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Complejos de Hierro no Hémico con Nroxilo y sus Precursores: Sintesis,
Caracterizaciéon y Reactividad

En este trabajo de Tesis se ha estimlia quimica de codinacion de nitroxilo
(HNO/NO) en la plataforma de [EFE€CN)s]*>,, como sistema modelo de procesos
enzimaticos que involucrartransformaciones redox emoléculas nitrogenadas
pequefias (desde nitratos hasta amonigc®) operan en los ciclos naturales del
nitrogeno. Como ruta de sintesis, sdizéala reduccion por dos electrones del anion
nitroprusiato, [F&(CN)sNOJ*, utilizando ditionito (804%) como reductor. El nuevo
complejo, [F&(CN)sHNO]*, fue caracterizado en solucién por combinacién de técnicas
espectroscopicas (UV-visible, FT-IR/ATR, RMNH y Raman resonante). Se
determinaron el potencial de reduccion de la cuplafe por voltametria ciclical =
0,44 V), y el |Ka = 7,7 del par &cido-base "feINO)/FE'(NO") mediante titulacién por
RMN H. Los estudios de reactividad de [f@&N)sHNO]J* frente al ditionito muestran
que es reducible hasta [FEN)sNHs]*>". Ambas especies coordinadas, HNO y"NO
reaccionan diferenciadamente frente a oxigsmnMientras que el complejo de HNO se
comporta como un reductor entre débil pdarado, el complejo desprotonado es un
reductor muy fuerte.

Se estudi6é también la reactividad del farmaco hidroxiurea (HNCBNHOH)
frente a complejos [F4' (CN)s]*"%; ya que su actividad fimacoldgica podria estar
asociada con la capacidad dadora de HNO/NQde NO, en reacciones mediadas por
complejos de hierro. La HU generé un woiecomplejo estable por reaccidon con
[Fe' (CN)sH-0]*, en presencia de oxidantes, que fislado como sélido de férmula
Nag[Fe(CN)(NOCONH,)].2H,O, y caracterizado en solucion por técnicas
espectroscopicas diversas. El ligando esiteosoformamida, que funciona como un
dador de HNO/NQ por hidrdlisis alcalina, frente aceptores selectivos, por via de un

mecanismo que resulta similar a loservados en medios biorelevantes.

Palabras claves compuestos nitrosilados deelo — nitroxilo — hidroxiurea,
nitrosoformamida — cianoferratos.



Nitroxyl Iron Complexes and their Precursors:

Synthesis, Characterizéion and Reactivity

We have studied the coordtitm chemistry of nitroxyl (HNO/NQ on the
[Fe'(CN)s]* platform, as a model system for enzymatic processes of the nitrogen cycle
that involve the redox trarmfmations of nitrogen-containg small molecules (from
nitrate to ammonia). The symdtic strategy consisted in the two electron reduction of
the nitroprusside anion, [Fe(CJN)O]*, using dithionite (80,%) as the reducing agent.
The new complex, [F€CN)sHNO]*, was characterized in solution by combination of
spectroscopic techniques (UV-vis, FT-IRIATRY RMN and resonance Raman). The
redox potentibof the F&'/Fé' couple was determined by cyclic voltametgy < 0,44
V), and a s = 7,7 for FE(HNO)/F'(NO") was estimated, following the acid- base
titration by*H RMN. Further reduction of [F€CN)sHNO]J*with dithionite showed the
formation of [FE(CN)sNH3]*". Coordinated HNO or NOexhibit a different chemical
profile toward oxidants: while the HNO cofeg is a weak or mild reductant, the NO
complex is a strong reducing agent.

The chemical reactivity of the drug hydroxyurea (HUNBONHOH) toward
[Fe"" (CN)s]*"*~ complexes was also explored, as its pharmacological activity is
supposed to be associatedth the release of HNO/NOor NO, assisted by iron
complexes. A new and stable complex was obtained by the reaction of HU with
[Fe' (CN)sH-0]*, in the  presence of oxidants. The  solid
Nag[F€e' (CN)s(NOCONH)].2H,0 was isolated and characterized, and the spectroscopic
properties of the [F€CN)sNH,CONOF™ ion were investigated. After alkaline
hydrolysis of the latter complex, the @rnsoformamide ligand behaves as a HNO/NO

donor, through a mechanism that resemblestte proposed in biorelevant conditions.

Key words: nitrosyl complexes — nitroxy hydroxyurea — nitrosoformamide —
cyanoferrates.
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Capitulo 1. Introduccién

En este trabajo de Tesis gwpone estudiar aspectos elructura electronica y de
reactividad en laguimica de coordinacion delitroxilo (HNO) en condiciones
biol6gicamente relevantes, esto es, encohes acuosas a pH fisiolégico, y mediante
la seleccién de complejos de"Heg", como modelo de sus potenciales destinos

bioquimicos.

El HNO es una molécula que contiene ahdd de N en el estado de oxidacion +1, y
por ende opera como intermediaria ks ciclos del N, pudiendo ser oxidada o
reducida. Es conocida hace afos, aunque ha comenzado a ser adecuadamente
caracterizada mucho mas recientemente.uis especie muy reactiva en solucion
acuosa, que conduce rapidamente a la formacion deO Npor
dimerizacion/deshidratacion. La quimica deordinaciéon del HNO y de su especie
desprotonada, NQha sido bastante estudiada en varios metales de transicion, aunque
muy limitadamente con hierro y en solucioaesiosas. En esos iones complejos, ambas
especies pueden resultar notoriamente estaddgsin el caso. En afios mas recientes, el
interés en las especies nitiladas ha adquirido mucha impancia, en paralelo con la
explosion de investigaciones relacionadas la bioquimica del 6db nitrico, NO, asi
como en los estudios mecanisticos aedel funcionamiento de las enzimas

nitrificantes y desnitrificantegue operan en los suelos.

Para disponer de modelos adecuados & dauosa, se ha propuesto la preparacion
y caracterizacion de un ion complegie HNO coordinado a una plataforma de
pentacianoferrato(ll), [F¢CN)s]*". La estrategia disefiada Isasé en la disponibilidad
de un precursor accesible, el ion nitroprusiato” (E&)sNO]J*, cuya quimica ha sido
estudiada intensamente en afios recientes, en particular relacionada con su utilizaciéon
como agente hipotensivo. La idea central consistié en evaluar la factibilidad de reducir
al nitroprusiato mediante 2 electronesncun reductor adecuado, y estudiar la
reactividad del producto. La plataforma de pentacianoferrato(Hidioautilizada en una
serie de complejos [FE€CN)sL]™, para los cuales han sidoen descriptos varios
compuestos que contienen difererigandos L nitrogenados (L = NHN,H4, NH,OH,
NO*, NO,), todos ellos muy relevantes endigcusion mecanistica de las enzimas que
participan del ciclo del nitr@no. Los complejos de L = HNO/N@dquieren asi un rol

estratégico en este marco mas amplio.
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Complementariamente, y siendo que el HNO puede también generarse por
oxidacion, se considerd ako de hidroxiurea, NMC(O)NHOH, un farmaco empleado
en varias quimioterapias, el que se camdia a centros metalicos (por ej.: a la
plataforma pentacianoferratdjly un proceso oxidativo termamia en la liberacién de
HNO, en condiciones controladas, al medio acuoso.

En el contexto anterior, en este primer capitulo se introduce como antecedente un
resumen de las propiedades generales deolacula HNO, sus métodos de obtencién
in vitro y las controversias sobre su ngeacion enddgena, sus propiedades
fisicoquimicas y reactividad quimica. Sanaliza la obtendn y caracteristicas
estructurales de complejos de metalegransicion conteniendo al HNO o al N@ la
eventual participacion de ellos en el ciclo del nitrdgeno, o como intermediario en otros

procesos enzimaticos.

El capitulo 2 introduce las propiedades de la familia de complejb&RRL]™,
donde L es un ligando nitrogenado, para emew y discutir el procedimiento
experimental desarrollado para la obténcile un complejo de L = HNO. Finalmente,
este capitulo presenta las evidencias quimycaspectroscopicas para caracterizar el
nuevo complejo de HNO y las comparaciones con otros complejos relacionados.

En el capitulo 3 se presentan los resldtaobtenidos para diferentes formas de
reactividad del nuevo complegte HNO, a saber: su despmoacion, la estabilidad en
solucion acuosa de los complejos nitroxila¢tpse incluye estudio®toquimicos) y sus

reacciones frente a reductores y oxidantes.

En el capitulo 4 se investigan aspectiss la quimica de coordinacion de la
hidroxiurea en la misma plataforma de perdnoferrato(ll), luegde una presentacion
general acerca de sus propiedades farmacokgiemtro de las cuales se destaca su
tendencia a la generaciénddégena de NO y/o de HNO.

El capitulo 5 resume las diferentes metod@s experimentales, de validez general,
que hemos utilizado en el trabajo. Logalles mas especificos acerca de algunas
técnicas de medida se presentan, porcehtrario, en los g@dtulos anteriores
correspondientes.

Finalmente, el capitulo 6 resume las cosidoes del trabajo y sus perspectivas de

avance. Las referencias bibliografica® agrupan al final de cada capitulo.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 La especie nitroxilo HNO/NO. Descripcion electronica y algunas

propiedades fisicoquimicas.

El nitroxilo, también denominado higho de nitrosilo, 0 azanona (HNOY: 3es el
producto de la reduccigoor un electrén del ubicuo 6xido nitrico (NOy resulta ser la
especie mas simple que contiene al nitnégen estado de oxidacion +1. La especie es
conocida desde el siglo XIX y, a pesar de,alliversos aspectos fisicoquimicos, de su
reactividad quimica y de sus roles bioquimiecesultan hoy todaaicontroversiales o
bien desconociddSEn la Figura 1.1 se describe aralécula HNO con sus parametros
geométricos (molécula angular con dobleaealN=0), y frecuencsacaracteristicas en
el IR?

Datos vibracionales (cr

H 108.5
L ose A\\V v (est) 2685
| N

=0 wno (est) 1565

1.211 A wo (def) 1500

Figura 1.1 Datos estructurales y vibraciales para el HNO libre.

Al desprotonar HNO se genera el anion nitroxilo, N@I cual resulta ser
isoelectrénico con el £y, por ende, con posibilidades deceder a los estados triplete
(estado fundamental) y singlete (estado excitado). Si biéHNOD es la forma mas
estable, ePNOH también es una forma accesible a partir de la protonacisiNGe
presentando al proton unido al atomo nefectronegativo. Ambas formas han sido
detectadas espectroscopicaménfey la barrera energética que las separa 86-23
kcal/mol® De igual manera, las especi®D” y NO™ presentan una barrera energética
de~ 17-21 kcal/mol (Figura 1.2).
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3818b6lkca

15 kcal/mi)l

Figura 1.2 Diferentes conformaciosede espin para la espe nitroxilo (HNO y su
base conjugada N

Es sabido que la entidadiatomica NO admite otrasspecies accesibles con
diferente numero de electrones, con estrasty reactividades biatiferenciadas, que
pueden interconvertirse entre ellas. Una de ellas es el famoso 6xido nitricotid@s

el cation nitrosonio, NOy otra es el anion nitroxilo, NQEc. 1.1.

NO'=——= NO=—=NO" (1.3)

Las distancias N-O y décuencias de vibraciomo para las tres especies se

presentan en Tabla 1.1.

Molécula Estado de Orden de | Distancia VNO Ref.

oxidacion del N enlace NO (A) (cm‘l)

Nitrosonio, NGO +3 3 1,06 2377 9
Oxido nitrico, NO +2 2.5 1,15 1875 °
Nitroxilo, NO™ +1 2 1,26 1470 | 1°

Tabla 1.1 Comparacion de las distancias de enlaggoypara las especies NONO' y
NO™

Se observa que las distanciasNy las frecuencias de estiramient@ crecen y

decrecen, respectivamente, al descender éabla, reflejando los érdenes de enlace
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decrecientes y la mayor poblacion @énica en los respectivos orbitales

antienlazantes.

1.2 El nitroxilo libre: sintesis y biosintesis

1.2.1 Obtencion de HNO/NO

Una de las primeras referencias acerdad®éO lo identifica como producto de la
descomposicion del trxodinitrato de sodio, N&l>,O3, conocido como sal de Angeli,
(Ec. 1.2)"

NaN,0s + H" — [NaHN,Oz] + Na" — HNO + NQ, + Na' (1.2)

Otras vias de obtencién comprendenrdaccion de atomos de hidrogeno con
6xido nitrico, congelando los guuctos a baja temperatdfay la fotélisis aerébica de
amoniaco. Estas reacciones inorgénicas gpnifisativas en estudios atmosféricds.a
deteccion infrarroja de HN®, fue lograda por fotdlisis de nitrito de metilo en una
matriz de argén. A comienzos de los 70, dagos investigaron dependientemente la
radidlisis pulsada de NO en solucién acuBsd observando que adicionaba
rapidamente al electron hidratadoabatomo de hidrégeno, formando N HNO,
respectivament&. Mas recientemente el HNO ha sido generado por fotélisis del
trioxodinitrato?® brindando la informacién actualmerdeeptada sobre el diagrama de
energias de la Figura 1y el punto de partida parka reconsideracion delKp
HNO/NO™ y delE° (HNO/NO), que se discutirda mas adelante.

1.2.2 Formacion de HNO/NO a nivel biologico

Las Oxido nitrico sintasas (NOS) son wumjeinto de enzimas que sintetizan NO y
citrulina a partir de L-arginina. El sitimle reaccion contiene un porfirinato de
hierro(lll). En una primera etapa, se forelaintermediario N-hidroxi-L-arginina, que
contiene al grupo RNHOH, un eficiente dadier HNO en compuestos sintéticos. Ha
sido sugerido que la obtencion de NO puestar intermediada por el HNO, o bien que
las NOS pueden producir HNO, ademés de'RiCa produccion alternativa de HNO
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ocurriria en condiciones de deficiencia del cofactor ttrabiopterina (HB):*° la

reduccion del sustrato L-arginina lleiea la obtencion de HNO (Figura 1.3).

®) 0
@
HoN NH, HoN N—OH )LN
\]/ \]/ HNO + HN™ N H
NH NH / HoN
) )
RPN
@ @
HsN cOo® HN_ cOoP NO +H:N H H
HoN

Figura 1.3 Esquema propuesto para la obtendi@HNO o NO a pairt de arginina.
Mecanismo de accién de las 6xido nitrico sintasas.

Existen evidencias de experimeniasvitro en favor de estaipotesis, como la

H,'%* 7 asi como de la forma

deteccion de 6xido nitroso,.®, e hidroxilamina, NkED
Fe'(NO) de las NOS>® También ha sido sugerido, &ase a estudios con modelos
sintéticos, que la N-hidroxi-L-arginina puede disociarse del sitio activo de la NOS
formando HNO en presencia de ciertos oxidatites.

Han sido sugeridas otras vias pdaaformacion de HNO que no dependen
directamente de la enzima NOS. Los tioles (RSH), compuestos presentes en
concentraciones considerables en medbioldgicos, puede reaccionar con S-
nitrosotioles (R"SNO) en un proceso redame conduce a la formacion de HNO y del
disulfuro correspondiente, RSSR" (Ec. 3A su vez, el HNO formado puede
reaccionar con S-nitrosotioles o tioles, para formar NO oQ4Hcomo productos
nitrogenados, y sulfinamidas que conducela &ormacion de acidos sulfinicos (Ecs.

1.3-1.6).

R'SNO + RSH— HNO + RSS'R’ (1.3)
HNO + RSH— RS-NHOH (1.4)
RS-NHOH + RSH— RSSR + NHOH (1.5)
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RS-NHOH— [RS'NH + HO] — RS (OH)NH — RS(O)NH (1.6)

Estos productos azufrados, RSNONHrovenientes de la reaccién de tioles con
HNO, a diferencia de los nitrosotioles, resultan irreversibles. LaONHendogena
podria ser también precursora de HN@si como diversas enzimas o metaloproteinas
que contienen metales de transicion cowmdos en sus sitios activos, o ciertos
oxidantes biolégicos, los cuales plee catalizar la reduccién de NOHNO, como por
ejemplo las Cu/Zn/Mn-SOD’s (superéxido dismutadasgl citocromo &2 el

23,24
1

ubiquino o la xantina oxidas&

A pesar de las diversas vias potencigl@s la formacion endégena de HNO, a la
fecha no hay evidencia de la formacitrvivo de esta especie, ya que la cuantificacion
esta limitada por la evolucion de logtodos para su deteccion directa.

1.3 Reactividad del nitroxilo libre

La Figura 1.2 constituye un punto de [kt para la interpretacion de la
reactividad de las especies de nitroxilo. €gta seccidn, se deben la reaccién de
desprotonacion del HNO, y aspectos deelactividad frente a moléculas pequefias de

relevancia biolégica: © NO), tioles, metaloproteinas y metales.

1.3.1 Equilibrio acido—base de las especies nitroxiladas
Un aspecto singular y fascinante de la quimica del HNO es su desprotonacion, Ec.
1.7.

HNO + HO = 3NO + H;0" (1.7)

El valor inicialmente aceptado dekpdel ‘HNO era de 4,7* Esto se traducia en
que, a pH fisiolégico, mas del 99% de |lpexse nitroxilo presente seria la forma NO
A partir de este valor se determiné ungmutial de reduccion de 0,39 V para la cupla

NO/°NO’, que indica que la reduccién del NObdga resultar muy favorable, en
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comparacion con la reduccion deb (G-0,16 V). Este valor, sin embargo, no podia
explicar porqué el NOno resultaba significativamenteducido a pH fisiolégico.
Bartberger M.D. y cols’® (mediante calculos mecanoéeuicos, voltametria ciclica y
espectrofotometria de la reduccion dellégeno), ademas de Shafirovich y Lyrffar,
(mediante experimentos de radidlisis pulgadaportaron la revién de los valores de
pKay de potenciales rédox a comienzos dglbskXI, segun se detalen la Figura 1.4.

El nuevo valor de I§, = 11,6 para dar éNO, indica que la forma predominante en
condiciones fisiologicas es #INO, una molécula pequefiangutra capaz de atravesar
membranas. Un segundo valor d&, = 23 esta en acuerdo con la elevada basicidad
esperada para la formdlO™. La Figura 1.4 resume la informacién reportada desde

1970 sobre los valores d&gy potencial redox ¢ 2°

_ E°-081V®P o 4+H
NO + e —‘5 S HNO
(+ 0,30 V**9 pK, 11,6
(4,79
Elo _ 1'7 V35b,C

_ - 1 _

E’>> 0,2

NO, H + e 'HNO

Figura 1.4 Potenciales de reduccion NO/N® pKa HNO/NO'. Entre paréntesis se
consignan los valores anteriormente reportados.

Los valores negativos pal@s potenciales de reduccion de un electron para ambas
cuplas NO°NO™ y NO', H/"HNO indican que la reducciddirecta por un electron del
NO’" implica un proceso de transferenciaalectrones que no es probable que ocurra
bajo condiciones biol6gicd5 Ademas, los valores indican que el NO y el HNO podrian
coexistir en condiciones diolégicas, por lo que losesultados de experimentos
bioquimicos obtenidos por suministro dadores de HNO no se explicarian por
conversion a NQ sino por la accion propia del HN@omo consecuencia, los valores

actualmente aceptados para la constanteqiglibrio acido-base y el potencial de
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reduccion NO3NO™ brindan una nueva perspectigabre los potenciales destinos
bioquimicos de la especie.

1.3.2 Reaccién de dimerizacion déHNO

La rapida dimerizacion del HNQgenera acido hiponitroso, »N>O,, un
intermediario labil que denidrata para producirA® (Ec. 1.8Y% %

2HNO — [HONNOH] — N,O + H,0 (1.8)

La constante de dimerizacién inicialmente aceptiaga 1,8x 10° M s (pH 7,
25°C),2° fue corregida recientement@i= 8x 1 M s 1% La diferencia es clave a la
hora de evaluar la presencia de HNO en ogderdbicos. Debido a las dificultades en
la deteccién directa de HNO en los sistetiatdgicos, la reaccion de dimerizacion se
ha utilizado ampliamente commoétodo indirecto, ya que el,@ se puede detectar por
cromatografia de gases acoplado con espuaetréa de masas, o0 por técnicas de FT-
IR.%

1.3.3 Reaccion de HNO con ©

Esta reaccion, muy relevante a niveblbgico, ha generado controversias.
Interesantemente, si bien el uso de tidades controladas de trioxodinitrato ha
presentado resultados benéficos #nasiones de recuperacién post-isquémitcts
elevadas concentraciones de HNON haausado citotoxicidad en condiciones
aerébicas! e inducen dafio oxidativo del ADK.

En el estado fundamental, O™ reacciona con ©para generar peroxinitrito,
OONO .* Esta reaccion (Ec. 1.9) es isoeténtca a la reaccion del NO con el anién
superoxido (@), Ec. 1.10. Ambas reacciones presentan constantes de velocidades
cercanas al valor difusional, de 2,70° M's 'y 4-7x 10° M"'s ', respectivamente:

3NO™ +30, —» OONO (1.9)

NO + O — OONO (1.10)
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Sin embargo, estudios realizados por Mda K. y cols. indican que la reaccion
del HNO con @ genera un potente oxidante de dos electrBhie¥, cuyo perfil de
reaccion seria distinto al del OONCEN concordancia, si ldescomposicién aerdbica
de la sal de Angeli formara peroxiitiis, por descomposicion se obtendriasN@o
cual no fue verificado. Se han realizado calsuipricos para predecir los potenciales

productos de la reaccién entre HNO y°b

Aunque se considera que la posible gacién de oxidantes juega un papel poco
probable en la bioquimica del HNO enddgedebpido a la altareactividad y la
concentracion celular de otros objetivos @gitos (ej., tioles), laeaccion del HNO con
O, (cuya estequiometria aun es dudosgue siendo uno de los enigmas mas

significativos e importantes en el caonde la quimica y la biologia del HNO.

1.3.4 Reaccion de HNO con NO

La evaluacién de subproductos en la obtenciér®él, por reduccién de NO
mediante radidlisis pulsada, mostré que a deedjue se forma la escie reducida, ésta
reacciona secuencialmente comegctivo en exceso para dasQ¥ y N3Os . La ultima
especie se descompone formand®N NO, (Ecs. 1.11 a 1.14}: *Esta reactividad
excluye la posibilidad de sintetizar sales atedn nitroxilo a través de la reduccion
directa del NQ porgue a medida que se formaaglon este reaccionaria rapidamente

con el exceso de NO

NO +NO — N,O, (1.11)
N>O, + NO — N3Oz (1.12)
N3Os — NoO + NO,™ (1.13)

La reaccién del HNO con el NQEc. 1.14) también fue estudiada mediante flash-
fotdlisis del trioxodinitrato, como dadan situ del HNO; esta rea@mn presenta una
constante de velociddd= 5,8x 10° Mt s 1.4

HNO + NO — HN,O, (1.14)

10
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Las reacciones de HNO/NOcon NO pueden tener interés biolégico 6
farmacoldgico, ya que ambas especies puestdar presentes al mismo tiempo. De

hecho, el nitroxilo puede ser capaz de atenuar las acciones dgl Weeversay’

1.3.5 Reaccion de HNO con tioles

Uno de los aspectos mas importantes y biolégicamente relevantes de la quimica de
HNO es su capacidad para reaccionar cateatrofilo frente atioles. El producto
inicial de esta reaccion elm N-hidroxisulfonamida, la cual como se ha dicho
anteriormente (seccion 1.2.2), puede remwm con exceso de tiol generando
hidroxilamina y el correspondiente disulfumse puede reordenar y formar sulfinamida
(reaccion irreversible)’ **Por ejemplo, el glutation seonsidera un objetivo celular
primario del HNO®” aunque muchos de los productos de reaccién no son faciles de
controlar o cuantifical® La reaccion con tioles ha siddlizada para distinguir el HNO

del NGO, porque el HNO es mucho mas reacti¥o.

1.4 Coordinacién del nitroxilo en metales de transicion

Se ha visto en 1.2 que la generacion de HNO en las NOS’s implica una
coordinacion del sustrato en el centro derroi, y la subsiguienteeactividad. Esto se
manifiesta también en otras enzimas y compuestos modelo. Ello evidencia la necesidad
de reforzar los estudios de la quimica de coordinacion de HNO#&dOnetales de
transicion, que es un objedi central de esta Tesis. rPello se anticipa una breve

descripcion del enlace coordinativo.

1.4.1 Propiedades generales de enkaen los nitrosilos coordinados

En la seccion 1.1 se han presentado lasaisp nitrosiladas ecualquiera de las
tres formas redox (NONO', NO). En 1974, J.H. Enemark y R.D. Feltham elaboraron
un formalismo para describir la naturalexevalente de la uniédel grupo nitrosilo al
metal M>® Se considera la distribuciéneetrénica total en el fragmentpMNO}, sin

definir de antemano la densidad electromaa sobre M o NO, ni tampoco especificar

11
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la naturaleza de los coligandos. Los complejos son clasificados como eg$pid@s,
donde n es el numero total de ¢élenes asociados con los orbitatkdel metal o con
los orbitalest* del ligando NO. Nétese que la descripcion no espedfiggaori estados

de oxidacion para el metal, ni para el gragoosilo, aunque estos suelen usarse a titulo

de aproximacion.

Luego de resolver estructuras cristalieasnumerosos compuestos nitrosilatfos,
se ha encontrado que los fragmentdNO} pueden ser lineales o angulares (Figura
1.5). Esto se racionaliza en términos wié@mnero de coordinaciomlel nimero total de
electrones (n) y el ordenamiento de twbitales molecutas (Figura 1.6).

O O
Y
e ¢
— M — M — M —

{M-NG° {M-NG {M-NO}®

Figura 1.5 Dependencia del &ngulo MNO condanfiguracion electronica. Geometria
lineal y angular déMNO}", n=6, 7, 8.

() (b)
—_— a(d) —_ a'(d)
— b(@Z-) — afdl-)
= &(7*(NO), dity) _—  a’(7*(NO), dy,)
—  a(7*(NO), d)
b(0k y)
—_— 4
— el(TE*(NO), dxzdyz) — dxzﬂ'*(NO)
dy, 7(NO)

Figura 1.6 Ordenamiento de orbitales molémes en complejos hexacoordinados
{MNO". a) situacién lineal paras6 y b) situacionmagular n = 7 u 8.

La mayoria de los complejos mononitrosilad4NO}" son hexacoordinados, y
son los mas relevantes para este trabajel Simero n esta eeti0 y 6, la Figura 1.6a

ubica los electrones en los ddbes moleculares mas bajos\eb,, presentando una
12
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geometria lineal (Figura 1.5). Asi, para = 6, se obtiene una configuracion
(e)*(b)*(e)’. Al agregar un electrén se genera el fragmefNO}’, con la
configuracion electronica {&(b,)%(e»)*. La eliminacién de la degeneracién en el orbital

e guia a una nueva distribucion geométrica (Figuras. 1.5b y 1.6), con un angulo MNO
menor que para n = 6. Finalmente, la #uficde otro electron genera el fragmento
{MNO}®, con la configuracién electronica ;\¥b,)%(e)®. El angulo para esta

distribucion es aun nmer que para n = 7.

En la base de este formalismo se basa la idea de que la geometria y estructura
electronica en los complejos esta phradnente determinada por el fragmento
{MNO}". Los coligandos, aunque no aparecenesta descripcion, si determinan
variaciones menores aunque significativadaedensidad electrénica de M o del grupo
NO, tal como se aprecia en los valores\gepara complejos similares con n = 6-8, que
siguen las mismas tendencias que se aqmem los nitrosilos libres (Tabla 1.1).

1.4.2 Complejos con el anién NO

Los complejos que contieneO™ han sido estudiadosn especies hexa- y
pentacoordinaddf. Las preparaciones iaiales implicaron la adicion de ligandos
monoaniénicos (NCS CI, Br, etc.) a complejos{MNO}® pentacoordinados,
generando productos que implicaban una conversién formal del fragm&ateOVi(n
= 6) a M"-NO™ (n = 8). Esta estrategia resulté exitosa con complejos de Co(ll). Una
reaccion representativa se muestra en la Ec.*1.fuial estrategia se aplico a otros
complejos analogos de €gon derivados de arsina (das = o-fenilenobis dimetilarsina,
CsHa[As(CHg)] 2.

[Co"(enpNOJ** + CI" — trans[Co" Cl(enLNO]* (1.15)

La Tabla 1.2 incluye resultados denguejos seleccionados. Notese que la
nitrosilcobalamina (NOCDbI) es hexacoardda, mientras que la [CoNO(oep)] es
pentacoordinada, probablemepts la fuerte labilizaciétransinducida por el NQ Se
incluyen en la tabla los dos Unicos complajitsoxilados de hierro caracterizados al
momento: el [F&cyclam-ac)NO] (cyclam-ac: monoanién pentadentado 1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano-1-acido  acético), y el [@a{3] [Fe(TFPPBgNO]

13
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(TFPPBE: 2,3,7,8,12,13,17,18-octabromo-5,10,15,20-[ Tetrakis-(pentafluorofenil)]
porfirina). ElI primero de ellos se abto por reduccion electroquimica del analogo
[Fe(cyclam-ac)NO] en acetonitrilo. La identificacion de N®e logro por andlisis IR,
Mossbauer’®N y *#0), y mediante céalculos DF.

Por su parte, Doctorovich F.A. y cdfsobtuvieron el segundo complejo a partir
de la reduccion monoelectrénica del [Fe(TFRJMNBD], usando como reductor al
cobaltoceno. El producto fumracterizado por FT-IR, RMA y N, y por célculos de
DFT, confirmando inequivocamente la presencia del,NfDe es descripto como
singlete, F&'NO"), en el complejo. En la Tabla 1.2 se resumen los resultados

alcanzados.
Complejo vwo | dm-n | dn-o | ZMNO (°) | Ref.
{MNO}® (cm™ | (A) | (A)
[F€'NO(cyclam-ac)] | 1271] 1.7% 1.26 122.4] *
NOCDbI(Cd"NO") 1.93| 1.18 1174 | *
Cd"NO(oep) 1.84| 1.16 | 1227 %

[Co™ (dasy(NCS)NOJ | 1587 | 1.85] 1.18 132 | *®
[Co" Cl(enxNO]* 1611 | 1.82| 1.043 124.4(11) *
[Fe"(TFPPBE)NO] | 1547 | 1.79] 1.20 123 | %

Tabla 1.2 Complejos de metales de transiciddNO }® conteniendo NO

Como puede apreciarse en la Tabla 1.2, los valoreggdgependen del tipo de
fragmento, particularmente delimero de oxidacion formal denetal. Sin perjuicio del
valor de los resultados anteriores, ambanpiejos de hierro somsolubles en agua,

limitando su relevancia bioinorgéanica.

1.4.3 Complejos con HNO

Los pocos complejos coHNO bien caracterizados han sido preparados en su
gran mayoria en medio organico, y suelenssasibles al aire y al agua, con muy baja
solubilidad en este samte. Contienen en general metales de transiciédedbajo

espin, principalmente de los periodos 4 a 5.

14
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En la Figura 1.7 se muestran diversasagsgias de obtencidn, con una variedad
de precursores. Las reacciones pueden sertwdda reductivas, o bien por via de una

sustitucion directa sobre el metal.

(NH,OH)ML 5
-2e-[2H"
H-ML 5 ML s
NO H 0O
N\ N//
(NO)ML 5— ™~ | < e (NO)ML
M
7|
2NO HX
-(NO)ML ,
(NO)ML ,
ZIKH)ML ‘ﬂ 2HX
(NO)ML 5

Figura 1.7 Métodos de obtencién de complegm ligando HNO. M puede ser Fe(ll),
Ru(ll), Os(Il), Ir(ll1), Re(l), etc.

A continuacion se explicitan algunasacciones tipicas de sintesis.
En base a antecedentes de Roper R. y ¥dtillhouse G.L. y cols?® aislaron y

caracterizaron complejos de iogosmio y renio, Ecs. 1.16-1.18.

Ir(NO)(PPhy)s + 2HCl— I'""HCILHNO(PPh), + PPh (1.16)
0s'CI(CO)(PPh),NO + HCl— Os'(Cl)»(CO)(PPh),HNO (1.17)
Re(COYNO)(PRy), + HCl — RECI(COLHNO(PR,), (1.18)

Sellmann D. y col&® reportaron el primer complejo de rutenio,
[RU"(‘pyP'S/)HNO], preparado por reduccién del [Ripy”'Sy/)NO]* mediante
NaBH,, en metanol (Ec. 1.19).

15
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[RU"(‘py™'Sy)NO] +H — [RU' (‘py™Sy)HNO] (1.19)

Richter-Addo G. y col&® obtuvieron la primer meloporfirina, [Ru(ttp)(1-
Melm)HNO] (ttp = dianién tetratolilporfinato; 1-Melm = 1-metilimidazol), por
adicidon de hidruro al complejo cationico digrosilo, en metanol. El aducto de HNO es
moderadamente estable como sélidosopdescompone en solucion de Cp®hjo
atmosfera de N Recientemente Doctorovich F.A. y colssintetizaron el complejo
[Ir'"' CIsHNOJ?", mediante ataque de hidruro al [I¥#80] ", en acetonitrilo. El complejo
es estable pero tienddabilizar el clorurdranso incluso ekis.

También han sido evaluadas hemoproteinas como aceptoras de nitroxilo. Asi, la
mioglobina y la hemoglobina, ancladas asigerficie de eleabdos, son capaces de
reducir NO a HNO, formando compuestos estalfl&sta estrategia permitié aislar un
complejo de mioglobina-HNO, MBINO.>® El aislamiento del aducto MBINO
posibilit6 una completa caracterizacion espectroscépica de la unlbrIN®@. El
aducto se obtuvo por diversas estgis sintéticas: reduccion quimica '{\Cro
electroquimica de Mb-N&' reaccién de desoximioglobingon dadores de nitroxilo,
como el acido metansulfohidroxdmitoEl aducto MBHNO permiti6 obtener una
completa descripcion del enlaceF#NO: se obtuvo informacién espectroscépica y
estructural por combinacion de técnicas UV-visible, FTIR, RiMNresonancia Raman
y absorcion de rayo¥ (EXAFS y XANES)® La alta estabilidad del complejo (escala
de meses, en anaerobiosis) fue atribuidafarmacion de un puente de hidrégeno entre
el HNO coordinado y la histidina 64 de la ad distal de mioglobina, de acuerdo con
los datos obtenidos por RMM.>’

En la Tabla 1.3 se muestran ejemploxdmplejos de HNO con sus propiedades
de enlace y espectroscopicas. Solo se helnidtos aquellos en que se dispone de la

sefal de RMN para la caracterizacion.
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Complejos con HNO H PNO dvn dn-o </MNO | Ref.
n=8 RMN | (cm™) (A°) (A°) ©)
[RU"(‘py™'S,)HNO] 19.56 | 1358 |1.875(7) | 1.242(9) | 130.0(6) | *

1378
[Ru"(ttp)(1-Melm)HNO] | 13.64| 1380 >0
[RE'CI(COLHNO(PPh),] | 22.66| 1376 >8

[OS'CI,(CO)(PPR),HNO] | 21.2 | 1410 | 1.915(6) 1.193(7) 136.9(6) *°

[Ir'"HCI,(PPh),HNO] 22.75| 1493 | 1.879(7) 1.235(11 | 129.8(7) | *®
)
[Mb"HNO] 14.8 | 1385 |1.82 1.24 131 >0

Tabla 1.3 Complejos de HNO. Las determinaciones fueron realizadas en solventes
organicos, a excepcion de la \MNO, que fue estudiada en medio acuoso.

1.5. Reactividad del nitroxilo coordinado

Los estudios de reactividad de las especies coordinadas, HNO',yelQvieron
y siguen estando limitados por la dispoldaid de complejos adecuados y bien
caracterizados. Aunque varios de ellosslon, tal como surge de lo que hemos
presentado anteriormente como anteceddateglevancia biolégica es limitada, pues
comprenden estudios en soluciones no-acudgsmste, las referencias en estos medios
acerca de las reactividades son fragmentarias y no sistematizadas, aunque resulta
evidente que el HNO puede conwuese a especies oxidadas (NO, NOo reducidas
(NH,OH) manteniendo su coordinacion al metabr ello, en esta seccidbn no nos

referiremos en detalle a los estudiesreactividad en medios no-acuosos.

Los trabajos en solucién acuosa se limitan a IA4HMO y a los que surgen del

presente trabajo de Tesis. En funcion de los resultados existentes, son notorias las
carencias. La mas notoria es que la especie dend@®@a sido bien descripta todavia en

solucion acuosa en complejo alguno, por lo cualquier estudio de reactividad resulta
ambiguo. Nos referimos aqui a los aspeojoe consideraremos cruciales en la

reactividad de ambas espeatesrdinadas de nitroxilo.
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a) Estabilidad del ligando. En losomplejos de HNO, P.J Farrfietha
destacado la notoria estabilidad del complejd MO, que se mantiene aparentemente
inalterado durante meses en medios anaashicen el intervalo de pH 6-10. No ha
sido reportada la formacion de®| y de ello se deduce glseeconstante de disociaciéon
de HNO es atn menor qie= 10% s a 25 °C. La estalidad del aducto MBHNO no
se ve afectada por CO, tal como se ha observado en algunos complejos de HNO en
medios no-acuosos, donde aparentemente el CO o el nitrosobenceno reemplazan al

HNO disociativamente.

b) Coordinacion: El HNO no es estableerite a porfirinatos de Fe(lll),
formando FENO por nitrosilacion reductiv&. Sin embargo, el HNQbre es atrapado
por la desoximioglobina, generando una &a@icional directa para la formacion de

Mb"HNO. Esta reaccién ocurre en cagtgncia con la dimerizacion del HNO.

C) Reacciones rédox frente a diversos reactivos. Etl€8compone a la
Mb"HNO generando met-Mb (Mb. Notoriamente, la MBHNO es oxidada también
por el metilviolégeno, MY", generando MINO, sugiriendo que es fuertemente
reductora® No han sido reportadas las reacciones con otros oxidantes, ni con
reductores. Hay que hacer notar que sdloy recientemente han sido reportados

estudios de reacciones rédox del HNO lif?&n cuanto a la especie N€pordinada,

surgen las mismas carencias, aunque la literatura registra el hecho de que ella sea
apreciablemente mas reductora que el HNO coordiffaBebe remarcarse que el

FE'NO es un singleté® a diferencia defNO™ libre. En cuanto a las reaccién de
Mb"HNO frente a NO o N@, en exceso de ambos reactivos ocurre la conversion a
Mb"NO. Esto ocurre en pocos minutos en atm@stie NO, mientras que la reaccion es

mas lenta para el NOy, aparentemente, resulta pH dependiéhte.

Los enunciados anteriores constituyen un importante antecedente del presente
trabajo y generan expectativa acerca de laglaxs de reactividad que se presentan mas

adelante.
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1.6 Los complejos de nitroxilo a nivel biolégico. Interconversiones redox

1.6.1 Ciclo del nitrogeno

El nitrogeno (N) se presenta en la ndera en una amplia variedad de formas
quimicas, que involucran estados de oxidadésde +V a —lll, pudiendo aparecer tanto
en materia organica como ig@nica. Las formas organicas del N estan presentes en los
aminodcidos, proteinas, acidos nucleicos, hymites Muchas especies de N inorganico
contienen enlaces N-O y participan de ciclos de procesos biol8gitaesFigura 1.8

describe las interconversiamentre estas especies.

Desnitrificacion N_OS Nitrificacién
/ nitrato '\
’ NO,
NO 2

nitrito

nitrosonio \
/ NO, \

N O‘ nitrito N HzOH

hidroxilamina
\ N-O
\ 6xido nitroso /
el NH3

NO_ amonio

nitroxilo

6xido nitrico

~ N '
nitrégen Fijacion de

nitrégeno

Figura 1.8 Ciclo inorganico del nitrégeno.

Se destaca el rol de las tres especidexr@lel grupo nitrosilo, en el marco de su
intervencidn en procesos que involucrdanconversion de nitratos en amoniaco, 0
viceversa. Las diversas reaccionesl declo son catalizadas por complejas
metaloenzimas con caracteristicas espscjicas y estructues Unicas. En las
desnitrificaciones bactanas que convierten NOen N,*® se pueden distinguir 4
procesos consecutivos: 1) M@eductasa (NAR), una enzima que contiene Mo, que se
transforma en N@ mediante un proceso de tsé@rencia de grupo “oxo”. 2) NO
reductasa (NIR), que transforma NGCen NO; existen formas con Fe (del tipo
citocromocd;) y con Cu. En las enzimas de hiembpaso inicial esta determinado por

la coordinacion del N© al Fe(ll), bajo forma de NO seguida de la reduccion y
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subsiguiente liberacion del N@) oxido nitrico (NO) redetasa (NOR), que convierte
NO en NO. 4) NO reductasa, que convierte@ien N. Los mecanismos que operan
en los procesos rédox son dificiles de ddacj y constituyen actlraente un area muy
importante de investigacion. Se han obtergdtructuras cristalinas en varias de las
enzimas,' que han facilitado el estudio de mdsams. Una manera de abordar esta
problematica es el trabajo con modelosntiméticos, apoyandose en determinaciones
espectroscopicas diversas, estudios cingtig@alculos computacionales. Precisamente,
nuestro trabajo de Tesis comprende el usord®n complejo model a partir del cual
podrian verificarse transformaciones compkesla las que ocurren en las enzimas,
comprendiendo a las tres especies radtecconvertibles del fragmento {FeNO}n =
6,7, 8).

La Figura 1.8 no es completa, pues n@sdicitan las diferems especies acido-
base, y estan ausentes sustancias como la hidracida, dlie interviene en algunos
procesos, por ej. en la oxidaciéon de amonfaco.&® Man sido verificados otros
procesos en ciertas bacterias que conducen a la formacion gda péttir de N@ o
NO;, en lugar de N Uno de ellos es la llamadamonificacién, con liberacion del
producto al medio. Otro proceso esta medjaalociertas nitrito reductasas asimilatorias
de plantas y bactess que convierten NO en NH; (proceso con 6 electrones) cuyo
destino es incorporarsm rutas biosintéticds.Tampoco se detallan en la Figura 1.5 las
especies radicalarias que se postulan en los mecanismos de dichos procesos (NH
NHOH', etc).

A continuacion, nos limitaremos a una eedescripcion del estado actual en las
investigaciones sobre el mecanismo de NED-reductasas, pues son los sistemas mas
relacionados con el objetivo de este trabajl cual esta también relacionado con la
conversion de NO en NQHNO).

1.6.2 Las 6xido nitrico reductasas (NOR)

Siendo el NO el producto de reduccion momeetrénica del NO durante la
actividad enzimatica, las enzimas NOR singulares en las desnitrificaciones, por
cuanto debe formarse una nueva union N-& NOR contienen hemo en su estructura
y pertenecen a la familia de las citocromgg® Sin embargo, las;&(NOr) presentan
diferencias claves respecto des lmas famosas mono-oxigenasasgg Puna red de
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puentes de hidrégeno que facilitaria la madn de proton y una zona de densidad de
carga positiva, que funcionaria como sitio de unién del reductor NRMédiante las
estructuras cristalinas de formas salvajes y mutadas de gstBEOP), comparadas en
presencia y ausencia del nucleétido redycte ha puesto en evidencia un cambio
conformacional causado por la aGnidel NADH, previo a la &msferencia de hidruro al
sitio activo hemo-NO a través del canal de prot6hEsta transferencia de hidruro, que
involucra la transferencia de dos electromes seria posible frente a un aceptor de un
electron (por ej.: el hierro hémico), sin lastencia de otra molétauaceptora (por ej.:
una flavoproteina). Sin embargo, la sfarencia de hidrorde NADH o NADPH a las
P4so(NOTr) no requeriria de otro aceptor réd&e ha postulado el siguiente mecanismo

de reaccion para esteopeso (Ecs. 1.20, 1.21 y 1.28).

Fé' + NO— Fé"-NO (1.20)
Fe"-NO + NAD(P)H— intermediario+ NAD(P)* (1.21)
intermediario+ NO — Fé'" + N,O + H,O (1.22)

La naturaleza del complejo intermediahia sido propuesta en base a informacion
espectroscopica obtenida de experimentoszeshls sobre la enzima con agregado de
nucleétido reductor y de un ligero exceso de Ri@l mecanismo propuesto contempla
la distribucion de densidad de carga ewahplejo enzima-sustrato, segun se muestra

en la Figura 1.9:
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H
Fe ----—O< — > Fd" . N=0O" «—» Fd"__. N=O
H
NADH + H*
-N,O <
NAD+
H ¥
| . H . H
Fel):NZOH «—— Fe(“)---N\ > Fdhooe N\
| Vv OH OH
No

Figura 1.9 Mecanismo propuesto para el ciclo diéitao de la reducién de NO mediada
por Pis NOR), dependiente de NADH. (Falta NO&H(flecha 1) y NO (flecha 5)

Para que este mecanismo resulte operatasanatriz proteica debe proveer el
entorno adecuado para acomodar alleatdo reductor (lgura 1.10), en las

proximidades del sitio activo.

NH,
\
N—R H \—R
O  S—
N ~H
Transferencia N
de hidruro Q)
> —afFe—

|
S

Figura 1.10 Mecanismo propuesto para la transferencia de hidruro,&(Ner) y
formacion del complejo intermediario. Laamsferencia de hidrarocurre sobre una
forma mesomérica del complejo "~&O. El complejo intermediario seria un'Fe

(HNO).

En la Figura 1.10 esta representadae#ructura del podi® intermediario
Fe'(HNO) obtenido por adicién de hidruro a'R&©*.°° Sin embargo, a la fecha no hay
evidencia directa del mismo, aunque exisestudios computacionales y modelos
biomiméticod® que permiten evaluar su estabilidad y predecir sus propiedades

espectroscopicas-
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1.6.3 La guanilato ciclasa

Estudios realizados con las triEsmas nitrosiladas rédox —NONO' y NO—
mostraron gue Unicamente el Nfuede activar de manesanificativa a la guanilato
ciclasa soluble (GCs) y provociarrelajacién del musculoslh. Usando sal de Angeli y
acido bencenosulfohidroxamico como dadores de HNO/N® se observo activacion
de la enzima, indicando que en el med® reaccion el nitroxilo no seria oxidado a
NO"."?

Contrariamente, existen publicacionesieates que sefialan que el HNO podria
activar el mecanismo de catélisis de la G&sforma adicional a la activacion mediada
por NO/? La activacién de GCs por HNO, al igupie la activacién por NO, ocurriria a
través de la interaccidron los grupos hemo en esta@oroso Unicamente. En exceso
de HNO la enzima sufririanhibicion por modificacion irneersible de grupos tiol de
cisteina. Otros experimentos mostraron cplereemplazo del grupo hemo por la
protoporfirina 1X (grupo hemo desmetaladasulta en ciertactivacion, que seria
atenuada por agregado de HNO.

Los resultados informados a la fecha ez$p de la activaciode GCs por HNO son
controversiales. Hay evidencias impotes de la participacion de HNO en un
mecanismo regulatorio de GCs a travésnieraccion con grupdsemo y grupos tiof?

Estos ultimos resultibs colocarian al HN@n la categoria dgasotransmisqral igual

que el NO, el CO y el 8"y destacan la relevancia de comprender las caracteristicas
de la union F&"-HNO.
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Capitulo 2. Reduccién del [E€CN)XNO]® por 2 electrones: Formacién de nitroxilo
coordinado.

En este capitulo se presetagreparacion y caracteacion de un nuevo complejo
nitroxilado, utilizando la platafrma pentacianoferrato(ll). Relta conveniente anticipar
las propiedades del reactivaliaado, el ion nitroprusiat, cuya quimica es bastante
conocida, y en el cual se ha previsaoreduccién por Zlectrones del grupo NO

(nitrosonio).

2.1 Propiedades del ion nitroprusiato, [F&(CN)sNO]*

Este ion complejo pertenece al grupo {FeRi@}formalmente contiene Fe(ll) y el
ligando NO (nitrosonio). Por ende, es un inter@sapunto de partida para explorar la
reduccion del NQ que en general puede lograrse i@ quimica o electroquimica, y
en cuyo proceso se acepta tpgeelectrones se alojan erbivales antiligates vacantes,

conduciendo a reducciones predominargete centradas en el nitrosilo.

El ion nitroprusiato (NP) es una drogamercial, que se sintetiza en el
laboratorio mediante reaccion de hexacianatto(ll) con acido niiro. Es soluble en
medios organicos o en agua, dependiendaaraion. La sal soddica (SNP) tiene un
lugar especial entre los complejos nitradds de hierro, como agente hipotensor
altamente eficaZ,lo cual se atribuye a swc@én dadora de NO. El NO activa la
guanilato ciclasa en el musouliso vascular mediante aalinacion al Fe(ll) de la
enzima y labilizaciébn de su histidineans ello provoca aumento de la produccion
intracelular de cGMP, y relajacion de tausculatura lisa de los vasos, con la
consecuente vasodilatacidhos conocimientos adquirides la dltima década sobre la
participacion de la especie HNO/N@n la activacion de |&Cs, o en procesos
metabolicos, asi como sobre las caracteristieda conversion de HNO en NO libres o
coordinados, indican que la potencial fagidn de HNO a partir del suministro

farmacoldgico de nitroprusiatesulta un tépicale interés.

El NP es notoriamente inerte respecto a la labilizacion térmica delgués la
unién FE—NO" es muy fuerte. Por ello, la adtiad dadora del SNP presupone que
debe haber una reduccion del Nédordinado a NO, seguida plardisociacion de éste
del Fe. Estas reaccionkan sido estudiadas vitro, y efectivamente el SNP reacciona
con diversos reductores (Cr(ll), tiolatos, H8itionito, etc.), siendo que el producto
[F€"(CN)sNOJ® (caracterizado por EPR e IR) puede disociar MO= (10° s%).!
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Notoriamente, la reduccion del NP y posteliberacion de NO al medio ocurre

facilmente en presencia de Msible-UV cercana, segun la Ec. 2.1.
[Fe'(CN)NOJ* + hv — [F"(CN)sH.0> + NO (2.1)

Esta reaccion implica un proceso de s$farencia de electrones intramolecular,
con oxidacién del metal y reduccién de N@a formacién de FENO en el estado
excitado facilita la ngida liberacién de NO.

El carécter electrdfco del grupo {FeNO$ en el NP facita la reaccién con
varias especies nucleofilis como el ion hidréxiddaminas’ carbanione$,y tioles®
Las reacciones con tioles son bastante rapklas3—4 x 10° M s7).2 En general,
implican la adicion del nucledfilo al gpo {MNO}, con posterior descomposicion del
aducto y eventual oxidacién del nucledfilo.Eincipal producto de estas reacciones de
adicién/descomposicién es el ion [E&N)sH.O]*, que presenta una enorme
versatilidad sintética, pueshido a la labilidad del agua, puede generar una variedad de
complejos estables del tipo [REN)L]™ con ligandos L = N§ NO, NHs, py, pz,
CN’, NGO, , CO, etc. Muy importante es tambiérhecho de poder oxidar el Fe en estos
complejos, generando los analogos'{f@N)sL] Y.t Asi se comprende que aspiremos
a generar el nuevo ligando N@ HNO) en estos sistemas, contextualizando nuestro
principal blanco de estudio. Es de notar gagos de los ligandos L que se estabilizan
en la plataforma de pentacianoferrato siendirecto interés elas interconversiones
redox en los ciclos naturales.

Se han publicado muchos trabajaobre la reduccion electroquimica
(polarografia, voltamperometria ciclica, culombimetria) del SNP en soluciones
acuosas.Empleando un catodo de mercurio,ofeservaron dos reducciones sucesivas
reversibles: para -0,16 V (NHE) a p+6,5, y para —0,35 V, seguidas por una reduccién
irreversible multielectrénica en —0,76 V y@®@ potenciales mas negativos en -1 V.
El proceso que ocurre a —0,16 V a pi8,5 corresponde a la reduccién por un electrén

(Ec. 2.2). A pHs < 6,5 el potencial cambiaguee el producto labita cianuros (Ec. 2.3)

[Fe'(CN)sNOJ? === [F&(CN)sNOJ* (2.2)
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[Fe'(CN)sNO]* === [F&(CN),NOJ* + CN (2.3)

Las demas ondas han sido asociadas corekcciones 2.4 y 2.5 (potenciales a —
0,35 V a -0,76 V). Esta ultima correspondeun proceso de reduccién por dos
electrones. Finalmente la onda monoelect@mientrada en —1,1 V se asocia a la Ec.
2.6.

[F€'(CN)NOJ? === [F&(CN),NOJ* (2.4)
[Fe'(CN)sNOJ* <22 [FA(CN)sNH,OH]* (2.5)
[FE'(CN)sNOP <&== [Fe(CNNOJ* (2.6)

Estos estudios electroquimicos presentasultados complejos y dificiles de
interpretar aisladamente. Complementanclan estudios espectroscopicos, puede
mostrarse que el producto de reduccién por un electrd{dRNENO]*, es una especie
estable a pt+ 9.1° Sin embargo, a pHs menores, se genera una fraccién creciente de la
especie [FECN)NOJ*, pues existe un equilibrio entre las especies hexa- y
pentacoordinada (Ec. 2.3). La especie gmhee por reduccion d2 electrones ha sido
caracterizada ambiguamente, peomstituyé un antecedente valioso para nuestro actual
trabajo’ También se propuso la formacién de un producto de reduccién del
[Fe'(CN)sNOJ* por cuatro electrones, el ion [REN)sNH.OHJ*, el cual ha sido
reportado previamente por Olabe J.A. y ¢bls.

Olabe J.A, Estrin D. y cols. predijeron tedricamente las propiedades
espectroscopicas de la especie reducida por dos electfamssespectros IR y UV de
las especies estables [E@N)sNOJ*, [FE'(CN)sNOJ* vy [Fe'(CN)sHNOJ*, fueron
calculados usando técnicas DFT y ZINDOr&pectivamente. El espectro UV-visible
para el complejo [F€CN)sHNOJ® predice un valor para la banda MLCT-*(NO)
de 460 nm. Las bandas FTIR seccén en un rango entre 1338 y 1394 tpara las
vno Y entre 1955 y 2018 crhpara lasven. Estos resultados teéricos impulsaron la

elaboracion de la estrategia expentad de este trabajo de Tesis.
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2.2 Ensayos preliminares

El punto de partida de los estudios dduexion del NP fue la observacion directa
y espectroscopica de la reaccféente al reductor ditionito (8,2, en solucién acuosa

de pH 4 a 13 (Figura 2.1). La imagen niteedo que se observa al completar el

agregado de reactivo en cada caso.

Figura 2.1 Reduccion del anion nitropsiato con ditionito desodio (1:1, relacion
molar) en ausencia de oxigeno, a pH 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12 y 13, de izquierda a derecha

La Figura 2.1 muestra solacies de color azul o verdeoBl 4 y 5. Entre pH 7-12,
las soluciones presentan un maximo densidad variable en 445 nm. A pH 13, el
agregado de ditionito lleva a la colaa decoloracion de la solucidhfx = 394 nm)
del anion NP.

La reaccion observada a pHs 4 y 5 ha sido muy bien caracterizada
anteriormenté? y responde a la descomposicidal producto de reduccién por un
electrén del [F§CN)sNOJ*. El ligando NO de la especie reducida"[{@N)sNOJ*
induce la labilizaciébn del ligando CNen posiciontrans formando la especie
[Fe' (CN)NOJ?, de color azul. (Ec. 2.7).

[Fe'(CN)sNOJ*” == [F&(CN),NOJ* + CN’ (2.7)
Las concentraciones relativas de las especié$GRsNOJ* y [F€'(CN),NOJ*
en solucién acuosa son dependientes def®pA.pH acido (pH <<5) la especie

[Fe"(CN)LNOJ? es la predominante; su formacién se debe a la eliminacién de cianuro
por protonacion (Ec. 2.8).
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CN + H <= HCN (2.8)
A pH >8, predomina la especie [REN)sNOJ*~ en el equilibrio 2.7.

A pH 13, se obtuvo una solucién incoloEsto se debe a que el complejo
[Fe' (CN)sNOJ*™ adiciona OH a este pH y forma el complejo [REN)sNO,]*" (Ec.

2.9) que se acuatiza segun la Ec 210.
[F€'(CN)sNOJ? + 20H ——= [F8(CN)sNOZ]* + H,0 (2.9)
[FE"(CN)sNO,]* + HO —— [F&(CN)sH,O* + NO;~ (2.10)

El espectro de absorcion del [F8N)sH.O]>” muestra unméaximo de baja
intensidad {max= 440 nmg = 640 Mt cm™)

A 7 < pH < 12 se observo la formaciéon de un maxima emd45nmA pH 10 se
obtuvo la maxima absorcion,una rapida descomposiciongillevé sucesivamente a la
obtencién de [FECN)sNOJ*, y NP. A pH 7-8 se obto un rendimiento 15-20%
menor que a pH 10 en la formacion del nu®ygs, sin embargo, la estabilidad del
complejoPyys resultd significativamente mas aljfae a pH alcalino, sidetectarse la
descomposicion oxidativa. Por su parte alfgHse formo sélo una pequefia cantidad del
P45, ya que a este pH operan tambéstcs 2.9y 2.10.

Dado que se advirti6 que la reaccién 2.7 disminuia el rendimiento de re&ccion,
se realizaron ensayos a pH 10 con el gapgle de cantidades vables de cianuro (CN
INP= 5:1, 20:1, 100:1, y en ausencia danuro). Los rendimientos maximos se
obtuvieron con agregados de 5 a 20 vedescianuro, respecto del NP. Cantidades
mayores (100:1) condujeron a la formacion de (E8)e]* .

El rendimiento en la obtenciéon del compldpass se vio favorecido por el
agregado de un agente quelamtieEDTA (acido etilendiamotetracético). EI EDTA,
ademas de atrapar iones’Op Mg?* presentes en la solucién acuosa, atrapa otros iones
metalicos (M") provenientes de la descomposicion térmica del complejo
[Fe'(CN)sH-0]*, que se forma por la labilizacion del ligando 8D [F€' (CN)sNOJ>~.

32



Capitulo 2. Reduccién del [E€CN)XNO]® por 2 electrones: Formacién de nitroxilo
coordinado.

Estos ensayos preliminares permitieron elaborar un protocolo éptimo de obtencion del
P445 para abordar estudios daracterizacion cuyos detallesperimentales se incluyen

en el capitulo 5.

2.3 Estequiometria de la reecién de reduccién del [F&(CN)sNO]*

El ditionito de sodio (N#&,0s, SDT) es un reductor de dos electrones. Por
ejemplo, frente a oxidantes monoelectronicds,([F€" (CN)s]*), su estequiometria de
reaccion es [842]/[Fe"(CN)>] = 1:2 En este trabajo hemos verificado una
estequiometria similar para la reaccion con el ion NP!(@®sNOJ*, lo cual es
consistente con el mecanismo postulado paraccion reductora del ditionito, Ecs.
2.11-2.12:

S,07 = 2SG° (2.11)
SO, + [Fe'(CN)sNOJ* + 20H — SO;> + [Fé'(CN)sNOJ*™ + H,0 (2.12)

La Ec. 2.12 y la Figura 2.2 revelan taduccion monoelectronica del NP,
generando [FECN)sNOJ*™ (Amax = 348 nm y 440 nmg = 3.5x 10°y 5.5x 10 M cnv
! respectivamenté?, con un rendimiento del 90%. Eg notar que desde el comienzo
de esta reaccion se observo una ligeraralisoen 445 nm, que luego decayo frente al
agregado del resto deG®? ", hasta que la especie [FEN)sNOJ* alcanzara su maximo
de absorcion. Este hecho sugiere y anticipa qugdaf Sodria reducir por 2 electrones
al inicio (445 nm), produciéndose rapigkante una comproporcionacién del producto
con el NP aun en exceso, generando el complejo de NGCIFENO]*". De ahi que se
explorara la posibilidad de que [REN)sNOJ* pudiera ser adicionalmente reducido
por un exceso de;S,%, visto que éste es un reduchoerte. Efectivamente, la Ec. 2.13
y la Figura 2.3 muestran que s#gundo equivalente convierte al [f@N)sNOJ*~ en
una solucién de color rojo anaranjado cbmx = 445 nm, que provisoriamente

identificaremos com®@aas.
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SO, " + [FE'(CN)sNOJ* + OH — SOs* + HO +Pass (2.13)

Absorbancia

T

200 300 400 500 600

A /Inm
Figura 2.2 Espectros UV-visible durante el ragado del primer equivalente de
reduccion a la solucién de [REN)sNOJ*. Formacién dePsss como intermediario y
obtencion de [FECN)NOJ*. [NP] = 2,5x 10% M; [CN] = 1,25x 10° M; pH 10;
buffer PQ* 0,003 M;I = 0,1M (NaCl); T = 25.0 °C.

Absorbancia

200 300 400 500 600 700
A /nm

Figura 2.3 Espectros UV-visible durante el regado del segundo equivalente de
reduccién a la solucién de [REN)sNOJ*. Formacion dePsss [NP] = 2,5x 10* M;
[CN] = 1,25x 103 M; pH 10; buffer P@* 0,003 M;l = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

El complejo P45 no resulté estable a pH 10. rPello, una vez alcanzado el
maximo de absorcion en 445 nm se llevgiddmente a pH 6-7 por agregado de HCI,

lograndose una notable estabilizacion whedmo méximo en 445 nm. Previamente a
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este agregado se afiadié un ligero exceso,@ S(5%), para mantener el ambiente
reductor durante el cambio de pH y asegalamaximo rendimiento en este paso clave.
El exceso de £,> se pone en evidencia por su absorbancia caracteristica a 315 nm.

Esta operacion se visualiza erespectro de la Figura. 2.4.

Absorbancia

200 300 400 500 600
A /nm

Figura 2.4 Espectros UV-visible que muestrda adicion de un 5% de reductor.
Formacion dePsss [NP] = 2,5x 10% M; [CN] = 1,25x 10° M; pH 10; buffer PG*
0,003 M;l = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

De esta manera se obtuvieron los mejores rendimientegglexpresados por las
absorbancias maximas a 445 nm. En consetalela estequiometria de la reaccion
global de formacion dB44s queda expresada porEz. 2.14, y la Figura 2.5:

S,0,% + [Fe'(CN)sNOJ* + 30H —
— 2SQ” + H0 +Pyss ([Fe' (CN)sHNOJ®) (2.14)
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Figura 2.5 Espectros UV-visible que muestran la adiciéon de H&GkJ = 2,5x 10 M;
[CN] = 1,25x 103 M; pH 6-7; buffer P@* 0,003 M;I = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

En definitiva, y dado que eb&4* y el [F€'(CN)sNOJ?* reaccionan en relacién
molar 1:1 para formar la espediass, podemos asignarla teivamente como un

miembro de la serie [EECN)sL]™ , donde L seria HNO, o eventualmente NO

2.4 Caracterizacion espectroscopica de,R2

2.4.1 RMN'H

En la Figura 2.6 se muestra el espectro de RMN(500MHz, solvente
H.O/D,0= 75:25) del complej®445 a pH 6, en el cual se aprecia una sefial singléte a
= 20,02 ppm. Esta puede atritagral protén del grupo nitxilo, HNO, sobre la base de
haber identificado resonams similares de protonea campos bajos para otros
complejos metalicos que inequivocamente contienen este ligando (Tabla Pata.
confirmar la asignacién anterior, se htlizado nitroprusiato enriquecido cdnN,
[F€'(CN)s*°NO]*, como reactivo (Figura 2.6[| espectro de RMRH del producto de
reduccién de[Fe'(CN)s™NOJ>~ mostré6 un doblete cuyecentro estaba ligeramente
desplazado de la posicion del singlete.cbastante de acoplamiento medidales =
71,14 Hz.
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20.5 20 19,5 [ppm]
Figura 2.6 Espectro de RMNH del complejoP4ss obtenido a partifFe(CN}NO]* en

abundancia natural enriquecido/Fe(CN)">NOJ*". [Pasg= 2,8 x 10° M; [CN TJinicial =
0,056 M; pH 6; buffer Pg§ 0,03 M;l = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

Fragmento que contiene RMN H Ref.
eI NG 3 (ppm) | Inn(HZ)

[Ir'"HNO(H)(C)(PPh)-] 22,75 77,6 16
[OS'HNOCI(CO)(PPh);] | 21,20 75 17
[REHNOCI(COX(PPh),] | 20,66 66,2 18
Pass 20,02 71,14 Este trabajo19
[RU'HNO(‘py™'Sy] 19,56 72,5 20
Mb"HNO 14,80 72 2

Tabla 2.1 Complejos con HNO como ligando: comparacion de desplazamientos
quimicos y constantes de acoplamiento efiNey 'H.

El valor de la constantl.4 esta en el rango esperado para un protén que se une a
un N con hibridacién $pel cual esta coordinado a oretal de transicién. Dicho valor
es similar al de otros complejos pseudo-@diwos de metales de transicién que tienen
en su estructura al ligando HNGSe incluyeron en la Tabla 2.1 los valores para el
complejo de HNO con la mioglobina, MBNO.*

El desplazamiento observado en el hidrogeno del complejo de nitRxijse

debe a que el centro metélico retira ddad electronica del éorno electrénico que
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rodea al proton, quedando el atomo de hidnogmenos protegido. La consecuencia es
que el proton resuena a un campo magoétieenor, 0 sea con alto valor de
desplazamiento quimico. Debe notarse alevalor de desplazamiento quimico
reportado para el protén déroxilo del complejo MBHNO es inferior a los restantes y
cercano al de un porfirinato de RINO,? posiblemente por el apantallamiento del
ligando porfirinico sobre el entorno daloton observado. Los experimentos de RMN
'H proveen una evidencia concluyente celeligando L coordiado al fragmento
[Fe'(CN)s]* contiene el grupo HNO, discrimindo asi respecto a la posibilidad que
esté presente eltndxilo desprotonado, NO En adelante, como se indica en la Tabla
2.1, identificaremos Bass como el ionFe'(CN)sHNOJ>.

242 FTIR/ATR

2.4.2.1 Espectros FTIR/ATR en solucién

Los espectros ATR/FTIR d®y45 en abundancia isotOpica natural, muestran que al
completar el agregado deG* (1:1mol) se observa la desaparicién de las frecuencias
de estiramiento caracteristicas del ion"[E&)sNOJ* (vno = 1938 cm’, ven = 2143
cm %),% en paralelo con la formacidfe nuevas bandas en 1384 y 2086/2040 .cAl
marcar cor°N se observé un corrimiento del pico de 13841352 cm® (Figura 2.6).
Este corrimiento isotépico de —30 cm® apoya su asignacién al estiramient@. El
valor concuerda con las frecuencias repodagutra otros complejos similares del tipo
[M"XsHNOJ* (Tabla 2.2)2 2+ 16 2%jendo queno es notoriamente mas baja que en los
complejos nitrosilados mas oxidados. E#bla 2.2 puede verse que la naturaleza del
metal y de los coligandos influyen solvg, en un rango alrededor de 1350-1400cm
para M(Il) y valores mayores para M(lll).
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1352
1384

1480 1440 1400 1360 1320
v/iem?

Figura 2.7 Espectro FTIR/ATR (zona ampliada en lgoncristal de germanio) del
complejo Pass en abundancia natl y enriquecido cort®N. [Pag= 2,8 x 1073 M;
[CN Tinicial = 0,056 M; pH 6; buffer P& 0,03 M;I = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

Compuesto IR (Vno) Ref.
(cm)

[O9'HNO (CO) Ch (PPh)] 1410 17a
[I'""HNO (H)(Cl)(PPh),] 1493 16
[RU'HNO(‘py™'S,] 1358 20
[REHNO (COXCI (PPh)] 1376 18
p445 1384 Este tr&ao, 19
Mb"HNO 1385 24

Tabla 2.2 Frecuencias IRv{jo) para complejos del tipo [MXINO]*

Los valores decy en 2086/2040 ci merecen un comentario. Si bien el primer
pico es razonablemente asignable al ior (EB)sHNO]J*™ (pues los estiramientos de
cianuro suelen aparecer a mayores frecuencias cuanto mas aceggarel sexto
ligando L) el pico de 2040 crhes llamativamente similar al que se reporta para el
[Fe'(CN)g]*". Visto que para la obtencién de estos espectros es necesario trabajar en
soluciones concentradas, es posible gukadbanda provenga de un reordenamiento de
los cianuros luego de dimerizaciones Yilizaciones. Esa banda también podria
corresponder a un dimero (ll, Il) puenteado por cianuros.
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Analicemos ahora el espectro IR comparando con otroSQR&L]%, que
incluyen a los complejos nitsilados mas oxidados, listados en la Tabla 2.3. En lineas
generales los complejos lig@s presentan vibraciones lernzona de 2080 a 2100 ¢m
gue se asignan a los modos axiales y ecuatorialegndg no sufren corrimiento con
>N. Las vibraciones en la zona de 1300 a 1900" @stan asociadas a modos de
estiramiento del enlace-®. La tendencia de las frecuencigg en la conversion de
[Fe'(CN)sNOJ*™ (1945 cm®) a [FE(CN)sNOJ* (1648 cm) y a Pass (1380 cm?)
refleja que las reducciones sucesivas estdutradas en el grupo nitrosilo. Corresponde
también comparar la frecuein del HNO coordinado (1380 chicon la del HNO libre
(1510 cmY), lo cual es consistent®n un caracter de aceptodel ligando HNO en el

complejo de F&

Compuesto v/cmt | Asignacion Ref.
[Fe"(CN)sNOJ* 2142 Ve 13
1936 VNO
[Fe' (CN)sNOT™ 2088 ven -
1648 VNO
[F€"(CN)sN(O)CH,.C(CHs),OH]* | 2080 VeN 10
1400 VNO
[F€"(CN)sHNO/ NO 37 1955- ven 12
Célculos teodricos 2018 VNO
1338-
1394
[Fe' (CN)s(NOSEN)F 1380 VNO 13
P445 2097 e Este tr&dao
Solido (FTIR) 1383 VNO
P445, pH 6 2086 — Este trdajo, 19
Solucion (ATR) 2040 Ven
1384 VNO
P445, pH 6 2100 S Este trdajo, 19
Solucion (Raman Resonante) 1380 VNO
1304 VNO
1214 -

Tabla 2.3 Comparacion deno Y ven para diferentes especies nitrosiladas:* NGO,
NO /HNO, N(O)CHC(CHs),OH, NOSEt coordinadaal fragmento [FECN)s]* con
los valores obtenidos palPass por distintas técnicas.
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El ligando HNO puede considerarse simid grupo de los aril y alquilnitrosos,
RNO. Por elo en la Tabla 2.3 también se incluyé al ion
[Fe' (CN)sN(O)CH,.C(CHs),OH]* . La Figura 2.8 muestra las analogias estructurales,

gue también alcanzan a los complejodlagos con nitrosotiolatos, M-N(O)SR.

a) 5 b) 5 C) -
/OT /OT /OT

Fe— N Fe— N Fe— N

g \, \

SEt

Figura 2.8 Estructuras para el complejo [FEN):N(O)R] donde R =
CH,C(CH;)20H (a), H (b) y SEt (c)

2.4.2.2 Espectros de FTIR en fase sélida

Vistas las dificultades pa aislar el compuest®yyscon cationes monovalentes, se
logré la precipitacion de un sélido agregando ZpS@&ido a una solucion concentrada
de [FE€(CN)sHNOJ*. El espectro FTIR se muestra en la Figura 2.9.

Ya i

2097

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v/cm?

Figura 2.9 Espectro de FTIR de [FECN)sHNO]J* precipitado con Zfi.

Siendo que el espectro muestra picos en 2097 y en 1383 asignables a
[Fe'(CN)sHNOJ*, el resultado no presenta novees respecto a los espectros en

solucién. El sélido es muy probablementea mezcla compleja con otros componentes,
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como sales de hexacianoferrato. Una presadm critica de estos resultados se amplia

en el Capitulo 5.

2.4.3 Espectroscopia UV- visible
En la Figura 2.10 se muestran lespectros UV-visible de los complejos
[Fe'(CN)sNOJ*, [F'(CN)sNOJ*, y [Fe' (CN)sHNOJ*.

Absorbancia

200 300 400
A/nm

—

500 600

Figura 2.10 Espectros UV-visible de las espediEg' (CN)sNO]%, [Fe" (CN)sNO]*" y
[Fe" (CN)sHNO]*". [C] = 2,5%x 10* M; [CN] = 1,25x 10° M; pH 10 (para NOy NO)
y pH 6 (para HNO); buffer P® 0,003 M;l = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

Los espectros presentan faguientes caracteristicas:

> Una banda intensa en la regién U¥200 nm) cuya posicién no depende de la
identidad de L. El complejo [F€CN)sHNO]J* absorbe en 225 nm, tal como se predijo

por célculos teérico¥, y a lo observado con otros [REN)L]™, (L = NO', CN,
etc.)?°Esta transicion se apia a una transferencia de carga (MLCJFd)— n*(CN).

> Por analogia con complejos [RENN(O)R] (R = H!? CsHsNOZ
N(O)CH,C(CHs),0H),*° la banda de [F¢CN)sHNOJ*™ en 445 nm se asigna también a

una transicion MLCT, desde orbitalds del Fe hacia los orbitales® vacantes del

ligando HNO. Estas bandas desaparecen por accion de oxidantes, y su energia depende
de la reducibilidad de L. El valor de 445 mwmmpara muy bien con el valor teérico de

460 nm*?
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> Los complejos de la Figura 2.10 presentan hombros en la zona de 250 nm, que
son asignables a transiciones d-d.

En la Tabla 2.4 se resumen los datos espectroscopicos pX@NREe]*, (L =
NO*, NO) y [F€(CN)sN(O)RJ (R = H, CHC(CHs),0H y GHsNO).

Complejo Amax Emax Asignacion Ref.
(nm) | (M*em?)
200 24000 | M—r*(CN) %
[Fe'(CN)sNOJ* 238 700 d-d
264 900
330sh 40
394 25 M—m*(NO)
498 8
200 12000 | M—r*(CN) 10
[Fe'(CN)sNOJ* 430 550 d-d
345 3500 | M—n*(NO)
240 - M—om*(CN) | ™
[F€'(CN)sHNO/NO 1> 338 - d-d
518 -
532 -
330 - M—m*(NO)
460 - M—>m*(NO)
[F€"(CN)sN(O)CH,C(CHs):OH]® | 250 | 8900 0
476 5100 | M—n*(NO)
[Fe' (CN)sNOCeHs] ™ 528 | 5300 |M—m*(NO)|
225 12000 | M—r*(CN) | =
[Fe'(CN)sHNOT* 236sh - d-d trabajo, 19
445 4000 | M—7*(NO)

Tabla 2.4 Maximos de absorcion e intensidadagbandas para las series de complejos
[F€'(CN)L]® (L = NO*, NO) y [Fé'(CN)s(NO)RT*".

Los espectros UV-visible del compldfassa pHs 6 y 10 no presentan cambios en

la banda de absorcion de 445 nm.

2.4.4 Raman Resonante
Estos experimentos se realizaron corl' (E&)sHNO]* a pH 6, irradiando con un

laser de Af (457,9 nm). Visto el maximo en 445 nm, deben activarse las vibraciones
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acopladas con la transicion electronica geenos asignado como de caracter MLCT.
En la Figura 2.11 se observan los espectros d¢@RBsHNO]J* sintetizado a partir del
precursor en abundancia isat@pnatural y enriquecido cdiN. Las bandas en 2100 y
565 cm' no se corren con la marcacion, y por ende se asignan § al modo
combinad®e.-dvre-cn FESPECtivamente, por comparacicon modos relacionados para
complejos [F&(CN)sL]®™ (L = NO*, NOR, piridina, 4-cianopidina, pirazina, etc3® **

19 Por su parte, las bandas de 1380, 1304, 1214 y 662 sencorren a 1350, 1286,
1204 y 649 cit con la marcacién deN (Figura 2.10). Las dos primeras se asignan a
modos de estiramiento simétrico y antisimétricovge La banda en 662 cthes una
mezcla de 10s ModosreNOre-no €N posicion similar a la observada para el

nitroprusiatd® y para MBHNO. La asignacién de la frecuencia a 1214%aes dudosa.

0O 700 1400 . 2100 2800
1
Av/cm

Figura 2.11 Espectro Raman resonante del complejd (E&)sHNO]* pH 6, con™N,
15N, [Paag = 2,2 x 10° M: [CN Tinicial = 0,044 M: pH 6, buffer P& 0,03 M:| = 0,1M
(NaCl). T = 25.0 °C.

Comparando con los resultados obtenidms las técnicas de RMN, FTIR/ATR, y UV-
visible, la espectroscopia de Raman Resenamnfirma elegantemente la presencia del

ion [F€'(CN)sHNOJ* en las soluciones acuosas.
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Capitulo 4. Reactividad del farmaco hidroxiurea coordinado al pentacianoferrato: un
precursor de nitroxilo.

Se presenta una revision de los antecedentes en la quimica y bioquimica de la
hidroxiurea (H,NC(O)NHOH, HU), seguida por la sintesis, caracterizacion y
reactividad de un nuevo complejo formado a partir de la reaccion entre HU y el

pentacianoferrato(III).

4.1 Propiedades de la hidroxiurea

4.1.1 Antecedentes farmacologicos

La HU presenta similitudes estructurales con la urea, la hidroxilamina y la N-
hidroxiguanidina, el intermediario en la biosintesis del NO y posiblemente del HNO.
(Figura 4.1). Las comparaciones entre a, b, ¢ y d sugieren que las funciones biologicas

de HU pueden relacionarse con el atomo de nitrogeno hidroxilado, adyacente al grupo

carbonilo.
O O NH
H, NHOH H,oN NH, NH,OH H,N NHOH
a b C d

Figura 4.1 Estructura de a) hidroxiurea, b) urea, ¢) hidroxilamina, d) hidroxiguanidina.

En los comienzos se investigd a la HU como agente antitumoral en casos de
cancer en cuello de utero.' Actualmente la HU se emplea en el tratamiento de anemia
falciforme,” ® leucemia cronica, y psoriasis severa.! También puede funcionar como
agente antirretroviral, bloqueando a la ribonucledtido reductasa y provocando la
inhibicion de la sintesis proviral del ADN.’ Este comportamiento proporcioné la base
para el estudio de la inhibicion de la enfermedad de inmunodeficiencia humana (VIH),
por lo que HU es empleada ocasionalmente para la terapia de SIDA.°

La administracion de HU no presenta un impacto significativo en los mecanismos
celulares en los sistemas bioldgicos. Sin embargo, el mecanismo molecular detallado de
HU en el tratamiento de la anemia de células falciformes sigue siendo poco descripto, y
su eficacia clinica ha sido principalmente atribuida a un aumento en el nivel de la
hemoglobina fetal (HbF).” Los pacientes se benefician del tratamiento con HU antes de
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que sus niveles de HbF aumenten, por lo lpgeefectos positivos de esta droga no
pueden ser completamente explicados paugiento de nivel de HbF, sugiriendo otros
mecanismos de accién. En este sentiddHlaes reconocida como dadora de NO,
aungue no existe una comprension detallada del mecanismo molaculas. Se ha
postulado la formacion de otros derivadusogenados como intermediarios, entre
ellos el HNO (seccion 4.1.3).

4.1.2 Vias de descomposici@xidativa de la hidroxiurea
King, S.B.? postulé que la oxidacién de HU (usando como oxidante catalasa y
H.,O,, peroxidasa, entre ros) produce no solo NO sino también HNO, segun

mecanismos que se muestran en la Figura 4.2.

a) NlLCONHOH —1* »  NRCONHO —— > NO- CO¢NH;
D (2) Radical nitroxido

b) NH,CONHOH ¢, NBHCONHO___, NBCONO-"?°

Q) (2) Radical (3) C- nitrosoformamid
nitroxido

T !

NH,COOH+ HNO *® ., NO

‘HCOZJ, NH;

H,O
¢) NH,CONHOH—> NKHCOOH+ NHOH—*»> NO
@ —>COps NHy

Figura 4.2 Degradacion oxidativele la hidroxiurea.

En la ruta a), la oxidacion de HU hadbrmar NO (proceso de 3 electrones)
comienza con la formacién del radical éxido, que puede desgporcionar para dar
NO y NHs. Alternativamente, la ruta b) pokiua oxidacion por 2 electrones de HU
para formar una C-nitrosoformamida (dedo acilnitroso), que puede hidrolizar
formando CQ, NH; y HNO; este ultimo seria precursor de NO. Una tercera opcion c)
postula la hidrélisis de Hipara formar acido carbamico, MNEO,H, que genera CLy

NHs, e NHOH, precursora del NO.
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4.1.3 Oxidacion quimica de la HU
El tratamiento quimico déa HU con oxidantes (Ce(S{)Cu(SO) , H,O,)
conduce a la formacién del radical nitroxido, X¥O)NHO, (Ec. 4.1) caracterizado

por espectroscopia EPR, el cual puede vivir mas de *thora.
NH,CONHOH 2 LIP30 NJIGONHO" 1) (4

La identificacion de BO al completarse la reaccidbn hace evidente la
intermediacién de HNO. A continuacion del @linitréxido se forra el intermediario
C-nitrosoformamida, BNC(O)NO, identificado por ldormaciéon de un producto de
cicloadicion en presencia de 9,10-dimetitaceno (9,10-DMA). En ausencia de 9,10-
DMA se forma &cido carbamico §NCOOH) y HNO (Figura 4.3

N,O

NH,CONHOH 2%, NBCONHO- %>  NHCONO—— > NRCOOH+ HNO-1e» NO
HNO
lg,lo DMA \—>C02+ NH3

O

Figura 4.3 Descomposicion de HU en presencia deOi Atrapamiento del
intermediario C-nitrosoformamida con 9,10-DMA.

El producto de cicloadicion de la Figuéa88 puede sufrir una reaccion retro-Diels
Alder, liberando la C-nitrosoformamida. (Figura 424)
O Nzo

OTZ\NHR +HNO-H,0

P /\ retro Diels
%/ —Alder . RNH,CONO ™2 » RNHCOOH + HNO
/ ~

Figura 4.4 Retro Diels Alder del adtto acil nitroso 9,10 DMA
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El FeCk'® y el Fe(ClQ)s'* también oxidan HU, formando una variedad de
compuestos nitrogenados entre los que destacagOely\el radical riroxido de la HU.
De forma analoga, el oxovanadio(V) a m@dido funciona como oxidante de HU,
formando NHOH, el derivado acilnitroso o el radiaatroxido de la HU, estos ultimos
precursores de HNO y NH® Mas recientemente, fue reportada la descomposicién
oxidativa de HU mediada por un complejo de rutenio,"[i@dta)(HO)]” en presencia
de H0,® que conduce a la formaciéon de NG NO,. Todos estos estudios con
oxidantes diversos muestran resultades interpretacionesestequiométricas y
mecanisticas aun muy preliminares, aunqueesegila formacion de HNO en la ruta de

descomposicion oxidativa del farmaco.

4.1.4 Oxidacion biologica de la hidroxiurea

Las metaloproteinas pueden descomporarHl formando NO. Las superéxido
dismutasas de cobre y zinc pueden medigoeroxidacion de HU para dar NO, en una
reaccion de tipo Fenton en la que interviene el radioal.’’ Como ejemplo de
proteinas de hierro que descompohiJ destaca la oxihemoglobina (H)(Ogue forma
el radical nitréxido de la HU ademas de methemoglobina '(fFb) vy
nitrosilhemoglobina (HbNO) (Figura 4.5).La formacién de HbNO involucra la
transferencia especifica de NO del grupo -NH®H.

NH,CONHOH "%, NH,CONHO + MetHb + HbNO

Figura 4.5 Reacciéon de Hb®y HU

La desoxihemoglobina también puedesammponer a la HU, mas rapido que la

oxihemoglobind? EI mecanismo propuesto se presenta en la Figurd 4.6.

H,0
2Hb
NHZCONHOH%> 2Hb* 2HU . 2NH,CONHO' T» NH,CONO
Urea + 20H NH,CONHOH (

CO,+ NHy+HNO

Figura 4.6 Descomposicion de HU por desoxihemoglobina
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La descomposicién de HU podsar iniciada tanto por M, como por HB; en
este ultimo caso un mol de HU es congionen la oxidacion de Hb para dar MetHb
(Fé"Hb, Hb' en la Figura 4.6) y se recupera lendesproporciéon de dos moles de
radical nitréxido derivado delU. De manera similar, la peroxidasa de rabano consume
HU en presencia de -8, formando NO y MO La catalasa/ pO, da origen a
productos mas oxidados como NQ@ NO;~.*? Estos mecanismos son relevantes a la
hora de interpretar las bases moleculares de la accion de la HU en la anemia perniciosa,

aun no elucidadas.

4.2 La hidroxiurea coordinada en las plataformas pentacianoferrato

Se vuelve a seleccionar a los pentacianoferratos(ll) y (lll) como modelos para
estudiar la coordinacion de HU, y su evahtaxidacion mediada por el centro metalico.
Con esta hipétesis experimental, se bustarpretar el proceso de activacion del
farmaco HU en condiciones biolégicamentdevantes, y determinar la capacidad
dadora de NO y/o de HNO. Se describersilatesis y caracterizacion de un nuevo

complejo y aspectos de su descomposicion y reactividad.

4.2.1 Aislamiento y caracterizacion del complejo 4gs

En ensayos preliminares (Capitulo S obtuvo un complejo de coordinacion
color rojo Qmax = 465nm, Pges), a partir de la r&ccion entre el precursor
[Fe'(CN)sH.0]*” vy HU, en presencia de oxidantes (por epO}), en solucién acuosa.
Partiendo de soluciones TOM en P45 obtenido en una mezcla de metanol/agua
(90:10,Amax(veorragua= 480 nm), el agregado de éteetdlico indujo laseparacion de un
precipitado rojo, que fue lasgla con etanol y éter y lleda a desecador. Los resultados
del microanalisis se muestran en la BaHdll, en base a frmula indicada. La
termogravimetria de aguas y la determinadérsodio por emision son consistentes con

dicha formula.
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% % calculado para
Elemento | Experimental | Nag[Fe(CN)sNOC(O)NH;].2H,O
C 19.8 19.75
N 25.8 26.86
H 1.6 1.66

Tabla 4.1 Datos experimentales de micnddisis y datos calculados para
Nag[Fe(CNENOC(O)NH,].2H.0.

En la Figura 4.7 se muestra el espectro FT-IR del sBligkobtenido.

AT

1630

1730
1302

2090

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v/cm?

Figura 4.7 Espectro infrarrojo del solid®ses

Se destaca una banda de absorcién ancha er32WD cm', que asignamos a
estiramientos OH y NH. El pico en 1630 Cnes tipico de la deformacién HOH. La
sefial intensa em 2090 cm* corresponde a estiramientosNCde cianuros coordinados
a un M(ll), conteniendo un ligando it-aceptor moderadd.as frecuencias en 1730 y
1302 cm' se asignan a modos de estiramiento de CO y NO, respectivamente. La
asignacion deco es consistente con la @vgacion de un pico en 1735 nasignado a
especies transientes del tipo acilnitroso, PhC(OJNEBL valor devyo es tipico de
nitrosoderivados (N=0O). Hhasido reportados valores esa zona de frecuencias
(13006-1400 cm?) para varios metaloHnosoalcanos, por ej.:
[Fe' (CN)sN(O)CH,C(CHs)-.OH]*,*® [F€'(CN)sN(O)CHs]* >  para nitrosotiolatos,
[Fe'(CN)sN(O)SELf, asi como para el complejp.¢”
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El espectro UV-visible n&ird una banda Unicaax (agua= 465nm, ¢ = 4000+300
M~ cm™), anéloga a lo que se observa erclamplejos arriba explicitados. Discutimos
el tema en la sec. 4.2.3, luego de undesis efectuada en condiciones muy bien
controladas. En condicionesaamnobicas y a pH 6-7, se ceng el maximo en 465 nm
durante horas, aunque mediante oxidacionbauestivas, se observa el decaimiento de
la banda anterior, siendo que los sélidosadis$ presentan a su vez nuevas bandas en el
IR, en 2143 y 1945 crh caracteristicas del anién nitroprusiato, "[EN)sNOJ* %
Dado que la reaccién con,@esulta dificil de controlaren varias repeticiones del
procedimiento se obtuvieron mezclas, claramente evidenciadas en la zona de
estiramientos C-N de cianuros. Algunaseparaciones sugieren que los solidos
contienen impurezas de tipo monoméricafpértico, caracteristicas de la quimica de
complejos pentacianoferratpsienteados por cianuro, cuf@macion es favorecida a
las concentraciones utilizadas.

En conclusion, el nuevo ligando,{CO)NO muestra su coordinacién en la
plataforma de pentacianoferrato(ll), en dae se estabiliza fuertemente por via de
uniones o-n. Este ligando acilnitroso es la rMitrosoformamida postulada en las

reacciones de descomposicimla HU libre (seccion 4.1.3).

4.2.2 Estequiometria de la reaccién de HU y [FgCN)sH,0]*

Los resultados obtenidos en los ensaye$irpmares y durante el aislamiento del
sélido P45 indican que se forma un complaeje coordinacion con HU oxidada, donde
la especie activa oxidante es el ion"{F@N)sH,0]*. Dado que las propiedades de
absorcién de esta especie son conocisesfectudé un estudio estequiométrico de la
oxidacion de HU con este reactivo. Se prapar soluciones de igual concentracion de
HU y [F"(CN)sH-O]* (0,05 M en buffer fosfato 0,02 M, pH 7Lz 1M NaCl). El
[Fe" (CN)sH,0]? seobtuvo por disolucién de Magre(CNyNHs].H-0.*

a) Valoracién espectroscépica de la solucién dé'[E&)sH,0]*: Se tomé
una alicuota de la solucién de [REN)sNHs]* en atmésfera de argén y se diluyd a 2 x
10* M; se hizo un primer ajuste a pH 11 y luego de 15 min, se llevé a pH 7. De esta
manera se obtuvo una solucién anaerébica de({F)sH.0]*, 2 x 10'M, a pH 7. A
una alicuota de 3 ml de ésta se anfadi@xoeso de acido ascorbico sdlido; el acido
ascorbico redujo al complejo [FECN)sH20]* formando el [F&CN)sH201*™ (hmax =
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440 nm,e = 640 M* cm%). Debido a la baja absortividad molar del"{{@N)sH.0]* se
realizé su cuantificacién por sustitucion igando acuo con isonicotinamida. Después
de unos minutos, se adicionaron 0,4 miude solucion 0,2 M desonicotinamida en
condiciones anaerébicas. lfarmacion del complejo [F¢CN)s(isonicotinamida)
resulta cuantitativa y puede determinasse concentracién satisfactoriamente por
espectroscopia UV- visiblgmax = 435 nmg = 4570 M* cm *.*°

b) Reaccion entre [FHCN)sH,0]* y HU. Valoracién espectroscépica de
[Fe" (CN)sH-0]* en el producto de reaccién: De igusnera que en a), se prepar6 una
solucién 2 x 10* M de [Fé'(CN)sH,0]*, a la que se agregé un exceso de HU (2,7 x
103 M). Después de alcanzar un valor constante de absorbancia en 465 nm, se afiadi6
un exceso de dimetilsulféxido ((GHSO, DMSO), hasta una concentracion final de
0,02 M. El agregado de este reactam realiz para atrapar al [f€N)sH.O]* que
pudiera haberse formado en el curso de la reaccion. El complé[€gDMSO)F
no presenta bandas de absorciorlevisible, por lo que perite la lectura directa de la
diferencia de los valores de absorbancia a 445 nm; de esta forma, se determind la
concentracion de [FECN)sH-O]* al final de la reaccién, dando cerca de un 50% del
valor inicial de Fe (lll).

Los resultados obtenidos en los experimentos precedentes, en conjunto con la
interpretacion espectroscopica y el microaiglipermiten planteda ecuacion 4.2 para
describir la estequiometrgel proceso redox operante.

2[F€" (CN)sH20]*~ + NH,CONHOH —
[FECN)sNOC(O)NH]® + [Fe' (CN)sHL0]* + 2H + H,O0  (4.2)

Se verifico la reaccion p&iéndola en condiciones eqteomeétricas. La relacion
2:1 de reactantes (ligero exceso de HU) permiti6 detectar espectroscoOpicamente la
concentracion dePsgs ([F€'(CN)sNOC(O)NH;]®) esperada para la estequiometria
propuesta. La ecuacion 4.2 muestra que ddgsmde Fe(lll) se consumieron para la
oxidacion por 2 electrones de la HU.

De la solucion obtenida en la parte iimos una estimacion del valor dgs
para el complejo [F€CN)sNOC(O)NH;]*, obteniéndose: = 4300 M*! cm™. El

valorconcuerda muy bien con el determinaalopartir de la disolucion de sélido
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Nag[Fe(CN)(NOC(O)NH,)]2H,0 en una solucién buffers € 4300 M* cm™, Amax =
465 nm). La principal suposicion fueue la concentragh del complejo
[Fe' (CN)sNOC(O)NH,])*™ era igual a la diferencia entre la concentracién inicial de
[Fe" (CN)sH0J? y la concentracién final de [FECN)sH0]*

En la Figura 4.8 se muestran los espeacty-visible medidos durante la sintesis

del complejo [F&(CN)sNOCONH;]*" a partir de la reaccién entre el {REN)sNH3]*
y la HU.

| N\
i /
1,5 T ‘\“\ //»\\\\\\ T
I / \
|
|
|

104 | \ \

Absorbancia

0,5

A

0,0

300 400 500 600 700
A/nm

Figura 4.8 Control espectroscépico de la sintesis dé (ER)sNOC(O)NH]>™ (Amax =
465 nm). [F& (CN)sH.0]* = 6 x10° M; [HU] = 2,76 x 10° M; pH 6,4; buffer PG
0,01 M;1 =1 M (NaCl); T = 25,0C. Paso éptico = 1mm (dilucién 1:6 del complejo).

4.2.3 Espectroscopia UV-visible del complejo [E€CN)sNOC(O)NH-]*

El espectro UV-visible deluevo complejo presenta Isiguientes caracteristicas:
»  Una banda en 210 nm, presente en otroS§¢)sL]*, (L = NO',** CN,** HNO
(este trabajo de tesis); la transicion asigna a una transferencia de carga
d.(Fe)-»n*(CN) y su posicién es esencialmentaelependiente de la identidad del
ligando L.
»  Una banda en la regién del \ik, presente en otros [REN)sL]*>", cuya posicién
es fuertemente dependiente ldeidentidad del ligando\fax = 465 nm, en el nuevo
complejo). Por analogia con complejos del tipo" (E&)s(NO)R]*, (donde R= H?
CsHsNO,** N(O)CH,C(CHs),0H),® se asigné a una banda de transferencia de carga
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metal ligando (TCML). Esta se da desde orbitalesddl Fe hacia los orbitales*

vacantes del ligando N(O)¥-aceptor®

4.2.4 Registros de espectroscopia desonancia paramagnética adquiridos
durante la sintesis de [F&(CN)sNOC(O)NH;]*
En la Figura 4.9 se muestra el espectro EP@istrado al iniciode la sintesis de
complejo [F8(CN)sNOCONH,]*". Se evidencia la presenda una especie radicalaria,
cuyo espectro muestra 6 linadesigual intenislad, de acuerdo con desdoblamientos de
un atomo de nitrégeno y un poat (triplete de dobletes).os parametros resultantes
fueron: a=(N) 0.805 Tm y a(H) = 1.178 T@omo la frecuencia fue de 9.778654 GHz
y el campo central fue 247,9 Tm, se obtuvo g = 2,0082.

346 347 348 349 350
field / mT

Figura 4.9 Espectro EPR de una especie radicalariaada al inicio de la sintesis de
complejo [FE(CN)sNOCONH,]*". (Linea roja, espectro simulado con aN =0,805)

El espectro EPR y los valores deterndios del mismo concuerdan muy bien con
lo reportado para la especie radicalarigddada por un electron da hidroxiurea, el
radical nitréxido NHC(O)NHO, Ec. 4.3

0 I o | N

-~

H,N NH H,N NH —T) H,N NH
H*

OH i *OH | QO -3) (4
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La sefal caracteristica del radical nitdixtambién fue detectada por van Eldik y
cols. tantoen la oxidacién de HUam iones de oxovanadio(Vj,como en la oxidacion
de HU con HO, mediada por el complejo [Rgedta)(HO)]".° La identificacion de
esta especie es una evidencia definitivayde la oxidacion por un electron de la HU
por el oxidante de Fe (lll) evoluciona a través de un mecanismo de esfera externa; el
consumo de esta especie radicalaria se poquiujla reaccion con el segundo mol de Fe
(11).

En nuestras condiciones de trabajo,ekpecie paramagnética se descompone
rapidamente con la consecuedésaparicion de la sefial EPR.

4.2.5 Mecanismo de reaccion postulado para la oxidacion de HU por el
complejo [F€" (CN)sH-0]*". Estabilidad del complejo F& (acilnitroso)

La determinacion de la estructura delvameomplejo, sumada a la verificacion de
la estequiometria de reaccion y a la infacion espectroscopica permiten postular un
mecanismo para la reaccide oxidacion de HU por [F&CN)sH,0]%". La informacion
de EPR indica que en un primeaso la reduccién de [EECN)sH.O]* da origen al
radical nitroxido libre, NHC(O)NHO, y a [Fé(CN)sH.0]* (Ec. 4.4). En el segundo
paso, un segundo electron completa deidacion del radical formando la C-
nitrosoformamida libre, NFC(O)NO, Ec. 4.5. Estos son en principio procesos de
oxidacion por esfera externa. En tercer luda C-nitrosoformeida se coordina a
[Fe' (CN)sH-0]*, originando el complejo rojo [EECN)sNOCONH;]*™ (Ec. 4.6).

[Fe" (CN)sH-0]*" + H,NC(O)NHOH—
NH.C(O)NHO + H" + [Fé'(CN)sH,O]*

(4.4)

[Fe" (CN)sH-0]* + H,NC(O)NHO —
NH,C(O)NO + [FE(CN)sH,O* + H (4.5)

[Fe'(CN)sH.0]*™ + H,NC(O)NO « [Fe' (CN)sNOC(O)NH)]*™ + H,O (4.6)
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El dltimo paso constituye un nuevo ejemgmla facil coordiacion de diferentes
ligandos L en [F§CN)sH.O]*, intercambiando con el ligando aclicEstos procesos
de segundo orden suelen seyderadamente rapidos, dare 3 x 1 M1 s (T = 25,0
°C), que conduce a la formacién de complejod (EB)sL]" muy estables. Visto el muy
lento decaimiento del maximo en 465 nm a pH 6-7, podemos estimar una constante de
disociacion muy baja para la pe#n inversa en la reaccién 46, =~ 10°-10°s*
(comparar, por €j. con el valor del misimlen estimado para L = HNO). De ello surge
un valor del orden de 10M™ para la constante de estabilidad del
[Fe'(CN)sNOC(O)NHy)]~.

4.3. Reactividad quimica del complejo [FE§CN)sNOCONH]*

4.3.1 Descomposicion espontanea reducida por agregado de base (pH 9 y
10).

Se ha analizado que el complejo'[f@N)sNOCONH,]* es muy estable a pH 7 y
en medio anaerobico. La velocidad de desmmsition, medida por decaimiento de la
banda a 465 nm, se incrementa con el Ipkéresantemente, también los productos del
decaimiento son dependientes del pH.

En los experimentos a pH 9-10, el decaimiento de la banda a 465 nm va asociado
a la formacion de una nueva banda, de baja intensidad, en aproximadamente 320 nm.
(Figura 4.10y 4.11)
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Figura 4.10 Espectros UV-visible de la cihéa de descomposicion anaerdbica
espontoénea de [EN)sNOCONH,]*~[C] = 3,5 x 10* M; pH 9;1 = 0.1 M (NaCl); T
=25,0"C.

1000 2000 3000 4000

Absorbancia
o
'\,
g1

300 400 500 600 700
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Figura 4.11 Espectros UV-visible de la mética de descomposicion anaerdbica
espontanea de [(CN)sNOCONH,]*". [C] = 3,5 x 10* M; pH 10,1 = 0.1 M (NaCl) T
= 25°C.

El decaimiento de la banda a 465 rs@m atribuye a la hidrolisis de la C-
nitrosoformamida coordinada. La®luciones decaidas contienen mas;Njde las
solucién de referencia (el NHproviene del [FE(CN)sNH3]* de partida), indicando
que la C-nitrosoformamida es una nueva fuente dg. NAmbién se determiné la
formacion de C@en la camara de aire de la mezde reaccion. Ademas, la absorcion
en 320 nm indica la presencia de'[{@N)s]*", como resultado de la descomposicién de
[Fe'(CN)sH.O* en la solucién agotad. Finalmente, al cabo del completo
decaimiento a pH < 10 se det@ron iones nitroprusiato [FEN)sNO]*, con un
rendimiento del 8494

En el analisis de los gases desprendii®da reaccion de decaimiento por CG-
EM se identifico NO. Este gas sugiere la particigatide HNO como intermediario, 0
bien de alguna forma coordinada que cogéeal N en un estadie oxidacion (+1).
Este aspecto guarda relaciomedia con los experimentosegentados en los capitulos
2 y 3 sobre la reduccion palos electrones del nitroprugdaen medio alcalino. De

acuerdo al K,= 7,7 que pudimos estimar, a pH 9 &xia aproximadamente un 10% de
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la forma [FE(CN)sHNOJ®, y el resto corresponderia a una forma presente en medio
alcalino (compuestdl ). El compuestdl no muestra uniones-# (RMN), ni tampoco
genera MO por descomposicion. El producto d¢& descomposicion oxidativa es
[Fe'(CN)sNOJ*, a pH 10, y presenta una reacciéncdenproporcion por agregado de
nitroprusiato (seccién 3.6.3).

Es por ello que agregamos nitroprusiato al' (E&)lsNOCONH,]*>" a pH 9-10,
con el propdsito de determinar en farnmdirecta la presencia del compuel$t@m un
analogo en estado de oxidacion equivalentdaligura 4.12 se muestran los espectros

sucesivos de ese experimento.
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Figura 4.12 Adicion de un equivalente de [REN)sNOJ* a una solucién de
[Fe'(CN)sNOCONH,]*™. [C] = 2,3 x 10" M; pH=9- 9,51 =0.1 M (NaCl) T = 28C.
Recuadro: ampliacion de la banda en 348nm.

Se observé la formacién de [REN)NOJ*™ (A = 348 nm), consumiendo

lentamente al complejo, lo que sugiere weccion parcial de comproporcion (Ec.)4.7
Compuestol{) + [Fd'(CN)sNOJ* — 2[F€'(CN)sNOJ*~ (4.7

El resultado anterior, sumado a la formacién d@ Mntre los gases de reaccion,
sugiere la intermediacion mayoritaria demgdejos con nitrdgeno coordinado en el
estado de oxidacién +1, diferentes de loresentes en la reduccion quimica del

nitroprusiato.
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4.3.2 Descomposicién espontanea del complejo [F&N)sNOCONH,]* por
agregado de base (11<pH< 13).
En las Figuras 4.13 y 4.14 se muesti@s espectros UV-visible de la
descomposicién del complejo [REN)sNOCONH,]* a pH 11y 13 respectivamente.

Absorbancia

350 400 450 500 550 600 650
Al nm

Figura 4.13 Espectros UV-visible de la reética de descomposicion anaerdbica
espontanea de [HECN)sNOCONH;]*. [C] = 3,4 x 10* M; pH 11,1 = 0.1 M (NaCl);
T = 25C.
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Figura 4.14 Espectros UV-visible de la mética de descomposicion anaerobica
espontanea de [[CN)sNOCONH,]*". [C] = 3,4 x 10 M; pH 13,1 = 0.1 M (NaCl); T
= 25°C. Recuadro: trazas)a= 465 nmy 348 nm

En este rango de pH, el [REN)sNOC(O)NH,]*>~ se descompone produciendo
[Fe"(CN)sNOT™ (Amax = 348 nmY”° La traza a 348 nm (§ira 4.14) indica que el
[Fe'(CN)sNOJ*~ se descompone lentamefiteLas soluciones de [FECN)sNOJ*
oxidadas y neutralizadas solo contienen ione{{E%)sNOJ*~*

La formacién de [FECN)sNOJ* también se verificé en la descomposicién del
material sélido NgFe'"(CN)sNOCONH,]2H,0, por contacto con la atmésfera hiimeda
y aerdbbica: el registro dEPR de esta muestra puso erndencia una sefal triplete
(Figura 4.16), con g 2,02, que asignamos al [REN)sNOJ*~.3" 3
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Figura 4.15 Espectro EPR del radical encontradol@&rexposicion al aire del solido
Nag[Fe' (CN)sNOCONH,]2H,0.

La sefal del radical se mantuvo duea@¥ h sin cambios. El solido almacenado
en atmaosfera de argdn no present6 sefales de EPR.

La reaccion con mercaptosuccinato pakalosaje de nitroprusiato tiene un pH
optimo de 10. A pH >11, como el de nuesitaacion experimental, no se pudo realizar
este test ya que el nitromiato se convierte en la foenton nitrito coordinado, que se
libera rapidamente (Ec. 4.8 y 478).

[Fe'(CN)sNOJ* + 20H — [Fe'(CN)sNO2* + H.0 (4.8)
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[Fe'(CN)sNO2]* + H,0 — [Fe'(CN)sH20]* + NO, (4.9)

En la Figura 4.16 se muestra el decaimiento del complef¢GRNOCONH;]>
a pH 11- 11.5 por espectroscopia UV-visible.
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Figura 4.16 Espectros UV-visible de la descomposicion del' (E&)sNOCONH,]*
[C] = 5,5 x 10° M; pH=11-11,5;l = 0.1 M (NaCl); T = 28C. Recuadro: Ampliacién de
la banda de 260-270 nm.

El espectro UV-visible revela ummosible fuente alternativa de®: la aparicion
de una sefial en 265 nm es cardstiea de la especie hiponitrito,®* (Figura 4.16).
En el medio de reaccion, la especie se formaria por la reaccion del complejo
[Fe'(CN)sNOCONH,]* con nitroxilo libre, o bien poiintermediacién de dimeros,

formando acido hiponitroso coordinado (Ecuaciones 4.8 y 4.9)
[Fe'(CN)s(N20:H,)]*” — [Fe'(CN)s(N2OH)]*+ H* (4.8)
[Fe'(CN)s(N20-H)]* — [F€'(CN)s(N202)]> + H' (4.9)

La intensidad de absorbancia a 265tisminuye en forma concomitante con el
decaimiento de [F¢CN)sNOCONH,]*" y la aparicion de [F€CN)sNOJ*~. Si bien la
intermediacibn  de  hiponitritos  coordinados en la descomposicion de

[Fe' (CN)sNOCONH,]*"es especulativa, su participacion no se debe destartar.
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A continuacion se muestra un esquema detape los productos y reactivos que
participan en la oxidacion de la hidroxiurea por el compbejotacianoacuoferrato(lll).
(Figura 4.17).

2[Fe(CN)sH,0" + HoNCONHOH — >  [Fe(CN)sNOCONH,>~ +  [Fe(CN)sH,O]™

A A

H,O N>O
4-
[Fe(CN)s]

[Fe(CN)sN0,H] = [Fe(CN)sN,0, <> Compuesto (Il) + CO, + NH;

.
i pH<10 lpH 1113
[Fe(CN)sNOI < O [Fe(CN)sNOT™
H>10 -
Pr H,0  NO,
[Fe(CN)sNO,] ™ N

[O], exc.HU

Figura 4.17 Esquema de reacciones obtenido aipdé la oxidaciéon de HU mediada
por el complejo pentacianoferrato.

En la Figura 4.17 se muestra un esquemargseme los resultados alcanzados en el
estudio de descomposicion te HU mediada por pentacia(acuo)ferrato(lll). En la
figura estan indicados con italicas aquellos intermediarios cuya estructura no ha sido
verificada y cuya participacion es especukatizs de destacar que la deteccion g N

es una evidencia indirecta de la forndecide nitroxilo o de una forma libre o
coordinada en estado de oxidacién equivaléntl). Visto lo aprendido en los estudios

de descomposicién espontanea de [Fe(BND]* o del compuestd , la presencia de

N.O sugiere un mecanismo de descomposicidimtsal de estas especies que forman
exclusivamente el anidnitroprusiato como producto EI NO, posible producto de
descomposicion de la HU no fue detectado como producto de la reaccion con

pentacianoferrato.
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Capitulo 6. Conclusiones

1) Se ha preparado un nuevo complejo de HNO, el ioH@R8sHNO]J* (1), reduciendo
con ditionito sucesivamente al ion nitroprusiato.' [E&)sNO]*, por via del intermediario
[Fe(CNXNOJ*. Si bien no se dispone de un séljloo, la caracterizacién en solucién por
combinacion de determinaciones quimicastégnicas espectsodpicas provee una
identificacion estructural concluyent@d) es el primer complejaitroxilado de hierro(ll)
no—hémico caracterizado en solucion acuosan@estra que las tres especies redox del
grupo nitrosilo son interconvertibles en una nagplataforma, sin disociacién del metal, lo

cual es importante en los procesos enzirnatgue catalizan reacciones multielectronicas.

2) ElI complejo(l) es notoriamente estable a pH6, en ambiente anaerdbico. Su maximo
de absorcién decae en una escala de horasneononstante cinética de primer ordercde
10° st a 25,0 °C. El produe principal es [F§CN)sNOJ>, por lo que se concluye que se
ha producido una reoxidacién intramoleciwdar2 electrones. Al no desprenders©Nse
evidencia que no ha ocurrido la disociacionHMO del Fe(ll). Estalebe ser un proceso

aun mas lento, asociado con un fuerte endaae~d'-NHO.

3) Se ha determinado eKpde (1) mediante titulacién seguida ptif RMN. El valor de

pKa = 7,7 es el primero reportado solucién acuospara el grupo HNO coordinado, y es
significativamente menal sugerido para MitiNO, ~ 11. Esta diferencide tres érdenes

de magnitud puede ser interpretada en términos de la estabilizacién adicional del enlace H-
N en MB'HNO que proporciona la int@cciéon con aminoacidos da cavidad distal. El

producto de la desprotonaciénpsbablemente el singlete [REN)s'NO]*~.

4) Si bien no ha sido caterizado con certeza, el [ffl€N)s"NO]J* (1) (o bien una especie
relacionada) se descompone formandd (EB)sNOJ*>" con una vida media de 50 min. El
complejo reacciona a pH 10 frente al metilviol6genog+mv+ = — 0,4 V) y al
nitroprusiato (Becnysnoyz- re(cnysnoys-= — 0,05V), en contraste con el compl@jo que
no es reactivo. De ello se concluye dues un fuerte reductor @&-1,1 V), en contraste

con(l), (E HNO,H/NO = 0,4 V).

5) (1) es oxidable por 2 equivalentes de'lE&N)g]*", generando [F€CN)sNOJ*, a pH 6.
El andlisis cinético y mecanistico establece que existe un primer preequilibrio donde los
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Capitulo 6. Conclusiones

reactivos generan [E€CN)g]* + [F€"(CN)sHNOJ*". Esta Ultima especie se descompone
lentamente para dar [HEN)sNOJ*~ mediante transferencia #& seguida por una répida
oxidacion para dar el producto final. Los oxidantes mas débiles ensayados (metilviolébgeno

oxidado, nitroprusiato) no reaaccionan frentga (

6) (I) es reducible por ditionito mediante pnoceso de 4 electrones, generando el ion
[Fe'"CN)sNH3]*~. Complementado por resultadosanteriores acerca de la
[Fe'CN)sNH,OH]*, se muestra la viabilidad delqweso redox de 6 electrones en la
misma plataforma de EE€N)s>, sin requerir disociaciones Idmetal. Asi, dado que el
[Fe' CN)sNH3]*>~ libera NH; rapidamente formando [F€N)sH,O]*", este dltimo ion se
comporta como un modelo de nitrito redsetapues puede eventualmente coordinar al

NO,™ (como NO) y proseguir el ciclo reductivo.

7) La hidroxiurea (HU) reacci@ncon oxidantes como el [E6CN)sH,0]*", generando un
derivado acilnitroso, [F¢CN)sNOCONH;]>~ (oxidacion por 2 electrones). El nuevo
complejo resulta muy estable en ausencia deyOa pH= 7. A pHs mayores se
descompone, generando NHCO, y presumiblemente [EECN)sNOJ*, que opera como
posible precursor de HNO/NQ(se ha detectado,N), y se oxida sucesivamente a
[Fe'(CN)sNOJ*~ y [F€'(CN)sNOJ*~ a pHs 11-13. El mecanismo de conversién de HU en
HNO/NO se asemeja a los postulados erdiose biologicos como base de su accion
farmacoldgica. Todos los intermediarios nitrogenados desde -1 (HU) hasta el +3
(nitroprusiato) han sido detectados.

8) La reactividad d€l) y (Il) han sido preliminarmente abordadas en este trabajo.
Particularmente se impone contar con las reacciones frente g Y a los tiolatos.
También se debe intentar una mejor caractedpnade la estructura ka reactividad de la
especie desprotonada [Fe(GNP]*. En cuanto a las drogasecursoras de nitroxilo,
existe una ancha avenida con posibles reactivos como los acidos hidroxamicos u otros
estructuralmente relacionados con la tudrea. Finalmente, corresponde seleccionar
otras plataformas adecuadas del tipo sMjue generen aun mejores condiciones de

estabilidad y manejo de las especies nitroxiladas.
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Fe de erratas

Pag. 19
En el ciclo del nitrdgeno en la formula (BHdice amonio, debe decir amoniaco.

Pag. 28
Las siglas cGMP y GCs significan guanosimnofosfato ciclico y guanilato ciclasa
soluble respectivamente.

Pag. 34,35y 36
En las Figuras 2.2, 2.3, 2.4 y 2.5, los espedsxsienciales UV- visible fueron tomados
cada 20s.

Pag. 39 ) )
En la Figura 2.7, donde dice: x&, debe decir “ no

Pag. 45
En la Ref. 19 del cap. 2, donde dice 42225, debe decir 421816.

Pag. 48
En la Figura 3.1, el eje x esta corrida la numeracion.

Pag. 50
Donde dice: “Como es llamativo que el espedlectronico UV-visible de la especie de
NO coordinada sea tan similar al d§ (Figura 3.X):

Absorbancia

0,0

450 540 630
A /nm

Figura 3.X Espectros de la especie [E&@N)sNO]*y [Fe' (CN)sHNO]*



Pag. 52
En la Figura 3.4, los espectros secuencidMsvisible fueron tomados cada hora.

Pag. 54
En la Figura 3.5, donde dice “...pulsos de @z0s”, debe decir “...pulsos de luz cada
1min.”

Pag. 55
En la Figura 3.6, los espectros secueasialV- visible fueron tomados cada 2s.

Pag. 58 )
En la ecuacion dks, donde dice “...S® ”, debe decir “... S©"

Pag. 59
1) En las Figuras 3.9 y 3.10, los espectros esegales UV- visible fueron tomados cada
5s.

2)

0,6-

0,3-

Absorbancia

010 ! T T T T T
300 400 500 600
A/nm

Figura 3.9a Espectro inicial del complejo [FEEN)sHNOJ*™ antes de la adicién de
[Fe" (CN)q] ¥

3) En las Figuras 3.9 y 3.10 se elimindos espectros inigles del complejo
[Fe' (CN)sHNOJ*, segun sigue:



Absorbancia

300 400 500 600
A Inm

Figura 3.9 Espectros sucesivos UV-visthl luego de agregar d),( secuencialmente

(flechas), 1 y 2 eq de [E¢CN)*[I] = 2,5 x 10* M; [Fe"(CN)g]* = 2,5 x 10*

[CN TJiniciar = 1,25 x 10° M; M pH 6; buffer P@* 0,003 M;l = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

Absorbancia

0,3

0,0

300 400 500 600
A /nm

Figura 3.10 Espectros sucesivos UV-visible luegel agregado de 2 equivalentes de

[Fe" (CN)e]*~al complejo (). [I] = 2,5 x 10*M; [CN Tiniciar = 1,25 x 10° M; [Fe" (CN)g]*

=5 x 10*M; pH 6; buffer P@* 0,003 M;l = 0,1M (NaCl). T = 25.0 °C.

Pag. 61 a 64
Donde dice: “ Es posible pusar...los mismos productos”
Debe decir:



Vista la estequiometria (3.8), esazonable suponer que el reactivo
[Fe'(CN)sHNOJ*™ se oxida a nitroprusiato en dostapas monoelectrénicas, con
[Fe'(CN)sNOJ*~ como intermediario. Para ello, @®sible postular varias alternativas
mecanisticas, las que se exponen criticamentntinoacion. En la primera de ellas, se

propone el siguiente esquema de reacciones:

[Fe"(CN)sHNOJ* + [FE"(CN)g]*>™ —= [F€'(CN)sNOJ* + [Fe'(CN)g]* + H (3.9a)
[Fe"(CN)sNOJ*~ — [Fe(CNYNO]* + CN- (3.9b)
[Fe'(CN)sNOT*™ + [Fé"(CN)g]*> — [Fe'(CN)sNOJ*™ + [Fé'(CN)e]* (3.9¢)

La reaccion 3.9a es determinante de la velocidad, consistente con la ley experimental de
primer orden en cada reactivo. El productd' [E&)sNOJ* reacciona rapidamente a través

de la reaccién de equilibrio 3.9b, y de la conversién final a nitroprusiato, 3.9c. La reaccién
3.9a involucra una transferencia deyeH’, donde el ligando HNO se oxida a NO vy el
proton se transfiere al medio. El valor de la constieates apreciablemente menor que las
constantes observadas en las reacciones cruzadas elftt¢gNgL]"™, donde el electrén

se intercambia entre los centros metéalicos (ca-1® M~'s™, ver Tabla 3.2). Las figuras

3.9 y 3.10 no muestran la presencia dé (E&)sNO]* (ca. 350 nm), l@ual evidencia que

no puede acumularse debido a la reactividabsiguiente. Dado que se evidencia un
hombro alrededor de 500 nm, seigiere un intermediarioeactivo. En la anterior
interpretacion, ese hombro mlee corresponder a un complejie asociacion entre los
reactivos de 3.9a. En el cemto anterior, el pico deVoltagrama de la figura 5.2

corresponderia a un proocesedox cuasi-reversibleentrado en el ligandoESre hno

FeII NO,H+)-

Existe una segunda alternativa mecanistiaea interpretar la ley de velocidad

observada. En ella podemos divildirecuacion 3.9a en dos etapas:

[Fe"(CN)sHNOJ* + [FE"(CN)g]>” — [F€" (CN)sHNOJ* + [Fe'(CN)g]* (3.9al)



[Fe" (CN)sHNOJ*™ — [Fe'(CN)sNOP™ + H' (3.9a2)

La reaccion 3.9al involucra una transferencia electrénica (que suponemos de esfera
externa) entre los centros metalicos de bietal como se ha obsedo para diferentes
cianometalatos (Tabla 3.2). El transiente580 nm corresponderid@a al intermediario
[Fe" (CN)sHNOJ* (Figuras 3.8 y 3.9). La asignacién @msistente con que el potencial
medido para el complej@), 0,44 V, corresponda la cupla redox FEF€E'. De esa
manera, la constante de equilibKg, para la reaccion 3.9al valdrlrededor de 1, pues el
potencial de la cupla [Fe' (CN)e]**es = 0,45 \*! El ion [F€" (CN)sHNOJ* deberia vivir
lo suficiente para luego reordenarse erekccion 3.9a2, que puede considerarse una etapa
de transferencia de atomo de H, formandd'(E&)sNOJ*, que como se ha demostrado
anteriormente es un complejo de NO queiliza cianuro segun la Ec. 3.9b. Si bien la
constante de equilibrio de esta reaccién de descomposicion eKdajal (0> M, k;, 270
st k, 4 x 16 M™* s a pH 6 interviene la protoo#n del cianuro, desplazando el
equilibrio, y estableciendo que [REN),NOJ*" es el producto dominante en esas
condiciones. Finalmente la oxidacion se corgtapidamente a través de la reaccion 3.9c.

En el mecanismo propuesto podemos establestado estacionario para la especie
[Fe" (CN)sHNOJ* considerando las reacciones 3.9a1k1) y 3.9a2 k), de lo cual surge
la siguiente ley de velocidad: vks x ky x [Fe'(CN)sHNO*] x [F€"(CN)s*>] / (k.1 x
[Fe'(CN)s™] + ko). Podemos considerar la situacion limite de dueX [F€'(CN)s*] >>>
ko), con lo cual resulta: v &k x Ky x [Fé'(CN)s*]™ x [F'(CN)sHNO*] x [Fe" (CN)e*T,
dondeK; = ki/k 1, y agrupamos definiendo= k, x K; / [F&'(CN)s*]. Obsérvese quk es
en realidad dependiente de la concentrad@hexacianoferrato(ll), que se va acumulando
durante la reaccion. Eso no @smpatible con la observaciden la ley experimental, de
queki, es de un riguroso primer orden en cada neadPor otra parte, es objetable que el
intermediario Fe(ll)HNO viva Isuficiente como para ser detado, por lo cual cabe en
principio descartar esta segunda alternativariwlegiar el camino quee ha analizado en

la primer propuesta.



Reaccion ki, Mgt Ref
F"(CN)s> + F€'(CN)spy* 3,4 x 1d® =
F"(CN)s> + F€'(CN)s4NHpy> 4,3 x 16 =
Fe"(CN)spy” + F€é'(CN)spy™ 7 x 169 22
Fe"' (CN)s4NH.py” + Fé (CN)s4NH.py™> 7 x 109 =
F'(CN)s> + F€'(CN)s™ 5 x 16 =

Tabla 3.2 Constantes cinéticas damsferencia de electronéd[K*] = 0,05 M;® [KNO4]
= 0,05 M;© [LiCIO4] = 0,05 M;@ Constantes de autointerchim calculadas mediante la
relacion cruzada de Marcus.

Vistos los trabajos sobras reacciones cruzadas que se exponen en la Tabla 3.2,
hemos considerado un terceatamiento mecanistico alternativo segun el modelo de
Marcus, suponiendo que la reaccion 3.9al e e/ que es seguida rapidamente por las
demas etapas. Es decir que intentamtacianar la reaccion 3.9al con alguna reaccion

cruzada, por ejemplo:
[Fe" (CN)e]* + [FE'(CN)spy]*” ~—= [F€'(CN)g]* + [F€" (CN)spy]* (3.10)

La expresion de Marcus dss = (ki1 X ka2 X K1 x f)” donde cada término tiene el
siguiente significado:

— ki2 es la constante de transferenciaetkxtrones de la reaccion cruzada (3.10 o
3.9al). En generak;, puede medirse convencionalmente (ver Tabla 3.2), o bien puede
predecirse aplicando la ecuacién de Marausyndicion de conocer los demas términos.

— ki1 y ko, son las constantes de autoioganbio, y se corresponden con las
reacciones 3.11y 3.12.

[Fe" (CN)spy]* + [Fe" (CN)spy>™ —2= [Fe'(CN)spy]*+ [F€" (CN)spy]>  (3.11)

[Fe'(CN)g]* + [F€"(CN)g]* <<2= [F€'(CN)g]* + [F" (CN)g]* (3.12)



K1z es la constante de equilibrio de lac@an 3.10, y su valor se calcula a partir de
los respectivos potenciales de reducci®npara las cuplas correspondientes Fe(lll,II).
Finalmentef es un factor que contieneka, y a las constantes @aitointercambio, y que
puede aproximarse razonablemente a 1 en {@ri@ade las situaciosexperimentales. En
la Tabla 3.2 se muestran resultados obtengbwsToma para la reaccion cruzada 3.10. A
partir de esas medidas, puede calckialpara L = py en la EQ.11). Al intentar estimar
ky1 para L = HNO (ec. 3.13), obtenemlas~ 0.6 M s, que es un valor apreciablemente

mas bajo que los obtenidos para L = py y L = 4dH

[Fe'(CN)sHNOT* + [Fé" (CN)sHNOJ? —
[Fe" (CN)sHNOJ?> + [F€'(CN)sHNOJ* (3.13)

El resultado tan bajo paka; nos hizo pensar que la aacion del modelo de Marcus
no era correcta en este caso, y que ellteebu de medir un proceso mas lento debia
relacionarse con otro mecanismo. De eselonda reaccion 3.9a, al ocurrir con uka
comparativamente baja respecto a los valorda dabla 3.2, debe & asociada con una
barrera de activacion significativa debido atlansferencia de electron acoplada con
protén. Es decir, los nimeros no son compaibten una transferenaike electrones entre

los centros de hierro como etapa controlante de la velocidad.

Una primera conclusion de estos experimentos es que el complgjegenta un potencial
rédox (0,44 V) del mismo orden que los 'ff¢CN)sL]>*, posibilitando su reactividad
frente a oxidantes. Se aprecia qliegs un reductor moderado, pudiendo convertirse a
[Fe' (CN)sNOJ*~ mediante una reaccién acoplada de transferencia de &tomo de é).(H
La ocurrencia de esa etapa es muy verbsiy puede relacionarse con el rapido

atrapamiento de HNO por las porfirinas de Fg(@ue generan los mismos productos, viz.,
Fd'NO + H" >

Pag. 66
En la Figura 3.14, los espectros secuencid\ésvisible fueron tomados cada 1 hora 'y 30
min.



Pag. 68y 69
En las Figuras 3.16 y 3.17, los espectrosesauales UV- visible fueron tomados cada
20s.

Pag.70
En la Figura 3.18, los espectros secueasiélV- visible fueron tomados cada 20s.

Pag.71
En la Figura 3.19, los espectros secueasiélV- visible fueron tomados cada 20s.

Pag. 81
Donde dice ml, debe decir mL.

Pag. 82
En la Figura 4.8, los espectros secuencidMsvisible fueron tomados en un tiempo total
de aproximadamente 2 horas.

Pag. 83
Donde dice Tm, debe decir mT.

Pag. 87
En la Figura 4.12, los espectros secueasiélV- visible fueron tomados cada 20s.

Pag. 90
En la Figura 4.16, los espectros secueasiélV- visible fueron tomados cada 20s.

Pag. 95
“, mientras que el cianuro de sodio (NaCN), dimetilsulféxido, (DMSO;SQOECH;) y
sulfato de zinc, (ZnS£) se adquirieron en Merck.”

Pag. 96
Donde dice In [A- A{, debe decir In [& A.].

Pag. 102
Donde dice: Se observa una onda reide, de decicuasi-reversible

Pag. 103
Donde dice NaCl, debe decir GaF

Aclaracién: En las leyendas ths Figuras, toda vez quecdi“...concentracion de buffer
PO, pH 10...”, debe decir “...cacentracién de P&/ HPQ?"...” y toda vez que dice
“...concentracién de buffer P®, pH 6...“, debe decir “...concentraciéon de HPD
H.PO,..."
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