparienia ristalina verde-rojizo. Rendimiento:84.5%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 2.95 (s, 3H); δ 7.49 (s, 2H);δ 7.65-7.76 (m, 3H). Análisis Elemental:Informado (alulado): C, 20.4(20.2); N, 7.0(7.1); H, 1.8(1.8); S, 5.3(5.3). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄: 325(2821), 387(4728), 478(1174), 525(986). FTIR (KBr), m−1: νNO=1453, νSN=786.IV.1.4. RSNOs de relevania biológiaDebido a la poa solubilidad de la isteína en el solvente de reaión y on el objetode maximizar el rendimiento del RSNO oordinado, se ha trabajado on derivados que sedisponían en el laboratorio omo lo son la L-isteína etil ester y la N-aetil-L-isteína. Lasreaiones se realizaron tal omo se detalla en la parte experimental. (pág. 118/121)Para estos tioles tanto a temperatura ambiente omo a bajas temperaturas se obtu-vo el mismo produto y no se observó el efeto trans desripto para el aso de los tiolesque ontienen grupos aromátios. Al realizar la reaión on los respetivos tioles los úni-os produtos obtenidos fueron, KH[IrCl5N(O)SCH2CH(NHCOCH3)COOH℄ (produto 3a)



IV.1.4. RSNOs de relevania biológia 121y H[IrCl5N(O)SCH2CH(COOCH2CH3)NH3℄ (produto 4a) respetivamente. La L-isteínaetil ester se utilizó omo lorhidrato por lo que el aráter nuleofílio del grupo amino esprátiamente nulo omparado on el del tiol, en este aso tanto a temperatura ambienteomo a bajas temperaturas el rendimiento fue muy bueno. En el aso de la N-aetilisteínael rendimiento a bajas temperaturas es exelente pero a temperatura ambiente disminuye,probablemente el arboxilo, a través de reaiones paralelas sea el responsable de este he-ho (el arboxilato también puede atuar omo ligando). Los produtos resultaron ser muysolubles en agua e insolubles en el solvente de reaión (CH3CN).Se probó esta reaión para el glutatión, debido a su poa solubilidad se utilizó unamezla de solventes (ver parte experimental, pág. 121). Al mezlar el tiol on el omplejo,la soluión se tornó verde pero al transurrir unos poos minutos el olor se desvaneió.Esta observaión era de esperar debido a la presenia de varios grupos funionales on a-ráter nuleofílio, se repitió la reaión en presenia de un áido orgánio (tri�uoraétio:TFA), en esta oportunidad debido a la disminuión del aráter nuleófílio de los gruposamino/arboxilo el produto resultó formarse y la oloraión verde no se desvaneió. Des-afortunadamente el omplejo oordinado resultó ser muy soluble en el solvente de reaión,heho que omplió su aislamiento. Reientemente se ha enontrado una forma de poderaislarlo. El omplejo 7a se identi�ó mediante 1H y 13C RMN y UV-visible en el solventede reaión . Debido a las di�ultades enontradas para su aislamiento no se muestra unaaraterizaión ompleta para este omplejo.ExperimentalPreparaión del omplejo 3a. KH[IrCl5N(O)SCH2CH(NHCOCH3)COOH℄. La reaión se llevó a abo a -20 oC,el produto preipita en forma inmediata omo polvo verde. Rendimiento: 82.0%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ2.0 (s, 3H);δ 3.78-3.98 (dd, 2H); δ4.65-4.70. Análisis Elemental: Informado (alulado): C, 9.7(9.9); N, 4.4(4.6);H, 1.9(1.5); S, 5.0(5.3). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄ : 331(2246), 398(4375), 572(944). FTIR (KBr),m−1: νNO=1431, νSN=781.Preparaión del omplejo 4a. H[IrCl5N(O)SCH2CH(COOCH2CH3)NH3℄. La reaión se llevó a abo a -20 oC,el produto preipita en forma inmediata omo polvo. Rendimiento: 78.9%. 1H NMR (D2O, 500 MHz): δ 1.33 (t,3H); δ 3.88-4.06 (dd, 2H);δ 4.36 (m, 2H); δ 4.5 (t, 1H). Análisis Elemental: Informado (alulado): C, 11.0(10.9);N, 4.9(5.1); H, 2.3(2.2); S, 5.6(5.8). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄ : 327(1836), 400(3235), 581(658).FTIR (KBr), m−1: νNO=1438, νSN=784.Preparaión del omplejo 7a. La reaión se llevó a abo a -20 oC, la soluión se torna verde en formainmediata. El tiol se disuelve en la mínima antidad de agua neesaria, se agrega antidad estequimétria de áidotri�uoraétio. Por otro lado, se disuelve el omplejo de iridio en 0.25 mL de aetonitrilo, se enfría a -20 oC. Sobreeste último de agrega tiol. Se entrifuga, se observa que se separan 2 fases, en la fase auosa queda disuelto elomplejo en su totalidad, se separa esta fase y se agrega sobre aetona helada. El omplejo preipita, se separa



122 IV.1. Síntesis, aislamiento, y propiedadesel solvente y se sea bajo vaío.1H NMR (D2O (40µl )+ CD3CN (0.5 ml), 500 MHz): δ 2.21 (m, 2H); δ 2.56(m, 2H );δ 3.03-3.26 (dd, 2H); δ 3.78-3.97 (m, H), δ 4.014 (d, 2H), δ 4.83 (m, H). UV-Visible, [λmax,nm℄: 329,398, 510, 573.IV.1.5. RSNOs del áido meraptosuínio y derivadosde ésteTal omo antes se menionara, para tener un punto de omparaión on el onoido y ex-tensamente estudiado derivado del omplejo pentaianonitrosilferrato(II), [Fe(CN)5N(O)SR℄3−(omplejo 5n, RS− =meraptosuinato); se realizó la reaión on el áido meraptosuí-nio. El omplejo 5n ha sido reportado omo el más estable de todos los omplejos derivadosdel pentaianonitrosilferrato(II), on una vida media de 36 horas [12℄.En nuestro aso uando se realizó la reaión del K[IrCl5NO℄ on el áido meraptosuíni-o, la misma resultó en un muy bajo rendimiento del omplejo orrespondiente (produto 5a)obteniéndose otros produtos no identi�ados. El produto impuro resultó ser parialmen-te soluble en aetonitrilo. Es probable que los arboxilatos reaionen formando omplejosdimérios.Para evitar posibles reaiones seundarias se deidió abordar omo estrategia la este-ri�aión de los grupos arboxilo y de esta forma bloquear las posibles reaiones a travésde los arboxilos. Efetivamente, al realizar la reaión del derivado metilester del áidomeraptosuínio on el K[IrCl5NO℄ se obtuvo en forma uantitativa y limpia el omplejo[IrCl5N(O)SCH(COOCH3)CH2COOCH3℄ (produto 6a), el ual al igual que los derivadosde la isteína, resultó ser muy soluble en agua e insoluble en el solvente de reaión.En la Tabla IV.1.2 se muestran los ambios energétios asoiados a la formaión delos omplejos 5a y 6a a partir de K[IrCl5NO℄ aislado y en aetonitrilo ((E. IV.1.2). Losvalores muestran que desde el punto de vista termodinámio ambos omplejos exhiben unaestabilidad similar. Este resultado favoree nuestra hipótesis de que la derivatizaión bloqueala ourrenia de reaiones paralelas indeseables en las que estarían involurados los gruposarboxilo.Tabla IV.1.2: Cambio energétio (kal/mol) asoiado a la reaión de formaión pa-ra los omplejos (E. IV.1.2) 5a y 6a para el sistema aislado y aetonitrilo (PCM).PBE1PBE/SDD//PBE1PBE/SDB--pVDZ.Complejo Sistema aislado Aetonitrilo5a 18.96 -37.296a 20.13 -37.17



IV.1.5. RSNOs del áido meraptosuínio y derivados de éste 123ExperimentalPreparaión del omplejo 5a. KH[IrCl5N(O)SCH(COOH)CHCOOH℄. La reaión se llevó a abo a -20 oC, elproduto preipita en forma inmediata omo polvo verde e inmediatamente su olor ambia a pardo-marrón rojizo.
1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.65-2.72 (m, 2H);δ 4.57-4.59 (m, 1H). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄: 332(2592), 401(5141), 581(1063). FTIR (KBr), m−1: νNO=1435, νSN=781.Preparaión del omplejo 6a. K2[IrCl5N(O)SCH(COOCH3)COOCH3℄.1/2 CH3CN. La reaión se llevó a aboa -20 oC, el produto preipita en forma inmediata omo polvo. Rendimiento: 80.1%. 1H NMR (DMSO-d6, 500MHz): δ 2.76-2.95 (m, 2H); δ 3.65 (s, 6H);δ 4.77-4.78 (m, 1H). Análisis Elemental: Informado (alulado): C,12.2(12.4); N, 2.9(3.1); H, 1.7(1.6); S, 5.0(4.7). UV-Visible, [λmax,nm (ε,M−1m−1)℄ : 322(4801), 397(5674),574(1358). FTIR (KBr), m−1: νNO=1437, νSN=790.
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IV.2Estrutura, araterizaiónespetrosópia y propiedades.Los omplejos de pentaloroiridato(III) on los S -nitrosotioles oordinados presentanespetros UV-visible, y FTIR araterístios. Se pueden araterizar fáilmente por espe-trosopía RMN y también por espetrometría de masa. En algunos asos fue posible obtenermonoristales y determinar las estruturas por difraión de rayos X. En esta seión semuestra una ompleta araterizaión espetrosópia de estos ompuestos, tarea funda-mental para guiar todo estudio posterior.IV.2.1. Estrutura: difraión de rayos XComo es sabido, la difraión de rayos X proporiona una prueba estrutural onluyente,sin embargo la obtenión de ristales adeuados no siempre resulta ser una tarea senilla.En este aso, se logró ristalizar uno de los omplejos y un produto de su desomposiión.El omplejo 1b se ristalizó on dos ontraiones diferentes y en el intento por ristalizar2b se obtuvo un produto de su desomposiión. Otros ompuestos, omo 3a y 6a tienentendenia a ristalizar, pero hasta la feha no se ha logrado obtener ristales adeuados.El haber logrado ristalizar el omplejo 1b fue un heho importante ya que además de serla primera estrutura ristalina de un RSNO oordinado reportada, el S -nitrosobeniltiol esel RSNO libre más inestable de todos los onsiderados y asualmente omo se ha menionadoen la introduión general fue el primer S -nitrostiol sintetizado (Tasker y Jones, 1909). Porotro lado, la espetrosopía de rayos X proporionó la prueba ontundente de que había unamoléula de aetonitrilo en la posiión trans al ligando, heho que en un primer momentono fue onsiderado y salió a la luz omo resultado del intento de obtener ristales. De estaforma fue posible avanzar en la omprensión de las propiedades observadas.125



126 IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades.

Figura IV.2.1: Estrutura ristalina obtenida por difraión de rayos X para el produto 1b. Además seobserva el ontraión K+ y una moléula de aetonitrilo omo solvato.

Figura IV.2.2: Estrutura ristalina obtenida por difraión de rayos X para el produto 1. Además seobserva el ontraión y dos moléulas de agua.Efeto del ontraión y uriosidadesEl primer ristal se obtuvo al onentrar muy lentamente una soluión del omplejo 1b enaetonitrilo. Los ristales obtenidos tenían un olor rojo intenso, araterístio de los RSNOs1[13℄ (Figura IV.2.1). Luego se intentó otra vía de obtener ristales que onsistió en preparar1Datos de los ristales: fórmula mínima, Mr=608.40, prismas, tamaño del ristal 0.3 x 0.3 x 0.02mm3, ortorrómbio, grupo espaial P2(1)n, a=17.548(4)Å, b=6.819(14)Å, =18.261(4)Å, F(000)=1152,



IV.2.1. Estrutura: difraión de rayos X 127una soluión saturada del omplejo en agua y agregarle un ontraión voluminoso omo eltetrafenilfosfonio (PPh+
4 ), de esta forma se obtuvieron ristales verdes2 (Figura IV.2.2). Lasestruturas ristalinas de ambos omplejos muestran araterístias estruturales prátia-mente idéntias (ver Tabla IV.2.4, pág. 132) salvo por el heho de que todas las distaniaspara el ristal de fosfonio son menores. El heho urioso del ambio de olor al ambiar elontraión denota que estos omplejos son bastante sensibles al entorno. Más adelante en estaseión, se mostrarán otros resultados que evidenian esta misma partiularidad.Algunas araterístias a resaltar son:

Tal omo se puede observar en la Figura IV.2.3, uando el ontraión es potasio, la redristalina no se ve tan ompatada omo uando el ontraión es el tetrafenilfosfonio.El omplejo 1 (tetrafenilfofonio) tiene simetría Cs mientras que el omplejo 1b tienemenor simetría.La diferenia de olor se atribuye a la interaión donor-aeptor de dos de los loruroson el K+ (distania Cl− -K+ : 3.1Å ) y en el otro aso uno de los loruros on dosaguas presentes por elda unidad (distania Cl− -OH2 : 3.2Å).En la Figura IV.2.4 se puede observar el apilamiento de los anillos aromátios debidoa la interaión de staking π-π, es interesante notar que los fosfonios interaionanformando una hélie, lo que les permite también interaionar on el anillo benéniodel ligando RSNO. En ambio, para el reativo los ontraiones se aomodan uno arribadel otro omo planos apilados. (Figura IV.2.5)
Muy probablemente estas interaiones que resultan en el ordenamiento observado sean lafuerza impulsora para la ristalizaión en el aso del omplejo 1b.V=1972.8(7)Å3, T=120(2) K, Z=4, D=2.047Mg/m3, µ=7.624 mm−1.2Datos de los ristales: fórmula mínima, Mr=899.67, prismas, tamaño del ristal 0.6 x 0.3 x 0.1 mm3,trilínio, grupo espaial P-1, a=20.053(2)Å, b=7.250(5)Å, =26.738(3)Å, F(000)=1176, V=3764.1(6)Å3,T=120(2) K, Z=8, D=1.178Mg/m3, µ=7.393 mm−1.
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Figura IV.2.3: Vista de las redes ristalinas para 1b y 1.

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



130 IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades.Un produto de desomposiiónComo resultado de los intentos por obtener ristales para el omplejo 2 se obtuvo elproduto is-[IrCl4(CH3CN)2℄K.2CH3CN (omplejo 2*)3, uyo origen estaría en la desom-posiión del omplejo 2 en aetonitrilo (Figura IV.2.6). El produto obtenido no deja de serinteresante, ya que muestra que el estado de oxidaión permanee intato, pero llamativa-mente no se obtiene el produto esperado que sería el trans bisaetonitrilo. Al igual que enel omplejo 1b, para el omplejo 2b sería de esperar que el aetonitrilo se enuentre en laposiión trans al ligando. Como onseuenia de la pérdida del ligando RSNO se esperaríaobtener entones el trans bisaetonitrilo, sin embargo esto no ourre. Este heho lo podemosinterpretar en términos de un meanismo que involure a la espeie [IrCl4(CH3CN)℄− omointermediario on una geometría de bipirámide trigonal.

Figura IV.2.6: Estrutura ristalina de un produto de desomposiión originado a partir del omplejo 2ben aetonitrilo.IV.2.2. Espetrosopía UV-VisibleAspetos omunes y asignaión de las bandasEn todos los asos, el espetro de absorión UV-Visible onsiste en 4 bandas: dos de ellasen la región UV mientras que las otras dos se enuentran en la región visible. Las bandasde estos omplejos son laramente diferentes a las que presenta el reativo, en la FiguraIV.2.7 b se muestra el espetro del reativo junto on los espetros de los omplejos 1a y3Datos de los ristales: fórmula mínima, Mr=537.32, prismas, tamaño del ristal 0.2 x 0.2 x 0.05mm3, ortorrómbio, grupo espaial Pba, a=7.5310(2)Å, b=19.3820(6)Å, =23.7470(7)Å, F(000)=2016,V=3466.25(17)Å3, T=120(2) K, Z=8, D=2.059Mg/m3, µ=8.549 mm−1.
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Figura IV.2.7: a-Espetro para el reativo junto on la asignaión espetrosópia para IrCl3−6 , b-Espetrosde los omplejos 1a (rojo) y 1b (verde) junto on el reativo (ore) en esala de absortividades molares.
Figura IV.2.8: Isómeros onformaionales, syn y anti, M es el metal.1b (en esala de absortividades molares) . En la Figura IV.2.7 a, se muestra la asignaiónespetrosópia de las bandas para [IrCl6℄3−, que se inluye omo referenia, junto on elespetro del reativo.[15℄Tal omo se puede ver en la Tabla IV.2.1 y Figura IV.2.7.b, todos los omplejos exhibenaraterístias similares. Sus respetivos espetros UV-Visible presentan una banda intensaen λmax=205-260 nm (ε: 104M−1m−1) que se asigna a la transiión π→π∗en el ligando yallí también aparee la banda que se asigna omo Ir-Cl LMCT para el reativo. La siguientebanda, ubiada en λmax=325-330 nm (ε: 1800-4000 M−1m−1) fue asignada a la transiiónpermitida nO→π∗en el ligando. Las otras dos bandas ubiadas en la región visible, unaen λmax=380-400 nm (ε: 3000-5000 M−1m−1) y la otra en λmax=470-580 nm (ε: 600-1000M−1m−1), ambas bandas asignadas a transiiones MLCT. La última banda es la responsabledel olor del omplejo, la energía de esta transiión es afetada por la estrutura del tiol ,el ligando trans y el solvente. Para algunos asos se observa un hombro para esta banda,para los S -nitrosotioles libres, omo ya se ha menionado (III.1.1, pág. 53,54), este hombroha sido atribuido a la existenia de dos isómeros onformaionales syn y anti (ver FiguraIV.2.8) [16℄.
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Figura IV.2.9: Orbitales HOMO y LUMO alulados para el omplejo 1b.La asignaión de esta última banda (λmax=470-580 nm) ha sido orroborada por mediode álulos DFT. En la Figura IV.2.9, se ve que el HOMO alulado para el omplejo 1bestá prinipalmente loalizado en el metal pero tiene una importante ontribuión de losloruros euatoriales (dxy, p(Cl)), heho que explia la sensibilidad al solvente. El LUMOestá prinipalmente loalizado en el ligando on alguna ontribuión de los loruros y elaetonitrilo trans.Como bien puede observarse en la Tabla IV.2.1, la banda de menor energía y la respon-sable del olor para los RSNOs libres aparee a longitudes de onda similares que los RSNOsoordinados pero on una diferenia importante en su intensidad, lo mismo se observa parael aso de los omplejos derivados del pentaianonitrosilferrato(II) (5n)[17℄. En la FiguraIV.2.7 b, se muestran los espetros para los omplejos 1a y 1b. Puede observarse que uan-do se tiene una moléula de aetonitrilo en la posiión trans todas las bandas están orridashaia energías mayores, de esta forma por medio de la espetrosopía UV-Visible se puedendistinguir laramente ambos omplejos. En la Figura IV.2.10, se muestra el omplejo 7a.Este omplejo no se enuentra listado junto al resto debido a que al momento de esribiresta tesis no fue posible obtenerlo en forma pura (Tabla IV.2.1).Efeto solvatorómioEl espetro del reativo K[IrCl5NO℄ ha sido determinado en varios solventes y se haobservado que no existe un gran orrimiento de la banda a 274 nm (aetonitrilo): 268 nm enmetanol, 270 en THF, y 280 nm en HCl 2M4. Resulta llamativo que al ambiar de solventeambia muho la intensidad de esta banda, en partiular al pasar de aetonitrilo a HCl 2M,esto podría estar relaionado on un ambio de simetría del omplejo al ambiar de solvente.En los espetros de todos los omplejos se observó un marado efeto solvatorómio.4Informaión extraída del trabajo de tesis dotoral de la Dra. Natalia Esola.
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Tabla IV.2.1: Propiedades espetrosópias UV-Visible para los omplejos y los RSNOs li-bres. Complejo λmax (ε, M−1m−1) S -nitrosotiol λmax (ε, M−1m−1)1a 328(2465), 397(4409), 1 340(1020), 530h(17),511(876), 556(855) 560(26)[18℄1b 325(1809), 387(3283),475(1059), 525h(919)2a 337(2967), 396(4054), 2 374(1776), 570(53)[19℄506(849), 556(822)2b 325(2821), 387(4728),478h(1174), 525(986)3a 331(2246), 398(4375), 3 334(507), 545(16)[20℄572(944)4a 327(1836), 400(3235), 4 343(1019), 544(36)[21℄581(658)5a 332(2592), 401(5141), 5 336(840), 546(13)[22℄581(1063)5n 318(1320), 526(6000)[17℄6a 322(4801), 397(5674), 6574(1358)Todos los valores se informan en agua a exepión del omplejo 5n uyos valores fueron medidos en aeto-nitrilo debido a su desomposiión inmediata en agua.

Figura IV.2.10: Espetro UV-visible para el omplejo 7a. Se tomó una alíuota de la mezla de reaióny se diluyó en agua MilliQ.



134 IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades.Dado que los omplejos 1a,b, 2a,b son solubles en distintos solventes, fue posible examinareste efeto en varios solventes: agua, etanol, aetonitrilo, DMSO y aetona. Para los demásomplejos, dada la marada insolubilidad, sólo se pudo observar el efeto al pasar de aguaa DMSO. En todos los asos las tres bandas informadas sufren orrimientos, siendo la másafetada la banda de menor energía. Para esta banda, en el aso de los omplejos 1 y 2, seobservó un marado orrimiento batorómio: la soluión auosa resultó ser roja mientrasque en aetonitrilo resultó tener un olor verde. En lo que sigue se mostrará el estudio delefeto solvatorómio para el omplejo 1b.Complejo 1b. En el espetro se observa un orrimiento de las bandas 380-400 nm y470-580 nm haia longitudes de onda menores al pasar de aetonitrilo a agua. Siendo mássensible la banda de menor energía. Las bandas de más alta energía se orren en la mismadireión pero no tanto omo lo haen las bandas antes menionadas. En la tabla IV.2.2se muestran los valores que toma el número de onda de la banda de menor energía paradistintos solventes y se inluye una olumna on el número aeptor (NA)5 onoido paraada solvente [23℄.Tabla IV.2.2: Dependenia de la posiión de banda visible de menor energía ( υ, m−1) onel solvente para el omplejo 1b. Solvente NA υ(m−1)Agua 54.8 19047.61Etanol 37.1 18348.62DMSO 19.3 17376.19Aetonitrilo 18.9 17451.35Aetona 12.5 17173.45Al gra�ar υ vs NA (Figura IV.2.11) se puede observar que la energía de esta banda dis-minuye al disminuir el número aeptor del solvente y mostrando una dependenia lineal. Estoprobablemente se relaione on interaiones espeí�as donor/aeptor entre los loruros dela esfera de oordinaión y el solvente, en forma análoga a lo que ourre on el pentaianoni-trosilferrato(II) y el pentaloronitrosiliridato(III) [24℄. Es deir, existe un efeto eletróniodel entorno que modi�a sustanialmente las araterístias del S -nitrosotiol oordinado.Una aproximaión empíria que permite examinar las interaiones espeí�as soluto-solvente es la realizada por Gutman [25℄. En esta aproximaión se de�nen en forma relativalos números aeptores y donores de los solventes en base al aráter de áido o base de Lewis.De esta forma, midiendo diferentes propiedades (energías de absorión, poteniales redox) yal gra�arlas versus el número aeptor se obtienen grá�os lineales. La magnitud del efetooasionado por el solvente se puede expresar mediante la siguiente euaión, E. IV.2.1:5NA: parámetro empírio de�nido en funión del desplazamiento relativo 31P RMN para la trietilfos�naen el solvente de interés y relativo a la fuerza áida. (NA=0 para Hexano y 100 para SbCl5).
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Figura IV.2.11: Grá�o de υ(m−1) versus NA (Esala de Gutman) para el omplejo 1b.
υs

i = υ0
i + aiNA (IV.2.1)donde υs

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

i de 16575m−1; por ejemplo para el [Fe(CN)5NO℄2− se obtuvo un valor para ai de 41 [24℄. Este valorse informa y se deja asentado dada su posible importania para estudios futuros sobre estetema.Si bien se muestra el estudio de este efeto en forma ompleta solo para 1b, se veri�óualitativamente para todos los omplejos analizados. Para los ompuestos que resultaronser sólo solubles en DMSO y agua se registraron los orrespondientes espetros. Por ejemplopara los omplejos 3a y 4a y 5a las dos últimas bandas toman los valores que se muestranen la Tabla IV.2.3.Tabla IV.2.3: Efeto del solvente sobre λmax(nm) para los omplejos 3a, 4a, 5a.Complejo λmax(nm), agua λmax(nm), DMSO λmax(nm), aetonitrilo3a 398, 572 420, 6414a 400, 581 424, 6525a 397, 566 401, 581



136 IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades.Para �nalizar, vale la pena menionar que se pudo observar que el orrimiento de labanda de menor energía resulta ser de aproximadamente 50 nm para los omplejos 1 y 2, losomplejos 3, 4 y 6 son los más afetados on un orrimiento de alrededor de 70 nm, mientrasque el omplejo 5a no se ve muy afetado.IV.2.3. Espetrosopía FTIRTodos los omplejos estudiados exhiben dos señales araterístias,6 una en el rango 1405-1408 m−1 y otra en la zona 761-794 m−1. Estas bandas fueron atribuidas a los estiramientosN-O (νNO) y S-N (νSN) respetivamente. Un detalle importante es la desapariión por om-pleto de la señal a 2500-2600 m−1 que orresponde al estiramiento S-H (νSH). Este hehoes onsistente on la formaión del omplejo.En la literatura, se enuentra muy esasa informaión aera de la araterizaión FTIRde los S-nitrosotioles libres, en algunos asos solo se informa una banda muy anha asignadaal estiramiento N-O (νNO). Este heho se debe prinipalmente a la inestabilidad de muhosde los RSNOs y a la onseuente imposibilidad de ser aislados. En los asos donde podemosomparar, se observa que la freuenia νNO disminuye entre 70 y 200 m−1 al oordinarse alentro metálio. Esta tendenia es re�ejada adeuadamente por los álulos, éstos predienun orrimiento de 60 a 157 m−1 en el mismo sentido, y un aumento en νSN en 40-137 m−1.Es importante menionar que en la literatura no hay prátiamente informaión en lo querespeta a araterizaión por FTIR de los RSNOs oordinados, salvo un únio aso queinforma un valor de 1380 m −1(νNO) para el omplejo que resulta de la reaión del etiltiolon el pentaianonitrosilferrato(II) [26℄.Los omplejos que ontienen omo ligando a 1 y 2 muestran algunas araterístiaspartiulares. Cuando el aetonitrilo está oordinado en la posiión trans al ligando (omplejo1b) se observa una señal que orresponde al estiramiento CN (νCN) en 2327 m −1, mientrasque para el aetonitrilo libre esta señal aparee en 2254 m−1. La freuenia νNO tieneaproximadamente el mismo valor para los omplejos tipo a y b, mientras que νSN se orre avalores menores al pasar del omplejo a al b, indiando un fortaleimiento de la unión S-Nal oordinarse un aetonitrilo en la posiión trans al ligando. Este heho es onsistente onla mayor estabilidad termodinámia re�ejada por los álulos omputaionales (IV.1.3, pág.119).Es interesante agregar que, las freuenias vibraionales en las que están involurados losestiramientos S-N y N-O muestran ser sensibles al ambio del ontraión, del mismo modo es6Los espetros fueron medidos en pastillas de KBr, las señales debidas al grupo -SNO fueron asignadaspor medio de la preparaión de los orrespondientes omplejos marados on el isótopo 15N.



IV.2.3. Espetrosopía FTIR 137esperable que sean sensibles al ambio de solvente.7 Tal omo se puede observar en la TablaIV.2.4, para el omplejo 1 (ontraión: PPh+
4 ), νSN y νNO se orren haia valores mayorestomando omo referenia los omplejos 1a y 1b (ontraión: K+), heho onsistente on lasdistanias observadas en las estruturas ristalinas. Si el ontraión es esio (omplejo 1d),

νNO ambia sensiblemente on respeto a los valores de 1a y 1b mientras que νSN no lo haedemasiado. (ver Tabla IV.2.4)
Tal omo se puede observar en la Tabla IV.2.4 las distanias de enlae S-N medidasexperimentalmente, resultan ser 0.1 Å más ortas que las aluladas, mientras que la dis-tania de unión para el N-O resulta ser más larga. Esto es, al nivel de teoría usado parala optimizaión de geometría, PBE1PBE/SDD la interaión S-N-O es sobrestimada. Re-sulta interesante notar que uando se agregan funiones de polarizaión, se obtienen peoresparámetros geométrios que al no utilizarlas. Otro aspeto interesante a remarar de estatabla es que la distania de unión N-O alulada en el omplejo es 1.17 Å y al adiionarse elRS− pasa a valer 1.24 Å. Por otro lado, la distania de unión S-N aumenta llamativamenteal formar los omplejos tipo a pero disminuye al formar los omplejos tipo b, omparandoon la misma distania en el RSNO libre, heho que no se ve re�ejado en los valores quetoman las freuenias vibraionales. Este resultado es razonable si se tiene en uenta que aloordinarse el RSNO el modo de vibraión que implia el estiramiento S-N ahora está muymezlado on el estiramiento Ir-N(O). Como se puede ver en la tabla, la distania Ir-N(O)es mayor para los omplejos tipo a que para los b y omo ya se ha menionado, la tendeniaes la opuesta para la distania S-N.

7Debido a que la ventana que permiten los solventes utilizados no oinidía on la zona donde se venestas señales no se analizó la dependenia on el solvente por FTIR.
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Figura IV.2.12: Espetros FTIR para el omplejo 1a y 1a-15N (A), espetros FTIR para los omplejos1a y 1b (B).Por último, los álulos predien que para los omplejos b, la freuenia de estiramientodel enlae C-N (aetonitrilo trans) se orre 120 m−1 haia valores mayores al oordinarsey esta prediión es onsistente on el orrimiento experimental observado de 70 m−1 en elmismo sentido.En la Figura IV.2.12 se muestra el omplejo 1a, 1a enriqueido en el isótopo 15N, y 1b.Como se muestra en diha Figura, los omplejos tipo a y b pueden ser distinguidos medianteespetrosopía FTIR.
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Tabla IV.2.4: Distanias y freuenias FTIR para reativos, omplejos y RSNOs libres.* PBE1PBE/SDDEspeie Distanias (Å), exp.(al.*) Freuenias IR (m−1) exp.(al.*)K[IrCl5NO℄Na[IrCl5NO℄1NOComplejo 1aComplejo 1bComplejo 1Complejo 1d2NOComplejo 2aComplejo 2b3NOComplejo 3a4NOComplejo 4a5NOComplejo 5a6NOComplejo 6aAetonitrilo
S1-N2 N2-O2 Ir-N1 Ir-N2 O1-N1-S-C1.120 [14℄ 1.760 [14℄(1.170) (1.755)1.153 1.750(1.905) (1.222)(1.990) (1.238) (1.894) (16.28)1.734(8) 1.219(10) 1.963(8) 2.032(10) -0.3(8)(1.855) (1.242) (1.625) (1.990) (0.335)1.659(13) 1.208(14) 1.944(12) 1.983(13) 1.7(13)(1.918) (1.216)(2.074) (1.224) (1.887) (13.28)(1.917) (1.229) (1.923) (1.989) (0.644)(1.945) (1.211)(1.934) (1.240) (1.910) (40.31)1.769(3)[27℄ 1.191(4)[27℄(1.980) (1.206)(1.999) (1.244) (1.892) (11.95)(1.921) (1.218)(2.007) (1.239) (1.886) (33.82)(1.916) (1.219)(1.995) (1.240) (1.889) (27.13)
N-O S-N C-N2006 (1627)[9℄1986 [9℄1500-1530 [18℄(1548) (647)1431(1491) 779(727)1432 (1479) 794 (784) 2327(2446)1436 8521405 7871580-1670 [18℄(1560) (649)1438 (1453) 763 (688)1453 (1433) 786 (756) 2324(2448)(1527) (622)1431 (1483) 781 (730)1556 (1616) 637 (649)1438 (1459) 784 (720)(1567) (659)1435 (1500) 781 (732)(1562) (664)1437 (1493) 790 (736) 2254(2326)



140 IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades.IV.2.4. Espetrosopía 1H RMNLa S -nitrosaión produe ambios importantes en el desplazamiento químio para loshidrógenos alfa y beta on respeto a los tioles puros. De este modo, los RSNOs pueden serbien araterizados mediante 1H NMR. Por ejemplo, al nitrosarse, la señal que orresponde alhidrógeno en la posiión alfa se orre haia ampos bajos aproximadamente 1 ppm, mientrasque la in�uenia sobre el hidrógeno beta es menor (0.1-0.2 ppm) y depende más fuertementedel esqueleto arbonado. (Ver Tabla IV.2.5)Tabla IV.2.5: Desplazamientos químios. Tioles libres y S-nitrosotioles oordinados.Espeie δ(ppm)1Complejo 1aComplejo 1b2Complejo 2aComplejo 2b3NOComplejo 3a4Complejo 4a5Complejo 5a6Complejo 6a7omplejo 7Aetonitrilo

-CHX-S CH3CN3.74.634.67 2.927.0-7.37.49-7.767.49-7.76 2.952.93.78-3.983.3-3.43.88-4.063.64.57-4.593.64.77-4.782.93-2.953.03-3.30 2.06[28℄Para el aso de los omplejos 1a-b, 2a-b y 3a se obtuvieron espetros de RMN muylimpios en D2O. Para los omplejos 1b y 2b se observó laramente la señal orrespondienteal aetonitrilo oordinado. Para el omplejo 4a, el espetro mostraba una pequeña antidadde disulfuro (previamente identi�ado y araterizado, ver seión III.2 pág. 64, 66) presuntoproduto de desomposiión. Tal omo fue menionado en la seión IV.1, los omplejos 5a y6b resultaron ser los más inestables, al disolverlos en agua los produtos de desomposiión(no identi�ados en forma ompleta) apareen en forma inmediata. Se obtuvo un espetromás limpio al realizarlo en DMSO-d6, donde estos omplejos resultan ser más estables. Laasignaión ompleta y detallada para ada omplejo se muestra en la parte experimental delas respetivas seiones (IV.1.3-5).
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Figura IV.2.13: Patrón isotópio para las espeies [IrCl−4 ℄ y [IrCl5NO℄−.IV.2.5. Espetrometría de MasaAspetos generalesEn esta seión haremos uso de la ténia de espetrometría de masa y veremos suutilidad para la identi�aión y el análisis estrutural de ompuestos omplejos. La naturalezadetallada de ada espetro depende fundamentalmente de las propiedades de la moléula,para la serie de omplejos que hemos preparado veremos:Caraterístias omunes a todos ellos.El ión moleular, uya masa es un parámetro importante en la identi�aión. Ade-más, para un onjunto dado de ondiiones, la intensidad de este pio onstituye unaestimaión de la estabilidad del fragmento ionizado.Pio base.Los espetros ESI-MS de alta resoluión fueron adquiridos en modo negativo. En algunosasos también se realizó ESI-MS/MS para algunos iones relevantes. En la Tabla IV.2.6 selistan los iones diagnóstios para los omplejos 1a,b y 2a,b y 4a. En la Figura IV.2.13 semuestra el patrón isotópio para los iones [IrCl−4 ℄ y [IrCl5NO℄−.Como anteedente podemos menionar que on esta ténia previamente se lograron de-tetar adutos de orta vida para la reaión del pentaianonitrosilferrato(II) ([Fe(CN)5NO℄2−)y meraptosuinato [29℄. En diho trabajo el ión {M+
3 [Fe(CN)5N(O)(C4H4O4S)℄4−}−, dondeM respresenta a diferentes ontraiones, es identi�ado a través de la deteión de sus pro-dutos de desomposiión. A diferenia de lo reién menionado, en nuestro aso el omplejono es un aduto inestable sino un produto estable, y en lo que sigue veremos que por medio



142 IV.2. Estrutura, araterizaión espetrosópia y propiedades.Tabla IV.2.6: Iones diagnóstios detetados por ESI-MS en modo negativo para los om-plejos 1 a,b; 2 a,b; y 4. [IrCl5N(O)SR℄2−= M; K+, H+=ontraiones (omplejos a);[Ir(CH3CN)Cl4N(O)SR℄2−= M; K+, H+=ontraiones (omplejos b). Experimental (Calula-do, error en ppm)R Iones diagnóstios, MS (m/z) MS/MS (m/z)1a [M+K℄−: 561.779 (561.7789,1)[M-Cl℄−:487.853 (487.8590,12)[M-Cl-NO℄•−:457.999(458.0049,13) de [M-Cl℄−: [M-Cl-NO℄•−:.de [M+K℄−: [M-Cl℄−, [M-NO+K℄•−:531.965; [M-KCl-NO℄•−:458.0001b [M℄:528.854 (528.8534, 1)[M-NO-CH3CN℄:457.804(457.8034,1)2a [M+K℄−: 547.750 (547.7438,11)[M-Cl+K℄•−:512.696(512.7086,24)[M-Cl℄−: 473.831 (473.8434,26)[M-2Cl+H℄−: 438.766 (438.7438,37) de [M-Cl℄−y [M-2Cl+H℄−:[M-2Cl-NO℄•−:408.00de [M-Cl+K℄•−: [M-2Cl+H℄−2b [M-CH3CN℄: 469.8413(469.8398,3)[M-NO-CH3CN℄: 443.845 (443.8437,3)4a [M-Cl℄−:512.884(512.8772,13)[M-Cl-NO℄•−:482.889(482.8822,14) de [M-Cl℄−:[M-Cl-NO℄•−:483.020[M-NO-2Cl+H℄•−:445.031de esta ténia podemos detetar varios iones diagnóstios derivados de estos omplejos deiridio, los que laramente on�rman la identidad de los mismos.Complejos tipo a: [IrCl5N(O)SR℄2−= M; K+, H+= ontraionesPara todos los omplejos, el ión [IrCl5NO℄−o [M-(SR−)℄−(m/z 399.800) y otros ionesderivados de él omo [IrCl4℄−(m/z 332.850) fueron observados omo los iones mayoritarios.Los iones diagnóstios mayoritarios, es deir aquellos que on�rman la identidad del omplejofueron, [M-Cl℄−, [M-Cl-NO℄•− y [M+K℄−. Los espetros para los omplejos 1 y 2 laramenteevidenian la sola presenia de a, ver Figura IV.2.14.A para 1a. De auerdo on lo quemuestran los espetros, los omplejos 1a y 2a resultan ser más estables en fase gaseosaque el omplejo 4a, para este omplejo la intensidad de la señal que orresponde al ióndiagnóstio o moleular ([M+K℄−) es muy baja, lo mismo ourre on la intensidad de laseñal para [M-Cl-NO℄•−.En todos los asos los espetros masa-masa (Figura IV.2.14.B y C) de estos omplejosmuestran pérdida de NO• y Cl−. Un detalle importante es que para los omplejos 1a y 2a laintensidad de la señal para [IrCl4℄−es asi impereptible pero para 4a tiene una intensidadonsiderable. Este heho también es onsistente on la menor estabilidad de 4a en fasegaseosa.
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Figura IV.2.14: Espetro ESI-MS para el omplejo 1a.Complejos tipo b: trans-[Ir(CH3CN)Cl4N(O)SR℄2−= M; K+, H+=ontraionesPara los omplejos tipo b, en ontraposiión on lo observado para los omplejos tipoa, [M℄− y [M-CH3CN℄− resultaron ser los iones observados on mayor intensidad (FiguraIV.2.15). Los iones [Ir(CH3CN)Cl4N(O)℄− (m/z 403.797), [IrCl5NO℄− y otros iones derivadosomo [IrCl4℄−, fueron observados omo iones minoritarios.Consistentemente on las prediiones de los álulos DFT, el análisis de los resultados dela espetrometría de masa sugiere que los omplejos tipo b son más estables en fase gaseosa.ExperimentalReativos. Los omplejos fueron preparados tal omo fue desripto en la seión anterior. Los solventes deuteradosfueron obtenidos de Sigma Aldrih.Instrumentaión y Medidas. Las diferentes medidas fueron realizadas utilizando la instrumentaión desriptaen la metodología general (II.1).
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Figura IV.2.15: Espetro ESI-MS para el omplejo 1b.



IV.2.5. Espetrometría de Masa 145Simulaión ComputaionalTodos los álulos realizados fueron llevados a abo utilizando el paquete Gaussian03, las optimizaiones degeometría se realizaron, al igual que la seión anterior utilizando el funional PBE1PBE junto on la base SDD.Se alularon los modos normales para las estruturas optimizadas obtenidas para los diferentes omplejos.
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IV.3Estabilidad térmia: estudio teório -experimentalUna vez invertido el tiempo en araterizar los omplejos preparados, tarea que antesse ha menionado fundamental omo punto de partida para el estudio de aspetos más ín-timamente relaionados on la vida y existenia de estas moléulas, vamos a pasar ahoraal estudio de algunos aspetos sobre su reatividad. En partiular en esta seión evalua-remos la estabilidad de estos ompuestos tanto en fase gaseosa, sólida omo en soluión.Si bien ubriremos muy poo en uanto a reatividad onierne, su estabilidad térmia essumamente relevante debido a la importania de estos omplejos omo poteniales moléulasalmaenadoras de RSNOs.IV.3.1. Estabilidad en fase sólidaTodos los ompuestos preparados resultaron ser sumamente estables omo sólidos, en to-dos los asos fueron almaenados bajo atmósfera de nitrógeno o argón dentro de un deseadory protegidos de la luz. En estas ondiiones los ompuestos pueden almaenarse por períodosmuy largos de tiempo sin perder ninguna de sus propiedades. De esta forma estos omplejosonstituyen un exelente medio para almaenar y preservar la funión de los RSNOs.IV.3.2. Estimaión de vidas medias en aguaEs una uestión obvia el querer saber qué pasa on estos omplejos una vez disueltosen agua. Se sabe que los RSNOs libres viven extremadamente poo una vez disueltos enagua. En algunos asos, inluso tomando todos los uidados posibles omo: resguardo de laluz, ausenia total de oxígeno, viven apenas unos minutos. En la Tabla IV.3.1 se muestran147



148 IV.3. Estabilidad térmia: estudio teório - experimentalestimaiones del orden de magnitud para las vidas medias de RSNOs libres. Como ya se hamenionado en las seiones anteriores, los RSNOs son muy sensibles a trazas de metales,es importante tener en uenta que el agregado de EDTA aumenta notablemente el tiempode vida media de los S-nitrosotioles, por ejemplo para S -nitrosoisteína on el agregado deEDTA (0.5 mM) su tiempo es del orden de los 30 minutos mientras que sin el omplejantees 20 a 30 segundos [2℄.Tabla IV.3.1: Tiempos de vida medio de RSNOs libresS-nitrosotiol tiempo de vida medio (t1
2
)11SNO-beniltiolSNO-feniltiolSNO-aetil-L-isteínaSNO-L-isteína etil esterSNO-meraptosuinato

segundos a minutos minutos a horas horas a días++ +++
1Los tiempos de vida media fueron medidos en bu�er fosfato pH=7.4, 25 C, EDTA (0.5mM)Se midieron los tiempos de vida media para los omplejos sintetizados. En todos los asosexepto para los omplejos 1b y 2b, las inétias de desomposiión ajustaron a una inétiade primer orden. Para los omplejos 1b y 2b se estimó grá�amente el tiempo de vida mediosin apliar ningún modelo inétio. En la Tabla IV.3.2 se muestran los valores medidos ytambién los reportados para los omplejos [Fe(CN)5N(O)SR℄3−.Tabla IV.3.2: Tiempos de vida media medidos para los RSNOs oordinados en agua, M=Iro Fe; Ir=[IrCl5℄−2, Fe=[Fe(CN)5℄2− .Complejo τ(minutos), M=Ir a/ba τ(minutos), M=Fe bM-SNO-beniltiol 1a: 15992.3 �1b: 19894.8 �M-SNO-feniltiol 2a: 1636.7 �2b: 5551.4 �M-SNO-N-aetil-L-isteína 3a: 7757.4 3n: 7.5 [30℄M-SNO-L-isteína etil ester 4a: 215.8 4n: 1.16 [30℄M-SNO- meraptosuínio 5a: 6.14 5n ≥ 2160 [30℄M-SNO-meraptosuínio metil ester 6a: 9.60
aComplejo aislado en agua MilliQ; pH=5 (1, 2 y 3); pH=4 (4, 5 y 6). T=25 ◦C, [IrCl5N(O)SR℄2−∼3 x 10−4M.
bComplejo generado in situ a partir de [Fe(CN)5NO℄2−=2.5 x 10−3M, tiolato: 1.25 x 10−2M, bu�erNa2CO3/H3BO3, pH=10.Tal omo puede observarse en la Tabla IV.3.2, los omplejos 1a y 1b, resultaron ser losmás estables. Inluso, una vez disueltos en agua pueden almaenarse a baja temperatura y enausenia de luz durante meses. Los omplejos 2a, 2b y 3a resultaron ser también muy establesuna vez disueltos en agua. Para el aso partiular de los omplejos 3a y 4a es importante
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Figura IV.3.1: Cilo intramoleular postulado para el omplejo 4a.resaltar el enorme inremento en la estabilidad del RSNO oordinado on respeto a losrespetivos omplejos [Fe(CN)5N(O)SR℄3−. Otro detalle interesante es que a pesar que losomplejos 3a y 4a tienen oordinados RSNOs derivados de la isteína la estabilidad de éstoses muy diferente siendo 3a muho más estable que 4a, esta misma tendenia se observa paralos omplejos derivados del pentaianonitrosilferrato(II). Por ejemplo para el omplejo 4nse ha sugerido que su mayor estabilidad respeto a 3n radia en el heho de que para estetiol la posibilidad de formar un ilo intramoleular de 6 átomos le on�ere una estabilidadadiional respeto a 4n (Figura IV.3.1). La misma situaión es probable que tenga lugaren este aso. Para los asos 1 y 2 los omplejos b resultan ser más estables que los a,probablemente este heho esté relaionado on el ligando trans que ontienen los omplejosb a diferenia de los a.Los omplejos 5 y 6 demandan un tratamiento espeial, ontrariamente a lo que fueobservado para los omplejos derivados del pentaianonitrosilferrato(II) (5n), los omplejosde iridio que ontienen este tiol oordinado omo RSNO resultaron ser los más inestables,ausando los menores tiempos de vida medios.Al no enontrar álulos sobre los omplejos de S-nitrosotioles derivados del pentaianoni-trosilferrato(II) en bibliografía, se deidió realizar álulos para el omplejo orrespondiente(5n). Curiosamente enontramos que este omplejo aislado, no existe, de heho durante laoptimizaión el enlae S-N se rompe dando omo resultado el tiolato y el pentaianonitro-silferrato(II). Esta situaión ambia si se agregan una o más moléulas de agua solvatandolos grupos iano (Figura IV.3.2 ).La distania S-N alulada aerando 3 moléulas de agua fue de 2.17 Å mientras quela misma distania para los omplejo de pentaloroiridato(III) resultó ser 2.00 y 1.99 (5a y6a, ver tabla IV.2.4). Esta evidenia apunta al heho de que el solvente desempeña un papelfundamental en lo que onierne a la estabilidad de estos omplejos. En la literatura se hasugerido que la interaión de ationes on el omplejo 5n fortalee la unión S-N ambiandode alguna forma la distribuión eletrónia [30, 17℄.Una vez más, tal omo ya se hiiera en la parte III.3, se realizaron álulos usando el
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Figura IV.3.2: Geometría optimizada para [Fe(CN)5N(O)SR℄3−(omplejo 5n, RS− =meraptosuinato)aislado, on tres moléulas de H2O solvatando los ianuros oordinados.metiltiol omo modelo simple de tiol oordinado al nitrosilo metálio, para el pentaiano-nitrosilferrato(II) (omplejo 8n) y para el iridio (omplejos 8a y 8b). Tal omo se puedeobservar en la tabla IV.3.3, los parámetros optimizados muestran que la distania S-N dis-minuye unos 0.3-0.4 Å al pasar de 8n a 8a y 8b. Por otro lado las argas NBO sobre elátomo de azufre nos indian que el tiol está formando un S-nitrosotiol oordinado para losasos 8a y 8b mientras que tiene aráter de tiolato para el aso 8n.Tabla IV.3.3: Parámetros geométrios seleionados y argas NBO. PBE1PBE/SDD//-PBE1PBE/SDB--pVDZ.Complejos distanias (Å) Cargas NBO (e)8n8a8b S-N N-O Fe/Ir-N2.244 1.220 1.7591.939 1.243 1.9011.854 1.240 1.920 S O N-0.109 -0.318 0.2890.263 -0.308 0.0350.403 -0.269 0.014Para el aso de 5n la presenia de un grupo arboxilo, el ual ejere un efeto atratorde la densidad eletrónia estabiliza al ligando RSNO haiendo que sea menos prolive ala oxidaión. A diferenia de esto, en el aso de 5a el efeto atrator del grupo arboxiloompite on el aráter eletró�lo del pentaloroiridato(III) produiendo omo resultado netola desestabilizaión del RSNO oordinado.Desomposiión: ambios espetrales y estado de oxidaión del iridio.En todos los asos los ambios espetrales son similares a los que se muestran en la FiguraIV.3.3. Mientras transurre la desomposiión, el estado de oxidaión del iridio no paree
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Figura IV.3.3: Espetro UV-Visible al iniio y al abo de un determinado tiempo para los omplejos 4ay 6a.ambiar, ya que se sabe por datos informados en bibliografía que si esto ourriera el aspetode los espetros UV-Visible �nales sería muy diferente. Los omplejos de Ir(IV) presentanolores muy intensos, araterístia que los diferenia laramente de los omplejos de Ir(III)[31℄.Si bien en este trabajo no fueron estudiados en forma exhaustiva los produtos de des-omposiión, las evidenias enontradas sugieren que los produtos resultantes omo onse-uenia de ésta son prinipalmente el disulfuro y omplejos del tipo [IrCl5−nXnSolv℄−(2−n)donde el estado de oxidaión para el iridio permanee inalterado (Ver Figura IV.2.6). Laevidenia experimental proporionada por la espetrosopía 1H RMN demuestra que paratodos los omplejos, luego de la desomposiión ompleta, se deteta úniamente la forma-ión de disulfuro omo ompuesto orgánio. Cabe destaar que el disulfuro en general es poosoluble en agua y dependiendo del tiol hasta puede llegar a ser insoluble. A ontinuaión sedesriben dos ejemplos:1. Caso 4a) El disulfuro es bastante soluble en agua. Al disolver 4a en agua se observóuna apreiable antidad de disulfuro desde el primer espetro adquirido hasta llegar aser el únio produto observado vía esta ténia.2. Caso 2b) El disulfuro es muy insoluble en agua. Al disolver 2b lo que se observó onel orrer del tiempo fue una disminuión de la intensidad para la señal del omplejo yabundante apariión de preipitado. Se separó el preipitado, se redisolvió en DMSOy resultó ser el disulfuro, identi�ado por espetrosopía 1H RMN.
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IV.3.2. Estimaión de vidas medias en agua 153Más allá de estos dos asos mostrados, en todos los asos se observa la apariión deldisulfuro. En los asos para los uales resultó ser insoluble omo por ejemplo 1a-b y 2a-b,este produto fue extraído, redisuelto en DMSO-d6 y así detetado.Caso 4a). En la �gura IV.3.4 se observan los espetros tomados para el omplejo 4adisuelto en agua, el espetro iniial (a) muestra una relaión de 70%:30% omplejo-disulfuro,en el siguiente espetro, adquirido 2 horas después, esta relaión se invierte y el espetro �nal,adquirido al día siguiente, muestra omo únio produto el disulfuro.2 Notar que en este asose ve laramente ómo se onsume el omplejo para dar lugar a la formaión del disulfuro, elmismo resulta ser soluble pero a medida que aumenta la onentraión, la soluión alanzala saturaión y se observa turbidez y preipitado blano.Caso 2b). En la Figura IV.3.5 se pueden observar los espetros para el proeso dedesomposiión del omplejo 2b en agua. Las señales del reativo (2b) y el disulfuro puedenser distinguidas laramente debido a su diferente patrón y desplazamiento químio. En laFigura IV.3.5 a se muestra el espetro para el omplejo reién disuelto. Luego de variassemanas (Figura IV.3.5 b) se observa que no han apareido señales nuevas pero la intensidadde la señal orrespondiente al omplejo sufrió una gran disminuión a esto debemos sumarlela apariión de un preipitado blanuzo. Al extraer el preipitado y redisolverlo en DMSO-d6 (Figura IV.3.5 ) se observa que apareen señales diferentes las que hemos asignado aldisulfuro, ver omparaión on los espetros para el tiol libre y disulfuro, Figura IV.3.6 a yb, y Tabla IV.3.4.En la Figura IV.3.5 también se muestra en menor tamaño otra zona relevante del espe-tro en la que aparee la señal que orresponde al aetonitrilo oordinado. Se puede observarque esta señal desaparee y aparee otra señal a ampos más altos, que podría asignarse a[IrCl4(CH3CN)2℄−. De igual modo también se pueden observar señales pequeñas en aproxi-madamente 7.7 ppm que pareen ser restos del omplejo.Como omentario �nal, es importante notar la diferente esala de tiempo en la quetransurre la desomposiión para estos dos omplejos, para el aso 4a) la desomposiión seompleta al abo de un día, en ambio para 2b) lo mismo ourre al abo de varias semanas,heho onsistente on la evidenia aportada por la espetrosopía UV-visible.
2La asignaión de las señales para el tiol y el disulfuro se muestran en la parte III.2.2, pág. 64-66.



154 IV.3. Estabilidad térmia: estudio teório - experimentalTabla IV.3.4: Desplazamientos químios (δ(ppm)) para el omplejo 2b, fenil tiol y disulfuro.
1H RMN 13C RMNH tiola disulfurob 2bc(2) 7.25(m) 7.50(m) 7.70(m)(2') - 7.50(m) 7.70(m)(3) 7.25(m) 7.27(m) 7.70(m)(3') - 7.27(m) 7.50(m)(4) 7.12(t) 7.20() 7.50(m)(5) 3.93(s) - -

C tiola disulfurob 2bc(1) 130.75 136.97 137.36(2) 129.32 128.97 134.07(2') 129.32 128.97 132.97(3) 128.99 127.45 129.76(3') 128.99 127.45 129.46(4) 125.48 127.06 129.46
amedido en CD3CN, bSDBS (CDCl3, 300MHz), cmedido en D2O.



IV.3.2. Estimaión de vidas medias en agua 155

6.06.57.07.58.08.5 ppm

2.
00

3.
07

6.06.57.07.58.08.5 ppm

2
.0

0

2
.8

9

6.06.57.07.58.08.5 ppm

3
.0

0

2
.4

3

0
.2

5

a

b

c

-1

Cl

Ir

Cl

Cl N

ClCH3CN

O

S

S

S

1.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.4 ppm

0
.1

0

0
.0

9

0
.8

2

1
.9

0

0
.0

8

1.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.4 ppm

2
.8

0

2

2’

3

3’

4

2

2’

3

3’

4

3’,4

2,2’,3

4

3’,3

2’,2

5

5

CH CN3

CH CN3*

Figura IV.3.5: Seuenia de espetros 1H RMN para el omplejo 2b. 500 MHz, (a y b) solvente: D2O,referenia: CH3CN agregado (2.06 ppm), () solvente: DMSO, referenia: CH3CN agregado (2.07 ppm)



156 IV.3. Estabilidad térmia: estudio teório - experimental
4

.0
7

0
6

1
.0

0
0

0

0
.8

7
3

8

In
te

g
r
a

l

(ppm)

3.84.04.24.44.64.85.05.25.45.65.86.06.26.46.66.87.07.27.4

H

2

2

4

3

3
1

CD CN3

CDCl3

CDCl3

4

2,3

112,3,4

2

4

3

3’

2’

2’

2

3

3’

4
2, 2’

3’,3,4

a

b

*

*

Figura IV.3.6: Espetros 1H RMN para el feniltiol y el disulfuro del feniltiol. (a) 500 MHz, solvente:CD3CN referenia: pio residual del solvente (1.94 ppm). Reuadro (a) y (b) *SDBS-Databank (300 MHz,CDCl3)



IV.3.3. Evaluaión de posibles meanismos de desomposiión : fase gaseosa y soluión. 157

Figura IV.3.7: Esquema de posibles meanismos para la reaión de desomposiión de[IrCl5−nXnN(O)SR℄(2−n)−(n=0,1; X=CH3CN).IV.3.3. Evaluaión de posibles meanismos de desompo-siión : fase gaseosa y soluión.Una vez presentadas las evidenias experimentales enontradas para la desomposiiónde estos ompuestos pasemos a interpretarlas en términos de algún meanismo. Si bien, omoya antes se ha menionado, éste no fue el objetivo prinipal de este trabajo, se propondránalgunos meanismos basados en las evidenias experimentales y en álulos omputaionales.Aparentemente la desomposiión del RSNO oordinado se asemeja bastante a la delos RSNOs libres pudiendo ourrir tanto la ruptura homolítia omo la heterolítia de launión S-N (Figura IV.3.7). En el aso de la ruptura heterolítia (meanismos I y II) éstaonduiría a la formaión del tiolato y el omplejo [IrCl5−nXnNO℄−(2−n) (I), o el RSNO yel omplejo [IrCl5−nXnSolv℄−(2−n) (II). Mientras que la ruptura homolítia lleva a diferentesposibilidades, tal omo se puede observar en la Figura IV.3.7.En la Tabla siguiente se muestran los parámetros energétios alulados para los mea-nismos planteados en el aso del omplejo 1a-b.Como puede observarse en la Tabla IV.3.5, para el aso de los omplejos tipo a aislados,los álulos indian que muy probablemente lo que ourra sea la ruptura heterolítia de launión S-N, mientras que en soluión lo que resulta más fatible sería la ruptura Ir-N dandoomo resultado la formaión de RSNO. Para los omplejos tipo b, los álulos pareen indiarque tanto en fase gaseosa omo en soluión lo que ourriría sería la ruptura heterolítia dela unión Ir-N.



158 IV.3. Estabilidad térmia: estudio teório - experimentalTabla IV.3.5: Parámetros energétios para los distintos meanismos para el omplejo 1a-b.PBE1PBE/SDD//PBE1PBE/SDB--pVDZ.I II1a1b Fase Gaseosa PCM(agua)16.55 8.932.09 4.91 Fase Gaseosa PCM(agua)-15.31 39.7974.99 65.11III IV1a1b Fase Gaseosa PCM(agua)19.71 19.8121.62 25.41 Fase Gaseosa PCM(agua)34.80 36.8533.71 33.71Los resultados proporionados por la espetrosopía ESI-MS muestran que en fase gaseosaoperan las dos vías de desomposiión, homolítia y heterolítia. La señal que orrespondeal omplejo [IrCl5NO℄−2 resulta ser muy intensa para los omplejos 1a, 2a, y 4a, mientrasque no ourre lo mismo para los omplejos 1b y 2b, heho que es onsistente on los álulosrealizados previamente. Todos los omplejos tipo a pierden NO dando origen a los omplejostiol-Iridio observados omo [M-NO-Cl℄•−. La pérdida del radial tiol lleva a la formaiónde iones del tipo [IrCl4NO℄•− (362.82 m/z) (omplejos tipo a) y [IrCl3NO℄•− (327.86 m/z)(omplejos tipo b). En fase gaseosa, todas las posibles vías pareen ser operativas mientrasque en soluión la situaión aparenta ser bastante diferente. Como antes se ha menionado,una vez disueltos en agua, los omplejos se desomponen dando omo resultado la formaiónde disulfuro y omplejos del tipo [IrCl5−nXnSolv℄−(2−n). Es importante menionar que si bienomo antes hemos diho, la vía más probable de desomposiión sería la ruptura heterolítiade la unión Ir-N, no hemos logrado detetar por medios espetrosópios RSNOs libres.Probablemente esto esté relaionado on que una vez formado el RSNO se desomponga enforma inmediata. Es evidente que haen falta muhos más experimentos para poder disernirel meanismo a través del ual ourre la desomposiión.ExperimentalReativos. Los omplejos fueron preparados tal omo fue desripto en la seión anterior. Los solventes deuteradosD2O, CD3CN y DMSO-d6 fueron obtenidos de Sigma Aldrih.Instrumentaión y Medidas. Las diferentes medidas fueron realizadas utilizando la instrumentaión desriptaen la metodología general (II.1). Las inétias fueron medidas en agua MilliQ sin agregado de bu�ers ni de EDTA.Se midió el pH una vez disuelto y al �nal de la mediión.



IV.4Conlusiones y preguntas abiertasA lo largo de esta segunda parte de los resultados (IV), hemos mostrado la forma depreparar RSNOs oordinados al omplejo [IrCl5℄2−, lo ual onstituye una alternativa paraestabilizar RSNOs . Hemos mostrado una araterizaión ompleta y un estudio sistemátiode sus propiedades, abordando �nalmente algunos aspetos de su reatividad, en partiularsu estabilidad en agua.Este trabajo, que onforma la segunda parte de los resultados de esta tesis, muestra quela reaión entre tioles y el omplejo K[IrCl5NO℄ da origen a una químia de oordinaiónmuy ria y vasta. Todos los omplejos preparados resultaron ser muy estables en fase sólidapudiendo ser almaenados durante meses, on la sola preauión de mantenerlos en atmósferalibre de humedad y protegidos de la luz. Al ser disueltos en agua muestran un amplio rangode vidas medias, indiando esto, una diferente reatividad y una fuerte dependenia on laestrutura del tiol en uestión.La naturaleza del grupo R es de ruial relevania en lo que respeta al tipo de omplejoobtenido (a o b), las propiedades y la estabilidad del mismo. Como onseuenia de esto,surge el heho de que pequeños ambios en la estrutura del tiol se traduen en sustaniososambios en sus propiedades. Todos los omplejos resultaron ser muy sensibles a efetos delmedio. Por ejemplo el omplejo 1 a o b, ristaliza omo ristales verdes o rojos dependiendodel ontraión y el solvente donde se lleva a abo la ristalizaión. Del mismo modo lasdistanias de unión muestran ser sensibles al ambio del ontraión. Otro heho interesantees el efeto solvatorómio que muestran todos los omplejos.Resulta ser de interés partiular la obtenión de los omplejos de tipo b (on el aetonitrilooordinado en la posiión trans), siendo el aso de tioles on grupos aromátios el únio queda origen a los mismos. Para estos tioles, se ha logrado mediante el ontrol de variables detrabajo omo la temperatura, obtener los dos omplejos (a y b). La labilizaión del lorurotrans luego de la oordinaión del tiol omo S-nitrosotiol podría ser de utilidad en lo que159



160 IV.4. Conlusiones y preguntas abiertasonierne a propósitos sintétios. También podría ser la lave para sintonizar la estabilidaddel RSNO oordinado a través de la seleión adeuada del ligando trans al mismo.Pasemos ahora a reunir las evidenias mostradas hasta el momento y tratar de enontrar-les una expliaión. Para ello omenemos pensando en los RSNOs libres; si le permitimos anuestra imaginaión desribir su estrutura eletrónia omo la ombinaión de dos estru-turas resonantes (Figura IV.4.1 (a)), una (1) de ellas sería la estrutura onvenional on undoble enlae para la unión N-O y un simple enlae para la unión S-N, mientras que la otra(2) sería algo pareido a una estrutura zwitteriónia on un doble enlae en la unión S-N yuno simple en la unión N-O. Como onseuenia, de este esquema surge que, una distribu-ión eletrónia semejante a la desripta por (2) será favoreida por aquellos sustituyentesdonores de densidad eletrónia, reforzándose la unión S-N respeto la unión N-O. El efetoopuesto será oasionado por sustituyentes atratores de densidad eletrónia.
Figura IV.4.1: Esquema de estrutura de resonania para (a)RSNOs libres y (b) omplejos on un áidode Lewis que en nuestro aso sería el metal.Ahora sumemos a nuestro esquema mental la interaión de los RSNOs on un áido deLewis, que a los �nes prátios llamaremos A. Si A se oordina al átomo de nitrógeno, el efetoeletrónio será similar que el produido por un sustituyente donor de densidad eletróniaunido al átomo de azufre. Entones, al oordinarse A al átomo de nitrógeno se induirá undesplazamiento de la densidad eletrónia del azufre haia A, generándose de esta formauna densidad de arga positiva sobre el azufre, reforzando el enlae S-N (TablaIV.3.3, pág150). El inremento observado en la estabilidad de los RSNOs oordinados se puede expliarentones en el maro del esquema propuesto, donde A sería ahora un omplejo metálio, yen nuestro aso partiular [IrCl5℄2−.Volvamos ahora sobre el tema de la estabilidad de estos omplejos en agua, los resultadosobtenidos demuestran que no es posible generalizar y expliar la estabilidad en términos deuna familia de omplejos ya que ada uno de ellos presenta un omportamiento partiular.Este heho, omo ya hemos menionado es onsistente on la fuerte in�uenia de la estruturadel tiol. Un resultado sobre el que vale la pena detenerse unos instantes y disutir, es quenuestro omplejo derivado de la reaión on el áido meraptosuínio resulta ser el másinestable de todos mientras que lo opuesto se enuentra reportado en literatura para elomplejo derivado de la reaión del pentaianonitrosilferrato(II) on el mismo tiol. Esteheho, a primera vista sorprende ya que para el pentaianonitrosilferrato(II) resulta ser el más



IV.4. Conlusiones y preguntas abiertas 161estable de todos. Ahora bien, si lo pensamos en términos de lo expuesto anteriormente, estadiferenia probablemente se deba a que en nuestro aso para ese omplejo en partiular existeuna ompetenia entre el aráter eletrofílio del iridio y el efeto atrator de los gruposarboxilato uyo resultado neto resulta ser la desestabilizaión del RSNO oordinado. Enel aso del pentaianonitrosilferrato(II) los arboxilatos se llevan gran parte de la densidadeletrónia sobre el azufre e inhiben el desplazamiento de densidad eletrónia al hierroestabilizando el omplejo. De esta forma podríamos deir que aquellos sustituyentes sobre elátomo de azufre que ayudan a la estabilizaión de los omplejos de iridio no lo haen paralos respetivos omplejos de hierro.Continuando en lo que se re�ere a estabilidad, en literatura se ha sugerido que la �e-xibilidad onformaional estaría involurada, en partiular en lo que hae a impedimentosestérios e interaiones que onduzan a la formaión del disulfuro, prinipal produto de ladesomposiión. Por ejemplo al pasar de syn a anti la distania S-N pasa por un máximo yla diferenia de energía entre las onformaiones syn y anti es funión de los impedimentosestérios que existan para el ambio del ángulo diedro involurado (O-N-S-C). Cualquierdesvío de la planaridad para este ángulo se tradue en una desestabilizaión del fragmento yuna mayor tendenia a la ruptura de la unión S-N [32℄. Llamativamente, se puede observarque el ángulo de torsión alulado es asi ero para los omplejos 1b y 2b, entre 11 y 16grados para los omplejos 1a, 2a y 3a, mientras que para los otros omplejos toma una valorentre 27 y 40 grados (ver Tabla IV.2.4) indiando mayor �exibilidad. Como onlusión, esposible que la �exibilidad onformaional desempeñe algún papel en la estabilidad de estosomplejos.Resumiendo:Se enontró una forma de estabilizar una gran variedad de RSNOs, algunos de losuales son muy inestables en su forma libre.Se obtuvo por primera vez la estrutura ristalina por difraión de rayos X de unRSNO oordinado a un metal de transiión.Estos novedosos omplejos fueron araterizados exhaustivamente.Se estudiaron y expliaron propiedades de los mismos por medio de métodos espe-trosópios.Se estudiaron y expliaron algunos aspetos sobre su reatividad.En lo que respeta a preguntas abiertas, reo que son muhas, de heho reo que lo que máshemos heho es abrir preguntas, pero hemos sentado las bases y herramientas para poderresponderlas en el futuro on la ayuda de posteriores experimentos.



162 IV.4. Conlusiones y preguntas abiertasEstudios futuros.1. Una uestión que nos interesaría estudiar a posteriori está relaionada on la parteIII de esta tesis, es deir on la reaión de transnitrosaión. La idea sería trasladarlo alos omplejos, es deir estudiar la reaión del omplejo frente al tiol. ¾Existirá una espeieintermedia, omo de la que se habló en la parte III, oordinada al omplejo metálio?. Eneste ampo se han enontrado resultados interesantes para los omplejos on el pentaiano-nitrosilferrato(II) [33℄.2. Estudiar la reduión químia y eletroquímia de estos omplejos. Para RSNOs libresse han medido los poteniales de reduión tal omo se muestra en la parte III. La reduiónpor un eletrón de los RSNO ondue a la generaión de NO, el meanismo a través delual esto ourre aún no se ha eluidado, pero se propone que podría existir una espeieintermedia:RSNO + 1 e- →{RSNO}−•→RS− + NO•El estudio de este meanismo es importante ya que onstituye una forma de reuperar alNO y todas sus funiones, y nos da una idea de qué redutores son neesarios para que estoourra.
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VLa reaión entre la desoxi-hemoglobinahumana (desoxi-Hb) y nitrito paragenerar óxido nítrio (NO) en auseniade oxígeno: estudio teório de losposibles meanismos de reaión
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V.1Anteedentes sobre meanismos degeneraión de NOHabiendo ya analizado y estudiado algunos aspetos relaionados on el transporte yalmaenamiento del NO, esta última parte (V) será dediada al estudio de meanismosde generaión del mismo en ondiiones de anoxia. En ondiiones de falta de oxígeno, lapresenia y aión del NO es de suma importania. Reordemos que la biosíntesis de NOatalizada por la óxido nítrio sintasa (NOS) requiere de oxígeno, por lo que la pregunta quesurge de forma inmediata es ¾quién suministra el NO y a través de qué meanismo, uandono hay oxígeno?. En lo que a esto onierne, dos hipótesis han sido propuestas [1, 2℄ :1. Una de ellas propone que la S-nitroso-hemoglobina a través de la S -nitrosaión de laisteína 93 (subunidad beta) y la albúmina son las fuentes de almaenamiento del NOintravasular. En el aso de la S-nitroso-hemoglobina el transporte y liberaión de NOestaría regulado alostériamente[2℄[3℄.2. La otra propone que es el anión nitrito, presente en abundantes antidades en sangrey tejidos, quien sería reduido por la desoxi-hemoglobina (desoxi-Hb) generando NO.En sangre, el nitrito es muho más estable que el NO o los S -nitrosotioles, por lo quesería la moléula ideal para almaenar NO en ondiiones normales y liberarlo uandose lo requiera por reaión on la desoxi-Hb [4℄.En literatura se enuentra muho material que disute ambas hipótesis, de la letura delmismo se llegó a la onlusión de que la segunda hipótesis es más fuerte y relevante �siológi-amente. Se deidió entones, estudiar esta segunda hipótesis. A lo largo de esta seión sepresentarán los anteedentes y una breve introduión, así omo también los resultados delestudio de esta reaión abordado en forma teória mediante simulaión omputaional.169



170 V.1. Anteedentes sobre meanismos de generaión de NOV.1.1. desoxi-Hb y nitritoLa reaión del nitrito on la desoxi-Hb sería entones una fuente biosintétia de NO, deheho podría deirse que sería la ontraparte anaeróbia de la síntesis oxígeno-dependientede NO atalizada por la NOS. (Figura I.1.2, introduión general). La reaión de la que seestá hablando es la que se muestra en la siguiente euaión:
NO−

2 + HbFe2+(desoxi − Hb) + 2H+ → HbFe3+(metHb) + NO + H2O (V.1.1)Los estudios más antiguos de la interaión de nitrito on la hemoglobina datan delaño 1868[5℄, por ese entones el interés de esta reaión estaba asoiado a la generaiónde metHb y no tanto a los produtos derivados de la reduión del nitrito. Pasaron másde ien años hasta que se vinuló esta reaión on la apaidad de produir óxido nítrioen ausenia de oxígeno. Gran variedad de estudios han mostrado que tanto la desoxi-Hbomo la desoxi-mioglobina (desoxi-Mb) poseen atividad nitrito redutasa y la onseuenteapaidad de generar NO a partir de su reaión on nitrito en ausenia de oxígeno [6, 7, 8℄.Se ha propuesto que esta reaión ourre a través de un omplejo meanismo que aún no hasido ompletamente eluidado, los estudios más antiguos datan de los 80' [9, 10℄.El anión nitrito se enuentra en sangre en una onentraión que va desde 0.5 a 1 µmol/Ly alrededor de 10 µmol/L en los tejidos [11, 12, 13, 14, 15℄, mientras que la onentraión me-dida para S -nitroso hemoglobina (primera hipótesis) es menor a 40 nmol/L [14℄. Como antesse menionara, el anión nitrito es estable tanto a la oxidaión omo reduión omparadoon el NO y los RSNOs (Figura I.1.4, introduión general) .La hemoglobina (Figura V.1.1) se puede onsiderar omo un tetrámero donde ada sub-unidad es similar a la mioglobina. La hemoglobina está formada por dos subunidades deno-minadas alfa (α) y dos subunidades denominadas beta (β), ontiene uatro grupos hemo,uno en ada subunidad. El grupo hemo es un grupo prostétio, está formado por hierro yun anillo de por�rina que es un tetrapirrol ílio. En el aso partiular de la hemoglobina,la por�rina que forma el hemo es la protopor�rina IX. El hemo se enuentra oordinado através del hierro al átomo de nitrógeno de un grupo histidina en la adena proteia, no hayun sexto ligante que omplete la esfera de oordinaión del hierro, lo ual suministra un sitiovaante para la oordinaión de diferentes ligandos.El grupo hemo se enuentra en una avidad esenialmente hidrofóbia, las dos ade-nas laterales de propionato de la protopor�rinaIX interatúan on las aguas y on residuoseranos mediante puentes salinos. En la hemoglobina el hierro se enuentra en estado deoxidaión +2, la forma oxidada que ontiene hierro en estado de oxidaión +3 reibe el nom-bre de methemoglobina (metHb). La hemoglobina ontiene hierro(II) de alto espín uando
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Figura V.1.1: Hemoglobina humana, en azul se muestran las subunidades alfa y en rojo las beta.no presenta un sexto ligando, al oordinar el ligando pasa a ser de bajo espín.La estrutura uaternaria de la desoxi-Hb se denomina forma T (tensa o tirante) y laoxi-Hb (oxígeno oordinado) forma R (relajada). Las formas T y R de la hemoglobina pre-sentan ligeras diferenias en su estrutura uaternaria. Esta variaión de estrutura entreun estado y otro tiene que ver on las peuliaridades del transporte de oxígeno, y explianel omportamiento alostério de la hemoglobina. Los estados R y T di�eren en los enlaessalinos que se forman entre las subunidades. Estos enlaes son más fuertes en la desoxi-Hbque en la oxi-Hb.Reientemente se ha enontrado que la atividad NIR de la hemoglobina aparentementeestá relaionada on la onformaión que adopta la misma, resultando que la reaión estaríafavoreida uando la misma está parialmente oxigenada [16, 17℄.V.1.2. Atividad nitrito redutasa (NIR) : omparaiónon NIRs de bateriasLas nitrito redutasas (NIRs) forman parte de una vasta lase de enzimas que desempe-ñan importantes pasos en el ilo del nitrógeno llevado a abo por baterias (Figura I.1.3,introduión). En diho ilo el nitrito es reduido por dos tipos de NIRs:
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citoplasma

periplasma

Figura V.1.2: Arreglo de enzimas involuradas en el proeso de denitri�aión en una bateria. NIR (nitritoredutasa), NaR (nitrato redutasa), NoR (óxido nítrio redutasa) y NoS (óxido nitroso redutasa).Reduión disimilatoria: estas NIRs asoiadas a otras enzimas forman parte del proesode denitri�aión (ver �gura V.1.2).La reaión que atalizan es la siguiente:
NO−

2 + 1e− + 2H+ → NO + H2O (V.1.2)Estas enzimas pueden a su vez subdividirse en dos grupos, aquellas que ontienen obre yaquellas que ontienen omo grupo prostétio un hemo. NIRs que ontienen grupos hemos  yd1 (Figura V.1.3) se han aislado de un gran número de baterias: Pseudomonas Aeruginosa,Thiobaillus denitri�ants, Ps. Stutzeri, Ps. Halodenitri�ans, Paraous denitri�ants, et.Reduión asimilatoria: atalizan la reduión de nitrito a amoníao, luego usado en lasíntesis de aminoáidos. Estas enzimas generalmente ontienen varios grupos prostétioshemo o sirohemos. (Figura V.1.3)
NO−

2 + 6e− + 8H+ → NH+
4 + 2H2O (V.1.3)Entre estas enzimas podemos menionar:NAD(P)H- Nitrito redutasaFerrodoxin-Nitrito RedutasaCyt  - Nitrito RedutasaClaramente, la atividad NIR de la desoxi-Hb es semejante a las NIRs disimilatorias en loque onierne a la lasi�aión realizada para baterias.
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sirohemohemo d1 hemo chemo b

Figura V.1.3: Distintos tipos de hemos que forman parte de distintas NIRs.V.1.3. Posibles meanismos propuestosPasemos ahora a onsiderar los distintos meanismos propuestos para esta reaión. Paraello veamos primero el ilo atalítio propuesto para baterias que llevan a abo la reduióndisimilatoria (Figura V.1.4).Según se puede observar por espetrosopía de difraión de rayos X para las NIRs debaterias, el anión nitrito se oordina por el átomo de nitrógeno al hierro(II) [18, 19℄ (FiguraV.1.5).Tal omo se puede observar en el ilo atalítio lo que ourre es una transfereniaeletrónia aoplada a una transferenia protónia. La protonaión de alguno de los oxígenosdel nitrito ondue a la posterior liberaión de una moléula de agua, formando el omplejoFe(III)NO, el que luego deae vía liberaión del NO [20℄.Algunos detalles importantes:1. Todas las NIRs muestran dos histidinas distales altamente onservadas (ver FiguraV.1.5), lo que india un rol importante de las mismas en estas enzimas. Estas histidinasse enuentran loalizadas en el lugar ideal para proveer los protones neesarios. Al sermutadas ualesquiera de ellas, la atividad enzimátia se ve seriamente omprometida[19℄.2. Las transferenias protónias no son limitantes, pruebas reientes de efeto isotópiopara un modelo orrespondiente a una NIR de obre orroboran esta a�rmaión [21℄.3. Si bien en prinipio se postuló que el paso limitante sería la liberaión del NO delomplejo Fe(III)NO [22, 23℄, reientemente se midió que para hemos tipo d1 la rupturade diha unión no demandaría muha energía pudiendo no ser el paso limitante [24℄. Eneste tipo de enzimas el paso limitante tal vez se enuentre en la transferenia eletróniapuesto que implia la interaión de distintas unidades proteias.
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Figura V.1.4: Cilo atalítio para NIRs de baterias.
b

Figura V.1.5: Estruturas por rayos X para Thiosphaera Pantotropha (a) y Pseudomonas Aeruginosa (b)on nitrito omo ligando.
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Figura V.1.6: Meanismos propuestos para la reduión del nitrito atalizada por la desoxi-Hb.Volviendo ahora a la reaión que nos interesa, una primera pregunta es: ¾Cómo es el sitioativo en la hemoglobina humana omparado on las NIRs de baterias?Caraterístias del sitio ativo de la Hemoglobina Humana:Contiene un hemo tipo bContiene una sola histidina (His E7)La avidad es hidrofóbiaEstas tres araterístias que la diferenian bastante de las NIRs de baterias son responsa-bles de que esta reaión sea partiularmente interesante de estudiar.¾Cuáles meanismos se proponen para esta reaión?Como ya se verá en la próxima seión la evidenia experimental es esueta y en algunosasos poo onluyente. Los meanismos que se plantean en este trabajo y que posteriormenteserán evaluados mediante ténias de simulaión son los que se muestran en la Figura V.1.6.Meanismo a- Por analogía a lo que ourre on baterias, podría onsiderarse que elnitrito se une por el átomo de nitrógeno, la histidina ede los dos protones reprotonándoseseuenialmente. Siendo en este aso el paso limitante la liberaión del NO o bien la etapa dereprotonaión de la histidina. Esto podría ser onsistente on medidas realizadas en metMbque dan un △Hoff
1=15.5 kal/mol [25℄.1Cambio de entalpía para la reaión de liberaión de NO a partir de hemoFe(III)NO.



176 V.1. Anteedentes sobre meanismos de generaión de NOMeanismo b- Se une áido nitroso, la histidina ede el únio protón neesario y el pasolimitante sería la liberaión de NO.Meanismo - Si bien se sabe que entre los distintos modos de oordinaión del nitritoa metales, el predominante y termodinámiamente favoreido para el aso de por�rinas dehierro(II) es el modo η1-N, la oordinaión por oxígeno a través de una isomerizaión de uniónno debe ser desartada y mas aún en un sitio de unión donde la disponibilidad de donoresde protones puede afetar el balane entre estas dos formas de oordinaión. De heho, sibien la mayoría de los adutos ristalizados on hemoproteínas exhiben oordinaión por N,reientemente ha sido publiada una estrutura de rayos X mostrando unión por O para lametMb [26℄. Previo a este hallazgo, por medio de álulos DFT para modelos del itoromod1 NIR se mostró una diferenia de energía de 4 y 6 kal/mol para estos dos isómeros(favoreida la oordinaión por N) para Fe(III) y Fe (II) respetivamente [27℄.El último meanismo orrería on la ventaja de que no requiere la ruptura de la uniónFe(III)-NO, pero a su vez presenta la desventaja de que termodinámiamente, al menos paramodelos, está favoreida la oordinaión por N.V.1.4. Datos experimentalesEsta reaión se presume que ourre a través de un omplejo meanismo el ual aún noha sido ompletamente eluidado.
NO−

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

NO−
2 + HbFe2+ → HbFe3+(metHb) + NO2−

2 (V.1.6)Doyle y olaboradores[9℄, por medio de medidas inétias onluyeron que la reaión esde segundo orden, y la onstante de veloidad derivada de la k observada para el paso dela E. V.1.4, toma un valor de 0.8 M−1s−1 a pH=7.4 y 25 ◦C. La reaión 2 (E. V.1.5) esextremadamente rápida k≈4 x 107M−1s−1, el paso 3 (E. V.1.6) representa una veloidadresidual que sólo uenta en medio básio. Los produtos observados en mayor antidad fueronmetHb y HbNO, también enontraron que la veloidad de reaión dependía en forma linealon la onentraión de protones en un rango de pH 6 a 8. Estas evidenias fueron atribuidasa un meanismo que involuraba la interaión de áido nitroso on la desoxi-Hb. A estaevidenia se le debe añadir que el valor del pKa para el áido nitroso es 3.15 lo que india



V.1.4. Datos experimentales 177que a pH 7.4 la relaión [HONO℄/ONO- es del orden de 10−4. Esta dependenia del pH parael rango dado bien podría deberse a la protonaión de la histidina distal. La estequiometría�nal observada por Doyle y olaboradores era de 70% metHb y 30% HbNO y no la relaiónesperada de 1:1, observada previamente por Brooks [10℄.Reientemente, Gladwin propuso que la atividad NIR de la desoxi-Hb estaría vinula-da on la onformaión de la misma y que ourriría a mayor veloidad para hemoglobinaparialmente oxigenada [16, 28℄. Estos investigadores informan un valor de 0.12 M−1s−1 apH=7.4 y 25 ◦C para la desoxi-Hb. Informan que esta onstante bimoleular aumenta suvalor en 50 vees durante el transurso de la transiión onformaional T a R , y que el valorpromedio medido sería entones 0.35 M−1s−1. También agregan que si bien a tiempos iniia-les se obedee una inétia de segundo orden, luego no ajusta a segundo orden. En uantoa la relaión de produtos enontrados es efetivamente 1:1, pero varía muy sensiblementeante trazas de oxígeno. Esta última evidenia sugiere que los experimentos realizados porDoyle probablemente estaban ontaminados por trazas de oxígeno, lo que explia la rela-ión de produtos observada y el valor de onstante de veloidad elevado omparado on elinformado por Gladwin.Otro heho que se debe tener en uenta y que también es sugerido por Gladwin es que laspropiedades redox del hemo podrían modular la reduión de un eletrón del anión nitrito,de heho, se ha mostrado que el potenial de reduión Fe(III)/Fe(II) para el hemo(R) esmenor que para el hemo(T) [29, 30℄.Un análisis de la literatura reiente muestra que la inétia de esta reaión es un temade estudio atual, aún no eluidado, esto explia la poa laridad y la falta de resultadosonluyentes sobre el tema.Para �nalizar, habiendo presentado el maro teório-experimental de forma tal que pre-tende ser la más ompleto posible, en las seiones siguientes adoptaremos una visión miros-ópia de esta reaión y por medio de la simulaión omputaional se tratará de responderalgunas de las preguntas planteadas.
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V.2
Nitro vs Nitrito: Cálulos de estruturaeletrónia en sistemas modelo

Con el objeto de evaluar la estabilidad intrínsea de los posibles modos de oordinaióndel ligando (NO−
2 ) al sitio ativo, se realizaron álulos de estrutura eletrónia utilizandoomo modelo de sitio ativo una por�rina muy simple de hierro oordinada a un imidazol, talomo se muestra en la Figura V.2.1. Todos los álulos realizados orresponden a sistemasmodelo aislados.

V.2.1. Coordinaión del ligando por N, por O y posiblesisómerosEn lo que sigue, se llamará nitro al ligando oordinado por el átomo de nitrógeno mientrasque se denominará nitrito al oordinado por el átomo de oxígeno.Para el aso del nitrito, dos orientaiones son posibles dando origen a dos isómeros: By C, resultando ser B más estable que el último por unas 0.9 kal/mol (Figura V.2.2). Ladistania N-O para el nitro es 1.27 Å, ambas iguales. Para el nitrito las distanias Fe(II)O1-N no son iguales resultando ser mayores (1.32 Å (B)- 1.35 Å (C)), y menores para N-O2(1.25 Å). Este heho sugiere que el nitrito se halla más ativado haia la ruptura de la uniónFe(II)O1-N onduiendo a la liberaión de NO. La Tabla V.2.1 muestra que la formaión delisómero nitro está termodinámiamente favoreida sobre la del nitrito.179



180 V.2. Nitro vs Nitrito: Cálulos de estrutura eletrónia en sistemas modelo

Figura V.2.1: Modelo de por�rina utilizado.

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

△E=Enitrito- EnitroPBE/bases numérias (SIESTA) 10.11PBE/SDB-pVDZ (g03) 5.28BP86/DN** bases numérias (Spartan 5.0)[27℄ 6.00DN**: tamaño omparable a 6-31G**B3LYP/LACPV**, B3LYP/6-31G** (Jaguar o Gaussian98) △E=2-3 kal/mol.
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Figura V.2.3: Coordinaión del áido nitroso y posibles isómeros. Distanias en Å.V.2.2. Coordinaión de áido nitrosoSi se onsidera la unión del áido nitroso por el átomo de nitrógeno, aquí nuevamentela orientaión de la unidad O-H da origen a dos posibles isoméros (Figura V.2.3), D resultaser más estable que E por 2.12 kal/mol. La distania de unión para N-O2 (1.22-1.23 Å)es similar a la optimizada para el modelo on el nitro (1.27 Å, Figura V.2.2 A), mientrasque la distania N-O1(H) aumenta notablemente (1.43-1.44 vs 1.27 Å). En onseuenia, laprotonaión del nitro en ualquiera de sus oxígenos favoree la ativaión haia la rupturade la unión N-O1. De heho, si se adiiona un segundo protón, la ruptura ourre en formainmediata onduiendo a la liberaión de una moléula de agua y el omplejo Fe(III)NO.Para terminar, también se onsidera la situaión del áido nitroso oordinado por elátomo de oxígeno (Figura V.2.4). Esto es análogo a estudiar la protonaión del nitrito enualquiera de sus oxígenos:1. Protonaión en O1: la estrutura optimizada (Figura V.2.4) muestra un alargamientode la distania N-O1 (1.63 Å) y un aortamiento de la distania N-O2 (1.20 Å), estoindia que una protonaión en este sitio onduiría fáilmente a la liberaión de NO yla formaión del omplejo Fe(III)OH. Lo mismo ourre on el isómero C.2. Protonaión en O2: en este aso la estrutura optimizada muestra una distania N-O1de 1.25 Å y N-O2 1.42 Å lo que india que estaría más ativada ahora la ruptura de launión N-(O2H), seguramente una segunda protonaión sobre O2, al igual que suedepara el áido nitroso oordinado por N, onduza a la liberaión de una moléula deagua y formaión del omplejo Fe(III)NO.
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Figura V.2.4: Aido nitroso unido por el átomo de oxígeno.V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito"Hasta aquí, en esta seión se ha visto que mediante el uso de un modelo simple, hemoslogrado extraer algunas peuliaridades sobre los distintos modos de oordinaión:En lo que a la termodinámia se re�ere, distintos métodos de álulo indian queel nitro es más estable que el nitrito por un valor que está omprendido entre 6-10kal/mol. Esta diferenia de energía no es muy grande y nos da la pauta que podríaser revertida fáilmente en un entorno proteio donde las interaiones on los residuospróximos podrían disminuir esta diferenia o favoreer aún más a alguno de los dosisómeros.La protonaión sobre O1 u O2 del nitro, ativa la ruptura de la unión N-O, pero paraque esto ourra neesita de un segundo protón sobre diho oxígeno. De esta forma selibera una moléula de agua y se forma el omplejo Fe(III)NO.La protonaión sobre el O1 del nitrito, prátiamente indue la ruptura de la uniónO1-(NO), onduiendo a la liberaión de NO y a la formaión del omplejo hidroxo.La protonaión sobre el O2 del nitrito, ondue a una situaión análoga a la protonaiónen ualquiera de los oxígenos del nitro.En base a esta evidenias se podría deir que la protonaión sobre el nitrito pareería sermás efetiva, la misma requiere un solo protón y el NO es liberado automátiamente, pe-ro no se debe olvidar que por lo menos para los modelos aislados el nitro es mas establetermodinámiamente.



V.2.3. "Nitro" versus "Nitrito" 183Tabla V.2.2: A�nidades aluladas para distintos ligandos de relevania biológia en sistemasmodelo aislados (Fe(II)) evaluados on el método SIESTA.Ligando Energía de unión (kal/mol)NO−
2 (A) -60.66NO2H(D) -32.73NO2H(E) -34.84ONO−(B) -50.55ONO−(C) -51.49ONOH(O1) -15.71ONOH(O2) -15.95O2 -21.04CO -43.90NO -46.31CN− -61.74Con el objeto de omparar la a�nidad del presente modelo por el nitro/nitrito on laa�nidad por otros ligandos de relevania biológia, en la Tabla V.2.2 se muestran las energíasde a�nidad aluladas para todos ellos.Simulaión ComputaionalTodos los álulos realizados fueron llevados a abo utilizando el paquete Gaussian98, y el ódigo SIESTApreviamente desriptos en la metodología (II.2). Para los asos en los que se usó el esquema de bases Gaussianas,las geometrías fueron optimizadas utilizando DFT on el funional PBE on la base SDDall para todos los átomos.Con el objeto de tener mejores valores para la energía, sobre las estruturas optimizadas se realizó un álulo deenergía a geometría �ja usando la base SDB--pVDZ on el mismo funional. En los asos en los que se utilizóel ódigo SIESTA, se utilizaron bases numérias de�nidas en una grilla tridimensional �nita y el funional PBE.Se utilizó una base de alidad doble z on polarizaión, △PAO=25 meV y un radio de orte para la grilla de 150Ry. El hemo ferroso pentaoordinado sin el ligando se trató omo estado quintuplete de alto espín, que es sabidoes el estado fundamental para este sistema. El hemo ferroso o férrio hexaoordinado se trató omo bajo espín.
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V.3
El ligando en el sitio ativo: dinámiamoleular lásia

Se realizaron simulaiones de dinámia moleular para las distintas subunidades y losposibles modos de oordinaión del ligando, on el �n de visualizar aspetos estruturales dela oordinaión del ligando a la hemoglobina. En la hemoglobina, omo ya se ha menionado,existe una sola histidina en el sitio distal (E7) rodeada de residuos hidrofóbios. Debido aque la protonaión de diha histidina es ruial para la atividad NIR de la hemoglobina,las simulaiones se realizaron para los dos estados de protonaión; neutra (protonada enNε) y argada (protonada en Nε y Nδ), ver Figura V.3.1. En todos los asos se obtuvierontrayetorias estables, heho que fue veri�ado por medio de la inspeión de la energía y eldesvío uadrátio medio de la posiión de los arbonos α del esqueleto proteio respeto ala estrutura iniial en el tiempo. Se observó que las simulaiones que se realizaron para lahistidina argada ondujeron a interaiones más favorables on el ligando. En la mayoría delas NIRs, es omúnmente aeptado que las dos histidinas distales están argadas (protonadasen ambos nitrógenos) uando la enzima tiene al ligando [31℄. En lo que sigue se mostraránlos resultados para el aso de la histidina distal argada.

Figura V.3.1: Estados de protonaión de la histidina.185



186 V.3. El ligando en el sitio ativo: dinámia moleular lásiaV.3.1. Subunidad αNitro vs NitritoCuando el ligando se une omo nitro, las distanias O1 y O2 al protón de la histidina(NεH, apaz de formar uniones de H) muestran un rango más amplio de valores que uandoéste se une omo nitrito (Figura V.3.2).

Figura V.3.2: Coordinaión tipo nitro (A) y nitrito (B) en la subunidad alfa de la desoxi-Hb. Se muestranlos residuos eranos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (ore), Lys61 (ian).Las distanias O1-H (His58) y O2-H (His58) se muestran en negro y rojo respetivamente.



V.3.2. Subunidad β 187En el primer aso el ligando nitro gira estableiendo de esta forma alternativamentepuentes de hidrógeno on la HisE7 a través de O1 y O2. Para el aso del nitrito esto nosuede, pero en ambio, la HisE7 se aomoda de forma tal que establee interaiones depuente de hidrógeno on ambos oxígenos en forma simultánea. De este forma las distaniasorrespondientes a la interaión on NεH están restringidas a un rango más angosto devalores.Áido nitrosoCuando se inluye omo ligando el áido nitroso (N-oordinaión), se observa que es-tablee interaiones de puente de hidrógeno on los oxígenos O1 y O2, y al igual que loobservado para el nitro, el ligando gira estableiendo las interaiones a través del O1 y O2en forma alternada. (Figura V.3.3)

Figura V.3.3: N-oordinaión de áido nitroso en la subunidad alfa de la desoxi-Hb. Se muestran losresiduos eranos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (ore), Lys61 (ian).Las distanias O1-H (His58) y O2-H (His58) se muestran en negro y rojo respetivamente.V.3.2. Subunidad βLa subunidad beta es esenialmente igual a la subunidad alfa salvo por algunos residuos,tiene un total de 142 residuos, 4 menos que la alfa. En la avidad distal se enuentra una solahistidina His63, también rodeada de residuos hidrofóbios. Previo al análisis de las dinámiasse debe omentar que por inspeión de la estrutura de rayos X para la desoxi-Hb, la avidad



188 V.3. El ligando en el sitio ativo: dinámia moleular lásiadistal de la subunidad beta resulta ser bastante más errada que aquella orrespondiente ala subunidad alfa.

Figura V.3.4: Coordinaión tipo nitro (A) y nitrito (B) en la subunidad beta de la desoxi-Hb. Se muestranlos residuos eranos : Phe42 y Phe45 (violeta), Leu28 y Leu31 (rosa), Val87 (ore), Lys66 (ian). Lasdistanias O1-H (His63) y O2-H (His63) se muestran en negro y rojo respetivamente.Nitro vs NitritoDebido a lo menionado anteriormente en lo referido al tamaño de la avidad, el nitroahora se enuentra más limitado, heho que se re�eja en las dinámias, ya que gira on menos



V.3.3. Aspetos estruturales de la unión del ligando 189freuenia, estableiendo de esta forma interaiones de puente de hidrógeno on O1 o onO2 alternativamente (Figura V.3.4). Este efeto no es tan aparente en el aso del nitritodonde O1 se enuentra un poo más era que O2 de NεH.Áido nitrosoEn este aso, se enontró que el áido nitroso no disponía de su�iente espaio paraaomodarse dentro del sitio distal, al oloar el ligando los residuos próximos (Phe42, Phe45,Leu28, Leu31, Leu106, Val67 y Lys66) fueron desplazados, y el ligando no logró estableerinteraiones de puente de hidrógeno on la His63 a lo largo de la trayetoria onsiderada.(Distania promedio O1- HNε: 7.2 Å)V.3.3. Aspetos estruturales de la unión del ligandoLas simulaiones de dinámia moleular re�ejan los siguientes hehos:La unión del ligando omo nitro o nitrito en la subunidad alfa da omo resultado laformaión de interaiones estables de puente de hidrógeno.Lo mismo se observa para la subunidad beta, on la salvedad de que hay mayor res-triión en el movimiento por ser la avidad distal más errada.En lo que respeta a la oordinaión "Nitro" versus "Nitrito", se puede deir queuando el ligando se oordina omo nitrito tiene la posibilidad de estableer puentes dehidrógeno por O1 y O2 en forma simultánea, mientras que uando se oordina omonitro lo hae por uno u otro oxígeno. En la Tabla V.3.1 se muestran las distaniaspromedio, donde se re�eja este heho. Por otro lado, los valores para el aso de laoordinaión omo nitro (alfa y beta), muestran que para el aso de la subunidadbeta el ligando interaiona on la histidina distal a través de uno de sus oxígenosprátiamente durante toda la dinámia, heho que no suede para la subunidad alfadonde el ligando gira y se aomoda mejor. De modo que, la presenia de la histidinaE7 pareería favoreer la oordinaión por nitrito; dado que las interaiones de puentede hidrógeno son más favorables que en el aso de la oordinaión por nitro.Tabla V.3.1: Distanias promedio (Å) O1/O2-H(His58) y O1/O2-H(His63).O1-H(His)O2-H(His) Subunidad α-NO2 -ONO2.145 2.0312.195 2.030 Subunidad β-NO2 -ONO2.061 1.8703.448 2.328



190 V.3. El ligando en el sitio ativo: dinámia moleular lásiaTanto en la subunidad alfa omo en la beta, uando el ligando se une omo nitritoadopta la onformaión del isómero B y no la del C mostrada para el sistema aislado.El áido nitroso en la subunidad alfa establee interaiones puentes de hidrógeno on lahistidina distal, mientras que no se aomoda adeuadamente ni establee interaionesde puente de hidrógeno en la subunidad beta debido a impedimentos estérios.Simulaiones de Dinámia moleularTodas las simulaiones se llevaron a abo sobre la desoxi-Hb humana (ódigo pdb: 1KD2 [32℄), solvatadaon aguas explíitas. La estrutura de los dos homodímeros fue ortada y las simulaiones se hiieron sobre adasubunidad por separado. La histidina HisE7 fue onsiderada neutra (protonada sobre Nε) o argada (protonadaen ambos nitrógenos: Nε y Nδ). El sistema fue solvatado on aguas TIP3P [33℄ hasta una distania de 30 Å delgrupo hemo. Se utilizó un radio de orte de 10-12 Å para los términos de no unión y la temperatura se ajustóutilizando el termostato de Berendsen. Para la integraión numéria de las euaiones de Newton se utilizó unpaso de tiempo de 2 fs. Se utilizó el algoritmo SHAKE on el �n de mantener las uniones que involuran al átomode hidrógeno en sus distanias de equilibrio[34℄. Las argas del anión nitrito y el áido nitroso on el hemo seobtuvieron del álulo de las argas RESP (B3LYP/6-31G(d)) para el sistema aislado. Los parámetros de Van derWaals se extrajeron del ampo de fuerzas de Wang y olaboradores. En primer lugar se realizó una optimizaiónon el �n de relajar la estrutura iniial, luego el sistema fue alentado y equilibrado a 300K durante 50 ps. Laestrutura equilibrada se usó omo punto de partida para la dinámia orrida de un total de 10 ns. Todas lassimulaiones de dinámia moleular fueron realizadas utilizando el paquete Amber99.



V.4
La reaión: Cálulos híbridos

Con el �n de explorar la fatibilidad de los distintos meanismos propuestos (FiguraV.1.6) en el sitio ativo dentro de la proteína, se reurrió a las metodologías híbridas yapreviamente desriptas en la metodología general (II.2.3). En este ontexto, se seleionó ala por�rina, la histidina distal, proximal y el ligando omo el sitio reativo, y por lo tantosobre éste se hiieron los álulos de estrutura eletrónia, mientras que el resto de laproteína y las aguas de solvataión fueron tratadas de forma lásia.(Figura V.4.1)

Figura V.4.1: Áido nitroso unido a la subunidad alfa, en verde se señala el subsistema uántio.
191



192 V.4. La reaión: Cálulos híbridosTabla V.4.1: Parámetros geométrios seleionados derivados de la optimizaión QM-MM.distania (Å) Áido nitroso nitro nitrito (B) nitrito (C)Fe-XO1-H(His)N-O1N-O2 α1.8122.3221.4581.225 α β1.846 1.8911.062 1.0291.387 1.4071.236 1.233 α β2.011 1.9861.501 1.4111.365 1.3701.245 1.248 α β2.062 2.0201.109 1.1481.464 1.4471.203 1.210X: representa oxígeno o nitrógeno.V.4.1. Optimizaiones en el sitio ativoOptimizaiones QM-MM para ambas subunidades fueron realizadas en primer lugar parael nitro. Tanto para la subunidad alfa omo para la beta el protón de la His58 (alfa) oHis63(beta) fue transferido al átomo de oxígeno O1 durante la optimizaión , sugiriendo estoque una vez unido el nitro adquiere el protón de la histidina en forma inmediata, dando omoresultado áido nitroso oordinado. Si se ompara on el modelo aislado (ver �gura V.2.2),la longitud de la unión N-O1 es apenas menor (1.39 vs 1.44 Å, ver Tabla V.4.1). Cuando seoptimizó la estrutura para el áido nitroso oordinado, se obtuvo un intermediario estableen el que el átomo de oxígeno O1 interaiona por puente de hidrógeno on la histidinaprotonada. (O1- HNε: 2.32 Å, ver Tabla V.4.1)Las optimizaiones QM-MM para el nitrito, muestran en el aso del isómero C (FiguraV.2.2) que el protón de la histidina se trans�ere al O1 durante la optimizaión, del mismomodo que ourre para el nitro. Una vez transferido el protón, la distania N-O1 resulta ser1.46 Å, heho que india ativaión para la ruptura de diha unión. Sin embargo, el efetono es tan marado omo se enontró para el modelo aislado (ver Figura V.2.3) donde ladistania N-O1 resulta ser 1.63 Å. Esta diferenia la podemos expliar en términos de losimpedimentos estérios oasionados por los residuos hidrofóbios eranos on los uales nose genera ninguna interaión favorable, estos impedimentos se haen ada vez mayores amedida que la distania O-N1 se alarga y probablemente por ello la distania no inrementemás allá de 1.46 Å y pre�era estabilizarse en una situaión intermedia. Esta transfereniade protón, no suedió uando la optimizaión se realizó para el isómero B del nitrito (FiguraV.2.2), aquí los efetos estérios son aún más importantes, y además en este aso está presentela interaión del O2 on el protón de la histidina, interaión que no se observa para elisómero C omo onseuenia de su orientaión.Estimaión de la diferenia de a�nidad del "Nitro" y "Nitrito" por el sitio ativo.Dado que en algunos asos el protón de la histidina fue transferido durante la optimi-zaión, para poder alular la a�nidad del ligando (-NO2 , -ONO) por el sitio ativo en los



V.4.1. Optimizaiones en el sitio ativo 193distintos asos y separar este efeto de la reaión en si misma, se realizaron optimizaionesQM-MM modelando la histidina distal lásiamente. El sistema QM, quedó entones onsti-tuído por el hemo, la histidina proximal y el ligando, mientras que el subsistema lásio fueonstituido sólamente por la histidina distal. Se eligió esta alternativa de empleo de un sis-tema ativo extendido en lugar de la proteína ompleta para investigar el efeto del entornoproteio en la a�nidad del ligando. Se proedió de esta forma para evitar inonvenientes quesurgen uando se realizan optimizaiones de geometría en sistemas on elevado número degrados de libertad. Es sabido que en esos asos, y en espeial, uando se trata de enontrarefetos energétios pequeños puede ourrir que movimientos en la proteína en zonas alejadasal sitio ativo introduzan ruido numério muy difíil de evitar [35, 36℄.La energía de unión del ligando se aluló utilizando la siguiente fórmula:
∆E = Eligando+sitio activo − (Eligando − Esitio activo) (V.4.1)Donde Eligando+sitio activo orresponde a la energía del ligando unido al sitio ativo, Esitio activoa la del sitio ativo y Eligandoes la energía del ligando aislado.Proediendo de esta forma se enontró lo siguiente:Subunidad alfa: si bien sigue estando termodinámiamente favoreida la oordinaiónomo Nitro frente a Nitrito (isómero B), la diferenia de energía entre los dos modosde oordinaión disminuyó on respeto al sistema aislado (SIESTA: 10.11 kal/mol,TablaV.2.1).

∆Eα = Enitrito − Enitro = 5,31 kcal/molSubunidad beta: los resultados indian que estaría favoreida la oordinaión omoNitrito (isómero B).
∆Eβ = Enitrito − Enitro = −2,35 kcal/molLos resultados enontrados son onsistentes on los arrojados por las dinámias lásias.En la subunidad alfa uando el ligando se une omo nitro, debido al mayor espaio lograaomodarse y orientarse mejor, de esta forma se estabiliza omo onseuenia de la intera-ión on la histidina distal. En la beta el espaio es menor, no logra orientarse de maneraóptima por lo que sólo le es posible estableer puentes de hidrógeno a través de uno de susoxígenos. Cuando se oordina omo nitrito, tanto en la subunidad beta omo en la alfa, elligando puede estableer puentes de hidrógeno en forma simultánea por los dos oxígenos,aunque sólo en el aso de la beta la estabilizaión ganada logra revertir la preferenia por laoordinaión omo nitro (ver Tabla V.4.2).



194 V.4. La reaión: Cálulos híbridosTabla V.4.2: Distanias optimizadas por QM-MM (Å) O1/O2-H(His58) y O1/O2-H(His63).O1-H(His)O2-H(His) Subunidad α-NO2 -ONO1.85 1.782.49 2.24 Subunidad β-NO2 -ONO1.88 1.773.96 2.51V.4.2. Per�les de energíaNitroLos resultados preedentes muestran que la barrera asoiada a la transferenia protóniaen el aso del nitro tanto para la subunidad alfa omo la beta es tan baja que el intermediarioáido nitroso oordinado se formaría en forma inmediata. Una vez formado este intermediarioourre la segunda transferenia protónia y la onseuente generaión de NO. Con el �n deevaluar la energía de la barrera involurada en este proeso se realizaron optimizaionesrestringidas para obtener el per�l de reaión para la segunda transferenia protónia. En larealidad esto supone que una vez transferido el primer protón la histidina de alguna formadebe reprotonarse, por ejemplo a través de un giro e interaión on el solvente. Una vezreprotonada se onsideraron dos posibilidades para la transferenia protónia, esto tambiénbasado en el heho que las dinámias on el áido nitroso mostraban interaiones de ambosoxígenos (O1 y O2) on la histidina. (Ver Figura V.3.3)
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Figura V.4.2: Transferenia protónia a O1 u O2.Para poder alular el per�l de energía orrespondiente a la transferenia protónia a O1,se seleionó omo oordenada de reaión ξ=(r2- r1) (Figura V.4.2 A). En la Figura V.4.3se muestra el orrespondiente per�l de energía, se puede observar que la transferenia ourre



V.4.2. Per�les de energía 195

Figura V.4.3: Per�l de energía para la segunda transferenia protónia a O1 en la subunidad alfa. Semuestran los residuos eranos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (ore),Lys61(ian).sin barrera (0.7 kal/mol), y ondue diretamente al omplejo Fe(III)-NO y una moléulade agua, no se observa ninguna espeie intermedia oordinada al igual que se observa parael modelo aislado.La estrutura optimizada para el reativo (áido nitroso en el sitio ativo) se puedeobservar en la Figura V.4.1 donde solo se muestra el sitio ativo y los residuos próximos. Losparámetros relevantes para el reativo y produto se enuentran listados en la Tabla V.4.3. Eláido nitroso unido, está orientado favorablemente para que se lleve a abo la reaión, estoes, on el oxígeno O1 formando puente de hidrógeno on la histidina. El ángulo que resultade esta interaión es 107.1 grados, valor erano al del agua. En el produto la moléula deagua queda a una distania de 2.0 Å de la histidina y 2.6 Å de la Phe44. (ver Figura V.4.3)El ángulo (Fe-N-O2) en el omplejo produto resulta ser 162.5 grados y el grupo NOposee una arga neta de 0.26 e, re�ejando esto de alguna forma una espeie tipo {FeNO}6 deauerdo on el formalismo de Enemark y Feltham [37℄(Figura I.1.5, introduión general), unpoo distorsionada. Estos resultados nuevamente apuntan haia una distorsión debida a losefetos estérios en el sitio ativo. El heho de que el produto no adquiera una onformaiónóptima para una espeie del tipo {FeNO}6 probablemente favoreza la liberaión del NO.Los mismos resultados fueron observados por medio de álulos QM-MM para la reduiónde nitrito por la NIR de Pseudomonas aeruginosa [38℄.Como se menionó anteriormente, se aluló el per�l de energía para la transferenia alO2, se eligió omo oordenada de reaión ξ=(r'2- r'1) (ver Figura V.4.2 B). El per�l de



196 V.4. La reaión: Cálulos híbridosTabla V.4.3: Parámetros estruturales (d:Å, <: grados) relevantes para las espeies reativasy produtos (modo de oordinaión: nitro).Parámetro reativo produto Complejo libre*NO (arga) - 0.26 0.26d Fe-NNO 1.812 1.653 1.660d NNO-O1 1.458 2.744 -<Fe-NNO-O2 131.3 162.5 178.0d O1-HHis58 2.322 0.988 -d HHis58-NHis58 1.006 1.996 -<H1-O1-HHis58 107.1 105.5 -*omplejo aislado.reaión (Figura V.4.4) muestra que la transferenia protónia a O2, uesta omo mínimo20 kal/mol. Resultados similares se observaron para el sistema aislado en fase gaseosa. Estoindia que el proeso no sería fatible

Figura V.4.4: Per�l de energía para la segunda transferenia protónia a O2 en la subunidad alfa. Semuestran los residuos eranos : Phe43 (violeta), Met32 (amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62 (ore),Lys61 (ian).NitritoAhora pasaremos a la oordinaión del ligando omo nitrito. Debido a que las difereniasde energías entre el nitro y nitrito no son muy grandes, de heho la oordinaión omonitrito estaría favoreida para la subunidad beta, este modo de oordinaión también fueonsiderado. Para este aso la oordenada de reaión elegida fue nuevamente ξ=(r2- r1)(ver Figura V.4.6). Se onsideraron ambos isómeros para el nitrito (B y C). Para ambos



V.4.2. Per�les de energía 197isómeros la transferenia no tiene barrera asoiada on la salvedad de que sólo está favoreidatermodinámiamente para el isómero C (heho disutido en la pág. 192). Para el isómeroB los produtos se enuentran 2.5-3.7 kal/mol sobre los reativos para la subunidad alfa ybeta respetivamente (Figura V.4.5). Las distanias �nales para N-O1 y N-O2 son similaresa las obtenidas para el omplejo C. La distania O1-N resulta ser 1.46-1.48, se podría deirque el NO se libera parialmente.

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

Figura V.4.6: Representaión esquemátia de la oordenada de reaión para el nitrito. Se muestran losresiduos eranos : Phe43(violeta), Met32(amarillo), Leu101 y Leu66 (rosa), Val62(ore), Lys61(ian).



198 V.4. La reaión: Cálulos híbridosTabla V.4.4: Parámetros estruturales relevantes para las espeies reativas y produtos(modo de oordinaión: nitrito).Distania (Å) reativo produto omplejo aislado*Fe-O1N-HHisO1-HHisN-O1N-O2
α β2.011 1.9861.132 1.1421.501 1.4111.365 1.3701.245 1.248

α β2.015 1.9781.655 1.5771.043 1.0431.481 1.4811.210 1.210 1.8280.986*Complejo aislado.Cálulos híbridos QM-MMLa estrutura iniial para las optimizaiones QM-MM fue tomada de fotos seleionadas a lo largo de lasdinámias lásias. El sistema fue enfriado a O K. A partir de la estrutura a 0 K se realizó una optimizaión degeometría QM-MM usando el algoritmo de gradiente onjugado on el programa SIESTA. En todos los álulosQM-MM sólo los átomos loalizados a menos de 10 Å del sitio ativo (hemo, histidina distal, proximal y nitrito)fueron libres de moverse . El resto de los átomos de la proteína o el solvente se mantuvieron �jos. El sistemauántio onsistió en 56-60 átomos, mientras que el sistema lásio estuvo ompuesto por alrededor de 15900átomos. El hemo ferroso pentaoordinado sin el ligando se trató omo estado quintuplete de alto espín, que essabido es el estado fundamental para este sistema [39℄. El hemo ferroso o férrio hexaoordinado se trató omobajo espín [39℄. Para todos los átomos se utilizaron bases de alidad doble zeta on polarizaión y se utilizó elfunional PBE. Las uniones entre el sistema uántio y lásio fueron tratadas on el método del "Link atom" yamenionado en la parte metodológia. En este aso se utilizaron 10 link atoms, 8 en el núleo de la por�rina yuno por ada anillo imidazólio y el esqueleto de la histidina (His proximal y distal: 2 link atoms en total)Cálulo de la energía a lo largo de una oordenada de reaión. Una vez seleionada la oordenada dereaión, se realizó en ada paso una optimizaión de geometría QM-MM restringida a lo largo de la oordenadaseleionada.



V.5Conlusiones y preguntas abiertasTomando los resultados en onjunto, éstos muestran lo siguiente:Coordinaión omo nitro.Cuando el ligando se une omo nitro (Figura V.5.1), diretamente (a) ondue a laformaión del aduto que orresponde al áido nitroso oordinado. Este aduto, luego deuna segunda transferenia protónia () y en un proeso prátiamente sin barrera onduea la formaión del omplejo Fe(III)NO y una moléula de agua. Sin embargo, para que ourrala segunda transferenia protónia, la histidina distal debe reprotonarse, si bien el sitio esaesible a la entrada de moléulas de agua, el pKa asoiado a la protonaión de la histidina(E. V.5.1, notaión: ver Figura V.3.1) se estima en un valor de 6, lo que implia que un10% de la misma estaría protonada a pH=7.
HIS − H ⇋ HIS − D + H+ (V.5.1)Por lo tanto, existirá una barrera asoiada a la protonaión de la HIS-D (b), omoestimaión de la energía mínima asoiada podemos onsiderar el valor del ∆G0; ∆G0 =

−RT (lnKa) ∼ 11 kcal/mol. Dado que el pKa, además de ser una funión de la temperatu-ra, también lo es de la fuerza iónia y el miroentorno, el verdadero valor del pKa dentro dela proteína puede variar sustanialmente. Por ejemplo, en entornos hidrofóbios omo el dela hemoglobina, éste será menor, impliando mayor energía para la protonaión.De lo anterior se desprende que, para este meanismo las barreras más ostosas, seríanla que está asoiada a la reprotonaión de la histidina (b), y la que desribe la ruptura dela unión Fe(III)-(NO) (). Estudios previos por Laverman y olaboradores [40℄ informan unvalor de koff de 24 s−1, a 25 ◦C el ual orresponde a un valor de △Hoff=15.5 kal/mol(Mioglobina). 199



200 V.5. Conlusiones y preguntas abiertas

Figura V.5.1: Esquema del meanismo de reduión de nitrito a óxido nítrio para la oordinaión omo"nitro".Coordinaión omo áido nitroso.Para el aso del áido nitroso (Figura V.5.2), luego de una transferenia protónia (a)y en un proeso prátiamente sin barrera se forma el omplejo Fe(III)NO y una moléulade agua. El último paso (b), al igual que para el aso anterior sería el proeso más ostoso,energétiamente hablando, sin embrago no se debe olvidar que este meanismo supone que seoordina el áido nitroso uyo pKa es 3.15, lo que india que la antidad presente del mismoa pH=7 es mínima (1/10000). Por otro lado, los efetos estérios presentes en la subunidadbeta serían los responsables de que esta subunidad no ontribuya a la atividad NIR segúnre�ejan los resultados de la dinámia.

Figura V.5.2: Esquema del meanismo de reduión de nitrito a óxido nítrio para la oordinaión omoáido nitroso.Coordinaión omo nitrito.Cuando el ligando se une omo nitrito, la reaión transurre prátiamente sin barreraoriginando parialmente la formaión de NO y el omplejo Fe(III)OH (b). Si bien no pareeríatener barrera, se debe tener en uenta que según sea el aso (subunidad alfa o beta) existiríauna barrera efetiva (a) para la isomerizaión del nitro en nitrito, relaionada on el heho queen la subunidad alfa es más estable la oordinaión omo nitro. Por otro lado para obteneromo produto el agua oordinada al sitio ativo, al igual que ourre para los meanismos



V.5. Conlusiones y preguntas abiertas 201anteriores, existirá una barrera donde es probable que esté involurada la protonaión de laHIS-D.
Figura V.5.3: Esquema del meanismo de reduión de nitrito a óxido nítrio para la oordinaión omo"nitrito".De lo anterior se desprende que, un punto importante que debe ser tenido en uentaindependientemente del meanismo, es la protonaión/reprotonaión de la histidina distal.Por lo tanto el pH y también el aeso de protones al sitio distal son fatores laves en lae�ienia de la reaión.desoxi-Hb y NIRs de baterias.En lo referido a los distintos pasos de los meanismos propuestos:Los resultados aquí presentados , al igual que la evidenia experimental enontrada parael modelo de NIR de obre [21℄ (V.1. pág.), indian que las transferenias protóniasno serían proesos limitantes.Un punto interesante para omparar on las NIRs de baterias es el heho que éstastienen dos histidinas en el sitio distal, mientras que la Hb y Mb tienen sólo una.En la Tabla V.5.1, se puede observar que la veloidad es muho mayor para la NIRde Ps. Aeruginosa, omparada on la orrespondiente a la Mb y Hb. Esto denotaque la presenia de dos histidinas (las que en presenia del ligando argado estaríanprotonadas) en el sitio ativo failita la reaión (Figura V.1.4). Por otro lado si algunade las histidinas es mutada por alanina, tal omo se ve en la Tabla V.5.1, la veloidaddisminuye apreiablemente aunque sigue siendo mayor que para la Hb y Mb, estoprobablemente esté relaionado on el tema de la reprotonaión de la histidina y elmiroentorno generado por el sitio ativo, el que en el aso de la NIR de Ps. Aeruginosaes menos hidrofóbio que el de la Hb/Mb. Por último también se muestra en la TablaV.5.1 que la reaión resulta ser más rápida uando se utiliza un fragmento de la Mb,esto es onsistente on lo disutido anteriormente, el entorno será menos hidrofóbio yla HIS-D estará más expuesta al solvente.



202 V.5. Conlusiones y preguntas abiertasTabla V.5.1: Valores inétios para la desoxi-Hb y otras NIRs.Km (mM) kcat(s−1)Mb[44℄ - 0.004Mb (fragmento:V17-K46) - 0.018desoxi-Hb* - 0.0054P. Aeruginosa[19℄ 6000 8H327A o H369A - 0.08*derivado del valor de Doyle y olaboradores.Tal omo se disutió en V.1 para las NIRs de baterias, atualmente se ha puesto enduda que el paso limitante sea la ruptura de la unión Fe(III)-NO. Con respeto a esto,se debe tener en uenta que el tipo de hemo y el ligando proximal está demostradoque in�uyen fuertemente. Por ejemplo, las onstantes de veloidad medidas para ladisoiaión del NO para el hemo d (Ej: Ps. Aeruginosa) resulta ser entre 4 y 6 órdenesde magnitud mayor que para hemos ferrosos tipo b de una gran variedad de proteínas[41, 42, 24℄. Esto último india que el meanismo de funionamiento de la desoxi-Hbsería bastante diferente al planteado para las NIRs de baterias.Meanismos y datos experimentales.¾Cómo podemos relaionar los resultados aquí presentados on la evidenia experimentalpresentada ?Parámetros inétios:Previamente se informó un valor de 0.8 M−1s−1 medido por Doyle y olaboradores, a suvez Gladwin informó una onstante promedio que surgía de heho de onsiderar un ontrolalostério ante pequeñas antidades de oxígeno. De la apliaión de un modelo que onsideradistinta reatividad para las onformaiones R y T surge un valor de 0.064M−1s−1 para laonstante, mientras que resulta ser diez órdenes de magnitud mayor para la onformaión R.Apliando la teoría del estado de transiión a estos valores se obtiene una estimaión parala barrera (△G 6=) de 19.1 y 11.9 kal/mol respetivamente.A favor del nitrito:1. La evidenia experimental muestra que durante la reaión del nitrito on la desoxi-Hb(T) solo están presentes, metHb, HbNO, el aduto (Hb[Fe(II)NO2℄2+). Notoriamente,las espeies MetHbNO/Fe(II)NO+ no han sido aún observadas.2. Reientemente Copeland y olaboradores [26℄ han agregado ditionito a ristales demetMb on el ligando omo nitrito y por espetrosopía de rayos X han logrado ver laestrutura de la Mb donde el ligando unido por O se onservó en un 85%.



V.5. Conlusiones y preguntas abiertas 203Respeto a la dependenia on el pH, observada por Doyle, bien podría estar asoiada a laprotonaión de la histidina distal, ya que a pH=7 sólo un 10% está protonada.Resumiendo.¾Qué se puede deir hasta aquí respeto a los diferentes meanismos evaluados?Teniendo en uenta que el valor para la disoiaión del NO de la metMb es 15.5 kal/mol[40℄ y la la estimaión de la energía mínima involurada en la reprotonaión de la histidinadistal (∼11 kal/mol) , los valores de onstantes informados son onsistentes on que el pasolimitante sea la ruptura de Fe(III)-NO en el aso de la oordinaión omo nitro. Sin embargola falta de evidenia aera de la presenia de espeies omo MetHbNO/Fe(II)NO+va ontraeste meanismo.En uanto a la unión del ligando, según muestran los resultados, dentro de la proteínala diferenia de energía entre un modo y otro se ve reduida e inluso se invierte para lasubunidad beta. Evidenia experimental muestra que es posible la oordinaión omo nitritopara Mb, pero dependiendo del entorno distal este modo de oordinaión involuraría unabarrera asoiada on la isomerizaión de un modo en otro y probablemente este sea el pasolimitante para un meanismo de este tipo. La isomerizaión de estos modos de oordinaiónes un heho que se ha estudiado para distintos modelos [43℄.Por último, es poo probable que el ligando sea diretamente el áido nitroso debido s supoa antidad presente a pH=7, y además los resultados aquí presentados indian que solola subunidad alfa sería ativa.En resumen, llegado a este punto se puede deir que los meanismos propuestos sononsistentes on los datos experimentales disponibles. Ambos modos de oordinaión sonenergétiamente posibles y apaes de expliar los hehos experimentales observados. Esteestudio sugiere que más experimentos son neesarios para alarar y develar el meanismo através del ual ourre esta reaión para hemoglobinas omo la Hb y Mb que tienen una solahistidina distal, por ejemplo experimentos orientados a:Deteión de Fe(III)NO-desoxi-Hb.Deteión de Hb-NO2 o Hb-ONO.Protonaión-reprotonaión de la histidina.
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Conlusiones generales y perspetivasA lo largo de este trabajo se ha presentado el estudio de distintos tipos de sistemas.Se partió del estudio de una reaión químia en soluión en la que están involuradasmoléulas de RSNO pequeñas omo la SNO-CEE. Luego se estudió la oordinaión de estasmoléulas (RSNOs) a un omplejo metálio ([IrCl5℄−2), y �nalmente se abordó el estudio deuna reaión químia dentro de una proteína. El sistema químio en estudio, fue reiendoen tamaño y omplejidad a lo largo del estudio aquí mostrado. Resumiremos en esta últimaparte algunas onlusiones relevantes que se desprenden de este trabajo:El rol de los S-nitrosotioles en el transporte del NO por medio de la onoida reaiónde transnitrosaión.En la parte III (3-4) se estudió ampliamente esta reaión, se midió la onstante inétia develoidad para la reaión entre la CEE/SNO-CEE y por primera vez la energía orrespon-diente a su barrera junto on los parámetros de ativaión. Parámetros importantes a la horade evaluar la relevania biológia de esta reaión frente a otras omo por ejemplo la des-omposiión de los RSNOs y reaión on otras moléulas blano. Por otro lado, se identi�óy detetó por primera vez en soluión, el intermediario propuesto para esta reaión.Las propiedades de los S-nitrosotioles omo moléulas almaenadoras de NO.En la parte III (1-2) se disutieron las propiedades de estas moléulas (RSNOs) libres, ytodos los uidados a tener, al manipularlas. Por otro lado en la parte IV (1-4) se mostró unaforma de estabilizarlas mediante la unión a un omplejo de un metal de transiión ([IrCl5℄2−).Asi surgió de este trabajo, una nueva y únia familia de omplejos de RSNOs oordinados,los que fueron por primera vez aislados y araterizados. La estabilizaión ganada mediantela oordinaión fue y seguirá siendo de suma ayuda para el estudio de las propiedades yreatividad de estas moléulas.Meanismos alternativos de generaión de NO en ausenia de oxígeno, situaión en laual la NOS no sería operativa. 213



214En la parte V (2-4), se estudió desde un punto de vista mirosópio una reaión reiente-mente propuesta para la generaión de NO en ausenia de oxígeno. Reaión en la que estáninvolurados el nitrito, y la desoxi-Hb. Si bien en bibliografía existía abundante materialexperimental, se desonoe el meanismo a través del ual ourre esta reaión. En vista deesto, se propusieron y evaluaron distintos meanismos. Se mostraron algunos aspetos sobreel modo de oordinaión del ligando al sitio ativo. Se enontró, tal omo se presume, que lasbarreras para la transferenia protónia son mínimas, se enfatizó en el rol de la histidina dis-tal (E7), dejando aún sin eluidar ual sería el paso limitante; salida del NO, isomerizaión,o reprotonaión de la histidina E7.Perspetivas Futuras:Si bien, en las distintas partes en las que se han presentado los resultados, se ha señaladola proyeión de los respetivos estudios, se hará énfasis en los siguientes items, los queameritan un estudio ulterior:El fuerte efeto de la solvataión para la reaión de transnitrosaión.El efeto del oxígeno en la reaión de transnitrosaión y la apariión de produtosomo arilatos y episulfuros.La reatividad de los RSNOs oordinados frente a tioles y otras moléulas.Estudio eletróquímio de los RSNOs oordinados.Obtenión de evidenia experimental onluyente en lo referido a aspetos inétios,modo de oordinaión del ligando nitrito/nitro al sitio ativo de la desoxi-Hb, y pasolimitante de la reaión.Re�exiones...El objeto de esta última parte fue integrar los diferentes temas abordados en este trabajode tesis resaltando las onlusiones más relevantes. Sin embargo, también es importanteevaluar si onsideramos que se han umplido los objetivos que nos hemos propuesto a lolargo de este trabajo,En primer lugar reordemos el título seleionado para este trabajo de tesis:"Estudio de reaiones químias de relevania biológia involuradas en el trans-porte, almaenamiento y generaión de óxido nítrio".Si ahora volvemos al título, luego de haber leído este trabajo de tesis, deberíase leer entrelíneas:



215"Estudio de reaiones químias de relevania biológia (reaión de transnitrosa-ión, reduión de nitrito a NO por la desoxi-Hb) involuradas en el transporte (nitroso-tioles, transnitrosaión), almaenamiento (nitrosotioles, nitrosotioles oordinados, nitrito)y generaión de óxido nítrio (nitrosotioles, atividad nitrito redutasa de la desoxi-Hb)".Si así ourre, reo que nos podemos dar por satisfehos, en uanto al umplimientode los objetivos más generales. En lo que se re�ere a la forma de enarar el estudio y lametodología empleada; se pretendió abordar de la forma más ompleta y rigurosa posible, losdiferentes temas presentados. El estudio realizado fue llevado a abo utilizando un onjuntode herramientas provistas por la parte experimental y por la simulaión omputaional.Estas herramientas se han omplementado adeuadamente en lo referido a la informaiónproporionada y estableiéndose omo una guía importante a la hora de tomar deisiones.A nivel personal, a lo largo de este trabajo de tesis, onsidero que he aprendido endemasía, y sobre todo en los momentos difíiles, en los que las osas no se mostraban senillas.Aprendí el uso de muhas y variadas ténias experimentales, el uso de varias metodologíasomputaionales, el heho de ómo enarar el estudio de un problema, et.. En �n, ha sidoun privilegio aprender y trabajar bajo estas ondiiones y onfío en que los resultados aquíexpuestos resulten útiles para poder eslareer e interpretar resultados atuales y futuros.
"No basta on ser estudioso, ativo y perseverante, si se aree de un prinipio sólido y de base onreta,si el entusiasmo inmoderado iega la razón, si el orgullo tiraniza el buen riterio, si la avidez se desarrolla bajoel brillo intenso de un astro de oro.La ienia misteriosa requiere muha preisión, exatitud y perspiaia en la observaión de los hehos;un espíritu sano, lógio y ponderado; una imaginaión viva sin exaltaión; un orazón ardiente y puro. Exige,además, una gran senillez y una indiferenia absoluta frente a teorías, sistemas e hipótesis que, �ando enlos libros o en la reputaión de sus autores, suelen aeptarse sin omprobaión. Quiere que sus aspirantesaprendan a pensar más on el propio erebro y menos on el ajeno. Les pide, en �n, que busquen la verdadde sus prinipios, el onoimiento de su dotrina y la prátia de sus trabajos en la Naturaleza, nuestra madreomún."Fulanelli, El Misterio de las atedrales.
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