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RESUMEN

La azanona'HNO, Nitroxilo) muestra interesantes, pero poco conocidos, efectos
quimico-bioldgicos. Tiene algunas propiedades superpuestas con el 6xido nitrico (NO),
compartiendo su reactividad hacia las hemoproteinas, tioles y oxigeno. Sin embargo, a
pesar de esta similitud HNO y NO muestran diferentes efectos fisio y farmacolégicos. En
este contexto, se ha sugerido que la azanona podria ser un intermediario en varias
reacciones y que podria ser una molécula de sefializacidbn producida enzimaticamente.
Debido a su alta reactividad, para estudiarla deben usarse compuestos lladzaiboes
capaces de liberar espontaneamente HNO, tales como el trioxodinitrato (sal de Angeli).
Por estos motivos, y producto de la dificultad inherente para la deteccion inequivoca de su
presencia, y distincion del NO, es que la respuesta a muchos interrogantes sobre su rol
guimico-bioldgico sigue sin conocerse.

Concretamente en esta Tesis se describe el desarrollo y aplicaciones de un dispositivo
electroquimico de deteccion de HNO basado el depésito de una porfirina de cobalto sobre
un electrodo de oro por unién covalente. Un efecto de superficie afecta a los potenciales
redox y permite la discriminacién entre HNO y NO. La reaccién con la azanona es rapida,
eficiente, selectiva, y carece de sefiales espurias frente o debsgpeecies reactivas de
oxigeno y de nitrogeno. El sensor es biolégicamente compatible y de alta sensibilidad
([nM]). Esta deteccion (con resolucion temporal) permite, como se muestra en esta tesis, el
analisis de reacciones que producen (o0 se presume generan) HNO. En este contexto, se
presentan estudios relativos a la capacidad de generaciéon de HNO de nuevos dadores de
azanonay a la interconversion de NO a HNO mediada por alcoholes y tioles.

Finalmente, se discuten las reacciones estudiadas y otras en el contexto de la
potencial formacién endégena de HNO y las implicancias dahuggo del dispositivo de

deteccién de azanona desarrollado en este trabajo.

Palabras Claves:HNO, azanona, nitoxilo, sensor electroquimico, bioinorganica.






ABSTRACT

Azanone tHNO, Nitroxyl) shows interesting, yet poorly understood, chemical and
biological effects.It has some overlapping properties with nitric oxide (NO), sharing its
biological reactivity towards heme proteins, thiols and oxygen. Despite this similarity HNO
and NO show significantly different physio and pharmacological effects. The high
reactivity of HNO means that studies must rely on the use of donor molecules such as
trioxodinitrate (Angeli's Salt). It has been suggested that azanone could be an intermediate
in several reactions and that it may be an enzymatically produced signalingileolde
inherent difficulty in detecting its presence unequivocally prevents evidence from yielding
definite answers.

In this thesis, we developed an electrochemical HNO sensing device based on the
covalent attachment of a cobalt porphyrin to gold. A surface effect modulates the redox
potentials and allows discrimination between HNO and NO. The reaction with the former is
fast, efficient and selective, lacking spurious signals due to the presence of reactive
nitrogen and oxygen species. The sensor is both biologically compatible and highly
sensitive ([nM]). This time-resolved detection allows kinetic analysis of reactions
producing HNO. The sensor thus offers excellent opportunities to be used in experiments
looking for HNO. We present studies concerning to HNO donation capabilities of new
HNO donors as assessed by the sensor, and the NO to HNO interconversion mediated by
alcohols and thiols.

Finally, we briefly discuss the key experiments required to demonstrate endogenous
HNO formation to be done in the near future, involving the in vivo use of the HNO sensing

device.

Keywords: HNO, azanone, nitroxyl, electrochemical sensor, bioinorganic.
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OBJETIVOS

El desarrollo, caracterizacion, y aplicacion de un sensor selectivo para HNO y con
sensibilidad en la escala del bajo nanomolar fue llevado a cabo durante la presente tesis
doctoral. Los resultados obtenidos, se encuentran en los capitulos y secciones

subsiguientes.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1. Quimica del HNO

1.1 Estructura y nomenclatura

El HNO (nitroxilo, azanona) es una molécula altamente reactiva y un compuesto
intrigante, cuya naturaleza no ha sido completamente dilucidada. Aunque hoy en dia se
acepta que la forma mas estable es el estado sifg®, el triplete®NOH es también
una molécula viable. Ambos han sido observados espectroscépicamente en condiciones,
mas bien atipicas, tales como una matriz de ar§dbha diferencia de estabilidad
termodinamica entre estas especies es relativamente pequefa, estimandose en alrededor de
20 kcal / mof+*

Desde el punto de vista estructural (Figura 1)!HMO muestra una estructura
angular con el atomo de N en el centro y con un angulo de alrededor de 109°. La distancia
del enlace N=0 se estima ge®1.211 A, la cual es mas larga que la misma distancia en el
oxido nitrico (NO), debido a la adicion de densidad electronica al orbéatienlazante.

Por eso, la frecuencia de infrarrojo (IR) para la tensién N=O &AND es cerca de 200
cm’* mas pequefia que en el NO.

. - -1
Datos Vibracionales (cm™) 1211 A

V(NH)s: 2685 1_1026A/N:O

v(NO), 1565 )

V(NH)bnd 1500 H 108.5°

Figura 1 — Informacion estructural y vibracional d#éINO.

Ademas del nombre familiar y ampliamente utilizaddtrdxilo ", el HNO ha sido
también conocido como hidruro de nitrosilel cual noesapropiado, ya que el HNO es un
acido deébil pero definitivamente no es un hidruro. El principal problema con el nombre
"nitroxilo" es que los radicales aminoxilo (de férmula geneN®), por lo general, se

conocen como radicales nitroxilo, y no existe una estrecha relacion estructural entre HNO y

estos radicales organicos.



En los ultimos afos, se propuso utilizar el nombre recomendado por el Libro Rojo de
la IUPAC, azanona Este nombre deriva del nombre IUPAC para el amoniaco (azano)
relacionandolo con el compuesto isoelectronico HN=NH (diazeno). El anién de la azanona,
3NO™, con un estado fundamental triplete, se ha llamado anién nifrexilon nitrosidd,

y oxonitrato(1-).° El nombre sugerido por IUPAC es éxidonitréte). Sin embargo, hay
una falta de coherencia en los nombres sugeridos, ya que en ninguno de ellos esti
representada la relacion acido/base entre HNO y NO . Teniendo en cuenta lo anterior, fue

propuesto recientemente "anién azanona" como el nombre mas apropiado para el NO .

1.1.1 Estados de spiny acidez
Mientras que el NO es un radical libre con un estado basal doti&t€) tiene un
estado basal singlett!?Es un &cido débil con urkpacepado de 11.4>*Su aniérPNO,
tiene un estado basal tripléte® lo mismo que la molécula isoelectrénica ©or lo tanto,
la pérdida de un protén del HNO no es un simple equilibrio acido-base sino que es un

equilibrio lento prohibido por spin (Tabla 1, Figuda'2

80% SH -

60 |
©
E a0t
I TioN ol 0lnF 310N «H ORI
:_ {ON"H OH}\)‘/{ON H-*OH'}
y 20
< 1

ol HNO + OH

_20 L 1

0 Ar(N-H), A !

Figura 2 - Cambio de energia libre para varias reacciones de la tdN@ + OH en
agua. Las lineas continuas representan los perfiles de energia adiabatica a tellarg
cambio de la distancia NH durante la transferencia de protor{dsH), la cual se muestra

como coordenada de reaccidn.

La reprotonation déNO™ a *HNO también es lenta (Tabla 1). En principio, la

coordinaciéon debe bajar elKp del HNO. De acuerdo con esta hipotesis, Olabe y



colaboradores han reportado que el complejo [Fe(IN{EMO)]> tiene un valor de i,

de 7,7*° Sin embargo, Farmer y colaboradores han sugerido que el valtt.qmmm el

aducto HNO-Fe(I)Mb esta cerca de 11, probablemente debido al efecto de las
interacciones de unién de hidrégeno en las cercanias del sitio AdEvblO actlia como

base coordinandose a una gran variedad de centros metalicos, y se conocen muchos
complejos de nitrosild! con caracter NQ NO o NO™ (ver Capitulo 2.1). Su cupla redox

NO" es por otro lado, un acido y electrdfilo fuerte.

1.2 Farmacologia y toxicologia de HNO
1.2.1 Moléculas pequefias funcionando como sefiales intercelulares.

La naturaleza quimica de las sefales que intervienen en la comunicacion celular es
muy diversa y comprende desde derivados de aminoacidos, péptidos y proteinas hasta
moléculas organicas relativamente complejas como los estefdiSes.embargo, en el
transcurso de las Ultimas décadas, un nuevo grupo de transmisores obligé a revisar los
conceptos convencionales de sefalizacion intercelular. Desde que se descubrié que
pequefias moléculas gaseosas, como el 6xido nitrico (NO), el monéxido de carbono (CO) o
el sulfuro de hidrogeno ¢3), se produceen forma enddgen® 2° fue revelandose su
participacién como sefales extracelulares en los diversos orgaffstos.

Una serie de caracteristicas particulares relacionadas a su estructura quimica distinguen

a este tipo de sefales extracelulares:

e Son sintetizadas en el mismo momento de su liberacibn y no son almacenadas en
estructuras vesiculares: el control de liberacion por parte de la célula secretora, esta dado
por mecanismos regulatorios de su biosintesis.

e Al no poseer carga, estas moléculas gaseosas son permeables a la membrana celular, por
lo que difunden con facilidad a través de la membrana plasmatica hasta la célula blanco,
participando principalmente en la regulacion de procesos fisiologicos locales.

e Dentro de la célula blanco, actuan de forma directa sobre su metabolismo a través de la
modificacion quimica de proteinas citoplasméticas. Estas modificaciones incluyen la
guimica rédox con residuos aminoacidicos especificos y centros metalicos presentes en
el grupo prostético, o la uniébn no covalente en regiones regulatorias criticas de la

proteina receptora.



En este sentido, la quimica de hemoproteinas representa un buen ejemplo de proteinas
receptoras. Si bien pueden presentar alta afinidad por los diferentes gases, la respuesta de
cada uno de ellos esté regulada de diferente modo. Como ejemplo, la Figura 3 muestra que
la respuesta inflamatoria a la accion de un patdgeno esta regulada por NO & Coynid
sefales extracelulares. Ademas, algunas de estas pequefias moléculas gaseosas pueden

regular la actividad de las enzimas que producen las?3tras.

Lipopolisacarido patégeno

(+) +)
Hemooxigenasa Oxido nitrico sintasa Cistationina
& inducible (INOS) r-liasa

hem L-arginina L-disteina

CcO NO H,S

K | /
Inflamacion

Figura 3. Interaccién del 6xido nitrico (NO), el monéxido de carbono (CO) y el sulfuro de
hidrégeno (HS) como sefiales extracelulares en la respuesta inflanfatoria.

1.2.2 El caso patrticular de las especies HNO y NO.

El NO fue caracterizado hace mas de 200 afios por Joseph Priestly pero, al igual que
el resto de los gases que intervienen en procesos de sefializacién, su importancia fisiologica
fue reconocida muchos afios mas tarde. Hacia 1980, Louis Ignarro report6 la produccién
endogena de NO en células endoteliales, y descubrié su participacion en la vasodilatacién
arterial®® Por dichas investigaciones, el NO fue elegida ““Molécula del Afio™* en 1992, y el
Dr. Ignarro obtuvo el premio Nobel de Medicina en el afio 1998. A raiz del descubrimiento
de su rol fisiolégico, la reactividad quimica y bioquimica del NO, fueron estudiadas
detalladamente durante las Gltimas dos décadas> Como se mencioné anteriormente,
los 6xidos de nitrégeno, especialmente NO, juegan un papel importante en muchos
procesos fisiologicos. Especificamente, en las funciones cardiovasculares, donde regula el
flujo de sangre, mediante la transmision de la sefial de relajacion del endotelio (donde no se

produce) a las células musculares lisas vasculares NO sefi$iles. formacién de éxido



nitrico en medio biolégico se debe principalmente a la accién de las 6xido nitrico sintasas

(NOS), estas emplean arginina, NADPH y fara producir NO y citrulina (reaccion).

NOS
2L-arginina + 3NADPH + 3H+ 40, — 4HO + 2L-citrulina + 3NADP + 2NO (1)

En hipoxia, el NO puede generarse por reduccion de nitrito mediada por centros metalicos
(reaccion 273
metaloenzimas (Cu o Fe)
NO, » NO 2

Se ha observado que, en bajas concentraciones, el NO resulta esencial para la
regulacion de la actividad celular. Sin embargo, a altas concentraciones, como las que se
experimentan frente a la respuesta inmune, puede producir estrés oxidativo y nitrosativo,
que terminan en la muerte celular y el dafio en los teffdass procesos téxicos asociados
con el exceso de NO, pueden atribuirse al efecto directo o indirecto del oxido nitrico, o bien
al efecto indirecto del NO como consecuencia de su reaccion c&n@ste ultimo caso,
se observa la posterior formacién de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno (RNOS)
como el NQ, N,Oz 0 el ONOO™*?

Mas recientementese sumaron a la familia de especies reactivas de nitrdgeno
biol6gicamente relevantes el aniébn azanoN® () y su acido conjugado, la azanona
(HNO).4O’41

El gran interés en los efectos biolégicos del HNO ha surgido principalmente debido a
la amplia variedad de estudios estrechamente relacionados con el 6xido nitrico.

En los 20 afios de investigacion en el campo de la liberacii®dee ha producido
un importante desarrollo de farmacos nitrovasodilatadores, tales como NONOatos (ver
Seccién 1.5.3). Curiosamente, y a pesar de la reactividad estrechamente relacionada de NO
y HNO, las vias de accién bioquimicas resultan ser muy diferentes. Este entendimiento se
logré hace unos 10 afos, cuando con varios estudios se demostro que la presencia de
dadores de NO producen efectosivo diferentes que los observados para los dadores de
HNO.*? Varios grupos han comparado y contrastado la farmacologia y toxicologia de HNO

y NO, entre ellos Wink, Miranda y colaboradof&&>



Histéricamente, el HNO entr6 a la luz como una posible sustancia biologicamente
activa, a mediados de los afios ochenta, con estudios relacionados con la cianamida
(H.NCN), un medicamento contra el alcoholistfi8’ La cianamida genera HNO en una
reaccion oxidativa (con catalasas o peroxidaSam)e a su vez inhibe la enzima aldehido
deshidrogenasa. Este ultimo paso de inhibicién sucede por la reaccion del HNO generado,
con el residuo tiolato de la cisteina en el sitio activo de la ADH, y fue por lo tanto una de
las primeras evidencias que indican una alta reactividdti®© con tiolatos (RS).***°
Luego fueron reportados otros ejemplos de HNO reaccionando con tiolatos, por ejemplo
con proteasa de cisteina, donde inhibe la funcionalidad de la catep&ind ®Gtra
caracteristica biolégica clave deINO, es su alta reactividad con las hemoprotginas
férricas y ferrosas, que seran discutidas en la seccion 2.1. También es capaz de reaccionar
con otras metaloproteinasas tales como la CuZnSOD y Mr$OD.

Desde el punto de vista fisiologico, se sabe que el HNO causa una respuesta de
relajacién vascular como se muestra en varios estudios. Dadores de nitroxilo tales como la
sal de Angeli (SA, ver seccién 1.5.1, pagina 27) y cianamida actuan de una manera similar
a la de NO*°2Sin embargo, si bien la azanona comparte con el oxido nitrico propiedades
vasodilatadoras, la aplicacion de SA en ensatye$/o mostré efectos fisioldgicos que no
pudieron ser reproducidos con dadores de NO: (1) aumento de la contractilidad muscular,
(2) aceleraciéon de la relajacién ventricular y (3) disminucién en la carga cardiaca. Los
dadores de HNO causan un aumento en la contractilidad del musculo cardiaco a través de
un efecto positivo combinado de la fuerza relacionada con la contraccibn muscular. Esto,
junto con la relajacion simultanea de los musculos cardiacos (efectos inotropicos y
lusitropico, respectivamente), resulta en un aumento de la funcién cardiaca. Se han visto u
namero de estudios en los que se proponen varios modelos con el fin de explicar el
mecanismo del efecto del nitroxilo en el sistema cardiovascular. Por ejemplo, el HNO se
dirige a un residuo critico de cisteina en el reticulo/sarco endoplasmafideT Basa
(cisteina 674 en SERCA2¥)También se ha demostrado, que modifica tioles criticos en la
fosforilacion de fosfolamban (PLN) y aumenta la actividad de la SERCA2a mediante la

eliminacion de una inhibicién de la bomba dé'c¢a

Otra aplicacion terapéutica en el sistema cardiovascular de HNO se debe a que puede

ser un agente de acondicionamiento previo de gran alcance, que ayuda a aliviar las



consecuencias negativas de un evento isquémico y la consecuente lesion por reperfusion.
Esta lesion se caracteriza por la privacion del flujo sanguineo seguida de necrosis y posible
hipoxia del tejido cardiaco. Los estudios muestran que se logré una disminucion dramética
en el tamafo del infarto mediante el pre-tratamiento de los tejidos del corazén con sal de
Angeli*® Sin embargo, se ha demostrado que al mismo tiempo la azanona aumenta el
tamafio del infarto si se administra durante un evento isquémico. En este caso, el efecto
farmacoldgico del NO es drasticamente diferente, puesto que tiene propiedades protectoras
en las lesiones de reperfusion de isquemia cardiaca cuando se administra durante la fase de
reperfusior®

En resumen, hasta la actualidad) importante nimero de evidencia haido
recogida apuntando a los posiblefectos positivos del HNO en la prevencion de la
insuficiencia cardiaca actuando en los posibles objetivos a través de diversos
mecanismos. Este es un fuerte incentivo para el desarrollo de nuevos dadores de azanona
para aplicaciones farmacologicas.

Por ultimo, los profarmacos de HNO también pueden ser eficaces como agentes
anticancerosos, ya que el nitroxilo dificulta irreversiblemente la actividad de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) - una enzima critica en la glucdlisis, que
la mayoria de los tumores sélidos utilizan como su fuente de energia. Ademas, los estudios
muestran que las células de cancer de mama se ven afectados por la presencia de sal de
Angeli a través de su interaccion con el inhibidor de poli (ADPRibose) polimerasa (PARP).

La funcién de la PARP se considera critica en el proceso de reparacion del ADNoy por |
tanto la capacidad para inhibir la PARP puede potencialmente proporcionar un enfoque
eficaz para la interrupcién de la reproduccion celular del cAh&arresumen, los agentes

de liberacion de HNO tienen perspectivas interesantes como potenciales compuestos
terapéuticos. Sin embargo, se necesita mas trabajo para comprender los mecanismos

guimicos que subyacen a los efectos fisioldégicos observados.

1.3 Produccioén in-vivo de HNO
Una cuestién clave relacionada con HNO y su funcién bioldgica, se refiere a la
posibilidad de su formacion endogeira vivo. Los estudios hasta este momento son

contradictorios y sigue sin aparecer una respuesta definitiva. Existen en la actualidad

diversas propuestas mecanisticas



a) La via mas aceptada para la producéowivo de HNO resulta de la actividad
enzimatica de la O&xido nitrico sintasa (NOS) en condiciones particulares de su
cofactor*®*>*>* En la reaccion propuesta (3), el sustrato arginina se reduce por seis
electrones para producir HNO:

NH 0]

)L Seis electrones

H,N NH > H,N NH + HNO
| NOS

R R (3)

En los estudios correspondientes y sobre la base de la deteccig® geN¥,OH,
los autores sugirieron que el producto de la accion enzimética de la NOS en ausencia del
cofactor biopterina, debe ser HNO y no Ri>® La evidencia adicional para la generacion
de HNO enddégena incluye la deteccion de Fe(ll)-NO en la NOS, en lugar del estado de
oxidacion férrico habitual*>® Muy recientemente, Marletta y colaboradores argumentaron
que en el ultimo paso de la producciéon de NO por la NOS, un radical centrado en biopterina
oxida el {FeNOY a una especie {FeN®}y luego se libera NO del hierro férrico. Sin
embargo, queda por demostrar, y parece poco probable que el intermediario {FeNO}
pueda liberar realmentdNO~ o HNO.>"*® Ver seccién 2.1, pagina 23, para la
nomenclatura usada en la descripcion de los complejos nitrosilados. A pesar de estos y
otros resultados que se han presentado como evidencia de la presencia de HNO como
intermediario en el metabolismo de la NOS, el mecanismo de produccién no se ha
establecido de manera concluyente y los resultados permanecen abiertos a la interpretacion.

b) Otra fuente de HNO enddgena se basa en la oxidacion de la hidroxilamina (HA), u
otro aminoalcohol, tales como la hidroxiurea o N-hidroxi arginmaivo se postula como
un proceso que depende de la actividad de diversas hemoproteinas, que son capaces de
estabilizar las especies oxo-ferrilo, como peroxidasa<°Recientemente, Donzelli et. al.
evalué la produccién d#INO por este mecanismo con un nuevo ensayo seléttmla
presencia de glutation reducido (GSH) el producto de reaccion, GS{O3NHuantifica
por HPLC. Sus resultados mostraron que metahemoglobina, peroxidasa de rabano picante y
mieloperoxidasa son productores eficientes de nitroxilo, utilizando hidroxilamina como
sustrato. Otras peroxidasas y catalasas son capaces de ioxid#io sustratos que

contienen N con estados de oxidacion de nitrégeno menores, tales como hidroxilamina,



hidroxiurea, acido hidroxamico, azida y cianamida, con la produccion concomitante de
HNO tal como fue revisado recientemente por Ketgal®® Sin embargo, hay varias

preguntas sin resolver relativas al mecanismo propuesto (que se describe a continuacion en

la reaccion %
- F63+ —— __________-__--_
H?Oz .
£ 2 p
| 1 . Fe(]V}(P‘_'_):O _ £ HN 0

(4)

Por ejemplo, un punto de debate se refiere a si la molécula HNO generada puede
escapar del bolsillo hemo-férrico, lo que parece poco probable dada la reactividadDddel HN
hacia dicho grupo hemo. También es importante dilucidar la manera en la que la proteina es
conducida a la formacion de las especies oxo-ferkilvo, quein vitro se realiza mediante
la adicion de 0,.5%%3

c) Otra posible fuente endégena de azanona se deriva de la reduccién de NO a HNO
por superéxido dismutasa de Mn o $é&* o por xantina oxidasa (X&) Aunque ambos
tipos de enzimas se han reportado como capaces de producir HNO, en todos los casos se
utilizaron métodos indirectos para la deteccionHMO, que a veces son dificiles de
interpretar o poco fiables.

d) Recientemente, Nesse y colaboradores, estudéhragcanismo de reaccion de la
reduccién por seis electrones de nitrito a amoniaco, por la citocromo c nitrito reductasa en
bacterias. Si bien el producto final es §\Be forman diversos complejos intermediarios los
cuales contienen NO e hidroxilamina, entre otros. Se propone que la reduccion de nitrito
comienza con una ruptura heterolitica del enlace NO, lo cual es facilitado por una
interaccion de retrodonacion pronunciada del nitrito coordinado, desde el nitrégeno al sitio
de union de hierro reducido (Fe(ll)), pero no al oxidado (Fe(lll)). Este paso lleva a la
formacion de una molécula de agua y una especie {FENg®gual posteriormente (debido
a dos reducciones rapidas de un electrén), conduce a una especie {FeN®@Y¥

protonacién, a un aducto Fe(ll)-HNO.



e) Finalmente, hay al menos una ruta propuesta no enzimatica para la produccion de
HNO enddgena, la descomposicion de nitrosotioles (RSNOs) por otros tioles (por gjemplo

glutatién) segun la reaccion 5 que se muestra a continuacion:

S—R
/ > / + HNO
R—S R,—S

Aunque este mecanismo no se ha establecido para un pinoceiso, estudiosin

vitro muestramgue la reactividad de exceso de tiol con RSNOs conduce a la formacion de
disulfuro y HNO®®

Por dltimo, pero no menos importante, hay que destacarnogno de los
mecanismosdescritos anteriormentban sido confirmados sobre todo debido a las
dificultades con la deteccion inequivoca de HNO. En la actualidad, la formaciésOde N
NH,OH o especies nitrosilo ferrosos se utilizan como evidencia indirecta de la produccion
HNO, pero es evidente que el desarrollo de métodos analiticos fiables para la deteccién
cuantitativa del HNO es una gran demanda para el avance de la investigacién biomédica en
esta area.

En resumen, el HNO parece tener promisorias perspectivas en cuanto a su rol
biolégico. Tres potenciales areas estan surgiendo como aplicaciones biomédicas para la
liberacién de moléculas de HNO como agentes terapéuticos: la terapia cardiovascular, la
terapia preventiva de lesiones-reperfusion, y el tratamiento contra el cancer. Por otro lado,
la produccion enddgena vivo de HNO todavia permanece como una hipotesis interesante

gue necesita ser probada.

1.4 Reacciones de HNO con moléculas pequefias bioldgicamente relevantes
1.4.1 Dimerizacién
HNO dimeriza con una constante de velocidad de segundo orden de
aproximadamente 1 x ioM™s® para producir acido hiponitroso que finalmente se
descompone para producir el éxido nitroso (Tabla 1, reacyit 6
2 HNO — HONNOH — N,O + H,0 (6)



Entre pH 7,5 y 10,5, donde la espeEidl,O, es la mayoritaria (0, = 10,9),la
velocidad de descomposicién exhibe un plateau gefick= 5.0 x 10° s* (ty 23
minutos)®® Fuera de este rango de pH la velocidad de descomposicién es ain mas lenta
llegando hasta valores de alrededor dé €8 Por debajo de pH = 5, y en ausencia de
atrapantes @l radicales, el acido hiponitroso puede descomponer por un mecanismo
radicalario produciendo Ny NO;.”° Por esta razén, tiene que tenerse en cuenta que por
debajo de pH = 5 deben agregarse etanol u otros atrapantes de radicales a las mezclas de

reaccion para evitar las complicaciones derivadas de este mecanismo radicalario en cadena.

Tabla 1. Constantes de velocidad y potenciales de reduccién para las reacciones de

azanona, anion azanona y Oxido nitrico con pequefias moléculas biol6gicamente

relevantes
# Reaccioén Cte velocidad Referencia
Fig. 3 HNO + OH — 3NO ™ + H,0 4.9 x1¢d M1s? 13
6 'HNO +HNO — HONNOH 8x 10 Mist 13
HONNOH — N,O + H,O 5.0 x 10*s? 69
9 'HNO + O,— NO + HO; (?) 3-8x 160 M'st 135171
16 HNO + NC® — N,O,°+ H' 5.8 x 10 M's* "
Fig. 3 NO™ + H,0 — 'HNO + OH 1.2x16s" 13
7 SNO™ + HNO — N,O + OH 6.6 x 10 M1st 3
10 5NO™ + O, — ONOO™ 2.7x10 M1st 13
15 3NO + NO® — N,0,* 3.0x 10 M's? 2
11 NO® + Oy — ONOO" 4-7x 16 M's? AT
12 2 NO® + O, — 2 NO," 2.54 x 16 M3%s*t 6
Potencial vs NHE Referencia
NO + H + ¢~ — *HNO °~-0.14V e

NO + ¢ — 3NO~ E°<-08V 8

®Las constantes de velocidad informadas son a temperatura ambiente y pH =7



En cuanto afNO", aunque se ha sugerido que dimeriza con k > &M *° no

hay ninguna evidencia experimental para apoyar esta aseveracion. Segun Bonner y
colaboradores, "Consideraciones de la barrera de Coulomb llevarian a esperar la inhibicion
de la reaccién de dimerizacién con el aumento de la deprotonacion de ‘HISD".
embargo, se ha reportado recientemente por Lymar y colaboradores que la reaccion
prohibida por spin d&8NO" y 'HNO se lleva a cabo con una constante de velocidad de 6.6 x
10° M*s* (reaccién 7.3

NO™+HNO — N,O+OH " 7)

Debe tenerse en cuenta que este resultado se basa en observaciones cinéticas
indirectas. Por otro lado, es un hecho sorprendente, incluso para los autores, que una
reaccion prohibida por spin sea tan rapida; segin Lymar esto podria ser debido a la gran
fuerza impulsora pa esta reaccion (con un AG estimado de -80 kcal/mol). AunquéNO
es isoelectrénico condebido a su carga negativa se espera que sea mas nucleofilico, asi
la reaccion 7 podria pensarse como una adicion nuaediél anion nitroxilo al &tomo de
N de 'HNO para producir el intermediario HONNQdespués de la reorganizacién
electrénica y un movimiento del H), que se descompone para prodQc{réaccion 8). En
principio, podria esperarse qiEN=0 sufra este tipo de ataque nucleofilico en forma
similar a los carbonilogR,C=0). Sin embargo, esta reaccion es complicada por los
diferentes estados de spin de la azanona. Posiblemente, se necesitan estudios teoricos
adicionales para entender los detalles de la reaccién. Por otro lado, y a diferéHti®de
el NO tiene poca tendencia a dimerizar a (N©dn una constante de equilibrio pequefia

K=8,4 10° (120 K) y por lo tanto es bastante estable en solién.

o
— H—N—O" N/ - OH
'H—N=—0 — L — | > Ny
N=0 N
‘\SNO' ~ \OH
— N—oOF N > -
H—N=0 o \T T | 2, No
G ‘\O:N /N
NO HO (8)



1.4.2 Reactividad frente a oxigeno, NO vy tioles
Oxidacion
La reaccion déHNO con @, la cual fue estudiada en fase gasé&bsa, lenta debido
a sus diferentes estados de spiry 10° Ms' (ver Tabla 1). Sorprendentemente, el
producto de la reaccion sigue siendo desconocido, aunque se ha propuesto que la reaccion
procede a través de la ecuacion 9, dando NO y una especie radicalaria de tipo
hidroperoxida:>
'HNO + O, — NO* + HO,® 9)
Por otro ladoNO™ reacciona con ©con una constante de segundo orden para dar
peroxinitrito (eq. 10)?
NO™ + 0,— ONOO™ (10)
siendo isoelectrénica con la reaccién de segundo ord&h 4.
NO® + O, — ONOO™ (11)
Por el contrarioNO, reacciona con ©siguiendo una cinetica de tercer orden, y con
una velocidad lenta. El mecanismo de esta reaccion se muestra en forma simplificada en las

reacciones 12-1%.
2NO°® + O, »—— 2 NO," (12)
NO,® + NO® — N,O; (13)
N2Os + H:O —2NO; + 2 H  (14)
En resumen, si bien el oxigeno es un atrapante relativamente lento de azanona, su alta

concentracion en sistemas biolégicos, hacen de la oxidacion una importante via de

consumo.

Reactividad frente a NO

Ambos®NO y HNO reaccionan con NO, con constantes de velocidad de segundo
orden las cuales difieren en tres 6rdenes de magnitud siendo la maybiGcofTabla 1,
reaccioes15 y 16%

3NO + NO* — N,O,* (15)

'HNO + NO® — N,O,”+ H* (16)



El radical NO;> resultante reacciona rapidamente con otra moléculdN@e,

produciendo el anion de capa cerrad®N el cual decae a los productos finale®©ON-
NO, con una constante de velocidad de ca. 300 s
En el esquema 1 se muestra un resumen de las reacciones de NO y HM@INO

moléculas pequefias.

Soong e N o o

THNO ‘—+ 3NO"
HONNOH / \ . ./@ ~ o
?y \?2

NZO +H0 ONOO  NO,

N,O

Esquema 1- Reacciones de nitroxilo y 6xido nitrico

Por todos estos posibles (y diversos) blancos, la disponibilidad y concentracion de HNO
en un medio dado estara directamente vincuddds distintas moléculas presentes con las

cuales puede reaccionar, consumiéndose.

NO: ¢ posible fuente de HNO?
El potencial estandar de reduccién para la cupla®NOY es -0.8 VA* A pH fisiologico
'HNO es la especie mayoritaria, y se puede estif@@&H/*HNO) ~ -0,55 V a pH 7

(ambos valores vs. NHEJ.Como consecuencia, esta actualmente bajo discusion si NO

podria reducirse 8aNO™ o 'HNO en sistemas de mamiferos, puesto que por un lado los
potenciales de reduccién antes mencionados (-0,8 y -0,55 V) estan en el limite de los
agentes biologicos de reduccion, y otras especies que estan presentes en concentraciones
mas altas, como £ son mas favorables a reducirse (ver capitulo 8.2). Por el contrario,
3NO™ deberia funcionar como un agente reductor fuerte dando NO, mientrdsiGe

generalmente actia como un electrofilo.

Reactividad frente a Tioles
La alta reactividad de la azanona con tioles se conoce desde hace méas de dos

decadas'®® Los estudios pioneros realizados por Dogteal. demostraron que el HNO



podria convertir tiofenol a disulfuro de fenilo, probablemente a través de un intermediario
N-hidroxisulfenamida. Ademas Wonet.al.®® sugiri6 que a niveles bajos de tiol la N-
hidroxisulfenamida podria isomerizar a sulfinamida, ver esquema 2. Una reactividad
similar también fue propuesta para otros tioles como el glutation (BS+cetil-L-
cisteina y diotreitol ® La obtencion de un producto estable (sulfinapjmhra la reaccion

de tiolescon azanona, que es diferente deelgpecies habituedresultantes de su reaccion
aerdbica con oxido nitrico (nitrosotioles), motig@dVink y colaboradores a utilizar esta

reaccion como un método selectivo para la deteccion de ™RO.

N 0 EgH HZOWJ‘

R—SH +H-N=0 ——>» R—S—N-—H —T> R—=S =N-=H

Aducto
sulfinamida

Esquema 2- Captura y deteccion de HNO utilizando tiofenol

1.5 Dadores de HNO

'HNO y °NO" son, como se mostrara previamente, moléculas muy reactivas. Una de
las principales reacciones es la'#\O consigo mismo (i.e dimerizacion) para producir
acido hiponitroso (kN-O,) a velocidad alta (~10M™s™), que se descompone en agua y
N2O. Por lo tanto, las soluciones de nitroxilo no son estables y el HNO, si no se produce
continuamente, desaparece facilmente. Ademas, el HNO no puede aislarse en estado sélido,
y el 3NO™ en solucién es incluso mas inestable siendo su reactividad aun bastante
desconocida, aunque pudo aislarse como sal de sodio. Para superar estos prgblemas,
poder trabajar cofHNO (0 3NO") siempre se ha necesitado del uso de moléculas dadoras
de azanona, es decir compuestos que bajo ciertas condiciones especificas liberan
espontaneamenteiNO 03NO".

En la dltima década se publicaron diversos trabajos donde se retesaaede la
generaciéon déHNO 0°NO, especificamente, dos publicados en 2005 por Mirehdh

083 incluyen una descripcién profunda de la reactividad de los dadores.



1.5.1 Sal de Angeli
Historicamente, el primer método para la generairiitu de HNO fue descrito por
Angeli en 1896, mediante la descomposicion deNNas. La sal de Angeli (SA)
habitualmente se sigue utilizando para este propdsito. EI mecanismo aceptado para la
descomposicion espontanea para dar HNO vy nitrito, implica la monoprotonation del anién

de sal de Angeli entre pH 4 y 8, como se muestra a continuacién (rehgcion

0 o OH on 0 0

\ / q* \ / lento \ //
N=—N' —> N=N* —— /N:T\I\— — > HNO+NO,
\o_ \o_ H ) (17)

Es importante aclarar que en medios fuertemente acidos, (es decir por debajo de pH
3), el producto de la descomposicién de la sal de Angeli es NO (y no HNO). El mecanismo
para este proceso no es sencillo y esta aun bajo investigacion.

La sal de Angeli se usa comunmente como un dador confiable de HNO en medios
casi neuis, con una constante de descomposicion pH-dependiente y de primer orden. De
pH 4 a 8 la constante de velocidad es practicamente invariable, siendo 8,8%al®6 °C,
equivalente a un de 17 minuto§°®’

1.5.2 Acido de Piloty
El segundo método significativo es la generacion de HNO con un compuesto
organico, acido de Piloty (AP), a través de una ruptura heterolitica en medio basico, segun

la reaccidén 18 que se muestra a continuacion:

0] o 0

!—IP\II—OH = <—=_>'”—N_—OH—> @—s// + HNO

N \.
(18)

La reaccion es espontanea, una vez que el grupo sulfohidroxamica es deprotonada,
por lo tanto, AP producira espontanea y continuamente HNO a partir de cierto pH, el cual
se relaciona con el pKa correspondiente. Las constantes de velocidad para la
descomposicion del acido de Piloty a pH 10 y sal de Angeli a pH 4-8 son comparables,
los valores de ambos caen en el rango d&-10* s* (a 25-35 °C).Similar a la SA en

medio neutro y ligeramente acido, el AP bajo condiciones basicas tiene tiempo de vida



media del orden de minutos (27 min a 25 °C y 6 min a 3%*€odos los derivados de
AP muestran velocidades de descomposicion similares, aun en los diferentes rangos de pH.
Acido de Piloty y sal de Angeli, son atin ampliamente utilizados para la generacion de
HNO para estudios farmacoldgicos. De los dos, sal de Angeli tiene una ventaja comparativa
de generaciéon confiable de HNO bajo condiciones aerdbicas oxidativas y a pH neutro. Sin
embargo, la estructura del anién sal de Angeli es rigido y no es susceptible a la
derivatizacion. Por lo tanto, hay menos flexibilidad en la adaptaciéon a la funcion de
““delivery”” de HNO para objetivos especificos. Por otra parte, la reciente y facil
preparacion de varios derivados de AP que pueden liberar HNO confiablemente en
condiciones fisiologicas (yw casi cualquier) de pH, hace que estos compuesas s
probablemente los dadores preferidos para ser utilizados en el futuro en esta area (mas

detalles en el Capitulo Resultados 8.1).

1.5.3 Otros dadores

Los compuestos del 1 al 9 han sido descritos como dadores de azanona y son capaces
de liberar HNO bajo una variedad de condiciones diferentes. Como se muestra en el
esquema 3, se pueden clasificar en tres grupos principales: hidroxilamina y sus derivados
(es decir, compuestos de R-NHOH), NONOatos (i.e compuestos con una unidad
N(O)=N(O)) y nitroso compuestos especificamente disefiados. Los mecanismos de
produccion de azanona, como se describird brevemente mas abajo, también son diversos, la
cianamida (RNCN) por ejemplo, se considera en el grupo de hidroxilamina puesto que
libera HNO en presencia de catalasas, después de la reaccidbn con agua oxigenada,
produciendo el derivado de la hidroxilamina HN(OH)CN, que es el dador real espontaneo
de azanona. Los compuestos de tipo (2) se activan g@opotdnacion y como la
hidroxilamina en si misma desproporcionan para produgirN¥O y NHs. En estas

reacciones, el HNO se postula como una especie intermedjaegodria estar presente

asociado a las enzimas del ciclo del nitrégeno. La azanona también puede obtenerse de
otros derivados de la hidroxilamina como hidroxiurea, por oxidacién con &cido per¥fdico.
También recientemente, Toscano y colaboradores desarrollaron el barbitarico (4) y el
derivado de la pirazolona () Dos de ellos liberan HNO a pH fisiolégico con tiempos de

vida media de aprox. 1 a 10 minutos respectivamente, mientras que a pH = 4 son estables

durante horas.



Hidroxilamina y derivados

HO O R H
\ ” H \ catalasa \
N—H R——S—N—OH N—C=N > N—C=N
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Esquema 3 -Dadores de azanona, agrupados en las tres categorias propuestas.

O—N

1-5)Hidroxilamina y sus derivados, 6,7)NONOatos y 8,9)Nitrosos compuestos y derivados.

Con respecto a NONOatos, el HNO generalmente se libera térmicamente o ajustando
el pH en la zona acid4.Por ejemplo, el IPA/NO NONOato (6, r = H y i-propil) se ha
demostrado que puede liberar tanto NO como HNO y en una forma dependiente de pH, del
mismo modo que la S&. Mas recientemente, se obtuvo un novedoso compuesto
NONOato (7), a través de la reaccién de IPA/NO con BEDAt.”* Este compuesto es
hidrolizado para generar HNO por dos mecanismos diferentes. En la presencia de esterasas,
la disociacion a acetatfprmaldehido e IPA/NO se propone como ruta dominante, mientras
gue en la ausencia de la enzima, no se produce isopropilamina (IPA). El 6xido nitrico no es
observado como producto. Fue propuesto un mecanismo (Fig. 4A) en donde una
abstraccion del protén N-H inducida por base de (7) conduce a la migracion en el grupo



acetilo desde el oxigeno al a&tomo de nitrdgeno vecino, seguido por la ruptura al ion
isopropanodiazoatp al conocido precursor de HNO: acil nitroso (5).

Los compuestos aciloxinitrosos, (8), liberan HNO por hidrdlisis en una forma
dependiente de pH (Fig. 48)Mas recientemente, fueron sintetizados compuestos solubles
en agua, y se observo que esterasas de higado de cerdo catalizan su descomposicion y
favorecenia liberacion de HNG?

Finalmente, los compuestos de la formula general (9) acttan como dadores
fotocontrolados de HNO via reacciones de retro Diels-Alder, aunque también pueden
liberar NO dependiendo del solvente (Fig. A€ Ha sido publicada recientemente una

revision centrada en estos compue&tos.
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Figura 4 - A) Mecanismo propuesto de generacion de HNO hidrolitica partiendo te (7).
B) Hidrolisis de compuestos aciloxinitrosos C) Dador fotocontrolable de HNO liberado a

través de una reaccion de retro Diels-Alder.






2. Reactividad de azanona frente a metaloporfirinas y hemoproteinas

2.1 Metaloporfirinas nitrosiladas de Mn, Fe 'y Co

Ademas de las pequefias moléculas, que se describieron en la seccion 1.4.3, los
principales blancos en los sistemas biologicos del NO y HNO son los*4#8feg las
metaloproteinas, principalmente las hemoproteinas {H#7En este contexto, mucho del
conocimiento acerca de la reaccion del 6xido nitrico con las HP proviene del estudio de la
reactividad con modelos hemo aisladps, metaloporfirinas, principalmente de hierro,
pero también de manganeso, cobalto y rutEtiblay dos cuestiones relevantes acerca de
los complejos nitrosilados de metaloporfirinas, la primera se refiere a sus velocidades de
formacion y disociacion, la segunda estéa relacionada con la geometria del NO y su efecto
sobre otros liganddsans Por lo general el oxido nitrico se une al metal a través del atomo
de nitrégeno, y su caracter varia de NONO .2°**%*Una buena y util descripcién de |
subestructura metal-NO se presentd originalmente por Enemark y Feltham en los afios
701519 donde se describe al complejo nitrosilado como {MN@pnde M es el centro
metalico que corresponde, y el pardmetro clave es el nimero n, que corresponde a la suma
de los electrones d del metal mas los electrahégl nitrosilo coordinado.

En consecuencia, por ejemplo los complejos {FeN@)rresponden a nitrosilos
férricos, mostrando un caract®iO*, una geometria lineal Fe-NO y una frecuencia de
estiramientov,, ~ 1700 - 210Ccm™. Por otro lado, los complejos {FeNO3on nitrosilos
ferrosos con caract&O®, una geometrike-NO angulary vy, ~ 1400 - 170&m*, como se
observa en varias estructuras cristalinas de los complejos de nitrosilo con
metaloporfirinas®® Ademas de los complejos antes mencionados, las porfirinas de hierro
pueden producir también especies {FeRiQjue tienen caracter NO(nitroxilo).X*® En
cuanto a su estabilidad, los complejos {FeNi€3n, por mucho, los mas estables, car K
10 debido a la rapida asociaciéa MO a las porfirinas dE€(ll) (ca. 18 M's?) y la muy
lenta disociaciéon’® Por otra parte las especies {FeNQhuestran las velocidades de
reaccion mas bajas (aproximadamenté M's?), y los valores mas altos para la
disociacion del NO (entre 1-500Ys° Un punto muy importante de los complejos
{FeNO}®, es su reactividad hacia los nucledfilos, por lo general H@itrito, que resulta
en la reduccién del centro metalico de la porfirina y la oxidacion de NO ,aeN@n
proceso llamado nitrosilacion reductiva. El resultado neto de la reaccién de nitrosilacién

reductiva es la formacién de especies {FeN@pando el exceso de NO reacciona con



porfirinas férricas:***? Para una reciente revisién de las reacciones anteriormente descritas
ver el trabajo de Ford y colaboradot®s.

Las porfirinas de manganeso también forman complejos nitrosilados. EI NO
reacciona rapidamente (ca®1@s?) con porfirinas de Mn(ll) dando complejos estables
{MnNO} ® '3 que muestran una geometria lineal N®-'** Curiosamente, no se observa
nitrosilacién reductiva para la reaccion de Mn(lll) con NdLas porfirinas de cobalto
también forman complejos estables de nitrosilo, siersiesigecies {CoNG} obtenidas por
reaccion del NO con porfirinas de Co(ll) investigadas como modelos isoelectrénicos de
hemo oxigenasa™ Los complejos {CoNO} son muy estables, con altas velocidades de
asociacion de NO y bajavelocidades de disociacién (ca.?1?*s® y ca. 10's?,
respectivamenté)®*® Por otra parte, los complejos {CoND$on menos estables, con
velocidades de asociacién significativamente mendfes.

Un aspecto interesante, en relaciéon a los complejos nitrosilados de hierro y su
vinculacién con la quimica del HNRO |, se refiere al mecanismo de reaccion de la 6xido
nitrico reductasa (NOR), el cual fue revisado recientemente por Karfe propone que
la reaccion de la NOR se produce por la union de dos moléculas de NO a das hemo
ferrosos posicionados muy cerca, lo que conduce a un acoplamiento N-N y la formacion de
N,O,* (es decir, la dimerizacién d¢O"), que finalmente genera,®, H,O y dos hems
férricos''®® Collman et. al. lograron sintetizar un modelo inorganico funcional de la
NOR, que contiene un centro porfirinico de hierro y un tri/tetra hierro no hemico
coordinado con ligandos imidazol y/o piridina, el cual puede reaccionar con dos
equivalentes de NO para producigNen el estado completamente reducfdd® Un
analisis de los posibles intermediarios por espectroscopias EPR, RadRasugiere la
existencia de dos intermediarios nitradids diferentes, asignadas especies mono y
dinitrosilos!® Por lo tanto, la reaccion de MOR, puede ser interpretada confe
dimerizacion de HNOMO mediada por coordinacién, dependiendo del ligando, la
protonacion y las etapas de formacion de los enlaces N-N.

En resumen, se han obtenido y caracterizado cinéticamente varios complejos
nitrosilados de metaloporfirinas. En el caso de centros metalicos como Fe, Mn y Co, los
complejos nitrosilados pueden obtenerse por reaccion de las correspondientes porfirinas

M(Il1) con HNO, como se describe en las siguientes secciones.



2.2 Reactividad de HNO y NO frente a porfirinas de Fe, Mn y Co.

Las primeras reacciones estudiadas de azanona con porfirinas de Fe, no fueron con
porfirinas aisladas, sino directamente con la mioglobina, el punto de referencia de las hemo
proteinas. Los primeros experimentos con porfirinas aisladas implicaron la reacciéon de los
dadores habituales, descritos en la seccion 1.5, tales como trioxodinitrato (Sal de Angeli,
SA) y éacido toluensulfohidroxamico (un derivado del acido Piloty's, TSHA), con varias
porfirinas modelo. Se incluyeron las porfirinas solubles en agua meso tetraquis (4-
sulfonatofenil) porfirinato [Fe(lll)TSPB] meso-tetraquis-N-etil-2-il piridinio porfirinato
[Fe(ITEPyYPF*, asi como el modelo de hemo-proteina pentacoordinado microperoxidasa-
11 (Fe(ll)MP11) y la porfirina meso-tetrafenilo (Fe(ll)TPP) que es soluble en medios
orgénicos?#124

Como era de esperar, para todas las porfirinas se obtuvieron los correspondientes
complejos {FeNOY, de acuerdo con la reaccién general 19.

'HNO + Fe(Ill)Por — Fe(I)PorNO + H* (19)

Aunque las hemoproteinas ferrosas forman aductos estables Fe(ll)(Prot)HNO, las
porfirinas aisladas como FeTSPP o FeTPP no lo hacen, lo que sugiere claramente que sin la
proteccion proporcionada por la matriz proteica el aducto Fe(ll)(Prot)HNO (9 RO
inestable. Recientemente, gracias a la presencia de sustituyentes fuertemente aceptores de
electrones presentes en el anillo de la porfirina, se obtuvo la primer porfirina estable
{FeNO}®.

Ademas de la reactividad de nitroxilo con porfirinas de hierro, otras metaloporfirinas,
con Co 0 Mn como centro metélico, también son capaces de reacciomi©dao que da
lugar a interesantes aplicaciones. Cuando soluciones acuosas de SA (a pH =7) o TSHA (a
pH = 10) se agregan a [Mn(lI)TEPyP]bajo atmoésfera inerte, se observa la conversion
total de la misma a [Mn(lI)TEPyP-N®] Curiosamente, y en oposicién a lo que se
observa para las porfirinas de Fe(lll), hay un corrimiento de la banda de Soretaigaifi
hacia el azul (mas de 30 nm), proporcionando una herramienta sensible para la deteccion y
cuantificacion de&HNO, como se discutira en la seccion 3. Se observan cambios espectrales
similares para las reacciones de los dadores de HNO y otras porfirinas de Mn.

Sin embargo, ni [Mn(IIHTEPyYP] ni [Mn(II)TPPSF" reaccionan con NO(g) o sus
dadores (tales como SNAP) en condiciones similares, lo que significa por un lado que la

constante de equilibrio para la formacion del proditdlil) nitrosilado no es favorable,



y por otra parte que estas porfirinas de Mn(lll) no sufren nitrosilacién reductiva para
producir tan facilmente el complejo Mn(lD como es el caso de las correspondiente
porfirinas deFeg(lll). Por lo tanto, las porfirinas Mn(lll) muestran reactividad selectiva
hacia HNO, mientras que las de Mn (l1) son selectivas para NO (Esquéfhi&r?).

En cuanto a las porfirinas de cobalto, la reaccion de NO (g) cdhEEpfoduce Co
(I (Por)NO~ en unos pocos minutd® En un tiempo similar, no se observan cambios
espectrales para Co(ll) en presencia de TSHA. Por otro lado, el agregado de 1,8-
diazabiciclo (5.4.0) undec-7-eno (DBU, una base organica) a una mezcla de Co(lll)P/
TSHA acelera la descomposicion del dador por deprotonation, produciendo lentamente Co
(IPNO™.*?° Los cambios espectrales UV-Vis son bastante pequefios, de manera similar a
lo que ocurre con las reacciones correspondientes a las porfirinas de hierro. En un tiempo
similar, no hay reaccion ent@o(lll)P en presencia de NO (g) o cualquier otro dador de
NO.}* Los resultados, de manera similar a lo que se observa para las porfirinas de Mn,
muestran claramente que Co(ll)P reacciona con NO, y no con nitroxilo, mientras que
Co(lll)P reacciona selectivamente con HNO, y no con 6xido nftffco.

En resumen, mientras que las porfirinas de hierro no pueden discriminar NO de HNO
debido a la reaccion de nitrosilacion reductiva, tanto las porfirinas de Mn como Co tienden
a diferenciarlos: las porfirinas en estado de oxidacioén (ll) reaccionan rapidamente con NO,
pero no con HNO, mientras que en estado de oxidacion (lll) reaccionan rapidamente con
HNO pero no con NO. Por otro lado, las porfirinas de Mn muestran un cambio importante
en el espectro UV-Vis (banda de Soret) al pasar de Mn(lll) a {MfiN@jentras que las
porfirinas de Co y Fe no lo hacen (ver el Esquema 4) .



ﬂ. {MnNO}® Corrimiento ~ 30 nm UV-Vis

Reaccién + NO Util como sensor colorimétrico
Lenta <
(mas de 2 hr)
+ HNO N Uti
——————  {CoNO}® | 3339335 Util como
sensor electroquimico
o
> Corrimiento ~ 5 nm UV-vis

FeNoy ~ -+2NO FHNO _ (renOy?

Esquema 4- Reactividad de HNO y NO con porfirinas de Mn, Co y Fe. Corrimiento UV-

Vis de las bandas de Soret para los correspondientes productos M{P§Ri& 126

2.3 Reactividad de dadores de HNO frente a metaloporfirinas y el efecto del
oxigeno.

Como se menciond, la suerte del nitroxilo en cualquier medio dado, yawweao
in vitro, dependera de todas las velocidades de reaccién involuckadasnéticas de las
reacciones de HNO con metaloporfirinas Is#do estudiadas de manera similar a la de
otros ligandos gaseosos pequefios (CO, N, g@ro con la complejidad adicional de ser
necesario el uso de los dadores. Los resultados muestran, que de manera similar al NO, la
reaccion de HNO con porfirinas de Fe(lll) y Mn(lll) ocurre con constantes de asociacion
bimolecular del orden de 107's®.'%"1?8 posiblemente, esto se debe a que son limitadas
por la salida, en una primera etapa, del grupo aquo de la posicién trans de las
metaloporfirinas.

Mecanismo de reacciOnEn ciertos casos, se sugiere una interaccion directa
porfirina-dador debido a que la velocidad de formacion efectiva de porfirina nitrosilada
excede por mucho a la descomposiciébn espontanea de los dadores (tipicamente > 10
minutos):*® La reaccion es de primer orden en dador y estas porfirinas aceleran la
descomposicion de los mismos. Para las reacciones mas lentas, se supone que el

mecanismo operativo es la generacion espontanea esperada de azanona y la posterior



reaccion deHNO con la porfirina, ya que no muestran una relacién lineal de velocidad vs

[dador]**°Ver Esquema 5.

HNO
HZO Dador
Dador | k
T Cil\_di‘ll) on(Badon) CM_I‘E *  Konadon: Cte. de vel. bimoleculai
HNO | (1) | para la asociacién de porfirina
HZO H,0 H,0 con el dador de HNO

* Konino): Cte. de vel. bimoleculal
para la asociacion de porfirina
3)| k con HNO
(3)| Ka @) | Kacc(adon) Kaccadony Cte. de vel. de la des
composicién del dador acelerac
por la porfirina

(0]

v s o Ky cte. de vel. de la descompc
HO H0 N sicion espontanea del dador pa
| m ) | 1 dar HNO
HNO + <M= - —M—,
| Kon(Hno) | (0 MrNOY
H,0 H,0

Esquema 5 Mecanismo de reaccidn entre metaloporfirinas y dadores de HNO.

Estudios de DFT sugieren que el efecto acelerador puede estsgriéérminos de una
reaccion redox, que resulta en una porfirina reducida y un dador oxidado, seguido de una
rapida descomposicion de NO y su posterior combinacion para producir el complejo
nitrosilado (M(P)NO), o por coordinacion directa deaddr al metal que promueve la
ruptura del enlace X¢O."° En resumen, lametaloporfirinas con E < -100 m¥ atrapan
HNO, mientras que aquellas con E > -100*fiVeaccionan con el dador, mientras que las
porfirinas con E ~ (0 a -100) nt¥ reaccionan por ambas vig& El mecanismo general se
presenta en el Esquema 5, y es escencial tomarlo en cuenta a la hora de trabajar con los

disitintos dadores de HNO en presencia de metaloporfirinas.

Efecto del oxigeno

El escenario antes mencionado se hace alun mas complejo en la presencia de oxigeno,
debido a la reactividad déHNOFNO™ y de los complejos M(Por)NO hacia,.CEs
interesante notar la diversa estabilidad de las nitrosilporfirinas frente al mismo, ya que
mientras las Fe(ll)P-NO parecieran ser inertes, las MnP-NO son oxidadas velozmente

dando como resultado las correspondientes porfirinas de pMt@d)P y nitrato*



Incluso para reacciones realizadas en medios estrictamente anaerobicos, trazas de oxigeno
pueden estar presentes ya que es extremadamente dificil de quitarlo del agua por debajo de
10°® M. Estas reacciones dan lugar a especies reactivas de oxigeno y nitrégenp (ROS
RNS) como ONOQ NO, NO, HO,, entre otros, gue consumen HNO, reduciendo su
concentracion efectivd.

Si el oxigeno esta presente en una concentracion alta en comparacion con el dador,
los principales productos de la reaccidn son nitrito y nitrato (Esquema 6). Por el contrario,
cuando las concentraciones tanto de SA como de porfirina son al menos un orden de
magnitud mayor que [§p se forma el producto M(P)NO y permanece en solucion

(Esquema 6).
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11! Intermediarios
Linea de puntosreacciones en prescencia de oxigeno

Esquema 6 -Reacciones implicadas en la reaccién de metaloporfirinas con SA en ausencia

y presencia de oxigeno, a pH 7.






3. Deteccion de HNO
En la dltima década han surgido varios métodos de deteccion/cuantificacion directa
de HNO (Figura 5*'%?*%® Anteriormente, los mismos se basaban en pruebas indirectas
mediante la deteccion de sus productos de reaccion, tales g@maads estrategias para la
deteccion directa son diversas: el uso de tioles como agentes de captura seguido por analisis
de HPLC, #1¥"13° métodos espectroscépicos basados en la reaccién de HNO con
complejos metalico¥>!#*13410yorescencid®™***'** o la reaccién con fosfindd: e

R'142y espectrometria de maSaEstas técnicas de deteccién han provocado el

incluso EP
estudio de una serie de reacciones que involucran al HNO, bajo una variedad de

circunstancias (incluyendo en células vivas) y con alta sensibilidad (hasta el nivel nM),
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Figura 5 - Métodos de deteccién de HNO

3.1 Uso de atrapantes
Porfirinas
Las porfirinas de manganeso tienen buenas perspectivas para el desarrollo de un sensor

de azanona. En primer lugar, las porfirinas de Mn(lll) son selectivas para nitroxilo sobre



oxido nitrico. En segundo lugar, se observa un gran desplazatdintis (ca. 30 nm) de
la intensa banda de Soret del produetelx1®Mcm?), cuando la porfirina Mn(lll) se
convierte erlMnNO (es decir, el complejo nitroailb); y tercero, la velocidad de reaccion
para el atrapado de HNO es réapido (oM ™s?) y por lo tanto capaz de competir con la
dimerizacion. Sin embargo, hay también algunas desventajas o inconvenientes que deben
tenerse en cuenta cuando se utilizan estas porfirinas para detectar y cuantificar HNO.

La primera se refiere a la estabilidad del complejo niadsilresultante, ya que
reacciona con ©para producir de nuevo el compuesto de partida Mn(lll), evitando asi la
acumulacion del producto que debe ser detectado. Una manera de superar este

inconveniente fue presentado por Dobmaier al,*3*

quien disefid un método para la
deteccion cuantitativa de nitroxilo con un rango dinamico estimado de 24 a 290 nM. El
método se basa en un sensor Optico de film obtenido mediante la encapsulacién de Mn
(IINTPPS en una membrana de xerogel de aminoalcoxisilano, que es poco permeable al
oxigeno. Estos films sensores de HNO fueron probados con los dadores SA y sodiol-
(isopropilamino)diazene-ib-1,2-diolato (IPA/NO), y proporcionan un método rapido para
determinar las concentraciones de HNO en soluciones aerb¥i&s.embargo, la rapida
dimerizacion de HNO vy la velocidad relativamente lenta de la formacion de complejos con
HNO en la pelicula xerogel, limitan el rendimiento del sensor para ambientes en donde el
HNO es consumido en otras reacciones. Otra estrategia utilizada para evitar la oxidacién
del complejo nitrosilado, es proteger a la metaloporfirina con una matriz de proteina que
disminuye la velocidad de oxidaci6fl. Por esta razén, Bari y colaboradores han
recombinadod Mn(lll) protoporfirina IX en apomioglobina mostrando que conserva la
selectividad deseada, pero la oxidaciéon del complejo nitrosilado es significativamente

menort*°

Tioles

La reaccion de tioles con HNO da como producto sulfinamidas estables, la cual es
diferente a la especie nitrosotiol, que resulta de la reaccion aerébiddCcdPor esto,
Wink y colaboradores, utilizaron esta reaccion como método selectivo para la
identificacién, deteccién y cuantificacion de azantifa.Se demostrd que una reaccion
equimolar de glutation (GSH) con SA da como resultado la presencia de dos roducto

principales, nitrito y la sulfinamida del glutation (GSKBY,), identificada por HPLC.



Mientras que no se observa dicho producto al realizar la reaccion con Oxido nitrico. Sin
embargo, aln queda trabajo por hacer, en lo relativo al limite de deteccién del método y las
posibles especies que interfierammo otras RNOS, ademas de NO. Por ultimo, cabe
sefalar que el presente método no detecta HiNSItu ya que su presencia solo se revela

después del analisis posterior por HPLC.

Fosfinas

Recientemente se ha desarrollado otro agente capaz de atrapar HNO, que se basa en
la selectividad de fosfinas por la azanona, sobre otros 6xidos de nitrégeno fisiolégicamente
relevantes. Se sugiere que la reaccion de nitroxilo con nucledfilos de triarilfosfina genera en
el primer paso cantidades equimolares de 6xido de fosfina y el aza-iluro correspondiente
(Esquema 7). En segundo lugar, en presencia de un éster electrofilo adecuadamente situado,
el aza-iluro experimenta un rearreglo de Staudinger para dar una amida, desde donde deriva
el HNO. Estos productos se diferencian de los productos de reaccion conocidos de

trifenilfosfina con éxido nitrico, que produce 6xido de trifenilfosfina y 6xido nitté$t"

R3P\\'
HNO + R;P HN-O o O-NH HN o R;P=NH + R3P=0
/+ /+ b Aza-
R3P R3P PR3 Producto

1) () ()

Esquema 7- Mecanismo propuesto para la reaccion de azanona con triarilfosfinas

En otro caso, la reaccion de los metiléster derivativs Esquema 8) con sal de
Angeli da una mezcla 1:1 del 6xido de fosfinbenzanf\day el éxido de la metiléster
fosfina (V). La reaccién d&/ con®™N - | produce™N - V demostrando claramente que el

atomo de nitrégeno de la amida se deriva de | y presumiblemerte@a* '

Derivado de HNo\‘
C02Me CONH, CO,Me
(=L, - L
Pth POth POPh,
(V) (V1)

Esquema 8- Formacion de oxido de fosfinbenzamida (f) y 6xido de la metiléster

fosfina (g) por reaccion del éster metilico (e) con HNO.



En los udltimos afos, fue desarrollado un sistema biologicamente compatible de
deteccion colorimétrica de azanona, utilizando una fosfina derivada de la biotina (Esquema
9). El sistema de deteccion se basa en el disefio de fosfinas, equipadas con carbamatos
como grupos electroéfilos para la reaccion de atrapado, y la incorporacion de fenolato y p-
nitrofenolato como grupos salientes, que mejoran la electrofilicidad del grupo carbonilo
Como resultado de la liberacion del nitrofenol, luego de la reaccion con HNO (Esquema 9),
se obtiene un color amarillo brillante proporcionando la base para el método de deteccion
colorimétrica. Los resultados muestran que en ausencia de dadores de azanona el agente de
atrapado se hidroliza lentamente durante varios minutos produciendo una pequefa cantidad
de las especies coloreadas. Sin embargo, la adici®@Aderoduce inmediatamente una
solucion de color amarillo brillante con un fuerte incremento en la absorcion a 400 nm
indicando la liberacion completa de p-nitrofenolato, a través de las reacciones propuestas.
Aunque el método descrito proporciona un método colorimétrico rapido que indica
cualitativamente la presencia de HNO (a nivel micromolar), las complicaciones que
resultan de la reactividad del carbamato de p-nitrofenol (es decir, su hidrélisis espontanea)

pueden limitar sus aplicacion&s.

H O
N. _O s
ph,p” \”/ >
+ productos de
O NO, ,0&7 las fosfinas

No hay reaccién

Esquema 9 -Ensayo colorimétrico para la deteccion de HNO con fosfinas derivatizadas

3.2 Espectrometria de masa y resonancia paramagneética electronica
Espectrometria de masa
Mediante el uso de espectrometria de masas utilizando una membrana selectiva
(MIMS), Toscano y colaboradores fueron capaces de detectar HNO en solticam
diferentes dadores de NO y HNO, los autores siguieron en el tiempo la intensidad de los
picos m/z = 30 y nz/ = 44 (correspondientes a N@ N,O"). Debido a que el espectro de
masas de HNO presenta picos a m/z = 30 y 31 con intensidades relativas & $5ue

el espectro de D también presenta cantidades significativas de la sefiakFn30, la



asignacion del origen de m# 30 tuvo que ser analizado utilizando diferentes agentes de
captura (descriptos en 3.1). Utilizando la reactividad diferencial de HNO y NO con tioles y
fosfinas en condiciones aerbbicas y anaerodbicas, los autores mostraron que a AS y AP no
son dadores puros de HNO en condiciones fisioldgicas, mientras que el derivado 2-bromo
de AP es fundamentalmente un dador de HNO puro.

Si bien esta metodologia tiene el potencial para detectar directamente HNO de la
solucion, en este momento solo permite detlectandirectamente mediante la
cuantificacion de los productos relativos ;QN, debido a la dimerizacién y NOdebidoa

la ionizacién instrumental).

Resonancia paramagnética electronica

Recientemente, se han investigado a los nitronil nitroxidos 2-fenil-4,4,5,5-
tetrametilimidazolina-l-oxilo-3-6xido (PTIO) y su analogo soluble en agu@- 2-
carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina -1-oxi-3-6xido (C-PTIO) como agentes para
discriminar NO de HNG?*!"E| éxido nitrico reacciona con los nitronil nitréxidos dando
los iminonitroxidos correspondientes mas JNQa reacciéon con HNO fue estudiada en
soluciones acuosas aerébicas a pH = 7 con SA como dador. A partir de estos experimentos,
puede observarse que el HNO también reacciona con los nitronil nitroxidos dando como
productos finales iminonitroxidos e iminohidroxilaminas, los cuales se detectan por EPR.
El mecanismo de la reaccion de HNO con PTIO y C-PTIO implica la participacién de
varias especies reactivas, incluyendo NOp;NOcationes oxoamaonicos.

Como la reaccion de NO con nitronil nitroxidos produce solo los correspondientes
iminonitréxidos, los nitronil nitroxidos pueden discriminar NO de HNO, sélo cuando esta
presentes en una concentracion mucho mas baja que la produccion total de HNO. Aparte de
esta cuestion, los nitronil nitréxidos no se han podido utilizar en experimiantdgo,
donde pueden surgir mas complicaciones, como por ejemplo, la reduccion competetitiva de
tioles. Teniendo en cuenta el potencial de reduccion de los nitronil nitroxidos, esta reaccion

seria termodindmicamente favorable.



3.3 Fluorescencia

Hasta ahora, la mayoria de las sondas fluorescentes para HNO se basan en el mismo
principio: la coordinacion de cobre(ll) extingue la fluorescencia de la sastad¢
apagado, pero en presencia de HNO el cobre se reduce a cobre (I) que se traduce en la
restauracion de fluorescenciasfado encendidp siendo la intensidad de fluorescencia
proporcional a la concentracion HNO. La reduccién de Cu(ll) por HNO tiene un
precedente: con SODCu(ll) para generar NO y SODCu(l) reducida.

Lippard y colaboradores desarrollaron varios compuestos para la deteccion
fluorescente de nitroxilo, basados en esta ttfed! Por ejemplo, BOT1 (Esquema )10
posee un sitio de boro-dipirometeno (BODIPY), que tiene propiedades épticas que se
adaptan bien para los experimentos de formacion de imagenes celulares y un entorno de
coordinacién. Este disefio reduce al minimo la distancia entre fluoréforo y el sitio de unién
de metal, asegurando con ello una fuerte inhibicion de la fluorescencia de la sonda en el

estado apagado

Esquema 10- Edructura de BOT1

La adicion de un exceso de 1000 veces de sal Angeli's a una solucién de [Cull
(BOT1)CIICI (pH = 7,0) produce un incremento instantdneo de la fluorescencia de 10
veces; sin embargo, se observa un quenching progresivo con el tiempo. También ocurre una
fuerte fluorescencia cuando se afiaden s6lo 100 equivalentes de SA; sin embargo, la adicion
de cantidades mas bajas resultan en una débil respuesta, lo que sugiere que la sonda es
adecuada para la deteccién de HNO en el intervalo de 0,5 a 5 mM, cuando el sensor esta
presente en niveles de concentracion micromolar.

Otra sonda fluorescembasada en el uso de Cu para HNO ha sido construida por Yao

y colaboradore$® siguiendo una estrategia similar a la anterior. La cumarina y sus



derivados son bien conocidos como reactivos de marcaje de fluorescencia por sus
excelentes propiedades fotofisicas con alto rendimiento cuantico de fluorescencia y una
eficiente permeabilidad celuldra sonda para nitroxilo incluye un croméforo cumarina y

un receptor dipicolilamina, unido a través de un puente de triazol (COT1, Esquefifa 11

N N
\N / \)\/N
_/
N7 X
=

Esquema 11 - Estructura del complejo de COT1 con cobre.

Los ensayos con Cu(l)COT1 (Esquema 11) muestran que la intensidad de
fluorescencia aumenta de forma lineal con la concentracion de SA hasta alcanzar un plateau
a 20 mM, que corresponde a un aumento de 17,2 veces en instensidad de fluorescencia en
comparacion con la concentracion blanco. Esto indica que la reduccién completa de
Cu(IDCOT1 se produjo con 20 mM de SA, aclarando que el cambio en la intensidad de
fluorescencia (en 499 nm) fue mucho mayor que la obtenida con los sensores reportados
basados en BODIPY.

Por otro lado, tanto BOT1 como con COT1, muestran una respuesta mucho mas débil
con otras especies bioldégicamente relevantes ROS y RNS, incluyendp O, H,O,,

ONOQ, ROQG, and N@Q'. Con Oxido nitrico, se observdé un aumento de 3,2 veces en la
intensidad de fluorescencia, y esta relativa falta de respuesta podria ser utilizada para
discriminar entre NO y HNO.

Las sondas se utilizaron para la obtencién de imagenes de fluorescencia de HNO en
células vivas, usando células A375 de melanoma maligno humano. La incubacién con la
sondasda mostré fluorescencia intracelular muy deébil, mientras que un ensayo de
citotoxicidad mostré 82,1% de viabilidad celular. Luego, las células tratadas se incubaron
con SA, y se observa que la sefial de fluorescencia producida por estas células aumenta con
el tiempo; la intensidach&ima fue localizada en el espacio perinuclear, lo que sugiere que

las especies de nitrdgeno no alcanzan el nucleo.






CAPITULO 1I
MATERIALES Y METODOS

Reactivos

La porfirina cobalto(ll)-5,10,15,20-tetraquis(B-acetiltiopropoxi)fenil] (Co(P)) se
adquiri6 en Frontier Scientific y se la utilizé como se recibio. NaNf@rroceno,
N(Bu)sPFs y KNO3 fueron comprados en Sigma-Aldrich. Los otros reactivos fueron de
grado analitico y se usaron sin previa purificacion. Metanol, etanol, diclorometano
(CH.CIly), y otros solventeorganicos usados, fueron de grado HPLC. El agua utilizada fue

grado Milli-Q, a su vez que el nitrégeg@rgdn fueron de alta pureza.

4. Sintesis

4.1 Oxido Nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) gaseoso fue generado por el agregado de 5 ml de agua
desgasada sobre una mezcla sélida de H83%g), NaNQ(8,5 gr) y NaBr (4 gr). EI NO
producido fue pasado por una columna de granallas de KOH para remover otros 6xidos de

nitrdgeno, principalmente NO

4.2 Sal de Angeli (SA)
La sintesis de este dador de HNO se realiza nitrando hidroxilamina segun la siguiente
reaccion:
NH,OH + CHsNO; — MOs® + CHOH + 2H (22)
Hidroxilamina Nitrato de metilo SA

Fue necesario preparar ambos reactivos, la hidroxilamina (2 gr, 0,03 moles) debe ser
liberada del clorhidrato con metéxido de soditl{ONa, 4,5 gr, 0,09 moles) el mismo dia,

mientras que el metdxido fue preparado a partir de metanol y Na°.
NH,OH e HCl + CHstONa — NH,OH + CHOH + Na + CI' (23)

Por ultimo, el CHNO, (30 ml, 0.5 moles) se prepara nitrando metanol
A. HNOg/H,SO, () 1:1
B. MeOH/H,SO, (c) 3:1



Procedimiento experimental

Se coloca en una ampolla de decantacion 240 ml de la mezcla
A (120 ml de HNQy 120 ml de HSO;). Se agrega gota a gota b
sobre 80 ml de la mezcla B (60 ml de MeOH y 20 ml d8®j) en @;@

bafio de hielo (la temperatura no debe superar los 40°C). Luego de

|44
VY
144

agitar durante 15 minutos se forman 2 fases. Se traspasa a otra

de NacCl, otra de NaOH y por ultimo con agua destilada. Se sec

CaCb y se filtra. El control de la temperatura es para evitar\|&=

formacién de N@
La hidroxilamina libre (1,2 gr, 0,035 moles), en 10 ml de metanol, se agrega gota a
gota sobre una solucién de nitrato de metilo (2,2 ml, 0,035 moles) en 10 ml de metanol bajo
atmosfera de nitrégeno. Se realiza a baja temperatura para favorecer la precipitéeion de
Sal de Angeli. Se obtuvieron 4,06 gr (0,031 moles) del compuesto. El espectro UV-Vis
(Figura 6) obtenido coincide con lo descripto en literattig, la pureza de la misma se

calcula con el épsilon informad®
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Figura 6 — Espectro UV de la Sal de Angeli sintetizada

4.3 Nuevos dadores de HNO: derivados del acido de Piloty (AP)
La preparacién de AP fue reportada por primera vez en’1896.

Il I Vi
H OH_ _ @7
s—N—on S—N—OH —> HNO + S
<:> | X [ \
le} 2 ¢} Oo_

(24)



Se sintetizaron derivados del acido de Piloty como se detalla a continuacion, reaccion 25.

Q OH
H ) g0 I/
R—Ss—cl NH4OH.HCI O R——S——NH
H (3:2:30) r.t, 2h H
0 o} (25)
Bencensulfonamida Abreviacion R R, Rs
. . . Me - AP

1 N-hidroxi-4-metil (or TSHA) H H Me
2 N-hidroxi-4-nitro NO, — AP H H NO,
3 N-hidroxi-4-fluoro F-AP H H F
4 N-Hidroxi-2,4,6-triisopropil Trilso - AP IsoP IsoP IsoP
5 N-hidroxi-4-metoxi OMe- AP H H OMe
6 N-hidroxi-2-nitro-4-trifluorometil (NO,-CF;) — AP H NO, CFK;

Las sintesis fueron realizadas en conjunto con el Dr. Kiran Sirsalmath. N-hidroxi-4-
metilbencensulfonamida (1}° N-hidroxi-4-nitrobencensulfonamidé2),**® N-hidroxi-4-
fluorobencensulfonamida (3j* N-hidroxi-2,4,6-triisopropilbencensulfonamida (49, N-
hidroxi-4-mebxibencensulfonamida (3§ y  N-hidroxi-2-nitro-4-trifluoranetil
bencensulfonamida (8} fueron sintetizados de acuerdo al procedimiento publicado por
Porcheddu et df° RMN y otros andlisis relevantes se reportan solamente de los
compuestos que estaban escasamente descriptos (5) o no habian sido descriptos con
anterioridad (6).

N-hidroxi-4-metoxi bencensulfonamida (59% rendimiento, pf: 160 °C (des¢H
RMN (MeOD 500 MHz) 7.7 (m, 2 H), 6.9 (m, 2 H), 3.85 (s, 3 HE RMN (MeOD 500
MHz) 129.4 (1C), 126.7 (2 C), 112.9 (2 C), 54 (1 C).

N-Hidroxi-2-nitro-4-trifluorometi bencensulfonamida (6) Este compuesto fue

preparado de acuerdo al procedimiento de literatdero la reaccion fue acortada a 1-2

horas en orden de minimizar el producto de descomposicién. El mismo fue aislado como un

sélido blanco (rendimiento ca. 70%); pf: 2223 °C (desc.)*H RMN (DMSO, ppm): 7.51

(brs, 2 H), 6.92 (s, 2 H), 4.53 (m, 2 H), 2.75 (m, 1 H), 1.13 (d, J = 6.9 Hz, 6 H), 1.07 (d, J =

6.8 Hz, 12 H)}*C RMN (DMSO, ppm): 147.4, 146.9, 141.8, 121.5, 33.4, 28.2, 24.9, 23.9.
Todos los compuestos conocidos se caracterizaron por punto de fusion y RMN, tanto

'H como*®C, coincidiendo todos con lo reportado anteriori@éty >3



4.3 N-Nitrosomelatonina (NOmel)

Se sintetiz6 siguiendo el procedimiento descripto en literattt® Se burbujea NO
junto con oxigeno en relacién 4:1 a una solucién de melatonina disuelta en acetonitrilo.
Cuando la misma se torna amarilla, se le agrega agua fria generandose un precipitado, el

cual se deja durante 12 hs en el freezer, para luego obtener la NOmel por filtrado.

4.4 Porfirina nitrosilada de cobalto

El éxido nitrico reacciona directamente con la porfirina tetracoordinadéPa
temperatura ambiente para producir el correspondiente complejo pentacoordinado
Co"(P)NO en un 75% de rendimientaCd"(P)NO fue preparado en condiciones
anaerébicas, por burbujeo de NO a 5 mg d&®)odisuelta en 3 ml de una solucién
desgasificada d€H,Cl,/MeOH 1:1. Durante la adicion ddO gas (normalmente 10-20
minutos), el color de la mezcla de reaccién cambia de purpura a rojo-purpura. La reaccion

se sigui6 por espectroscopia UV-visible hasta conversion total.
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Figura 7 - Espectros UV-Vis d€o'(P) linea azul £ = 2.4 16 M cm™, Amax = 415 nm);
[Ca"(P)]" linea roja € = 8.0 10 M™ cm™, Amax = 433 nm) yCo" (P)NO linea verdeq =

4.9 10M* cm, Amax= 429 nm) en CbCl..

El disolvente se evapord y el sélido se seeéacio, el compuestda" (P)NO es de
color purpura en el estado solido. Este compuesto se ha caracterizado por espectroscopia
UV-Vis (Fig 7), IR (Fig 8) y microanalisis. Experimental (calculad®): 62.21%
(62.48%);H: 4.90% (4.92%);N: 5.73% (5.69%);S: 10.51%(10.42%).



El espectrdR del complejo nitrosilado muestra una fuerte banda en 167qKBr),
region asignable ano (Fig. 8). Este valor es similar al reportado previamente para
(TPP)Co(NO) (1689 cihy KBr)**>.
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Figura 8 - Caracterizacion de€o (P)NO™ por espectroscopilR, usando una pastilla de

KBr. Linea azulCa'(P), linea verdeco'

(P)NO vy la flecha verde indiceno
5. Instrumentacion

Los puntos de fusién se tomaron en un instrumento de tubo capilar. Los espectros de
RMN de *H y **C se midieron en CDglen un espectrémetro Bruker AM 500 MHz
utilizando tetrametilsilano como patrén interno. Los espectros UV-Vis se registraron con un

espectrometro HP 8453 en una celda de cuarzo de 1 cm de camino optico.

5.1 Técnicas Electroquimicas

Se utilizaron técnicas electroquimicas de potencial controlado, para lo cual se
necesita un potenciostato para fijar el potencial y medir la corriente obtenida, y una celda
electroquimica de tres electrodos, los cuales varian en funcién del solvente usado. El
electrodo de trabaj§WE) es donde ocurren los procesos electroquimicos de interés. Luego
la corriente circula, por un circuito externo, hacialekctrodo auxiliaro contraelectrodo
(CE). Es importante notar que el contraelectrodo debe tener un area mucho mayor que la
del electrodo de trabajo, para no limitar el flujo de carga eléctrica, y que el circuito se cierra
por el transporte de iones en la solucién (generalmente;KéOmedios acuosos, y

N(Bu)4sPFs en solventes organicos). Por ultimo, se emplealectrodo de referenciéRE)



cuya funcioén es controlar el potencial del electrodo de trabajo, aclarando que por el mismo

no circula corriente debido a su alta impedancia.

5.1.1 Consideraciones Generales

En una reaccién donde se involucra un electrodo necesariamente existe una etapa de
transferencia de carga desde o hacia una superficie conductora (reaccion interfacial). La
reaccion de electrodo comprende a todos los procesos que vinculan el paso de transferencia
de carga, entre ellos: reaccidn quimica, reorganizacion estructural y adsorcion. Lias espec
electroactivas pueden estar disuelt&s el mismo solvente, una pelicula sobre la superficie
del electrodo o el material del electrodo misnfa?>’

Una reaccion de electrod® + ne” <« R (con O y R las especies oxidadas y
reducidas, yn el nimero de electrones) involucra una secuencia de pasos que incluye el
transporte de reactivos hasta la superficie del electrodo, la transferencia de electrones y la
eliminacién del producto de la superficie del electrodo. Es importante notar que la
velocidad del proceso global esta determinada por la velocidad del paso m&Sféhto.

En esta tesis se utilizaron las técnicas electroquimicas: voltaroaiica (VC),
voltametria diferencial de pulso (VDR)amperometria. A continuacion se detallan los

fundamentos de cada una de ellas.

Voltametria Ciclica

En esta técnica se aplica sobre el sistema en estudio una variacion lineal del potencial,
empezando en un potencial inict&l A todo tiempo el potencial aplicado Es= Ei + vt
conv la velocidad de variacion del potencial b

con el tiempodE/dt.

El potencialesvariado linealmente en funcién

Potencia

del tiempo a una dada velocidad),(

comenzando en un val& hasta un valoE;, i i d i Ef_

luego se puede volver al mismo valor inicial Tiempo
Ei o a otro. La velocidad de barrido utilizada en esta tesis se encuentra btrg 160
mV/s.
Esta técnica suele utilizarse inicialmente en cualquier estudio electroquimico pues da

una primera informacion acerca del proceso de electrodo. En virtud de la forma de la curva



de intensidad vs potencial se conoce la reversibilidad (o no) del mismo, es decir, si la
velocidad de transferencia electronica de la reaccion es tan rapida que el potencial del

electrodo de trabajo cumple la ecuacion de Nernst, y las etapas en las que se lleva a cabo.

Voltametria Diferencial de Pulso

A diferencia de la voltametria ciclica, en esta técnica el barrido de potencial se realiza
aplicando pulsos de potencial de baja amplitud como lo muestra el esquema adjunto. S
toman dos medidas de corriente por cada pulso de potencial aplicado, uno a tigmpo S
inmediatamente antes del pulso, y el segund(j
tiempo S, justo antes de la finalizacion del puls
En esta dltima medicion, la corriente capaciti

(correspondiente a la carga de la doble capa) c

practicamente a cero, haciendo que la corrie

medida sea netamente faradica. De esta forma

técnica DPV gana sensibilidad respecto de ... Tiempo
técnicas no pulsadas (VC). La grafica obtenida es la diferencia de corfientdr) —

i(t”), versus el potencial baseE.

Amperometria

En las técnicas amperométricas un potencial fijo es aplicado entre el electrodo de trabajo y
el de referencia, midiéndose la corriente circulante por el electrodo de trabajo. Las
consideraciones particulares de esta técnica seran consideradas y ampliadas en la seccién 7,
junto con los resultados obtenidos.

Consideraciones Practicas
Las voltametrias ciclicas (VC) y voltametrias de pulso diferencial (DPV) se llevaron
a cabo con un potenciostato TEQO3. Para las voltametrias en medios no acug€tg (CH
se utilizé un sistema de tres electrodos, que consta de dos electrodos de platino, y un
electrodo de trabajo de carbono vitreo, el electrolito de soporjdy&SI(Bu)PF; 0,1 M.
El potencial se midi6 contra pseudoreferencia de ferroceno.
Las voltametrias ciclicas para los electrodos modificados con porfirina o para los

electrodos de oro utilizados como controles se realizaron utilizando el electrodo



correspondiente, como electrodo de trabajo. En solucion acuosa, un electrodo de Ag®/AgCl
saturado de KCI fue utilizado como referencia y un alambre de platino como el
contraelectrodo segun se muestra en la figura 9.elaxdrditos soportes en estos casos
fueron KNG y KCIO4 0,1 M, ambos a pH 7. Las soluciones en la celda se cambiaron
periodicamente para evitar la contaminacion a través de Ag/AgCIHELI, se destila a

partir de agentes de secado apropiados {Cahll atmdsfera de nitrdgeno justo antes del

uso. Se realiz6 la purga de oxigeno de todas las soluciones haciendo pasar una corriente de
argon de alta pureza a través de la solucion durante 40 min y se mantuvo el flujo de gas
inerte a través de la solucién mientras se tomaron las mediciones. El argdn se satura con el
disolvente correspondiente antes de entrar en la celda para reducir al minimo la

evaporacion del mismo.

Jeringa - . :
_g Potentiostato+ PC
Hamilton
Tubo
Ar
Electrodo
Referencia
Ag/Agcl
Contra \
Electrodo

Alambre de Pt

_,é;& Co"Por@Au
|_ . Electrodo
5 Trabajo

Agitador Magnetico

Figura 9 - Sistema de tres electrodos utilizado en todos los sistemas de mediciéon

Los valores de potencial medioi(ft se midieron como el potencial a medio camino
que se extiende entre la oxidacion y la reduccion de pico para un par dado. Los
experimentos acuosos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (~25°C). Los
experimentos en Ci€l, se llevaron a cabo a temperatura ambiente (ondas catddica) y
- 60°C (ondas anodicas). En el dltimo caso se utilizd un bafio de acetona-etanol enfriado

con nitrogeno liquido para mantener la temperatura. En solucion acuosa el potencial se



midio contra una referencia de Ag°/AgCl y se cditvia SCE mediante el uso de E (SCE)
= E (Ag°AgCI) + 0,045 V con fines comparativos.

5.1.2 Preparacion de electrodos

Antes de cada experimento, la superficie del electrodo de oro se pulié primero con
polvo de alimina (diametro 0,3 y 0,05) y se lavo con agua pura. A continuacion, este
electrodo se limpié en una solucion Pirafiag8,: H.O, (30% ag.), 2:1] durante 5 min.
Después de lavarlo con abundante agua Milli-Q, el electrodo de Au se limpio
electroquimicamente en 0,5 M deS®, por barrido del potencial de 0 a 1,5 V frente a
Ag°/AgClI hasta que se obtuvo un voltamograma ciclico tipico de oro limpio. Después de
haber sido enjuagados con agua, etanol y secados, el electrodo estd listo para ser
modificado.

5.1.3 Inmovilizacion de Co(P) yCo" (P)NO sobre una superficie de oro.

Para la adsorcion de porfirina, se prepar6 una solucién disolviendo 0,5 mg de Co(P) o
Co"(P)NO en 4 ml de CkCl, (0,1 mM). La eliminacién de los grupos S-acetilo se llevo a
cabo mediante la adicion de gotas de HCI concentrado. La superficie de Au se sumergio en
la solucién resultante durante una noche. Finalmente, la muestra se enjuag6,Cén CH
seguido de un lavado con agua Milli-Q y finalmente se sec6 con una corriente de argén (ver
esquema 12).

Las multicapas de porfirina de Co sobre Au (111) se prepararon mediante la colocacion
de una gota de la soluciéon 0,1 mM de porfirina en@Hsobre una superficie de oro
recién limpia. Después de que todo el disolvente se evaporo, la muestra se midié por XPS

sin ningun procedimiento de enjuague.

5.1.4 Adsorcién de cistamina y tioles sobre la superficie modificada con Co(P)

Después de la adsorcion de porfirina, las muestras fueron modificadas con cistamina
o con decanotiol. Esto se llevé a cabo mediante la inmersion de los electrodos modificados
"Co (P) en solucién acuosa 0,1 M del correspondiente compuesto durante 24 horas. Por
ultimo, los electrodos lavaron con agua destilada, agua miliQ y se secaron bajo corriente de

argén (ver esquema L2
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Esquema 12- Esquema de preparacion de los electrodos modificados, en celeste la

adsorcién de porfirina y en rojo la de tioles.

5.2 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X es una técnica de analisis elemental
cualitativa que permite estudiar la superficie de los matefi&t€S.El anélisis se hace
sobre las capas mas cercanas a la superficie (alrededor de 5 nm de profundidad). Esta
técnica permite detectar todos los elementos con nimeros atdmicos mayores a 2. Una gran
ventaja respecto a otras técnicas es que permite deteghesiado quimico de los atomos
que se encuentran en la muestra (por ejemplo si los atomos de carbono estan unidos a
atomos de oxigeno, estado de oxidacién, etc.). Es una técnica muy utilizada para peliculas
delgadas, catalizadores metalicos, microchips, polimeros, entre otros materiales. Los
espectros XPS son obtenidos cuando una muestra es irradiada por rayos X (habitualmente
el anodo puede ser de Al o Mg) al tiempo que se mide la energia cinética y el démero
electrones que escapan de la superficie del material analizado. Para una medicion de XPS
(Fig. 10) se requieren condiciones de ultra-alto vacio debido a que a presiones mayores la
tasa de adsorcion de contaminacion sobre la muestra puede ser del orden de varias
monocapas atomicas por segundo, impidiendo la medicién de la superficie que realmente se

quiere analizat®®**°
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Figura 10— A) Equipo de medicion de XPS B) Principio de funcionamiento

Las mediciones se realizaron en el INIFTA, en colaboracién con Mariano Fonticelli,
Aldo Rupert y Roberto Salvarezza. Las muestras de Au(111) modificadas de Co(P) y
“Co(P) + cistamina se analizaron por XPS utilizando una fuente de radiacion Ka Mg
(XR50, Especificaciones GmbH) y un analizador de energia semiesférica (Phoibos 100,
Especificaciones GmbH). Previamente, la calibracion de dos puntos de la escala de energia
se realizé utilizando bombardeo i6nico sobre muestras de oro limpio (Au 4f7/2, energia de
enlace = 84,00 eV) y cobre limpio (Cu 2p3/2, energia de enlace = 933,67 eV). Las
relaciones de elementos se calcularon mediante la medicion de las areas corregidas por sus
factores de sensibilidad relativos (RSF). Los datos espectrales reportados fueron recogidos
con la mejor relacion posible entre la resolucion y el dafio de la muestra. Para la region S2p
de los espectros se utilizaron deconvoluciones de fondo del tipo Shirley y una combinacién



de funciones lorentzianas y gaussianas. La anchura a media altura (FWHM) se fij6 en 1,1
eV y la separacion de doblete spin-6rbita de la sefial S2p se establecio en 1,2 eV. Las
energias de enlace y las éreas de los picos fueron optimizadas para conseguir el mejor

ajuste.

5.3 Caracterizacion por Microscopia de Efecto Tunel (STM)

Dicha microscopia esta basada en el concepto de efectd®ti@endo una punta
conductora es colocada muy cerca de la superficie a ser examinada, una corriente de
polarizacion (diferencia de voltaje) aplicada entre las dos permite a los electrones pasar al
otro lado mediante efecto tunel a través del vacio entre ellas. La " “corriente de
tunelizacion™ resultante es una funcion de la posicién de la punta, el voltaje aplicado y la
densidad local de estados (LDOS) de la muéft'd’ La informacién es adquirida
monitoreando la corriente conforme la posicion de la punta escanea a través de la
superficie. Si la punta se mueve a través de la muestra en el plano x-y, los cambios en la
altura de la superficie y la densidad de estados causan cambios en la corriente; estos
cambios son mapeados en imagenes. El cambio en la corriente con respecto a la posicion
puede en si mismo ser medido, o bien, puede ser medida la altura de la punta, z,
correspondiente a una corriente constatt&stos dos modos de operacién son llamados
modo de altura constante y modo de corriente constante, respectivamente. En el modo de
corriente constante, la electronica de retroalimentacion ajusta la altura por un voltaje al
mecanismo piezoeléctrico de control de alt§f&sto lleva a una variacién de altura y asi
la imagen viene de la topografia de la punta a través de la muestra y da una superficie de
densidad de carga constante; esto significa que el contraste en la imagen es debido a
variaciones en la densidad de calf&n el modo de altura constante, el voltaje y la altura
se mantienen ambos constantes mientras que la corriente cambia para impedir que el voltaje
cambie; esto lleva a una imagen hecha de cambios de corriente sobre la superficie, que
pueden ser relacionados a la densidad de ¢&tga.beneficio de usar un modo de altura
constante es que es mas rapido, debido a que los movimientos del piezoeléctrico requieren
mas tiempo para registrar el cambio de altura en el modo de corriente constante, que el

cambio de voltaje en el modo de altura consttit
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Figura 11— Imagen del equipo y esquema bésico de un microscopio de efecto tunel

Las mediciones se realizaron en el INIFTA, en colaboracion con Mariano Fonticelli,
Aldo Rupert y Roberto Salvarezza. Para las imagenes por STM las porfirinas de cobalto
fueron adsorbidas sobre sustratos de Au orientado sobre la cara (111) (de Aff3ndee’s
Después del recocido durante diez minutos con llama de hidrégeno, estos sustratos de Au
presentan terrazas atomicamente lisas (111) separadas por escalones, mono y diatbmicos en
altura, como se observa por STM (Fig 11). La formacion de imagenes STM se himg en a
en el modo de corriente constante, con un microscopio II[E Nanoscope de Digital
Instruments (Santa Barbara, CA) y mediante el uso de tips comerciales Pt-Ir. Corrientes
tunel tipicas, voltajes de polarizacion y tasas de exploracion fueron de 0,5 nA, 600 mV y 10
a 15 Hz, respectivamente. Las calibraciones del escaner piezoeléctrico para el plano xy se
llevaron a cabo mediante la formacion de imagenes de grafito pirolitico altamente orientado
(HOPG)!®* Los escalones presentes en la superficie del Au (111) de 0,24 nm efi*dfttira
se utilizaron para calibrar el piezo-tubo en la direccidon Z. El andlisis de imagenes 6e realiz
utilizando el software del microscopio, version 5.30r3.sr3 de Digital Instruments. Para el
analisis de distribucion de tamafio se utilizo la densidad espectral de potencia isotropica de

dos dimensiones (PSD) después del filtrado de paso alto de la imagen.



5.4 Determinacion de la estructura electronica del sistema CoP-Au con Teoria
del Funcional de Densidad (DFT)

Esta parte fue llevada a cabo en colaboracion con les Brequiel de la Llave y
Damian Scherlis. Los calculos de DFT, en condiciones de contorno periddicas, se
realizaron utilizando el cédigo Quantum Espré§émue se basa en la aproximacion
pseudopotencial para representar las interacciones ion-electrén, y una base de ondas planas
para expandir los orbitales Kohn-Sham. Se adopt6é un pseudopotencial tipo Uftfasoft,
junto con el formalismo PBE para calculaté@mino de intercambio de correlaciéf.Un
punto de corte de energia de 25 y 200 Ry se utilizd para ampliar las funciones de onda
electronicas y la densidad de carga, respectivamente. La superficie de Au (111) se modela
como una capa infinita de atomos de Au truncada en la geometria (111), en superceldas de
dimensiones 15,04 x 11,57 x 15,84 (Fig 12). Dado el gran tamafio de la supercelda
necesaria para dar cabida a la molécula de porfirina, la representacion de la superficie
estaba limitada a dos capas de atomos de Au, y el muestreo de la zona de Brillouin se hizo
con una grilla Monkhorst-Pack de 2x2X%.Todas las coordenadas atémicas fueron
totalmente relajaal con la excepcion de los pertenecientes a la segunda capa de Au, que se

congelo en su estructura mayor.

i P A PN | .
Figura 12. Supercelda para los célculos de DFT, delimitada por las lineas rectas grises.

Vista superior de un modelo @' (P) adsorbida en la superficie de Au (111), donde los

atomos de color amarillo brillante y palido pertenecen a la primera y segunda capa

respectivamente.
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RESULTADOS

6. Desarrollo y caracterizacion del electrodo sensor de HNO

O(CH,);S

Dada la coincidencia de los blancos y la reactividad entre el NO y HNO, es muy
dificil diferenciar concluyentemente su papel fisico-patolégico, y la precisa discriminacion
entre ellos sigue siendo fundamental. Dada la alta reactividad y la estabilidad de las

porfirinas deCo"

con el NO junto a la facil y eficiente manera de unirse covalentemente

a los electrodos a través de enlaces S-Au, se probd la cobalto(ll)-5,10,15,20-tet(pguis|3-
acetiltiopropoxi)fenil] porfirina [Co(P)], como un posible candidato para la discriminacion
electroquimica de ambas especies. Para ello se estudid la reaccion en solucion entre NO,
dadores de NO y los dadores de nitroxilo de uso comarGat®) y Cd"(P). En segundo

lugar, se unié covalentemengeCo(P) a electrodos de oro caracterizando sus propiedades
redox y estructurak por técnicas electroquimicas asi como con célculos de teoria del
funcional de la densidad del estado sélido, microscopia de efecto tanel y espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X. Finalmente, se estudio electroquimicamente las reacciones de

NO y dadores de HNO con Co(P) unida al electrodo.

6.1 Voltametrias Ciclicas de Co(P) en solucion de GEl,

Para comenzar la caracterizacion y reactividad de las CoP y sus derivados
nitrosilados, primero se caracterizaron las propiedades redox de Co(PY®)EO  en
solucion, comparando los resultados con datos anteriores reportados para otras porfirinas de
cobalto. La Figura 13 muestra voltagramas ciclicos de Co(PY ({F0NO~ en CbkC1, con
0,1 M N(Bu)}PR como electrolito soporte. Las mediciones se realizaron tanto

temperatura ambiente (20 ° C) como a baja temperatura (-63% C).
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Figura 13. Voltagramas d€o(P) (panel izquierdo Ay Ay) y Co" (P)NO (panel derecho

B1 y B) en solucion de C€1,/ 0.1 M N(Bu) PF;, velocidad de barrido 0,1 Volt/s. Los
potencia¢s (volt) estan reportados versus SCE. By, la medicion fue realizada hacia
potenciales positiv(medido a TA), mientras que en & B, la medicion fue realizada

hacia potenciales negativos (medido a -60°C).

Como se muestra en el panel izquierdo de la figura 13 se observan cinco cuplas redox
para Co(P). A partir del estado red®@o'(P), y de lo reportado ampliamente en la

literatural ' "2 seasignaron dichas cuplasas siguientes reacciones (ver Tabla 3):

[CA" (PP + € = [CdP) (1)
[Co"(P)"+€ +—> [C8P) 2
[Co"(P)]" +€ «» Co"(P) (3)
Co'(P) + e+ [C4P) 4)
[COP) + €« [CHP) 5)



Las tres primeras reacciones (pangl, A&orresponden a oxidaciones por un electrén,
mientras que las ondas que se muestran gooAesponden a dos reducciones por un
electron. Para el complejo nitrosilado" (P)NO™ se observan cuatro ondas en los paneles
de la derecha de la Figura 13 (B1 y B2), que se asignan a las siguientemesatver
Tabla 3):

[Co(P)NOF" + & <«— [Co(P)NOT (6)
[Cd" (P)NOJ* + € «—» COo" (P)NO™ 7)
Co(P)NO+e  <«— [Co(P)NO] (8)
[Co(P)NO]+€ <+—> [Co(P)NG] (9)

Los resultados son consistentes con las mediciones anteriores de otras porfirinas de
cobalto}’? En concordancia con lo descripto por Richter-Addo, éf ', nitroxil-porfirina
posee dos oxidaciones y dos reducciones. jzldé separacion del primer proceso de
oxidacién paraad'(P) (“Co(P)”) y Ca"(P)NO (“Co(P)NO”, carga global cero) en solucién
es solamente 100m\3,(), y aun menor para el segundo. Las cuplas de reduccion en

solucion estan separadas por 340 m3)(

6.2 Union covalente y voltametrias ciclicas de Co(P) sobre electrodo de oro

La confirmacion directa de la adsorcion de Co(P) se realizé mediante mediciones
electroquimicas de los ““electrodos Co(P)”" después de limpiar las superficies con
abundante agua. Los datos de XPS (que se presentan en la siguiente seccion, 6.3) dan una
mayor comprension acerca de la estructura de Co(P) sobre los sustratos de Au. La figura
14A muestra voltagramas ciclicos del “electrodo Co@) 0,1 M de KN@ comparado
con la Co(P) en solucién deH,Cl, (Co(P) no es soluble en agua). La Figura 14A muestra
un proceso de oxidacién reversible con un valor ge de aproximadamente 0,4 V. La
reaccion corresponde a la cupla"@@o"' (reaccién 3), y, sorprendentemente, el valor se
desplaza ca. 400 mV a potenciales mas bajos en comparacion con los valores obtenidos en
solucion. Estos resultados muestran que la adsorcion de Co(P) en el electrodo de oro
facilita la oxidaciéon de Cb Se obtuvieron los mismos resultados para las mediciones
electroquimicas correspondientes en solucionC#gCl,. Todos los potenciales redox

resultantes (en solucién y adsorbido) se resumen en la Tabla 3.
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Figura 14. A) Voltagramas ciclicos de electrodos de oro modificados con Co(P) en
solucién 0,1M de KN@en agua (linea de color negro) y Co(P) en soluciésOd4 0.1 M

N(Bu), PFK; (linea azul). Los valores son referidos a SCE, velocidad de barrido 0,1 Volt/s.
B) Procesos de oxidacion de Co(P) unido a electrodos de oro (especies adsorbidas).
Intensidad de corriente vs velocidad de barrido para el primer proceso de oxidacion de

““electrodos Co(P)"". Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Para confirmar que el proceso corresponde a la reduccion del electrodoaunido
porfirina, se midieron las intensidades de los picos como funcion de la velocidad de
barrido. El grafico resultante se muestra en la FigurayldBmuestra claramente que el

proceso corresponde a especies adsorbidas.

Tabla 3. Potenciales redox medidos para Co(P) y &QP)NO_

Solvente- E, (Voltvs. SCE)

Porfirina Medio / ES Condicién 1 > 6 3.7 28 5
CH,Cl, / Solucié 1,29V 1,09 V. 0,79V -0,80V -1,30V
N(Bu), PFs 0.1M  Adsorbid§ ~ ----- 1,10 V. 0,44V -0,70V -
Co(P)
Agua / )
Adsorbid§d - 090V 040V -0,79V -
KNO3; 0.1 M
CH,Cl, / Soluciéf - 1,14 V 089V -1,14V -1,41V
0 _ N(Bu)PRO0.IM  Adsorbid§ — -—--- 094V 086V -101V -
Co" (P)NO
Agua/ )
Adsorbid§d - = - 083V -098V -
KNO3; 0.1 M



2 Nimero de reaccior, Se utilizé un sistema de tres electrodos, que consta de dos
electrodos de platino, y un electrodo de trabajo de carbono vitreo (velocidad de barrido 0,1
Volt/s). Las ondas catddicas fueron medidas a temperatura ambiente, las ondas anddicas a -
60 °C. ¢ Los electrodos modificados con porfirina de cobalto fueron utilizados como
electrodos de trabajo. En solucion acuosa, un electrodo Ag°/AgCl (saturada) en KCI fue
utilizado como el electrodo de referencia y un alambre de platino como contraelectrodo.
Para las mediciones correspondientes en solventes organicos se utilizaron dos electrodos de

platino. (Velocidad de barrido 0,1 Volt/s, medida a temperatura ambiente)

Voltagramas ciclicos de ¢@P)NO™ . Utilizando la misma técnica que para Co(P),
Cd"(P)NO™ (preparado como se ha descripto en la seccién 4.4, utilizando NO gas) se une
covalentemente a electrodos de oro y fue caracterizado electroquimicamente. Los

,

voltagramas ciclicos de lé6&lectrodosCa" (P)NO™ ** en solucién acuosa 0,1 M de KNO
muestran una clara onda correspondiente a la primera oxidacién por un electrén (la inversa
de la reaccion 78n0.83 V vs SCE (Figura 15A). En este caso, el desplazamiento debido al
efecto de superficie de oro es mucho mas pequefio que antes, sélo 60 mV. Una vez mas,
como se esperaba, las intensidades muestran una dependencia lineal con la velocidad de
barrido que confirma que el proceso corresponde a una sefial derivada de especies
adsorbidas (Fig 15B). Se obtuvieron resultados similares para las mediciones en medios
organicos. Todos los valores dg;Eesultantes se resumen en la Tabla 3.
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Figura 15. A) Voltagramas ciclicos tanto de"{®)NO™ en solucién (linea verde) y
adsorbido a los electrodos en £H,/ 0.1 M N(Bu}PF; (linea negraB) Intensidad de
corriente vs velocidad de barrido para el primer proceso de oxidacion de ““electrodos

Cd"(P)NO™ . Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente.



En resumen, los resultados de la Tabla 3 muestran que, debido a la adsorcion de la
porfirina de cobalto sobre la superficie de oro, se observa una disminucion de 400 mV en la
cupla Cd'/Cd", y por lo tanto existe una diferencia significativa en el potencial redox para
el proceso correspondiente entre las porfirinas: libre y con BNQurimer proceso de
oxidacion resultante se produce a = 0,4 V para Co""/Cd" y a 0,83 V para
ca" (P)NoO/Cd" (P)NO en medios acuososLos mismos resultados se observan en
solvente orgénico, lo que demuestra que este no es un efecto del solvente, sino que esta
relacionado con la superficie. Curiosamente, los otros dos procesos redox (2 y 4) no se ven
afectados por la misma. El origen de los efectos de superficie se estudié adicionalmente

usando métodos DFT como se describe mas adelante.

6.3 Caracterizacion de electrodos modificados por XPS y STM

En esta seccion se describen los resultados de los analisis de XPS y STM de Co(P) y
“"Co(P) + cistamina”™” en sustratos de Au en orientaciéon preferencial (111). La cistamina se
utiliza para evitar una sefial espuria por la reaccion con el electrodo sin recubrir (ver pagina
79). La Tabla 4 muestra las relaciones elementales para Au4f, Co2p, Cls, Ols, S2p,
referenciados a N1s para Co(P) (multiples capas) y “"Co (P) + cistantiaantensidad
N/C vy la relacion N/O superan la estequiometria molecular exacta sélo para las especies
que contienen oxigeno. La fuente de oxigeno adicional es probablemente oxigeno
molecular que puede adsorbeen el cobalta:>*"*El C1s surge no sélo de las moléculas
organicas, sino también de la contaminacion durante la transferencia a la camara de UHV.
La relaciébn N/Co, es ligeramente mas alta que el valor estequiométrico de &dn(f)a
una demetalacion de la porfirina. Para ambas muestras la relacion N/S esta estrechamente
por encima de uno, de acuerdo con el valor estequiométrico. Estos resultados se pueden
explicar suponiendo que la mayor parte de los restos de azufre han sido anclados a la
superficie de oro. Por lo tanto los valores de N/S son mayores que uno, debido a la
atenuacion de la sefal de azufre, que esta unido directamente a Au y mas profundo que el

nitrégeno.



Tabla 4. Relacion de elementos para las capas de Co(P) y “"Co(P) + cistamina” sobre oro.

N/S N/Au N/C N/O N/Co
Co(P) 1 - 0.06 1 4
Co(P) sobre Au(111) 1.2 0.05 0.04 0.14 5.1
“Co(P) + cistamind sobre Au(111) 1.2 0.10 0.05 0.15 7.7

La Figura 16A muestra la presencia de regiones N1s y Co2p para Co(P) sobre Au
(111). El pico Co 2p3/2 se encuentra en 780,3 eV. Los N1s revelan un pico principal
(centrado a 398,4 eV), y una caracteristica sefial ancha a alta energia de enkEe\301,
Pequefias cantidades de porfirinas demetaladas también podrian contribuir a esta sefial.

Ademas, pueden estar presentes contaminantes producto del manejo de la muestra en aire.
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Figura 16. Espectros XPS de A) region€s2p y N1s B) Region S2p para Co(P) sobre
Au(111). C) Region S2p pafaCo (P) + cistamina sobre Au (111). Las regiones S2p se
muestran como dos picos deconvolucionados para ambas muestras.



En lo sucesivo, el valor absoluto de la energia de enlace (BE) de la S2p3/2 se emplea
para obtener informacion sobre la unién quimica del S a la superficie de Au. Vale la pena
remarcar que la sefial del nucleo (S2p3/2) del alcanotiol sobre Au (SAMs) se puede
deconvolucionar en tres componentes diferentes, C1 a 161 eV, C2 a 162 eV, C3 a 163-164
eV} El componente C1 se relaciona con especies atémicas de azufre ad$6tigtas.
componente C2 esta relacionado con S cadeairbido sobre la superficie metalica a través
de un enlace tiolato; mientras que el componente C3 se ha asignado tanto a tiol como a
disulfuro libre!’” 1 La deconvolucién espectral de la regién S2p, (Figura 16B y 16C)
muestra dos componentes de las energias de enlace de 161,9 - 162,1 eV (C2) y 163,3 -
163,4 eV (C3). El componente C2 corresponde a un doblete p de tiolatos unidos a Au,
mientras que la contribucion C3 esté relacionada con tioles, tioacetilos libres y disufuros.
Se obtuvieron resultados similares para las porfirinas con grupos acetilos (protegidas para

174,180y, en condiciones de ultra alto vaéfbVale la pena sefialar

la adsorcionkn solucion
que no esta claro qué fraccidbn del componente C3 esta relacionado con alguna de las
especies que contribuyen a esta sefal. Sea cual sea el origen de este componente, es
evidente que parece ser aproximadamente la mitad de la cantidad total de azufre. Entonces,
podria afirmarse que Co(P) estaria adsorbido tanto con su anillo de porfirina paralelo a la
superficie o cerca de lo normal a su superficie. En este sentido, Berrarhan llevado a
cabo la medicion de XPS en diferentes angulos de despegue (TOA) estableciendo que los
tioacetilos o tioles librese encuentran en la parte mas externa de la superfici.
Basandonos en estos resultados, podemos presuponer que la cantidad de azufre unido se
debe estimar teniendo en cuenta alguna atenuacion. Entonces, es razonable suponer que el
namero de especies de azufre unido al substrato es mayor que la que corresponde a las
especies relacionadas con C3. Bajo esta circunstancia, la configuracién que esta acostada
estaria, en promedio, favorecida. Se presentan mas datos en favor de que las moléculas
tienen el anillo de porfirina en paralelo a la superficie mediante la realizacion de imagenes
de STM de las superficies modificadas con Co(P) (ver paginas subsiguientes

Por otro lado, el andlisis de XPS indica un aumento en las relaciones de intensidad de
S/Au y N/Au después de la adsorcion de cistamina. Teniendo en cuenta que durante dicho
proceso cada molécula da lugar a dos tioles después de la ruptura del ehfiteste
resultado muestra que los sitios libres de Au son probablemente bloqueados. No hay

especies de azufre oxidados (S2p BE> 166 eV), tales como sulfonato, en las muestras.



Caracterizacion de Co(P) unida a una superficie de oro mediante microscopia de efecto
tunel. También se caracterizé por imagenes de STM la Co(P) unida covalentemente a nivel
molecular. Este es un punto clave con respecto a la actividad quimica de moléculas
inmovilizadas, ya que depende en gran medida de la estructura multicapa y de la geometria
de la adsorcién de las moléculas individuales. En la Figura 17A se muestran imagenes
tipicas de STM de la Co(P) cubriendo superficies de Au (111). Se ve un escalon entre dos
terrazas de Au (111) cerca de la esquina inferior izquierda (en paralelo a la lineaenegra, s
indica como "B"). También se distinguen claramente las islas vacantes de oro en las
terrazas atomicamente suaves del sustrato Au (111), esto se observa con frecuencia en
superficies modificadas con tioles. El sustrato posee una gran cantidad de puntos brillantes
distribuidos aleatoriamente que estan relacionados con adsorcion de porfirina. La figura 17
muestra que hay dos tipos de elementos, las observadas més frecuentemente san de 0,42
0,11 nm de altura (ver seccion transversal en la figura 17B), mientras que las masygrandes
brillantes poseen 0,870,08 nm de altura (ver seccion transveesdh figura17C). Las de

0,4 nm de altura estan de acuerdo con datos anteriores de contraste molecular en imagenes

18y ftalocianinas® Las manchas maés brillantes con

de STM para porfirinas metaladt
alturas de aproximadamente 0,9 nm se pueden asignar a aglomerados en una segunda capa.
De hecho, se ha demostrado que las porfirinas son capaces de formar Bit&pesr el
histograma de altura en la FiguraD}7Si las moléculas estuvieran orientadas elgslano

de la porfirina perpendicular a la superficie deberian mostrar una altura aparente de
aproximadamente 3 nm. La posibilidad de tener agregados de porfirina, en los que no todas
las funciones mercapto estan unidos covalentemente al sustrato es consistente con los
resultados de XPS que muestra la contribucion a la sefial de azufre de los tioles protegidos
con grupos acetilo, tioles o disulfuros no unidélsescaneado repetitivo con la punta del

STM no eliminGé las moléculas, lo que indica que estan fuertemente unidas a la

superficie de oro, y también que la segunda capa se une firmemente a la primera.
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Figura 17. A) Imagen STM de 100 nm x 100 nm para un sustrato de Au (111) modificado
con Co(P). B) Perfil transversal de una seccion correspondiente a la traza negra ea la figu
17A. C) Perfil transversal de una seccion correspondiente a la traza verde en la figura 17A.

D) Histograma de la altura aparente del STM a corriente constante.

En cuanto a la orientacion de la porfirina con respecto a la superficie, se analiz6 el
tamafio aparente de porfirina en el plano xy. Los dos analigiower Spectral Density
tridimensional de una imagen de 150 nm x 150 nm (después del filtrado de paso alto)
muestra una amplia distribuciéon de puntos con tamafio promedio de 2,9 nm (Figura 18A).
Estos puntos son consistentes con porfirinas similares de cobalto quimisorbidas en

superficies de Ad’* También sugiere que las mismas estan en una configuracién acostada.
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Figura 18. A) Grafico dePower Spectral Densitgbtenido por el andlisis de la imagen en

el panel de "B". Tener en cuenta que la potencia y longitud de onda se indican en escalas
logaritmicas. B) Imagen de 150 nm x 150 nm para especies Co(P) adsorbidas en una terraza

Au (111) después de un filtrado de paso alto.

A partir de los analisis de las superficies modificadas por XPS y STM se puede
inferir que la mayoria de las moléculas de Co(P) estan adsorbidas en una configuracién
paralela a la superficie de Au mediante uniones mudltiples, con algunas moléculas en una
segunda capa. La fuerte interaccion adsorbato-superficie explica la distribucion aleatoria de
porfirinas a través de las terrazas Au (111). En consecuencia, teniendo en cuenta que se
forma una monocapa desordenada de Co(P), sitios vacantes de Au pueden ser ocupados por
adsorbatos que tienen un tamafio lateral mas pequefio. También se prevee que estos
resultados sean validos en el caso de porfirina inmovilizada sobre electrodos policristalinos

como los utilizados en los experimentos electroquimicos.

6.3.1 Medicién de la cobertura con Co(P) del electrodo de oro.

Para calcular la cobertura de la superficie, se llevé a cabo una desorcion reductora
185186 4e Jas porfirinas tioladas en medio basico (KOH 0,1 M). Del pico catédico en el
voltagrama (Fig 19) se midio la densidad de carga implicada en la reduccion de los tioles.
El valor de densidad de carga permite estimar el niumero de moléculas de porfirina presente
en la superficie de Au suponiendo un electrén por union de tiolato. Se determind una
cobertura de la superficie del 25% (ver siguiente pagina para mas detalles sobre el calculo).
Este valor es similar, dentro del error experimental, a la obtenida usando STM.

El pico resultante a -0,9 V corresponde con el proceso de reducciéredg ol lo

tanto el desprendimiento de Co(P) del electrodo. La integracion del area del pico (Figura



19B) permite calcular el numero de electrones que participan y por lo tanto el numero de
moléculas de Co(P).
T = Area pico reduccion/(n° e. F . Superfie Efectiva) (10)

- Célculo del area del pico de corriente catddica: 23Adulomb (A.seg)

- Luego, con la constante de Faraday se obtienen los moles de porfirina* 2ol

- Hay 4 electrones por porfirina, asi que tenemos que divid&lost0'® moles

- Para calcular la cobertura, necesitamos la superficie efectiva del electrodo (calculado en

el paso siguiente Fig 19R);4cm?

- Concentracion superficial I' = moles porfirina / sup. electrodo4=3 x10™ molestm?

Para poder estimar la cobertura superficial de porfiriha,se necesita la
concentracion superficial de una monocapa ideal (teoliga)ocapa Para eso, se la calcula
considerando a la superficie de oro, como un &area hexagonal compacta con distancias

intermoleculares de 0,29 nm. Por lo tafit@enocapa = 2,3 X 10" moles /cniy 6 = 0,2
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-10 \/\

Co(ll)P adsorbida sobre

el electrodo
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Figura 19. Desorcién electroquimica de porfirina, la cual se llevd a cabo en medio basico.
A) Voltametria en KOH 0,1 M vs SCE B) Integracién del area de la onda.

6.3.2 Medicion del area superficial efectiva del electrodo.

Dado que los electrodos no son perfectamente lisos (poseen imperfecciones
naturales), debe calcularse el factor de rugosidad de los mismos. El area superficial efectiva
de los electrodos de trabajo se determind mediante la medicion de la carga necesaria para
reducir una monocapa de 6xido de oro, que es un proceso de dos electrones (Figura 20A).
Esto se hizo mediante la integracion del pico catédico principal en las curvas de corriente-

potencial (Figura 20B). Por otro lado, se sabe que en un plano ideal de Au (111) hay 1,4 x



10" atomos/crf y por lo tanto, la carga requerida para formar una monocapa de especies
que ocupan un sitio (y que requieren un electrén por sitio) es@2212.*%” Con ambos
datos, el teorico y el calculado, se determio el factor de rugosidad definido como la relacion

del area superficial real vs. la geométrica, que arrojé un valor de 1,33.
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Figura 20. A) Voltagrama ciclico de electrodos de oro en solucion £0H0,5 M. vs

SCE B) Calculo del area de la onda catédica.

6.4 Calculos de estructura electronica de Co(P) y C’fc(P)NOﬁ

Para describir la estructura electrénica de los sistemas Co(P), se optimizaron modelos
estructurales de los complejos Co(P) y'(®)NO~ sobre una superficie de Au (111)
mediante calculos DFT. Se deja relajar la geometria a partir de configuraciones
equivalentes para ambos sistemas, con los macrociclos de las porfirina a alrededor de 3,7 A
sobre la superficie. Sorprendentemente, las optimizaciones condujeron a las estructuras
finales representadas en la Figura 21: las longitudes medias de la primera capa de Au con
respecto al plano de la molécula resultaron ser 3,8 y 4,4 A para las porfirinas libres y
nitrosilada, respectivamente. La separacion obtenida para el modelo Co(P) esta
razonablemente de acuerdo con el valor observado de los adsorbatos por STM, 0,42 + 0,11

nm. Los atomos de Co se ubican entre dos atomos de oro en un sitio puente.
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Figura 21. Estructuras optimizadas por célculos DFT de Co(P) Y(BYINO™ en la
superficie de Au (111).

Las cargas atdmicas resultantes de un andlisis de la poblacion Lowdin se muestran en
la Tabla 5. En Co(P), la carga sobre el cobalto se hace menos positiva tras la unién al oro.
En contraste, la carga aumenta ligeramente é{R)®&O cuando la molécula se aproxima
de la superficie de oro al ser adsorbida. Este comportamiento es indicativo de la diferente
naturaleza de la interaccion de los atomos Co-Au en presencia y en ausencia de NO. Al
mismo tiempo, la densidad electronica parece fluir lejos de los &tomos de nitrégeno de la
porfirina en Co(P), mientras que las poblaciones atdmicas de los a4tomos de nitrégeno
ecuatoriales apenas se ven afectados cuando el NO esta coorBiodelmos entonces
concluir que la coordinacion de NO separa la porfirina de la superficie de oro y
disminuye la transferencia de carga desde la superficie hasta el centro metalic@ode

consistente con lo que se informd previamente por Flecbtrarpara una superficie de
Ag.188’189

Tabla 5. Cargas atémicas de acuerdo con un andlisis de la poblacién Lowdin, para las
estructuras relajadas de Co(P) y"@®)NO en vacio (aislada) y en una superficie de Au
(111) (adsorbidaR-Np y >.NO representa la carga sumada de los &tomos de nitrégeno de la
porfirina y de los a&tomos de NO, respectivamente.
Co YN, IXNO
Aislada +0.83 -1.00 -
Adsorbida +0.78 -0.89 -
Aislada +0.73 -0.89 +0.06
Adsorbida +0.77 -0.87 +0.12

Co(P)

co" (P)NO™




6.5 Deteccion y discriminacion de HNO/NO utilizando el electrodo de oro

modificado con Co(P)

Como se ha mencionado en la introduccion, el objetivo principal de este trabajo fue
desarrollar un dispositivo que sea capaz de detectar y discriminar HNO de NO, usando una
Co(P). Para lograr este objetivo, el electrodo Co(P) " debe ser capaz de reaccionar con
HNO, pero no con NO (o cualquier otra especie similar) y producir una respuesta
electroquimica a la presencia de HNO. Alternativamente, un detector de NO selectivo debe
reaccionar con NO, pero no con HNO. Dada la reactividad conocida en solucion, que
muestra que C¢P) reacciona rapido con NO, pero no con HNO, mientras que lo contrario
se observa para $¢P), hemos probado ambas reacciones para los electrodos de oro
modificados con Co(P). Las reacciones se controlaron electroquimicamente utilizando el
mismo protocolo mencionado anteriormente. Por ejemplo, para analizar la react{@ Co
con HNO (o NO)serealizé un voltagrama de Co(P) antes y después de la adicion de un
dador de HNO (o NO), como se muestra en la Figura 22A. Antes de la adicién de SA,
cuandola porfirina de cobalto es llevada electroquimicamente al estad® observa la
cuplaCd"/Cd" (linea azul, 0,4 V). Al afiadir SA en las mismas condiciofel Y da como
resultado un desplazamiento del voltagrama correspondiente al esperaGo’{@&MNO~
(Iinea verde, 0,83V). Esto muestra claramente la reaacigitu de Cd'(P) con HNO. Para
verificar que el cambio es debido a un efecto de superficie y que no se ve afectada por el
electrolito soporte, la misma experiencia se realizé pero con KLIOM, pH 6. A su vez,
ya que la cupla redox observada fue seudo-reversible (linea verde en la figura 22A), los
potenciales aparentes se midieron con mas cuidado por técnicas DPV (Figura 22B),
obteniéndose claramente el potencial esperado para la cUhB)SO .
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Figura 22. Reacci6rin situde HNO con C8 (P) adsorbida, los valores de los potenciales
estan referenciados a SCE, velocidad de barrido 0,1 V/s. A) Voltagramas ciclicos de
Cd"(P) antes (linea azul) y después (linea verde) de la adicién de SA 0,7 mM en 0,1 M
KNOj3 (solucién acuosa) B) DPV de &(P) después de la adicién de SA 0,7 mM en 0,1 M

KCIO4 (solucion acuosa). Amplitud: 30 mV, ancho: 25 ms y periodo: 40 ms del pulso.

Utilizando procedimientos similares, se estudiaron el resto de las reacciones
(enumeradas a continuacién). Como era de esperar los resultados muestraff )e Co
reacciona eficazmente con HNO, mientras que no lo hace asi con dadores de NO o NO gas.
Esto se evidencia por la falta de la sefial electroquimica (intensidad de corriente) cuando la

porfirina se mantiene en el estado de"

Ca un potencial compatible con la cupla
cd"(P)NO/CA"(P)NO (alrededor de 0,8 V) y la intensidad de corriente se mide después
de afadir los dadores de NO. Por otra parte el NO reacciona rapidamente con electrodos
modificados en el estado Gomientras que HNO no lo hace. Es decir, la cupla
ca"(P)NO/Cd"(P)NO ™ se observa después de la adicién de dadores de NO al electrodo
unido a Co(P) mantenido en el estadd (@), mientras que no se observa ningin cambio
cuando se usan dadores de HNO. ElI comportamiento resultante de los electrodos

modificados se puede resumir de la siguiente manera (Esqug¢ma 13
Co''(P) +NO — Co'(P)NO"
Co'(P) + HNO — No hay reaccion
Co'(P) + HNO—> Co''(P)NOr
Co(P)+NO —> No hay reaccion

Esquema 13- Comportamiento de los electrodos frente a dadores de HNO y NO

El NO es capaz de reaccionar con electrodos de oro limpios dando sefal en 0,8 V,
este hecho es una cuestion muy importante para la deteccion selectiva de HNO en presencia
de 6xido nitrico. Por lo tanto, fue necesario evitar esta reaccibn como una posible fuente de
sefal espuria. Para estudiar la respuesta de NO en los electrodos modifinado&P) se
midio6 la intensidad de corriente producidas por una solucidv 8le éxido nitrico en: (a)
electrodos de oro limpios (curva verde en la Figura 23), (B) "Electrodos Co(P) " (curva de

color rojo en la Figura. 23), y (c) Electrodos de oro modificados ~"Co(P) + cistamina



(curva de negro en laidgura 23). EINO se produjo por el uso de N-nitrosomelatonina y
flash de luZ>**°La cantidad de 6xido nitrico producido por cada destello se midié por
espectroscopia UV-Vis. La sefial se registro fijando el potencial a 0,8 V (vs Y5CE)

midiendo la intensidad de corriente en funcion del tiempo después de la adision de

== Electrodo oro 50— Electrodo de oro + Co"(P)NO"
0,94 === Electrodo Co(P) ]— Electrodo de oro + Co"(P)NO7
0,8 === Electrodo Co(P) + cistamina 40‘_ + cistamina
07 T 30 Electrodo oro
T 2
;1_ ’ % 20-
£ 05 2
] = 1
2 04- é 10 ‘
8 0!3- 04
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-10 T T L .
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Figura 23. A) Intensidad de corriente obtenida en presencia gl 8le NO en solucion,

con electrodos de oro (verde) en los electrodos de oro (verde), electrodo Co(P) " (rojo), y

““electrodo Co(P) + cistamina™ (negro). La sefal se registro fijando el potencia¥ ¥9,8

SCE. B) Voltagramas ciclicos de electrodos de oro (linea amarilla), electrodos unidos a

Cd"(P)NO™ (linea verde) y unidos a “'@B)NO™ + cistamina (linea negra)

Como se muestra en la Figura 23A, se observa una intensidad de corriente
considerable debido a la presencia de una solucigvt 8e NO cuando se usan electrodos
de oro limpios como electrodos de trabajo. La porfirina Co(P) bloquea parcialmente la
sefal (la sefal restante es ca. 50% con respecto al electrodo de oro), aunque debido a la
cobertura del 25% de la superficie de oro por la Co(P), la sefial sigue siendo significativa.
Para bloquear completamente la sefial procedente de la interaccion directa del NO con los
sitios de oro, los electrodos de Co(P) fueron modificados posteriormente con cistamina (en
la seccion 8.2 también se protegieron con tioles de 6 y 10 carbonos). Como era de
esperase para estos electrodos la intensidad de corriente se redujo a menos del 5% de la
sefal original, lo que demuestra que la reaccién de NO con el electrodo modificado esta
casi completamente blogueada. Finalmente, se verificd que la cistamina no interfiere con la

sefial electroquimica de #P)NO™, como se muestra en la Figura 23B. Para analizar este



efecto, se realizaron voltagramas ciclicos de electrodos de oro unidd§R)NO~ (curva
verde) y “"C8'(P)NO™ + cistamina™ (curva de negra). Los datos muestran que el efecto de
la cobertura con cistamina no afecta significativamente a la sefial electroquimica de la

Co(P) y sus reacciones con HNO/NO.

En resumen

En esta seccion se mostré el desarrollo de un sensor selectivo de HNO y su
caracterizacion desde el punto de vista fisicoquimico a través de distintas técnicas (Uv-Vis,
electroquimica, STM, XPS, DFT). Después de varias pruebas preliminares en solucion se
seleccion6 la porfirina de cobalto(ll) 5,10,15,20-tetis{@(p-acetiltiopropoxi)fenil]
[Co(P)], la cual se puede inmovilizar covalentemente en electrodos de oro. El mismo
mostré una buena selectividad hacia azanona, siendo capaz de formar aductos estables
Cd"(P)NO a través de la reacciéon @®" con dadores de HNO (Figura 24} superficie
restante se cubrié con cistamina (HSCH,;NH>), haciéndolo totalmente inerte a Nkbs
resultados de este capitulo muestran que la Co(P) se coloca sobre la superficie de oro en
configuracion horizontal y se observa un efecto de superficie que disminuye el potencial
redox de CY(P) (pero no C8(P)NO ™) en 0,4 V. Usando esta informacién y fijando el
potencial a valores que oxidan'G®)NO™ (0,8 V vs SCE), el HNO pueden ser detectado
por técnicas amperométricas. En estas condiciones la Co(P) reacciona con HNO de una
manera rapida, eficiente y selectiva con la formacion simultanea del complgjB)8®

mientras que es inerte o reacciona muy lentamente con NO.

OO : e OOOO + HNQO —— No hay reaccién

Il”(omdacnon) w% X %&%

w |1 co"(P)NO™ j ‘i

/& OII'(P)NO '/(lggnmdad

de corriente) ‘ P

Figura 24. Mecanismo de deteccion electroquimica de HNO con Co(P) unida

covalentemente a una superficie de oro.



7. Deteccion y cuantificacion en tiempo real de HNO utilizando el sensor

amperometrico

[HNO] (nM)

Durante los ultimos afios se han desarrollado varios métodos para la deteccion,de HNO
que se basan en reacciones quimicas seguidos por espectrometria de masas, caracterizacion
por HPLC y metodologias de atrapado basaddd\&is o fluorescencia. En esta seccion

el electrodo desarrollado para la deteccion de HNO, basado en la unién covalente de
[Co(P)] a un electrodo de oro, se ha caracterizado a fondo en términos de sensibilidad,
exactitud, deteccion resuelta en el tiempo y compatibilidad con medios biolégicos

complejos.

7.1 Andlisis cinético de la respuesta resuelta en el tiempo del electrodo para HNO

En la seccion 6, se demostro que en la generacion de azanona en solucion usando SA
como dador, se puede obtener una respuesta eléctrica dependiente del tiempo. En esta parte,
se logro regisar el cambio en la intensidad de corriente y relacionar su valor a la presencia
de HNO en solucién. Los gréaficos de intensidad de corriente en funcién del tiempo (que se
presentan en la Figu2bA) muestran que unos segundos después de la adicion de SA se
observa un fuerte incremento en la sefal, y que la maxima variacion de la sefal
amperométricaAC) es mayor a medida que las concentraciones de dador aumentan. En

todos los casos se alcanza un valor maximo y, posteriormente, la sefial decae lentamente en



la misma escala de tiempo que la descomposicion de dador. El aumento proporci@hal de
para concentraciones crecientes de SA, la forma de la caida de la sefal y la escala de
tiempo, sugieren fuertemente que el electrodo de Co(P) estad sensando [HNO] de una
manera resuelta en el tiempo. Por lo tanto, se analizé la forma del grafico mediante un
modelo cinético, y se tratd de determinar si es posible extraer informacion cinética

importante del correspondiente proceso de producciéon de azanona.
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Figura 25 — A) Intensidad de corriente vs. tiempo para el electrodo modificado Co(P)
después de la adicion creciente de la concentracion inicial de dador de HNg). (&8h

curva corresponde a una [ASliferente y el tiempo de adicién se indica mediante la flecha.
B) Medicion y simulacion de la corriente vs t (negro y rojo, respectivamente, eje derecho) y
simulacion de [HNO] a la misma concentraciéon de dador (Q)@4 verde, eje de la

izquierda). Se observa un ligero retraso en la sefial.

7.1.1 Modelo cinético de la respuesta de Co(P) a SA.

Vamos a utilizar como punto de partida en nuestro analisis cinético, la sefal
producida por el HNO producto de la descomposiciésAemostrada anteriormente. El
minimo modelo cinético del mecanismo de reaccion (descripto en el Esquema 14),
comprende la descomposicion espontanea del dador con el fin de generar HNO (Reaccion
1), que puede dimerizar a® (Reaccion 6) o reacciancon el electrodo por coordinacion
a la porfirina Co(ll)P (Reaccién 2) unida covalentemente. ElI complejo resultante
Co(lll)PNOﬁ se oxida en el electrodo, lo que genera la corriente eléctrica medida vy
Co(IlHPNO (reaccion 3). En este complejo el enl&@NO es labily se libera NO
rapidamente, regenerando la porfirina libre (Reaccion 4). Por dltimo, el NO también puede



reaccionar con HNO (Reaccion 5). Para las reacciones 1, 2, 5 y 6, se conocen las
correspondientes constantes cinéticas de velocidad (véase la J.ab& lberacion de
HNO/NO y NO de la Co(P) (reacciones -2 y 4) no se conocen para esta porfirina de
cobalto. Sin embargo, pueden ser razonablemente aprodipa@dalas mismas reacciones

con otras porfirinas de Co conocidas en la literatura, que adoptan valoréssca.10

N,O

Co(IINPNO 3\ > Co(IIHPNO
-
ELECTRODO (intensidad de cte)

d([Dador HNOJ])/dt = - Kgess[DadorHNO]
d(HNO)/dt = kgese[DadorHNO] - ZKgim.[HNO]?) - kon.[HNO].[C(I 1)] +
Kot [CO(HI)NOT - kno_nno [NO].[HNO]
d(N20)/dt = kgim[HNO]?
d(NO)/dt = ko[:F_No[CO(”')NO] - kNo_HNo[NO].[HNO]
d(NzOz)/dt = kNo_HNo.[NO].[HNO]
d([Co(IIHNO N/dt = kon.[HNOL.[Co(l1) ] -(Kost.[CO(IINNOT - Kox.[CO(II)NO]
d([Co(IIHNOTY/dt = kox.[CO(IIHNOT - korr no[Co(lINO]

Esguema 14— Mecanismo de reaccion para el analisis cinético de la respuesta del
electrodo frente a una fuente de HNO (en este caso el dador Sal de Angeli).



Tabla 6. Reacciones cinéticas utilizadas para modelar la respuesta electroquimica de SA.

# Reaccién Constante
1 Sal deAngeli — HNO 0.0023 & (Kged 03123140
3x 10 Mist (Kon) 116,123

Co(III)P + HNO « Co(IIPNO~ + H"

-2 35x10°st (ko)  Esta tesis
3 Co(ll)PNO™ — Co(II[)PNO + ¢ 5.4 x 10* st (kox)  Estatesis
4 Co(III)PNO — Co(III)P + NO 52x10°s" (Kot nO) 116

5 HNO + NO — N,O, +H" 58 x 16 M's'  (kno_Hno) &

6 2HNO — N0 + H,0 8x 10 Mt (Kgim) 13,63,190

En este contexto, la reaccidn clave a caracterizar y relacionar con la concentracion
de HNO en el seno de la solucion es la nimero 3, y para analizarla utilizaremos el modelo
de Nerst. Cerca de la superficie del electrodo, se establece una capa delgada, donde la
velocidad de flujo es esencialmente cero. El transporte de masa se lleva a cabo por difusion
y por lo tanto solo se requiere un flujo continuo para mantener las concentraciones en la
superficie segun la ecuacion de Nernst. La conveccidon mantiene un suministro constante de
HNO en el borde exterior de la capa de difusion, que es proporcional a la concentracién de
nitroxilo en el seno de la solucion. La corriente observada por lo tanto dependera de la
velocidad de difusiénle HNO, del espesor de la capa de difusion y de las concentraciones
de HNO en la superficie del electrodo y en el seno de la soluciéon. Suponiendo que Co(P)
esta unida al electrodo y que la reaccién de HNO con la porfirina es muy rapida (se espera
kon en el orden de foMs?) para una capa delgada, y dado que la concentracién de HNO
en el electrodo se aproxima a cero (ya que se une y se consume por el CoEysitiad
de la corriente resultante (i) es directamente proporcional a la concentracion de azanona en
el seno de la solucién [HNO], segun la ecuacion 7:

. n.F.AD
= fHNOCHNo= KermnoCrino (7)

donde, n es el numero de electrones por mol de HNO, F es la constante de Faragdy, A es
area superficial del electrodo (Do es el coeficiente de difusién para azanobas}
espesor de la capa de difusion. Como n.RAdLy & son constantes para la arquitectura
del sistema, se agrupan como una constante efecijiya, EES importante tener en cuenta

que, si bien este modelo se basa en una imagen simplificada de la capa de difusién, no



obstante proporciona una aproximacion razonable de la relacion entre la corriente y las
variables que la afectan, en este caso la concentracion de HNO en la solucion (ver mas
abajo).

Resolviendo numéricamente el conjunto de ecuaciones diferenciales (utilizando el
Matlab 2009) que se describen en el esquema de reaccion 14, y utilizando los valores de la
Tabla 6, se obtiene un muy buen ajuste de la intensidad de corriente en funcién del tiempo
(Figura 25B). Para hacer una prueba mas rigurosa del modelo, se realizé el mismo analisis
para todas las concentraciones de dador medido. En todos los casos hay un excelente ajuste
entre la intensidad de corriente observada observada y calculada en funcion del tiempo, el
grafico de AC simulada vsAC experimental (Figura 26A) muestra la relacion lineal
esperada con pendiente 0.9977, en todo el rango prqB&de 0,9973). Por Ultimo,
después de resolver el conjunto de ecuaciones, puede analizarse la forma de dicha traza
(utilizando el Matlab 2009). Como se muestra en las Figuiay 26B) el rapido aumento
de la sefial refleja que la concentracion (simulada) inicial de HNO es maxima (producida
por la descomposicion de SA) en el pH de trabajo y su retardo en el tiempo esta relacionado
conla difusion a la superficie del electrodo a través de la capa de difusion de Nernst, mas el
tiempo involucrado en la formacién del complejo [CoNl)]. ElI decaimiento
exponencial refleja la caida de [HNO] en el bulk, como consecuencia de la disminucion
exponencial de la concentracion de SA (su vida media en las mismas condiciones es ca.15
min y sigue una cinética de primer orden similar a la sefial obsernEdagsumen, la
sefal del electrodo refleja la concentracion real de azanona de una manera resuelta en el
tiempo permitiendo de este modo realizar mediciones cinéticas de produccidon/consumo
de HNO.
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Figura 26 — A) Corriente medida vs simulada ey (350 seg)B) Intensidad de corriente
medida de Co(ll)PNO  vs t (eje derecho) y [HNO] simulada vs t (eje izquierdo) a dos
concentraciones de dador diferente (0,66 y 440. Se observa un ligero retraso en la

sefal.

7.1.2 Uso de la sefnal resuelta en el tiempo del electrodo Co(P) para
determinar pardmetros cinéticos de reacciones relacionadas con HNO.

Para analizar y validar la performance del electrodo (utilizando el conjunto de las
ecuaciones diferenciales asociadas y las constantes de velocidad obtenidas) como un
método para determinar constantes de velocidad desconocidas asociadas a seprrione
involucren HNO, se midié la respuesta del electrodo a una solucién de concentracion
conocida de TSHA (otro dador de HNO). La traza resultante (que se muestra en la Figura
27) fue analizada con el conjunto de ecuaciones descripto anteriormente, y dejando libre en
el modelo (para asi determita@grla velocidad de descomposicion del TSHA. El valor
obtenido de 5.5 x 1ts™ a 25 °C, se encuentra en excelente acuerdo con el valor reportado
de 4.4 x 1¢ s* medido por espectroscopia UV-Vis, demostrando que el electrodo de Co(P)

y el modelo de cinético asociado es apropiado para analizar cinéticamente reacciones que
involucrenHNO.
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Figura 27 -Respuesta del electrodo a una solucioru®MTSHA (negro) y simulada (rojo)

7.2 Determinacion del rango dinamico de la deteccibn cuantitativa

amperométricade azanona (HNO) usando el electrodo de Co(P).

En una siguiente etapa, se estudié la determinacién del rango dinamico (es decir, el
intervalo de concentraciones de HNO en el bulk) que el electrodo es capaz de eetectar
forma cuantitativa. Para ello, primero se calibré la respuesta del migB)a@gn [HNO]
conocidas en solucién. Es importante saber que, debido a su propiedad ateastea,
la precisa determinacion de las concentraciones de azanona no es una tarea facil, por lo

tanto se utilizaron dos enfoques diferentes para determinarla.

1) Estimacion de HNO

a) En primer lugar, y como se mostr0 anteriormeste varics trabajos de nuestro
41,123,24

grupo
establecido entre la produccién continua de azanona (por la descomposicion espontanea del

y otros!/**%8 puede estimarse la [HNO] como resultado del rapido equilibrio
dador) y su dimerizacién. Se consigue asi una concentracion de nitroxilo instantanea en
estado cuasiestacionario, que posteriormente disminuye lentamente segun se consume el
dador. Ademas, dado que la dimerizacion es de segundo orden en [&IN@Jor la
concentracion de HNO mas rapido dimeriza lo que resulta en una relacion cuadratica
inversa entre el dador y la concentracion inicial de azanona, que puede ser @a@ama

la ecuacion 8, como se muestra a continuacion:

[HNO]z k,|Donor
\ 2k, 6)



Dondeky es la constante de velocidad de primer orden de la descomposicion del kador y

es la constante de velocidad bimolecular de dimerizacion de HNO. Una consecuencia
directa de esta relacion, es que no pueden ser alcanzadas altas concentraciones de azanona
con dadores relativamente lentos, como la SA. Se evidencia claramente en la Figura 28,
donde eACax medido se representa frente a la concentracion inicial de &relation
cuadratica inversa descripta anteriormente entre el da@ofHNO] y el limite superior

alcanzado para la concentracion de nitroxilo para valores del pkdlen
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Figura 28 — A) Intensidad de sefidlC (nA) detectada por electrodos de oro modificados

Co(P) como funcién de la concentracion de SA (rango: )6 B) Rango 0-20QM.

b) Puede tenerse una estimacion mas precisa de [HNO], para eso se lo calculé usando el
esquema cinético descripto anteriormente. La curva de calibracion resaitavéd HNO]
estimada, que se muestra en los puntos negros en la Figura 29, muestra una excelente
respuesta lineal (R= 0,9899) en el rango de 1-150 nM, y es capaz de detectar
concentraciones de HNO tan pequefias como 0,7 nM. La diferencia entre la estimacion de
la concentracion de azanona mediante el uso de la ecuayi@iel8squema cinético, es

gue con la ecuacion 8 se obtienen [HNO] ligeramente mas altas para una determinada
concentracion de dador. La diferencia con el modelo cinético aumenta a concentraciones
crecientes del mismo (datos no mostrados). Sin embargo, cabe resaltar que el uso de la

ecuacion 8 es muy simple y a grandes rasgos da una muy buena idea del valor de la [HNO].

2) Determinacion experimental de [HNO]
La concentracion de azanona tambien se puede determinar experimentalmente mediante su

atrapamiento con una porfirina, cuya constante de reaccién con nitroxilo es conocida,



como la Mn(lllTSPP en medios anaerdbicos, como se informd anteriormente por

Schoenfisctet. al*®*

En este método la [HNO] se determina a partir de la relacion entre la
velocidad observada de la produccion de nitrosil-porfirina (dYINO)TSPP/dt) y la
correspondiente constante de velocidad bimoleculgr fflara la reaccion de asociacion, de
acuerdo con la Ecuacion 12 (ver apartado pagina 90). Por lo tanto, con el fin de determinar
la [HNO] para cada concentracion de SA utilizada para obtener los valores reportados en la
Figura 29 (puntos rojos), se mide la velocidad de produccién de Mn(I)(NO)TSPP, para

cada concentracion de dador, utilizando espectroscopia UV-Vis.
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Figura 29 - A) Los puntos rojos muestran la calibracién de la intensidad de corriente
mediante el método de Schoenfiset al. a través eq. 12. Debido a las limitacisne
instrumentales (intensidad de la banda Soret) [HNO] no se puede medir con este método
por debajo de 4 nM. Los puntos negros muestran la calibracion de la intensidad de corriente
mediante el célculo de [HNO] a través de la simulacidon que se ha descripto anteriormente.
En el rango de [HNO] es ca. 1-20 nm. B) [HNO] en el rango de ca. 1-150 nm. Tener en
cuenta que ambas son practicamente lineales, incluso a las concentraciones mas altas de
HNO.

La Figura 29 muestra muy bien que los valores de [HNO] obtenidos mediante el uso
de la simulacion cinética son muy parecidos a los determinados experimentalmente.
También es importante tener en cuenta que debido a las limitaciones en la sefial de UV-Vis
para medir la velocidad de formacién de nitrosil-porfirina, el método quimico no se puede
utilizar para valores de SA por debajo de @\2 (correspondiente a una concentracién d
HNO de aproximadamente 5 nM). En resumen, independientemente del método utilizado

para determinar o estimar la concentracion de azanona en los sistemas de reaccion, los



resultados de la Figura 29 muestran claramentenugegiante el uso del electrodo de
Co(P), HNO puede ser fiable y cuantitativamente determinado en concentraciones de
orden nanomolar(menor a 1 nM). Asi también, muestra una respuesta lineal a [HNO] en
el rango de 1 a 1000 nM.

Por ultimo, después de haber realizatlanalisis de la forma de la sefidhycurva de
calibracion que relaciona la sefial electroquimica con la concentracion de HNO, se puede
determinar cuanto de la azanoaa solucién esta reaccionando efectivamente con el
electrodo (y por lo tanto también determina la cantidad de NQajiera como producto
secundario). El area bajo la curva del grafico de corriente en funcion del tiempanpara
intervalo de tiempo dado, permite la determinacion del nimero real de molécula®de HN
que se reducen a NO por el electrodo Co(P) . Las simulaciones cinéticas muestran que el
turnover de Co(P) es ca. 10 milisegundos. Teniendo en cuenta este intervalo de tiempo,
para una concentracion inicial de SA 340 nM, la intensidad maxima se corresponde con
2,5 x 10** moles de Co(P) unidp HNO oxidado. En este sistema (volumen total = % ml
el [HNO] bulk, corresponde a un valor maximo de 3.3 x*1fholes de HNO libre en
solucion. Por lo tantel electrodo de Co(P) esta reaccionando con menos del 1 % de las
moléculas de HNO disponible€l mismo tipo de andlisis nos permite determinar qué tan
lejos de la saturacion (cuando todas las moléculas de porfirina estan unidas a HNO), esta el
electrodo de Co(P). En la seccion anterior, se determind que cada electrodo se cubre con
una concentracién superficial de 4.3 x*4enol/cn?.*?® Por lo tanto un electrodo que tiene
una superficie total de 1,4 émodria reaccionar con una concentracién de azanona mayor

a5 uM, que esta muy por encima de la curva de calibracion determinada.

Apartado:determinacion cinética de las concentraciones de HNO en solucion (derivado de
SA) utilizando una porfirina de Mn como atrapante

Para obtener la concentracion de HNO se consideraron las siguientes reacciones:
a[As]

T2 = ky[AS] (9)
6[Mn(II)‘(31:IO)TSPP] = k,,[HNO][Mn(IIDTSPP] (10)
0IN201 _ 1, [HNO]? (Y

at

Donde la reaccio(®) representa la descomposicion de los dadores caracterizado por

la constante de velocidad de primer orden (10) la reaccion de HNO con la



metaloporfirina (Mn(ll)TSPP caracterizada por la constante de velocidag y (11
representa la dimerizacién bimolecular de HNO caracterizada por el constante de velocidad
k.. La reaccion9) se consider6é como una reaccion irreversible debido a que su velocidad
inversa es despreciable con respecto a la reaccion (10) en la condicion de velocidades
iniciales. La reaccion (11) es irreversible. La descomposicion de los dadores obedece una
cinética de primer orden, descripta g kyas)= 8 x 10* s1), la reaccion con la porfirina
esta caracterizada pks, (Koninoy) = 4 x 10 M's™) mientras que la dimerizacion es una
reaccion de velocidad de segundo orden representaéta(er 8 x 16 M™'s™)

Por lo tanto, con el fin de cuantificar [HNO] por estudios cinéticos de la reaccion con
Mn(lII)TSPP (como se ha descrito previamente por Schoenéschl) debe medirse la
velocidad de formacion de la porfirina nitrosilada. Luego, [HNO] se puede calcular de la

ecuacion 12 (obtenida de la ecuacién 11) como se muestra a continuacion:

Mn(II)(NO)TSPP
at

[HNO] = 2 L ko [Mn(IIDTSPP]  (12)

7.3 Andlisis de posibles sefiales espurias debido a interacciones de otras

moléculas pequefias con el electrodo de Co(P).

7.3.1 Respuesta del electrodo en presencia de oxigeno.

El oxigeno es un actor ubicuo en los medios fisiolégicos y aunque los estudios en
células y tejidos pueden llevarse a cabo en condiciones anaerdébicas, se probo la respuesta
del electrodo en atmadsfera de aire y se compar6 con los resultados obtenidos anteriormente.
El oxigeno reacciona lentamente con HNO, siendo la constante de velocidad bimolecular
correspondiente ““pequefia’ k ~10® M™'s?,"2 debido a que la reaccién implica cruce de spin.
Sorprendentemente, el producto de reaccién es todavia descdfiocaldrigura 3@
presenta los valores deC obtenidos para diferentes concentraciones iniciales de SA en
medios anaerdbicoy aerdbicos. Una primera vista de la grafica resultante muestra
claramente gue la respuesta del electrodo es notablemente inferior en presencia de oxigeno.
En el caso de una concentracion inicialSel uM, que corresponde a una [HNO] de ca.

10 nM en medios anaerobios, el oxigeno reduce el 90% de la azanona lo que resulta en una
medicion de aproximadamente 1 nM de HNO. Por lo tanto (como se esperaba),dunque

oxigeno reduzca la [HNQ]el experimento demuestra glaeazanona todavia puede ser



detectada y cuantificada en presencia de altas concentraciones de oxitges como las

que se encuentran en medios aerdbicos.
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Figura 30 — A) Valores deAC obtenidos para difereaes concentraciones iniciales de SA

(hasta 2QuM) en medios anaerdébicos (azylaerdbicos (rojo). B) Hasta 2001 de SA

7.3.2 Respuesta del electrodo en la presencia de otras especies reactivas de
nitrégeno y oxigeno biolégicamente relevante (RNOS).

Ademas de oxigeno, otros RNOS biol6gicamente relevantes podrian interferir o
reaccionar con el electrodo de @p dando lugar a una sefial espuria que podria
enmascarar o disminuir la sefial de HNO, o incluso peor, producir un falso positivo (es
decir, unAC significativo en ausencia de HNO). Con el fin de analizar los posibles efectos
sobre la sefial de RNOS que se encuentran en medios fisiolégicos coseunatip la
respuesta del electrodo sglanodificado con Co(P), bajo varias condiciones. En @rim
lugar se realizaron voltametrias ciclicas de un electrodo de oro en presenciadDge KN
(como electrolito) en medios anaerdbicos y aerObeogresencia de las siguientes
moléculas: NaN@ (0,1 M), HO, (0,1 M), NHOH (0,1 M), obteniendo el mismo
voltamograma en todos los casos, correspondiente a la Co(P) depositada. Por otra parte,
también se realizaron las mediciones con KC#D lugar de KN@ obteniéndose los
mismos resultados. Estos datos muestran que ninguna de las moléculas ensayadas produce
una sefal electroquimicgreciable, en el rango de trabajo del “electrodo Co(En
segundo lugar, se midi6 la respuesta del electrodo Ca®)d la adicién de SA, tanto en
los medios aerdbicos como anaerdbicos, en presencia de 0,1 M de cada uno de los

mencionados RNOS. Es importante llevar a cabo las reacciones en medios aerobicos, ya



gue los RNOS probados pueden reaccionar con el oxigeno libre produciendo otros RNOS.
Los resultados correspondientes, presentados en la Figura 31, muestran claramebte que
medido es completamente independiente de la presencia de cualquiera de los RNOS
ensayadas (KN§ KNO,, NH,OH y H,0,), tanto en medio anaerdbico (izquierda) como

aerdbico (centro y derecha).

12 B KCIOg4 -referencia
HKNO5
10 © KNOg
8 B NH,0H
® H,0,

[HNO] (nM)

2
" 1 1 6
(Anaerdbico) (Aerdbico) (Aerdbico)
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Figura 31 — Pico de [HNO] detectado por descomposicion de SA en la presencia de
cualquiera de los RNOS probadd§NQO3, KNO,;, NH,OH o H0,), en ambos medios,
anaerobico (izquierda) y aerdbico (central y derecho).

Ademas, el electrodo de Co(P) conserva la respuesta dependiente de la concentraciéon
de azanona. En resumeal electrodo es selectivo para HNO mientras que otros
oxoaniones de nitrégeno, N&?° oxigeno, peréxido de hidrégeno y sus posibles productos
de reaccion no parecen interferir con la sefial del electrodo, mostrando que el método de

detecciodn es robusto y confiable

7.4 Prueba de la respuesta del electrodo de Co(P) en medios bioldgicos.

A continuacion se evalu6 la capacidad del electrodo modificado para funcionar en un
verdadero medio biolégico, como lo realizado previamente por Lippard y*¥50Para
ello, se utilizaron células de Xenopus melanophores crecidas en una placa. El electrodo de
trabajo se ubica en contacto directo y cercano con las células embebidas en medios
fisiologicos. En estas condiciones cuando el electrodo se establece en el potencial de



trabajo no se observa corriente significaticague muestra que los medios biolégicos no
danlugar a sefal espuria. A continuaciéeanalizo la respuesta del electrodo en contacto

con las células vivas tras la adicion de cantidades variables de SA. También se midio la
misma respuesta con el medio de cultivo solo (es decir, sin células) y, finalmente, después
de realizar un lisado celular. Como en los casos anteriores, los experimentos se realizaron
en medios anaerdbicos (a excepcidn de las células intactas) y aerdbicos. Los resultados se

muestran en la Figura 32.

#Solucion de KNO;
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Figura 32 - [HNO] producido por la descomposicion de SA en presencia de un cultivo

célular deXenopusnelanophores. Los experimentos se realizaron bajo atmésfera de aire a

menos que se indique lo contrario. Sélo las células lisadas se midieron anaerébicamente

Los resultados de la Figura 32 muestran claramenteslgetectrodo de Co(P) es
biolégicamente compatible, siendo capaz de detectar y cuantificar HNO en medios
biolégicos, incluyendo células intactas o lisadgsen presencia de oxigeno. Es interesante
observar que la sefal se reduce ligeramente en el siguiente orden: solucion gte KNO
medios de cultivo libres de células > células intactas > células lisadas. La pequefia
disminucién de la sefial es mas evidente para las concentraciones mas altas de HNO. Este
resultado es completamente razonable ya que HNO es una molécula altamente reactiva, y
es esperable que reaccione con otras moléculas presentes en el medio, disminuyendo de
esta manera su concentracion. La presencia de células, y mas aun después de la lisis,
seguramente resulta en un aumento de moléculas reactivas a HNO (hemo-proteinas, tioles,

y otros). Estos experimentos muestran que el electrodo modificado todavia funciona en



presencia de las células y los contenidos celulares, aaigueo se ha demostrado que
puede detectar HNO dentro de las misnRsr Gltimo, los resultados muestran que en un
lisado celular en un ambiente aerdbico, HNO puede ser detectado en una concentracion de
hasta 10 nM.

En resumen:

En esta seccién se realizd una caracterizacion (y analisis) del sensor de HNé desde
punto de vista analitico. Se comprob6 que el electrodo puede ser usado para detectar de
forma resuelta en el tiempo y cuantificar azanona en diversos medios (inclusive celulares),
y en presencia de oxigeno.

Por otro lado, es un buen punto para analizar el principio de funcionamiento del
método utilizado hasta aqui. Al ser la azanona una especie muy reactiva (con una velocidad
de dimerizacion alta) optimizar la cuantificacion de HNO es un reto. Dos metodologias
diferentes han sido exploradas hasta este momento con el fin de cuantificarlo. El enfoque
tradicional (Esquema }%®ra usar una segunda molécula (R) que reacciona mas rapido con
HNO que consigo mismo, por lo tanto, en realidad lo "atrapa" conduciendo a un nuevo
producto estable (P), que se identifica posteriormente y, si es posible, se cuantifica.

R

katrap
Dador HNO ———» HNO———3» P

kdi kotros
Dimerizacion otros blancos
de HNO
katrap>kdim>kotros

Esquema 15 - Atrapado de azanona y la competencia con otras reacciones.

La ventaja de este tipo de enfoque es que hay varios reactivos diferentes que se
pueden utilizar para atrapar especificamente HNO, y varias técnicas se pueden utilizar para
medir [P]. Por otro lado, una de las desventajas es que la mayoria de las veces solo se puede
obtener el total (o una fraccion del total) de la cantidad de HNO producido en una ventana

de tiempo dado (durante el curso de la reaccién de captura). Por otra parte, como el agente



R esta por lo general en exceso en relacidon con la concentracion de azanona se impide la
cuantificacion de HNO durante estas reacciones, ya que el agente de captura modifica
significativa e inevitablemente (o interfiere) con la reaccion estudiada. La mayoria de las
técnicas de UV-Vis y por espectrometria de masas se basinaguna manera en este
enfoque.

Por otro lado, el uso del electrodo ha permitido la deteccion en tiempo real, lo cual, a
priori, es mucho méas complicado, Hemos demostrado que es posible "detectar" una
cantidad muy pequefia de azanona y, como la cantidad de HNO "corsporiéb sensor
es insignificante, es posible obteserconcentracion instantaneamente. Por lo tanto, seguir
la sefial eléctrica a todo momento proporciona un método para estudiar las reacciones en las

que interviene HNO en tiempo real.



8. Reacciones en las cuasla azanona ha sido propuesta como intermediario

8.1 Dadores de HNO derivados del 4cido de Piloty

| (nA) = [HNO]

12

En esta seccidn, se utilizara el sensor de Co-porfirina disefiado y caracterizado
anteriormente, para evaluar la liberacién de HNO en funcion del pH de distintos dadores de
azanona, por medicion directa de la [HNO]. Se sintetizara un grupo de derivados del Acido
de Piloty (N-hidroxi bencenosulfonamida, AP), caracterizandolos completamente con el fin
de evaluar la velocidad y el pH de donacién de nitroxilo en medios acuosos. Los derivados,
con sustituyentes dadores y atractores de electrones, incluyen metilo, nitro, fluoro, tri-
isopropilo, trifluorometilo y grupos metoxi. Los resultados se contrastaran con célculos
DFT con el fin de comprender los efectos electronicos ejercidos por los sustituyentes del

anillo.

8.1.1 Medicion de la descomposicion como funcion del pH
Como se describid en la seccion 1.5, el mecanismo aceptado para la descomposicion
espontanea para dar HNO de estos dadores, implica la deprotonation del grupo NHOH a

NHO -, por lo que el efecto del pH y ddka del compuesto son variables fundamentales a

conocer.



La sintesis de los compuestos fue descripta en el Capitulteeriales y Métodos.

Abreviacion R, R, Rs
NHOH
Me - AP
H H M
o —8—©o L (orTsHa) ©
2 NO, — AP H H NO,
Rz Ry
3 F- AP H H F
4 Trilso - AP IsoP IsoP IsoP
5 OMe- AP H H OMe
6 (NO,-CF) - AP H NO, CRK;

Rj

Con el fin de estudiar el efecto del pH sobre la descomposicion de los mismos, se
realizaron cinéticas (por UV-Vis 8H RMN durante 5 horas) para cada compuesto
diferentes valores de pH a 25 °C (véase la figura 33)vélcidades de descomposicion
se ensayaron a diversos valores de pH en experimentos independientes, y se determiné el

valor aproximado en el que se empez0 a observar la misma.
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Figura 33 — A) Medicion por UV-Vis deNO,-AP, 10uM, pH 5, t.a.B) -d[NO,-AP]/dt
C) Medicién por RMN deMe-AP (10 uM) en H,O, pH 10 (con BO para el lock), t.a.
D) -d[Me-AP]/dt

La Tabla 7 muestra las constantes de velocidad para la descomposicion de los
derivados de AP, las mismas fueron modeladas como una reaccion de primer orden. Como
se puede observar, la velocidad de descomposicion se encuentra en todos los casos en el
rango de 18 a 10* s*. Sin embargo, el pH al cual los dadores comienzan a descomponerse
muestra una amplia gama de vagiea. 10 unidades de pH). Esto no puede ser debido sélo
a un cambio en la acidez del sustituyente -NHOH, ya que por ejemplo en el caso de los
acidos arenosulfénicos, sustituyentes similares en el anillo aromatico producen un cambio
en la acidez del grup®&©s;H de menos de 1 unidad de pH (-7,18 patdQs-frente a -6,5
de pCHs)'% Por otro lado, OMe-AP, que contiene en sustituyente dador de electrones, se
descompone en el mismo pH que el NP, que contiene un sustituyente atractor de
electrones. Por lo tanto, para explicar la dependencia con el pH, se deben considerar otros
factores tales como la fuerza del enlace N-O de la fracBONHOH vy los efectos de

solvatacion, como se discutira a continuacion.

Tabla 7. Constantes de velocidad para la descomposicion de derivados del &cido de Piloty.

Constante de velocidad pH de pH de donacion
Compuesto ha o .
(k, s1) descomposicioh de HNO
AP (2.44 £0.23) x 10 *° 9.3° -

1 Me — AP (4.4 £0.6) x 10 9 10.0 £ 0.5
2 NO, - AP (3.6 £ 0.4) x 10 5 57+0.8
3 F—AP (1.9 +0.3) x 10 3 4.0+0.3
4 Trilso— AP (5.0 + 0.5) x 10 3 5.4+0.2
5 OMe- AP (3.5+0.4) x 10 5 5.8+0.7
6 (NO,-CFs) — AP (6.3+0.8) x 10 ca-1 No medido

@Constante de velocidad en el pH en el que la corriente de electrodo de HNO alcanza una
plateau (Figuras 34). En el caso de 6, la velocidad fue tomada dos unidades de pH después
del pH de descomposiciéhpH en el que la descomposicién comienza a ser observada por

UV-visible y/o RMN.Punto de inflexién para las curvas de corriente vs pH (Figudas 34



8.1.2 Medicién de la produccion de HNO como funcion del pH.

También se determind en cada caso el pH al cual se inicia la donacion de nitroxilo
mediante el uso del electrodo selectivo de HRR®n el cual, como se mencioné en las
secciones 6 y 7, la sefal de intensidad de o
corriente es proporcional a [HNO] y es = 0.01 M)
completamente insensible a NO. Bajo atmdsfera =l
inerte y a partir de una solucion del dador a un =
pH en la cual el compuesto es estable, se elevo el =

Referencia =

mismo lentamente por adicion de NaOH diluido, AgUARCl VT

pHmetro

0
pH, la corriente y el tiempo (Esquema adjuntoEémuﬁcadocon

porfirina de Co

Un gran aumento de la corriente indica que el

[HNO] est4 creciendo, alcanzando una meseta

10*M dador

cuando se obtiene la velocidad maxima de la e
inicial pH =3

formacién del mismo. La Tabla 7 muestra que el

punto de inflexion de la curva de corriente vs pH

es en la mayoria de los casos alrededor de una unidad de pH mayor que el pH en el que la
descomposicion comienza a ser observada, a excepcion de Trilso-AP (Figura 34
Se muestran a continuacion las producesate HNOen funcién del tiempo y el pH,

los cuales se miden simultaneamente (el pH se elevé mediante la adicion de NaOH (ac.)).

SO, - NHOH N
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SO, - NHOH

10 4

I(nA)

1(pA)
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Figura 34 — | vs. pH para cada dador A) M€?; B) NO,-AP; C) Trilso-AP; D) OMe-AP;
E) F-AP.

8.1.3 Deprotonacion NH versus OH, y grupos atractores de electrones
versus dadores de electrones.

Se ha sugerido aldeprotonacién como el primer paso para la descomposicion de
AP.'** E|l grupo—SO,NHOH contiene dos atomos de hidrégeno como protones, uno en el
atomo de N y el otro en el a&omo de O. Una pregunta que surge es si la descomposicién
ocurre por la pérdida del protén ubicado en el grupo NH, o el que se encuentra en el OH
Por medio de calculos de estructura electrénica hemos optimizado las estructuras para
TSHA (Me-AP), sus dos derivados de monoaniones, y el dianion. Los procesos de
deprotonacion se representan en el EsquéfalLos resultados muestran que amba
desprotonaciones tienen requerimientos energéticos similares, la N-deprotonacién produce
un anidbn mas estable que la O-deprotonacién por ca. 10 kcal/mol. Sin embargo, la

descomposicion desdel O-anion es mas favorable que desde el N-anion en casi 30



kcal/mol. Por otra parte la @eprotonacion, para formar el anién correspondiente, coloca al
resto de la molécutae SO,NHOH para liberar HNO mientras que en el caso del N-anidn, la
ruptura del enlace SN produce el isdmero NOH que eventualmente puede convertirse a
HNO. El proceso®NOH — HNO es favorable desde el punto de vista energetico, -15.5
kcal/mol de acuerdo a los calculos realizados, y ca. -20 kcal/mol segin mediciones previas
de literatur& pero ha de tenerse en cuenta que en este proceso la transicién del triplete al
singlete esté prohibido y podria ser relativamente lento. Resumiendo, teniendo en cuenta
los requerimientos energéticos, en medios acuosos parece mas probable que tenga lugar la
O-deprotonacion y su posterior liberacion'H&NO que la N-deprotonacién y la liberacién

de °NOH, contrariamente a lo que se ha sugerido antes en disolventes or§4rinos.
cuanto a la segunda deprotonacion, la liberacion de energia mas alta es a partir del N-anion
para dar el dianion. A partir de este punto, la ruptura para producir NO es un proceso muy
favorable, lo que sugiere que a valores extremadamente altos de pH, el NO podria ser

formado directamente desde el dianion.
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| HE K | |
CH3~@~S~NHOH CH, S—NOH ——> CH @

s 4') 3

45.1 kcal/mol
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; ] -H*
56.6 kcal/mo H 86.6 kcal/mol H*
HNO

7 - i
CH; S NHO ———— cH C)}s—mo‘2
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- <4+ NOH

=N

| -

Esquema 16 Mecanismo de liberacion de HNO/N@or TSHA.

También se calcularon todas las energias discutidas anteriormente para el resto de los

derivados de AP. La Tabla 8 presenta las energias calculadas para los procesos:

O- deprotonacionAE OH) R-SO-NH-OH — [R-SO-NH-O] + H* (1)
N- deprotonacionAE NH) RSQO-NH-OH — [R-SO-N-OH] + H"  (2)
Descomposicion desde O-aniékE(HNO) [R-SO-NH-0O] — [R-SOQ,] + HNO + H (3)
Descomposicion desde N-aniGkE(NOH) [R-SO-N-OH] — [R-SOQ,] + NOH + H  (4)



Tabla 8. Energias calculadas para las reacciones 1-4 (kcal/mol).

R AEoH AENH AEnNo AEnNoH
H 56,1 44,4 -1,0 26,2
1 Me 56,6 45,1 -0,6 26,5
2 NO; 52,5 40,0 -3,2 24,8
3 F 55,5 43,9 -1,3 25,9
4 iPr3 55,0 45,7 -3,8 21,1

5 OMe 57,0(56,7 45,7 (45,3 -0,3(-0,5) 26,6 (26,4}
%Calculado con la adicién de una molécula de agua unida pé&t H a

Las tendencias que se presentan en la Tabla 8 se pueden racionalizar en términos de
la naturaleza dador/atractor de electrones del sustituyente. De hecho, la deprotonacion se
produce mas facil para el nitro-derivado cuyo grupo -NHOH tiene menor densidad
electrénica por el efecto atractor del grupoNYOpor lo tantcssu anién es mas estable. Por
otro lado, -OMe (un grupo dador de electrones en la posjuéba pero aceptor de
electrones por efecto inductivo en la posicidatg desestabiliza el anién formado en la
posicibnpara y por lo tanto su deprotonaciéon es menos favorable. Los efectos son mas
importantes para los grupos aceptores de electrones que para los dadores. Por ejemplo, para
la deprotonacion de-OH, la diferencia entre el AP (sustituyente "H\Eoy = 56,1
kcal/mol) y el aceptor de electrones mas fuerte (grupo nitro(2)) asciende a 3,6 kcal/mol,
mientras que la diferencia con el grupo dador de electrones metoxi (5) es de sélo 0,9
kcal/mol. Esta ultima diferencia se reduce si se agrega a los calculos una molécuka de ag
explicita, unida por H, al grupo -OMe (véase la Tabla 8 y en la Fig. 35), y en la presencia
de dos moléculas de agua se reduce aun mas. Esta tendencia, y la evidencia experimental
anterior, indican que en solucién acuosa el efecto inductivo atractor de electrones (en la
posicion para) del grupo -OMe predomina sobre el efecto de resonancia dador de

electrones.

Figura 35. Geometria obtenida por optimizacion de DFT para OMe-AP para la adicion de

moléculas de agua unidas por H.



En resumepse han logrado sintetizar derivados del acido de Piloty y los valores de
pH al cual se inicia la donacionde HNO son aproximadamente coincidentes con los
valores de pH de descomposicién, los cuealdsen un amplio rango de pH (alrededor de
-1a10).

Desde el punto de vista cinético, la estabilidad de los aniones derivados de los
dadores es similar, ya gles constantes de velocidad de descomposicion estan todas en el
rango de 10 - 10* s. Sin embargo, F-AP y rilsoAP muestran s velocidades de
descomposicion mas rapidas, por lo tanto un efecto cinético podria ser predemman
estos casos. En el caso de AP, asi como para los dadoresPNOMe-AP, el pH al cual
comienza la donacién de HNO parece estar dominado por las constantes de acidez
termodinamicas. Sin embargo, otro efecto predominante parece ser "estructural". Las
estructuras de rayos X muestran una clara tendedaigiaO esta en el orden: F-AP (3) <
NO,-AP (2) < AP < Me-AP (1), que sigue la misma tendencia de pH que la donacion de
HNO. Esto podria ser debido al hecho de que cuanto mas corto es este enlace, resulta mas
facil la formacion de HN=0. Uno esperaria ver gda situacion se refleje en los valores
AEyno de la Tabla 8o sea, mas favorables para el N&P, F-AP y Tilso-AP. Sin
embargo, estas diferencias son bastante pequefias y el solvente puede jugar un papel
importante que mejora estas variaciones a través de puentes de H a los atomos N y O del
HNO. Por ultimo, el impedimento estérico es un factor importante en el casdsteAP,

y se espera sin dudas que la solvatacion sea importante en el caso de OMe-AP a través de
puentes de H con el grupo -OMe.

Contrariamente a AP y TSHA, el resto de los derivados, con sustituyentes esractor
o dadores de electrones, donan HNO a pH fisiolédgicalos estos derivados de AP se
sintetizan facilmente en reacciones de un solo pas@artir de los cloruros de sulfonilo
correspondientes, con rendimientos de muy buenos a excelentes. Dado que una gran
variedad de cloruros de sulfonilo estan disponibles comercialmente, se puede obtener en un
solo paso de sintesis un enorme numero de dadores derivados de AP paraarabajar

cualquier pH.



8.2Reacciones de NO con alcoholes: ¢, una posible fuente endogena de HNO?

OH
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El papel del 6xido nitrico en la biologia esta bien establecido, sin embargo, la evidencia
acumulada en los dltimos afos, sugiere que la azanona también podria estar involucrada en
procesos bioldgicos, algunos de los cuales se atribuyen al NO. En este contexto, una de las
cuestiones mas importantes, y aun sin respuesta, es si el HNO se [moduogsiendo
una posible via de su generacion la reduccion quimica o enziméatica de NO.

La ruta mas directa, la reduccion quimica del NO, ha sido histéricamente descartada,
posiblemente debido al potencial de reduccién de -0,8 V reportado para la cupla
(NOPNO™), que esta fuera del rango biolégico. Sin embargo, a pH fisiolégico, se espera
que™HNO sea la especie principal (p& 11,4)* el cual tiene un valor estimado de E°(NO,
H*/*HNO) ~ —0.14 V.*****Ademas, es importante sefialar que la reduccién de NO a HNO
podria ser impulsada por su acoplamiento con reacciones posteriores termodinAmicamente
favorables, tal como la produccion de(N (reaccidon 1) o reacciones entre radicales
intermediarios.

1) 2 HNO— H; N; O, — N0 + H,O

Resultados recientes mostraron que HNO se puede praawivo por la reaccion de
NO **® o especies nitrosil&” % con HS (E(S",2H'/H,S) = E°(S",H'/HS) = 0.92 V a
pH 7)X°" Por otro lado, existen varios trabajos donde se demostré que el NO reacciona con
H" (generado por irradiacién) para producir azarfoA%.>*?

En la presente seccion, hemos utilizado el detector electroquimico selectivo para
investigar si el NO se reduce a HNO por alcoholes biolégicamente relevantes con

capacidad de reduccion moderada, como ascorbato o tirosina.



8.2.1 Lareaccion de NO con alcoholes aromaticos genera HNO

Para determinar la posible producciéon de HNO en la reaccion de NO con alcoholes
alifaticos o aromaéticos se analiz6 la conversiéon de Mn(Il)TCPP (Mn(P)) a {MANO}
utilizando espectroscopia UV-VA& La figura 36A muestra los cambios de absorbancia
obtenidos después de mezclama solucion de NO con ascorbato (A¢cHa especie
predominante en las condiciones de reaccion (pH 7). Estos cambios son caracteristicos para
la reaccion entre porfirinas Mn(l1l) y HNO, con la consiguiente formacion de {MAN®}
siendo que esta porfirina de Mn(lll) no reacciona ni conR@ con ascorbatd™ (Fig
36B y 36C). Esta evidencia sugieren fuertemente la produccion HNO, obteniéndose
resultados similares con hidroquinona (HQ), tirosina (Y) y fenol (PhOH), aunque las
velocidades de reaccion varian (Tabla 9). No se observd reaccién con alcoholes no

aromaticos como el metanol, D-manitol o acido malico.
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Figura 36. A) Espectros en funcion del tiempo observados para la reaccion entre Mn(P)
(rojo, 1x10°M) con NO y AscH™ para producir Mn(P)NO (azul) a pH 7,4, t.a. B) No se
observan cambios espectrales para la reaccion de Mn(P) con NO C) No se observan

cambios espectrales para la reaccion de Mn(P) con AscH™.

El segundo método utilizado para determinar la posible produccion de HNO se basé en
el electrodo selectivo de HNO desarrollado durante esta tesis, que, como se mencion6

permite la detection nanomolar resuelta en el tiel}3*?% En un experimento tipico,



1,2 a 24 pmoles de ROH (0,2 a¥) se afiadieron a 12moles de NO disueltos en 6 mL
(0,2 mM) de agua destilada desgasada que contiener@kes de DPTA (o EDTA) a t.a.
en atmaosfera de Ar (o viceversa).

En la Figura 37A se presenta la sefial amperométrica vs. tiempo inicial después de la
adicion de cada alcohol (@M) a una solucion acuosa anaerobica de NO (0,2 mM). El
aumento en la corriente después de la adicion del alcohol demuestra claramente la
formacion HNO. Como era de espampara una reaccion bimolecular, la altura de la
sefial, que refleja la concentracion de HNOes linealmente dependiente en ambos
reactivos. En la Figura 37B se muestra el perfil completo de la reaccion, observandose que

la sefal decae debido a las posteriores reacciones de consumo de HNO.
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Figura 37. Sefial amperométrica en funcion del tiempo después de la adicion de ROH
(2 uM) a una solucién acuosa anaerdbica de NO (0,2 mM). Eje Y: [HNO] después de
calibrar; ROH = Rojo: AscH Naranja:HQ; Verde: PhOH; Azul: Y. A) Tiempo inicial B)

Perfil completo. La sefial disminuye en el tiempo debido a reacciones que cohiu@en

Para cada caso, también se confirmd que la maxima concentracion utilizada (0,2 mM) de
NO, y de todos los dadores dé producen una pequefia sefial que puede ser despreciada.
Las figuras 38A y 38B muestran que los gréaficos;qeelocidad inicial) vs. [ROH] y [NO]
son lineales. De la pendiente de estos graficos puede obtenerse una constante bimolecular
efectiva (kg), correspondiente a la reaccion 2.
2) NO +ROH — RO* + HNO
V = ket [ROH] [NO]



Las kg resultantes se reportan en la Tabla 9, y los datos muestran que ambos dioles (HQ
y AscH) reaccionan ca. 5-10 veces mas rapido que los fenoles, siendo éleAsuHs
veloz. Por otra parte, las figuras 38C y 38D muestra que los grafires.(Log [ROH] y
Log [NO] son lineales, con una pendiente cercana a uno, lo que confirma que la reaccion es

de primer orden en ambos reactivos.
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Figura 38. ROH = Rojo: AscH Naranja: HQ; Verde: PhOH; Azul: Y. A) vs. [ROH] ;
[NO]= 0.2 mM B) v; vs. [NO]J ; [ROH]= 0.2 mM C) log(y vs. log [ROH] ; [NO]= 0.2 mM
D) log(v) vs. log[NQ] ; [ROH]= 0.2 mM



Tabla 9. kst para la correspondiente reaccion de NO con los distintos ROH. Cantidad de

N.O, nitrito y producto orgénico obtenidos para las mismas reacciones.

Keff NO2z~ N2O Rendimiento Rendimiento
Compuestd 11 )
(M™7s?)”  (umol)®  (umol)* N,O° Prod. Org.
8.0x05
AscH 20 16 50% >95%  (100%)
(43 * 15)
6.1+£04
HQ o 11 9 30% >0950%  (100%)
PhOH 32204 8 6 20% ~90% (98%)
Y 09+04 5 4 10% ~30% (33%)

®No se detectd reaccion cuando se utilizan metanol, D-manitol o &cido malico.
PDeterminado a partir de la pendiente de la sefial del electrodo. Entre paréntesis,
determinado por EPRDespués de 24 h, en base a la cantidad inicial de NOpha0).
dDehidroascorbato (DHA), benzoquinona (BQ), p-Ph(OH)-NO y o0-Y-NO, respectivamente,
sobre la base de lumnol (cantidad inicial). Entre paréntesis el rendimiento considerando el

NO que gueda sin reaccionar (ver tabla 10)

Para descartar posible catdlisis espurea por contaminantes del solvente, o los reactivos,
probamos mediante el sensor electroquimico, si metales como Fe(ll/II), Mn(Il), Cu(l/ll) o
Co(ll) afectan la produccion de HNO en las reacciones descritas. Los resultados
confirmaron que los iones metdlicos no juegan ningun papel significativo en la produccion
de HNO (véase la Tabla )10
Tabla 10.Deteccion electroquimica de HNO en presencia de iones metalicos afiadidos.

Cation Intensidad Relativa
agregado =~ [HNO]

Agua MQ + DPTA 1
Agua MQ 1

Cu’ 1,08

cu* 1,17

Co*'y Mn?* 0,83

Fe'y Fe' 0,67



En base a los resultados hasta aca presentados, es clara la generacion de azanona en
la reaccion entre alcoholes aromaticos y NO, siendo la misma no favorecida por la
presencia de trazas de metales en el meDicha reaccién es orden 1 en ambos reactivos

y con constantes en el orden de 1-1¢sW

Andlisis de intermediarios radicalarios por EPR.Como la abstraccion formal de un
atomo de H de los grupos -OH por NO produciria especies radicalarias, las reacciones
fueron estudiadas por EPR en colaboracién con el Dr. Nicolas Neuman. Soluciones de
ascorbato (0,1-1 mM), hidroguinona (10 mM) y tirosina (2 mM) se mezclaron con
volumenes iguales de soluciones saturadas de NO por inyeccion simultanea en una celda
plana de cuarzo. Se excluyd la presencia de oxigeno y de iones metélicos, utilizando
DTPA o EDTA como quelantes. Los dos primeros alcoholes claramente producen sefales
detectables por EPR como se muestra en la Figura 39. El radical tirosilo no se observé,
presumiblemente debido a la lenta velocidad de reaccion entre el NO vy tirosina, y/o a la
menor estabilidad del radical. La Figura 39A muestra la dependencia temporal de la

concentraciéon de radical ascorbilo después de mezclar Add¢6.

1.4 i 30__ - B .
1.21 =i
\ v I‘fqi 2.5
1.0+ 175 1
S os] nnw
= 06] | . 255 2 1,5{HQ+
% ' 346.8 347.1 347.4 347.7 = {buffer
2 041 Campo Magnético (mT) 'S 1.0
< Y v
0.24 0.5 346.8 347.4 348.0
‘ f Campo Magnético (mT)
0.0 0.0 HQ +NO
210 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 40 80 120 160 200
Tiempo (seg) Tiempo (seg)

Figura 39. A) Dependencia temporal de la concentracion del radical ascorbilo. Inset:
espectros consecutivos de EPR de soluciones de ascorbato (1 mM) solo y con NO (1 mM).
La flecha indica el comienzo de la reaccion. B) Dependencia temporal de la amplitud del
pico central de la sefial de semiquinona. Inset: espectros consecutivos de EPR de soluciones
de hidroquinona (5 mM) sola y con NO (1.5 mM). La primera flecha indica la inyeccién de

HQ y la segunda flecha la inyeccion de NO en la celda de EPR.



Después de mezclar los reactivos, aparece una intensa sefial del radical ascorbilo que
posteriormente decae con una vida media de 4-8 segundos. Este comportamiento es
consistente con la desproporcion del radical en ascorbato y dehidroastBripasmmbién
la reaccién de ascorbilo con NO para dar O-nitrosoascofiaf8Se obtuvieron resultados
similares para la reaccion con HQ (mostrado en la Figura 39B), pero la sefal
correspondiente al radical H@Qumenta seis veces y se mantiene estable durante varios
minutos, decayendo después de 15 minutos. Las sefiales de EPR también permiten la
determinacion de lack para ambas reacciones (como se muestra en la Tabla 9). Los
valores obtenidos dekpor EPR estan en el mismo orden de magnitud que los obtenidos a
partir de los datos electroquimicos, subrayando la ocurrencia y caracterizacion cinética de
la reaccién 2 propuesta.

Andlisis por espectrometria de masasSe estudié la reaccion de Asci NO por
espectrometria de masas de alta resolucién a baja temperatura, mostrando picos MS (m/z =
207,0368, 223,0591 y 237,0378, Figura 40), que corresponden a la primera adicion de NO a
ascorbato, y a la segunda adicion de NO a cualquiera de los dos prim&N® ROl
radical ascorbilo (ver mas abajo el andlisis del mecanismo propuesto), dando lugar a:
[AscH,NO + HJ' m/z 207.0368 (observado)n/z 207.0374 (simulado) (Fig. 40D);
[AscHNO + NHj]* m/z 223.0591 (observado)n/z 223.0561 (simulado) (Fig. 40F);
[AscH(NO), + H]" m/z237.0378 (observada))/z237.0353 (simulado) (Fig. 40G).
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Figura 40 - Analisis de MS de los productos de reaccién de la mezcla NO/ascorbato. Los
experimentos MS se realizaron en un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo maXis
(Bruker Daltonics) de alta resolucién equipado con un médulo de crioionizacion (Bruker
Daltonics). A una solucién de 100 mM de ascorbato en 80% de acetonitrilo/ 20% de buffer
carbonato de amonio 10 mM pH 7,4, se afiadié6 500 mM NO y la mezcla de reaccién se
nubulizéa -20 °C. A) Todo el espectro m/z de ascorbato solo (linea de color negro) y B)
Ascorbato mezclado coNO (linea azul). C-G) Asignacion de sefiales para los espectros
obtenidos, simulacion de la distribucion isotopica correspondiente. C) fAs¢]™ m/z
177.0399 (observado)n/z 177.0394 (simulado). D) [AseNO + HJ" m/z 207.0368
(observado)m/z207.0374 (simulado). E) [AseHr NH4]" m/z 194.0665 (observado/z
194.0659 (simulado). F) [AscHNO + NH m/z 223.0591 (observadojn/z 223.0561
(simulado). G) [Asck{NO), + H]" m/z237.0378 (observada))/z237.0353 (simulado



Como fue postulado por Kirséfl, una vez que el ester nitrito [AsScCONG®} formado por
la reaccion de ASc con NO, HNO y DHA pueden producirse por un mecanismo de
reaccion en cadena radicalario:
3) [AscONO] +H* — DHA + HNO %’
4) DHA + Asc™ = 2 As¢~ 2
5) Asc® +NO — [AscONO]™ %’
dando lugar de este modo a la produccién de un segundo HNO y la completa oxidacién del

ascorbato.

8.2.1 Caracterizaciéon de productos finales.

Los productos iniciales y secundarios mencionados anteriormente de la reaccion de NO
con los alcoholes son especies altamente reactivas, y por lo ®®spesan continten
reaccionando hasta generar productos finales. Los principales productos estables del HNO
estaran dados por su dimerizacién y/o la reaccién cod’Nfando NO y NO, . Para
detectar y cuantificar XD se midio el espectro de IR dwladspacele la celda de reaccion.

Como era de esperar, la reaccion de NO con HQ, A¥M PhOH genera la aparicion de

las bandas IR caracteristicas deDNa 2210 y 2230 cih(ver Figura 41A%°***°y no se

observ6 sefial para cualquiera de los reactivos solos. La Figura 41B muestra la curva de
calibracion correspondiente, que se utiliza para determinar la concentracicohefisizD.

Las muestras se midieron 24 horas después de mezclar 50 mL de una solucion acuosa
saturada de NO (2xT0M) con los diferentes alcoholes 3,3%1M.

Para validar la metodologia utilizada, se uso Sal de Angeli como “‘compuesto patrén’.
Para ello, se utilizaron 50 mL de soluciones de SA entre 0 y 1 mM verificando la relacion

conocida de nitrito y pD, la cual es 2:1.

6) 2 HN;O; — 2 NO, + N,O + H,0
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Figura 41. A) BandasP y R a 2212 crit y 2236 cni para el estiramiento de.®
producidoin-situ por la decomposicion de SA (rojo). En azul, los espectros de la reaccién
de NO con AscHe Y, como ejemplos. B) Curva de calibracién a 2236 ¢rjo), y las

medidas de los distintos ROH (azul).

La presencia de nitrito se confirmé mediante cromatografia ionica (Figura 42). Se
realizaron dos mediciones diferentes: (i) condiciones anaerdbicas en el que se determiné la
cantidad generada de nitrito y (ii) en condiciones aerébicas, después de exponer una
alicuota de la misma mezcla al aire durante dos horas. En estas condiciones, se datermino |
cantidad de NO sin reaccionar, la cual se obtiene de relacionar los moles de " nitrato +
nitrito™" obtenidos en condiciones aerdbicas con los moles de nitrito obtenidos en
anaerobiosis.

7) 4NO +Q + 2 H,O — 4 HNO;
8) 2HNO, + O; —» 2NO3 + 2 H
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Figura 42 - Cromatogramas de nitritos (tr 2 min) y nitratos (tr 3 min). A) En rojo, patrones

de nitrito; en azul, muestras de SA utilizadas para calibrar relacion nigftotiset: Curva

de calibracion B) Patrones de nitrato. Inset: Curva de calibracion. C) Medida 24 horas
después de mezclar 50 ml de solucién acuosa saturada de NG K2xdon 3.3x10' M de

los diferentes alcoholes (rojo: Asgharanja: HQ; verde: PhOH; azul: Y). D) Se determiné

la cantidad de NO sin reaccionar mediante la medicion de nitrato, después de exponer dos

horas la mezcla al aire.

Los resultados muestran que para las reacciones de los compuestos ROH, los productos
N.O y NO, se forman en una relacién aproximada de 1:1 (Tabla 11), lo cual es consistente
con la siguiente reaccién conocida y el mecanismo asociado, que se presenta a
continuacion:

9) 2 NO +HNO— NO, + N,O + H*
10) AscH + 6 NO — DHA + 2 N;O + 2 NQ + H'



Tabla 11. Cantidades de 4D, nitrito y nitrato obtenidos para las reacciones de los dadores

de H con NO (10Qumoles) en condiciones aerébicas y anaerobicas.

Anoxico Aerobico

pmoles O
Compuesto NOz~  NOz + NOs NO,™ : N-O
iniciales (umol)
(umol) (umol)
SA 2x10* M 10 10 - - 2
SA 5x10* M 25 22 - - 2
AscH 17 20 26 6 1,25
HQ 17 11 22 11 1,22
PhOH 17 8 16 8 1,33
Y 17 5 14 9 1,25

Productos organicos finales

Los radicales R-Otambién son inherentemente inestables y por tanto reaccionan para
formar compuestos organicos de capa cerrada. Para determinar los productos finales
correspondientes para cada reaccion se utilizaron espectroscopias de RMN, IR y UV. Las
muestras se midieron 24 horas después de mezclar 50 ml de una solucién acuosa saturada
de NO (2x1G M) con 3.3x10" M de los diferentes alcoholes. Las concentraciones de los
productos de ascorbato y fenol se determinaronjyoiVis usando ek correspondiente.
Los productos de tirosina e hidroquinona se cuantificaron mediante RMN, compasando la
sefales caracteristide los productos con las sefiales de los reactivos.

AscH da principalment®HA como producto (IR: 1780 ch UV-Vis: ¢ = 3.4x1G M*
cm?* (hma= 300 nm)). HQ da principalmente benzoquinotia KMR: 6.8 ppm (s); IR:
1671- 1665 cnt). El producto de PhOH es 4-nitrosofent! NMR: 6.6 and 7.6 ppm (S);
UV-Vis: ¢ = 2.6x1¢ M™* cm™® (Ama= 397 nm)). Por dltimo, la tirosina produce 3-
nitrotirosina (IR: 2915 ci, *H NMR, regién aromatica: 7.7 ppm (s), 7.6 ppm (d), 7.3 ppm
(d)), mientras que también dimeriza para dar ditirosipa.(315 nm) estos productos son
consistentes con la presencia de radicales’ Rh®’. La falta de sefal de EPR en estos
casos posiblemente surge debido a su alta reactividad y a la presencia de exceso de NO, que

genera los productos nitrosados y nitrados mencionados.



Los rendimientos de los productos organicos son mas altos que los correspondientes
rendimientos de D, lo que indica que estos compuestos también se @mo@oc otras

vias que no generan HN®.

8.2.2 Analisis del mecanismo de reaccion.

Para tener informacion adicional sobre los posibles mecanismos de reaccion se llevaron
a cabo célculos DFT usando el software de Gaussian 98. Todas las especies involucradas se
optimizaron con el funcional B3LYP usando 6-31G (d, p) para todos los atomos. Se
modelé un medio acuoso utilizando agua (modelo polarizable continuo, PCM) con el fin de
tener en cuenta los efectos de solvataciéon. Como ejemplo, los resultados paraeAscH
presentan en el Esquema 17. Los célculos muestran que la primera etapa de la reaccion
entre el NO y AscHes endergbnica (c.a. 16 kcal/mol), produciendo un intermediario
radicalario RO-N(H)O (en consonancia con una des laefiales observadas en el
espectrometro de masas aovz = 207.0368, véasel Esquema 1% la Figura 40). Este
paso puede ser descrito como un ataque nucledfilo del anién ascorbato al NO (reaccién 11),
acoplado a la transferencia de proton desde el -OH vecino o el solvente. Por ende, tal
mecanismo puede ser descrito como un atague nucleofilico acoplado a la transferencia de
protén (PCNA = proton-coupled nucleophilic attack

El NO se une preferentemente a-@ mientras que el ascorbato se desprotona
preferiblemente en 20 (véase el Esquema 17). En este punto es dificil determinar si el
NO reacciona con uno otro tautdmero, con el OH o O-, y cdmo y cuando se transfieren
los protones. Sin embargo, el ataque dealONO parece ser mas probable teniendo en
cuenta la nucleofilicidad del - @on respecto aOH. El radical intermediario RO-N(H)D
se descompone produciendo HNO vy radical ascorbilo (reaccion 12), que luego puede
reaccionar con otra molécula de NO para producir un éster nitrito de capa cerrada o-
nitrosoascorbato (también observado por MS en=1223,0591) . La reaccion del radical
con un segundo NO, antes de liberar HNO, posiblemente da a lugar al di-ONO observado
por espectrometria de masa £m/237,0378, Figura 40g). El O-nitrosoascorbato también
decae después de tomar un protén para producir HNO y DHA, como ya fue observado por
Kirsch y colaboradore®®

11)Nu™ (+H") + NO' — (Nu — NH -OY)’
12)(Nu—NH -O)" — HNO + (Nu)’
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Esquema 17 Célculos DFT para la reaccion de NO con ascorbato, los valores de energia

estan reportados en kcal / mol.

Se observa un mecanismo similar pi@, con dos moléculas de NO reaccionando con
cada molécula de diol. Para Y y PhOH, también se postulan los intermediarios radicalarios
después de la adicion de NO, la formaciorR@N(H)O con la consecuente liberacion de
HNO, y también la formacion de los nitrosoderivadesimportante notar que, teniendo en
cuenta el K, del alcohol correspondiente, en estos tres casos, la reaccidén se produce con un
grupo OH neutro, donde se requiere un reordenamiento intramolecular de protones o una

protonacion asistida por el solvente. Por lo tanto, en estos casos también se propone un
mecanismo del tipo PCNA.



Por ultimo, es importante considerar, aunque la primera etapa de reaccion entre el NO y
el alcohol es endergonica, la reaccion es impulsada por las reacciones posteriores de los
productos iniciales (HNO y radicales orgénicos). De hecho, la rapida dimerizacion de HNO
compensa la generacion endergonica de nitroxilo, dando como resultado un balance de

energia libre negativo para la reaccion global 10 (véase el Esquema 18), que para AscH- es:

10) AscH™+ 6NO —-DHA + 2 N,O + 2 NG +H"  (AE° = -58 kcal/mol)

La energia asociada con el primer paso, ya sea para producir directamente HNO por
transferencia de un atomo de hidrogedAT) o por PCNA, puede considerarse como una
estimacion minima de la barrera de reaccion global. Como se muestra en la Tabla 12, los
AE para los dos primeros pasos ( paso 1-2°°) son mas pequefios parae A$QH que
muestran las cinéticas mas rapidas (Tabla 11). El mdy@53,2 kcal/mol) se observa para

el MeOH, que no evidencia produccion de HNO en las condiciones ensayadas.

Tabla 12. Energias de reaccidonk) en kcal/mol calculadas por métodos Ab-initio para los

pasos PCNA y de liberacion de HNO.

E°" (V) AE
AE AE
pKa (PH 7) _ _ Paso | Globaf*°
. PCNA®* | liberacion HNG
RO ,H'/ROH 1-2
AscH 4,11 0.28 +16 -5 +11 -58
HQ 10 0.10 + 18 -10 + 8 -109
Y 10 0.86 +25 +7 +32 -63
PhOH 10 0.93 +25 +12 +37 -70
MeOH 155 - +19 + 34 +53 -

®AE%cwm (kcal/mol), optimizadaal nivel B3LYP usando 6-31 G(d,p) para todos los &tomos
utilizando agua (modelo polarizable continuo, PCMaso 1: PCNA; Paso 2: liberacion
HNO °No se detecté HNO cuando se utilizé metafias productos finales fueroBHA,

BQ, p-Ph(OH)NO yo-YNO respectivamente.



Mecanisticamente, es evidente que la reaccion no implica una simple reduccion de esfera
externa acopladaa la liberacién/absorcion de protén, que es termodinamicamente
desfavorable como lo demuestran los potenciales redox de los ekbgielse muestran en
la Tabla 2. En su lugar, nuestros datos sugieren que hay una adicion nucledfilica de ROH/
RO a NO, acoplado a una transferencia de proton (ya sea intramolecular o a través del
solvente) que resulta en un intermediario RO-N(H)fue decae por la ruptura del enlace
ON, produciendo HNO vy el radical correspondiente (véase el Esquema 18 y la Tabla 2). La
estabilidad del radical RO(unido a HNO o libre), la endergonicidad de PCNA, y la
energia global para los “pasos 1-2° (Tabla 2) parecen ser log$adtmes para que la
reaccion se produzca, lo que explica por qué no se observa reaccién con MeOH o manitol,

y por qué AscHy HQ reaccionan mas rapido.

Esquema 18 -Mecanismo propuesto para la formacion de HNO por reaccion de NO con
ROH

R Alcohol
“0—H R—0_ _H
N
N_A_Q )p_T_ _PCNA lnl HNO —> N,O
NZ=0 : RO’
Oxido Nitrico



CAPITULO IV
CONCLUSIONES

La azanona es una molécula intrinsecamente elusiva, con una probada historia de
relevante reactividad quimica y biologica. Después de un poco mas de dos décadas de
intensa investigacion, se han descrito muchos dadores de HNO, posibles reacciones de
produccion de HNO y posibles efectos biologicos de la azanona. Los dadores de HNO se
basan principalmente en hidroxilamina y sus derivados, NONOatos, y C-nitroso
compuestos. Se ha sugerido que el nitroxilo puede ser intermediario en muchas reacciones,
la mayoria de ellas implican la oxidacion de hidroxilamina (desde el estado de oxidacién -1
a +1) o la reduccion de oxido nitrico (desde el estado de oxida@ém)2Sin embargo,
para comprender plenamente el papel que desempefia el HNO como intermediario en las
reacciones quimicas o como potencial metabatitorivo (enddgeno), se requiere una
deteccion inequivoca y eficiente de HNO a una baja concentracién (nanomolar).

En el transcurso de esta tesis, se comprobd que el nitpadlte ser atrapado de una
manera rapida por una porfirina de Co(lll) unida covalentemente a una superficie de oro.
Debido a esta propiedad Unica, se puede construir un electrodo basado en estos materiales
que permiten detectar y cuantificar selectivamente HNO de una manera resuelta en el
tiempo (con resoluciéon de 1 segundo). Con este dispositivo, es posible obtener informacion
cinética sobre las reacciones que involucran azanona en bajas concentraciones
(nanomolares) y hasta micromolares en presencia de interferencias (incluyendo NO y otra
RNOS), en medios aerbbicos y anaerodbicos. El electrodo también se puede utilizar en
tejidos vivos, tales como cultivos celulares, con la ventaja de que se puede introducir en la
placa de cultivo y se retira después de las mediciones sin interrumpir o contaminar el tejido.

En un contexto mas amplio, la relevancia biolégica de nitroxilo tiene al menos dos
aspectos importantes. La primera se refiere a los estudios de los efectos farmacoldgicos de
HNO y el esclarecimiento de las similitudes y las diferencias con el®t¢2%° El
segundo esta relacionado con la posibilidad de su produccion endégena como mensajero
biolégicamente relevanfé? un metabolito intermediario o un producto no
deseadd®°3**2!se han propuesto varias potenciales fuenitesivo para azanona. Por
ejemplo, la produccion de HNO podria resultar de la actividad de la 6xido nitrico sintasa

(NOS) en la ausencia del cofactor redox tetrahydrobioptetia®*'® Otra fuente bien



establecida de azanona se basa en la oxidacion enzimatit@ de hidroxilamina y otros
aminoalcoholes. Varios grupos han demostrado que esta reaccion puede ser catalizada por
hemo-proteinas como peroxidasas, catalasas o incluso miodibbtha.

Por otro lado, las vias quimicas (no enzimaticas), biologicamente compatibldsi€@on
han sido mucho menos estudiadd$*® Por ejemplo junto con Ford y colaboradores,
hemosedudiado la transferencia de un atomo de oxigeno desde nitrito hacia fosfinas,
mediado por porfirinas de hierf®’ La generacion de HNO desde porfirinas nitrosiladas no
se habia informado anteriormente bajo ninguna circunstancia. La presencia de fosfina es
necesaria para la produccion de HNO, ya que el uso de tioles como aceptores de oxigeno no
muestr sefial del electrodo ni produccion d®NEstos resultados no sélo subrayan la
utilidad del dispositivo de deteccion de HNO para el esclarecimiento de los mecanismos de
reaccion que implican especies reactivas de nitrégeno, donde el HNO es un posible
intermediario, sino también llama la atencién sdarpotencial produccion fisiolégica de
nitroxilo derivado de complejos de proteinas NIE8’, tales como el propuesto para la
enzima NOS.

Por otra parte, recientemente en colaboracién con el grupo del Dr. Filipovic, hemos
demostrado que el NO reacciona cofsSt una gran velocidad por un ataque nucleofilico
del HS al NO, que forma el anién radical intermediario HSN@I cual subsiguientemente
genera HNG'? En este contexto, experimentos biolégicos mostraron que el HNO es un
potente activador del canal ibnico TRPA1 mediado por la formacion de enlaces disulfuro, y
la produccion conjunta neuronal de NO ySHactivan el mismo canal. Estos datos
proporcionan un fuerte apoyo a una ruta quimica para la produccion biolégica de azanona,
lo que resulta en una respuesta fisiolégica espeéifica.

Finalmente, los resultados presentados en esta tesis, muestran que arohw@ésos
0 "pseudoaromaticoglos cuales son reductores moderados), tales como acido ascorbico e
hidroquinon&® y compuestos fenélicos como el aminoécido tirosina, reaccionan con NO
en una reaccion bimolecular para producir eficazmente HNO. Mas alla de la novedad
quimica, esta reaccién sugiere implicaciones biolégicas directas. Por ejemplo, hemos
probado la reaccion de NO generado en condiciones fisiolégicas (macrofagos), con
ascorbato. Después de la adicion de ascorbato 1 mM se observa un aumento inmediato en la

sefal, mostrando claramente la formacion de HNO (Figura 43).
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Figura 43. Formacion de HNO después de la adicion de ascorbato (indicada por la flecha)

a los macréfagos immunoestimulados.

Estos resultados, son clara evidencia de una posible fuente de HNO bioquimicamente
relevante, ya que estos datos sugieren fuertemente que la azanona podria ser producida en
la reaccion de NO y Asckn condiciones fisiologicas.

Dada la conocida particién del NO en el interior hidrofébico de membranas bioféyicas
y su papel fisiolégico en la mitocondria de plantas y aninfalé& puede imaginarse la
siguiente situacién: en condiciones de hipoxia, se acumulan los intermediarios quinona en
cadena respiratoria y aumenta la produccion de NO debido a la actividad de nitrito
reductasa de la mioglobifi& creando una oportunidad ideal para que ocurra la reaccion
propuesta. Ademas, la prueba de concepto presentada para la conversion fisioldgica de NO
a HNO, sugiere que es posible que algunos de los efectos protectores asignados al NO,

estan en realidad mediados por azarféha.

8210225 anfatizan el

Estos resultados, junto cdo hecho por otros investigadoré
potencial de las reacciones que involucran fuentes endégenas de NO y HNO,
particularmente en relacion con las diferencias y similitudes en los efectos fisiol6gicos de
ambos. Asi como también, las poteresduentes bioquimicas de azanona CONTD; ,
hidroxilamina, cianamida, urea, é{c**® Las pruebas definitivas de estas hipotesis
necesitan mas estudios y abren los caminos para posibles aplicaciones terapéuticas de

azanona, tanto en el caso de los dadores como en la comprensiéon de la produccion

endogena delNO.



9 Perspectivas

El futuro de la quimica-biologica del HNO es muy grande, su papel como intermediario
quimico, su reactividad y los productos finales en muchas reacciones todavia no se
comprende completamente. Su funcion biolégica como molécula mensajera con su propio
patron de efectos en diferentes estados fisio-patologicos, esta empezando a surgir y esta
atrayendo la atencion de un ndmero creciente de investigadores biomédicos. No hay que
olvidar la posible participacion de HNO en el ciclo del nitrogeno, en el contexto de las
plartas y el metabolismo microbiano, un campo que se han estudiado poco. Nuestros
resultados abren la posibilidad a que se decubran muchas reacciones "insospechadas” entre
el NO y otros reductores bioldgicos pertinentes (acido ascorbico, tirosina, hidroquinona,
NADH, aspirina, etc.), dando HNO enddgeno. Por dltimo, y en concordancia con lo
anterior, el desarrollo de dadores de HNO como profarmacos, requiere como evidencia
clave la deteccion del compuesto activo "HN@®Vivo en el sitio de accion. El electrodo
desarrollado en la presente tesis, ofrece las mejores perspectivas para convertirse en el
método de referencia para este tipo de estudios.

Los pasos siguientes serian miniaturizar el electrodo y bajar el limite de deteccion a la
escala picomolar, con el fin de aplicar esta tecnologia a los estudios en tejidos vivos en un
esfuerzo por revelar la produccion endégena de HNO. Algunos ejemplos son los anillos
aorticos, células que podrian producir HNO (como liso vascular de las células del musculo)
o los macrofagos, entre otros. Resultados preliminares muestran que el electrodo es capaz
de detectar azanona en el interior del ventriculo izquierdo de una rata viva después de la
inyeccion de los dadores en una arteria distante. Se puede preveer que el dispositivo
desarrollado en el futuro podria ser de ayuda para responder algunas de las preguntas
fundamentales relacionadas con la bioquimica de HNO, tales como: ¢,se produce azanona
endégenamente? Si es asi, ¢como / dénde se produce? ¢Podria ser un producto de
interconversion con NO o es al revés? O las dos cosas? Son algunas de las vias de
sefalizacion biolégicas hoy atribuibles al NO debidas al HNO?

El hermano un tanto ignorado del NO esté creciendo y preparandose para dar el

gran salto ™.
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