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Abstract

Nitric oxide (NO) is a small biological molecule dealing with several physiological processes. NO can be obtained from
different donor compounds. In this work, an analysis of the reaction mechanism for the liberation of NO from a series of
NONOates: 1,1-dimethyl-3-oxotriazan-2-olate (CH,),N[N(O)NO]™ (1), 1.1-diethyl-3-oxotriazan-2-olate (CH,CH,),N[N(O)
NOJ™ (2), 1.1-dipropyl-3-oxotriazan-2-olate (CH,CH,CH,), N[N(O)NO]~ (3), 1.1-dibutyl-3-oxotriazan-2-olate
(CH,CH,CH,CH;),N[N(O)NO]™ (4) and 1,1-dipenthyl-3-oxotriazan-2-olate (CH,CH,CH,CH,CH;),N[N(O)NO]™ (5) is
carried out. MO6L/6-311++G(d,p) density functional theory calculations were performed for obtaining the geometries and
energies of the involved species in the mechanism. Mechanism is proposed by protonation of 1-5, and then, their protonated
tautomers are involved to obtain the intermediaries and transitions states. Tautomerization energies are found to be between
2.23 and 21.44 kcal mol~! with respect to the lowest energy tautomer H1 in all NONOates structures. Finally, as products,
the corresponding secondary amine and two molecules of NO are obtained. Geometry optimizations were carried out in
aqueous solution using SMD. Current AG values take into account the thermochemical contributions of enthalpy and entropy
at 298.15 K. The effect of substituent size on the dissociation energy barrier was analyzed finding similar values for disso-
ciation of 1-5 NONOates. The NONQate 1 with smallest substituent has the lowest dissociation barrier of 4.78 kcal mol ™!
and leads to most energetically stable products. As alkyl substituent is increased in size, the value of dissociation barrier is
increased in 1.5-2.0 kcal mol™! for 2-5 NONOates. Relative pk, values and natural bond orbitals, NBO, are estimated using
for the tautomers H5 where the protonation site has the most acid behavior causing the NO generation.
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Resumen

Los canales HCN (Hyperpolarization-actived Cyclic Nucleotide-gated channels) son proteinas
de membrana responsables de la actividad eléctrica de las células excitables. Ademas, son
activados por hiperpolarizacion y regulados por union a nucleétidos ciclicos y éxido nitrico
(NO). Para estudiar el mecanismo de descomposicion del NO es necesario contar con
compuestos que liberen NO a los sistemas bioldgicos. Las sales de diazeniumdiolato
(NONOatos) constituyen una clase versatil de donadores de NO y debido a que este
mecanismo sigue siendo de interés, en esta tesis se describe el mecanismo de liberacion del
NO a partir de NONOatos mediante un enfoque teodrico basado en la teoria del funcional de la
densidad (DFT), para después evaluar los sitios de interaccién de los ligantes con el dominio
de unién a nucledtido ciclico (CNBD) del canal HCN mediante simulaciones de dinamica
molecular. Nuestra propuesta de mecanismo de liberacion de NO surge del estudio de
protonacion en los NONOatos (1-5). Se evalud el papel del tamafio del sustituyente
dialquilamino en la estructura de los NONOatos (1-5) y se observé que los tautémeros
protonados (H1-H5) estan involucrados en la generacion de los productos. Se propuso que el
tautomero 1-5-H5, protonado en el nitrégeno del amino del grupo diolato, genera el estado de
transicion para llevar a cabo el mecanismo de liberacién de NO. Los resultados muestran que
el valor de energia libre de hidratacion del tautobmero H5 para todos los NONOatos es el
reactivo mas labil y que 1-5-H5 presenta la barrera energética mas pequefia para la disociacion
exotérmica, generando una amina secundaria y dos moléculas de NO. Por otro lado, se
investigaron las interacciones y consecuencias conformacionales de los nucleétidos ciclicos,
CAMP y cGMP, en el dominio C-terminal (CNBD) de los canales HCN mediante
simulaciones de dinamica molecular. EI CNBD del canal HCN1 se estudid en tres
condiciones: CNBD (apoproteina), CNBD/cAMP y CNBD/cGMP, en la ausencia del dominio
transmembranal. Los resultados de las simulaciones sugieren que el movimiento de la
apoproteina esta caracterizado por fluctuaciones significativas localizadas en la apertura del
bolsillo de union de nucledtidos ciclicos. En presencia de cualquiera de los ligantes dichas
fluctuaciones se reducen significativamente, lo cual es consistente con observaciones

reportadas en la literatura.

Vil



Summary

The Hyperpolarization-actived Cyclic Nucleotid-gated channels (HCN) basically are proteins
embedded in the membrane responsible for the electric activity of excitable cells. They are
activated by membrane hyperpolarization and regulated by the binding to cyclic nucleotides
and nitric oxide (NO). In order to carry out the interaction mechanism between HCN channels
and the ligands, it is necessary to have compounds that can supply concentrations of NO to
biological systems. The diazeniumdiolate salts (NONOates) constituent a versatile class of NO
donor. In this work, the mechanism of NO release from NONOate is described, using DFT
theoretical calculations. The interaction sites of the ligands with the Cyclic Nucleotide
Binding Domain (CNBD) of the HCN channel using molecular dynamics simulations were
also studied. Our mechanism proposal starts from the protonation the NONOate (1-5). The
possible protonated tautomers (H1-H5) from (1-5) are involved in the generation of the
products. The 1-5-H5 tautomer (compound with the smallest size of dialkylamine substituent),
which contains the proton on amino nitrogen, was proposed to be the appropriate transition
state structure to carry out the NO release mechanism. The results show that the free energy of
hydration value of the protonated tautomer H5 for all NONOates is the most labile reagent for
releasing of NO. The 1-H5 tautomer presents the smallest energy barrier for exothermic
dissociation generating a secondary amine and two NO molecules. On the other hand, the
interactions and conformational consequences of the cyclic nucleotides, cAMP and cGMP, in
the C-terminal domain (CNBD) of the HCN channels were investigated by molecular
dynamics simulations. The CNBD of the HCN1 channel was studied in three conditions:
CNBD (apoprotein), CNBD/cAMP, and CNBD/cGMP in the absence of the TM domain. The
results of the simulations suggest that the movement of the apoprotein is characterized by
significant localized fluctuations in the entrance of the cyclic nucleotide binding. In the
presence of any of the ligands, those fluctuations are significantly reduced, which is consistent

with observations reported in the literature.
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Capitulo I. Introduccion

La corriente iénica activada por hiperpolarizacion (Iy) es transportada por los canales
activados por hiperpolarizaciéon y por unién a nucleotidos ciclicos (HCN). Los canales HCN
pertenecen a la familia de canales de potasio dependiente de voltaje Ky y a la superfamilia de
los canales cationicos que incluyen a los canales activados por union a nucleotido ciclico
(CNG) [1]. Estos canales son débilmente selectivos para iones K* con respecto a iones Na*, lo
que genera una proporcion de permeabilidad (Pk+/Pna+) de 3-5 y son todavia menos
permeables a iones Ca*. Esta selectividad débil que expresan, entre los iones K* y Na*, es una
caracteristica importante de los canales HCN debido a que les permite conducir una corriente
despolarizante de entrada de Na" a potenciales hiperpolarizantes donde son funcionalmente

activos [1, 2].

El descubrimiento de la corriente 1y en las células del nodo sinoatrial y en neuronas del
sistema nervioso, a finales de 1970 y a principios de 1980, respectivamente, ha provocado un
continuo interés en fisidlogos e investigadores que trabajan en disciplinas del area biomédica
[2, 3]. La Iy estd involucrada en la actividad ritmica de los circuitos neuronales entre otros
procesos fisioldgicos importantes. Por ejemplo, se ha visto que juega un papel importante en el
inicio y en la regulacion del latido del corazon (conocida como corriente marcapasos), esta
involucrada en el control de la actividad ritmica de los circuitos neuronales (en tejidos
neuronales como el tdlamo) y contribuye a otros varios procesos neuronales, incluyendo la
determinacion del potencial de membrana en reposo, la integracion dendritica y el

procesamiento temporal de las sefiales visuales en la retina [3].

La activacion de la Iy se ve facilitada por la union del cAMP (Adenosin 3’°,5’Monofosfato
Ciclico) al CNBD del canal HCN, la cual induce un desplazamiento de la dependencia de
voltaje hacia voltajes mas positivos y actla de manera independiente a la proteina quinasa A
(la cual a su vez activa la fosforilacion) [2, 3]. Con base en la literatura [4] el canal HCN
normalmente esté en su configuracion inhibida pero la union con el ligante CAMP cambia esta
inhibicidn a una configuracion abierta en la que la probabilidad de apertura aumenta
considerablemente [5]. El ligante cGMP (Guanosina 3°,5’ Monofosfato Ciclico) es un agonista

completo del canal HCN, debido a que a concentraciones saturadas, el desplazamiento de la
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diferencia de potencial es del mismo orden que en el CAMP. Sin embargo, se ha mostrado que
el cGMP tiene una potencia 10 veces menor que el CAMP en la Iy de los canales HCN [5, 6].
La literatura nos indica que los ligantes naturales de los canales HCN como el CAMP vy el
cGMP al unirse al CNBD de los canales HCN aceleran la apertura del canal y la diferencia de
potencial de activacion se desplaza hacia valores mas positivos, es decir que, a un valor de
diferencia de potencial dado, el flujo de la corriente Iy es significativamente mayor con la
unién de cAMP y cGMP al CNBD de los canales HCN que en la configuracion de apoproteina
[4-6].

Por otro lado, el Oxido Nitrico (NO) es un gas mensajero que actlia como ligante natural
modulando la excitabilidad eléctrica de la Iy en los canales HCN en sistemas neuronales
mediante la via de sefializacion NO-cGMP y de manera directa mediante la modificacion
postraduccional S-nitrosilacién [7]. Este NO mensajero es un modulador que actla
directamente en muchos tipos de neuronas del sistema nervioso central (SNC) de mamiferos y
de manera independiente de las entradas sinapticas, debido a su simplicidad quimica es capaz
de trasferir sefiales gracias a los rapidos cambios en su concentracién local. Sin embargo, esta
informacion en forma de sefial y la manera en la que el NO genera cambios en la excitabilidad
neuronal son de vida media corta y localizada, debido a que el NO se degrada
espontaneamente por una reaccion que involucra al O, y al grupo hemo de las proteinas. El
incremento de concentracion local de NO puede trasladarse rapidamente como sefial
intercelular debido a que el electron desapareado del NO se une a los metales de transicion con
alta afinidad quimica. En efecto, la interaccion con el grupo hemo activa el guanilato ciclasa y
esto incrementa la sintesis de cGMP intracelular [7, 8]. EI NO esta involucrado en un gran
namero de funciones fisiologicas en sistemas bioldgicos, por ejemplo, a nivel neuronal esta
involucrado en diferentes procesos relacionados con la sinapsis, neuroplasticidad y

comunicacion neurovascular [7].

Asi, la funcion de los canales HCN estd modulada por la unién con sus ligantes naturales
endogenos cAMP, cGMP y NO. Por lo que es importante estudiar mecanismos moleculares de
liberacion de NO a partir de compuestos donadores, para posteriormente, identificar posibles
diferencias entre la interaccion del CNBD con el cAMP y cGMP.



Los compuestos aminoNONOatos son moléculas fisiologicamente relevantes como
compuestos donadores de NO debido a que su descomposicion no es catalizada por tioles o
tejidos biologicos, a menos que sean disefiados especificamente para esto, ademas la tasa de
liberacion es predecible y controlable en condiciones experimentales. Es por eso, que en este
trabajo de tesis se presenta, por una parte, el estudio tedrico de un mecanismo de reaccion de
liberacion de NO a partir del compuesto diazeniumdiolato, donador de NO, usando una
metodologia basada en la teoria del funcional de la densidad (DFT), proponiendo un
mecanismo de reaccion de liberacion del NO; mientras que en la segunda parte, se estudia la
interaccion de los nucleétidos ciclicos CAMP y cGMP con el CNBD de los canales HCN en
tres condiciones fisioldgicas relevantes: CNBD (apoproteina), CNBD/cAMP y CNBD/cGMP,
utilizando simulaciones de Dindmica Molecular y considerando la region C-terminal del canal
HCN en solucion acuosa. Se han considerado también cambios conformacionales con y sin

unién al ligante.
Este trabajo de tesis se divide en 6 capitulos:

El capitulo | es una introduccion a la fisiologia general del canal HCN en interaccion con sus
ligantes naturales, CAMP, cGMP y NO. En este capitulo, se detalla la estructura general de la
tesis. Ademas, se plantea la hipotesis de este trabajo de tesis, asi como el objetivo general y los

objetivos particulares de las diferentes etapas establecidas en la tesis.

El capitulo 11, Antecedentes, presenta los detalles estructurales y fisiologicos del canal HCN y
sus ligantes. Se dan a conocer los procesos quimicos en los cuales el NO se une al canal HCN:
la via de sefializacibn NO/cGMP y la S-nitrosilacién. Se consideran las propiedades de los
donadores de NO a nivel molecular. Se describe el mecanismo de reaccion de liberacién de un
compuesto donador de NO conocido como sal dietilamonio.

En el capitulo 11l se revisan los fundamentos teoricos, tanto de la parte del mecanismo de

liberacion de NO, como de la simulacion de dinamica molecular.

En el capitulo IV se describen los métodos computacionales utilizados, asi como las técnicas

para llevar a cabo el trabajo de tesis.



En el capitulo V se presentan los resultados obtenidos y se discuten las principales
aportaciones sobre el mecanismo de liberacion de NO y el perfil energético de la sal

dietilamonio donador de NO y los resultados de las simulaciones de dindmica molecular.

En el capitulo VI se presentan las conclusiones de la tesis. Por ultimo, se enlistan las

referencias utilizadas.

Hipotesis

Es posible desarrollar una metodologia tedrica para estudiar el mecanismo de liberacion de
NO a partir de donadores aminoNONOatos fisiologicamente relevantes mediante célculos
basados en la metodologia DFT, para posteriormente evaluar los cambios conformacionales

propios del CNBD del canal HCN en presencia y ausencia de sus ligantes naturales en un

ambiente fisiologico utilizando la técnica de simulaciones de dindAmica molecular.

Objetivo general

Describir el mecanismo de liberacion del NO a partir de compuestos aminoNONOatos usando
calculos basados en la teoria del funcional de la densidad (DFT) y posteriormente evaluar,
mediante calculos de simulaciones de dinamica molecular, las conformaciones exploradas

CNBD del canal HCN en ausencia y en presencia de nucleétidos ciclicos.

Objetivos Particulares

1. Realizar la caracterizacion estructural y energética de una serie de compuestos amino
NONOatos y sus tautomeros usando el nivel de teoria MO6L/6-311++G(d,p).

2. Calcular el mecanismo de reaccién usando célculos de coordenadas de reaccion intrinseca
(IRC) para la liberacién de NO a partir de los compuestos donadores aminoNONQOatos
usando el nivel de teoria MO6L/6-311++G(d,p).



3. Evaluar cambios conformacionales del CNBD del canal HCN y como dicho dominio es
modificado en presencia de nucleotidos ciclicos mediante célculo de simulaciones

atomisticas de dinamica molecular.



Capitulo 11. Antecedentes

2.1 Canales HCN

La superfamilia Ky es el subgrupo més grande de canales de potasio, estos canales son
capaces de activarse mediante cambios en el potencial de membrana, todos los miembros de
esta familia comparten dominios transmembrana que forman el poro del canal capaz de
conducir iones de potasio, sodio e incluso calcio. Algunos miembros relevantes de la familia
Ky son los canales activados por unién a nucleétido ciclico (CNG) y los canales activados por
hiperpolarizacion y por unién a nucleétidos ciclicos (HCN) [9].

Los canales HCN son parte de la superfamilia de canales de potasio voltaje dependiente Ky.
Se han encontrado cuatro subunidades homdlogas del canal HCN (HCN1-HCN4). Los genes
homdlogos del canal HCN se han clonado a partir de invertebrados y mamiferos. Sin embargo,
estos canales no se han encontrado en c. elegans, levaduras ni en organismos procariotas [1-3].
Los canales HCN funcionales se ensamblan en configuraciones homoméricas y heteroméricas
en condiciones fisiologicas y en tejidos normales de los mamiferos. El ensamblaje
heteromérico incrementa la diversidad de los canales HCN facilitando su adaptacion a
maultiples funciones en el sistema nervioso. Las neuronas piramidales, hipocampales y
neocorticales son el blanco preferente de los canales HCN, los cuales se expresan
principalmente en las dendritas distales para controlar la excitabilidad y regular la
conectividad funcional de las redes neuronales [3].

Cada subunidad homologa del canal HCN consta de seis segmentos transmembranales (S1-S6)
incluyendo una region amino N-terminal y una region carboxilo terminal C-terminal (situados
en el centro del esquema de la Figura 1). La region C-terminal contiene un dominio de unién a
nucledtidos ciclicos (CNBD). La region C-linker de cada subunidad esta compuesta por seis o-
hélices (hélices aA’-aF’ dibujadas en rojo oscuro, ver Figura 1) las cuales se conectan
directamente al CNBD del segmento transmembranal S6. Los CNBDs constan de cuatro a-
hélices (aA-aC y una hélice corta de casete de union a fosfato (PBC dibujado en rojo claro) y
un rollo B (en azul), ver Figura 1. El bolsillo de unién a nucleotido ciclico estd formado por

partes del rollo B, hélice PBC y hélice aC [4]. El rollo B consta de ocho hebras 3 antiparalelas



dirigidas por un haz helicoidal de cuatro a-hélices y estd rodeado por el N-terminal del a-
hélice de A, un a-hélice interna corta que estd localizada entre las hebras B 6 y 7 designadas
como el casete de union a fosfato (PBC) y dos a hélices B y C (aB y aC) localizados en el C-
terminal. Ademas, el rollo B forma un bolsillo de uniéon a nucleotidos ciclicos y contiene
varios residuos que forman interacciones electrostaticas y de enlace de hidrégeno especificas

con nucleétidos ciclicos.

El nucledtido ciclico se une dentro de una cavidad formada por partes del rollo-B, hélice PBC
y hélice aC. Se tiene informacion de que la molécula de cAMP se une en la conformacion
anti debido a que el motivo de la fosforibosa interacciona con partes del rollo-p y la hélice

PBC a través de interacciones electrostaticas y de enlaces de hidrdgeno.

Tras la unién del nucleétido ciclico, las hélices B y C parecen girar como una sola unidad
articulada cerca del N-terminal de la hélice B, hacia el rollo B permitiendo que la hélice C

interactle con el resto de la base y por lo tanto cubra el bolsillo de union [4, 6].
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encuentran en su forma heterotetramérica in vivo. Figura modificada de [6].



2.2 Ligantes Naturales del canal HCN

Como se menciond anteriormente, los canales HCN son principalmente activados por
hiperpolarizacion del potencial de membrana y estan regulados por nucledtidos ciclicos, los
cuales interactiian con un sitio especifico, el CNBD, localizado en la porcion C-terminal
intracelular del canal HCN. ElI cAMP acelera la apertura del canal y recorre la curva de

activacion hacia potenciales mas positivos.

Se ha mostrado mediante técnicas de parche perforado (Patch clamp) que los canales HCN se
activan de manera dependiente del tiempo y de la diferencia de potencial generando una
corriente interna que no se inactiva, impulsada por sus gradientes electroquimicos de Na* y K*
que fluyen a través de los canales HCN en su configuracion abierta siempre que el paso de
hiperpolarizacion se mantenga (ver Figura 2A). El desplazamiento Vi, (voltaje medio de
activacion o inactivacion) varia entre 10 y 25 mV para las subunidades HCN2 y HCN4 y solo
2-6 mV para la subunidad HCN1 (ver Figura 2B). La potencia del cAMP (ECs la
concentracion del ligando que produce la mitad del desplazamiento maximo voltaje) esta en el
intervalo de 0.06-1.53 uM. Segun un modelo actualmente aceptado [4], el canal normalmente
se inhibe y la unién del cCAMP elimina esta inhibicion, induciendo cambios conformacionales
y aumentando la probabilidad de apertura del poro del canal. Los estudios realizados en el
dominio C-terminal aislado (C-linker + CNBD) del canal HCN2 mostraron que la unién del
cAMP al canal HCN, cambia la proporcidn que existe entre las configuraciones monomeéricas
y tetraméricas, favoreciendo a estas dltimas [5, 6]. Por lo tanto, el efecto del cAMP sobre la
tetramerizacion en la regién intracelular aislada consiste en generar cambios conformacionales
en el canal HCN, estos cambios se propagan desde el CNBD a través del c-linker hasta el
segmento S6 [2-6]. Cabe notar que la subunidad HCN3 no se activa por CAMP maés bien la
curva de activacion se desplaza ligeramente hacia voltajes mas negativos. La falta de
sensibilidad del HCN3 al ligante cAMP, a pesar de la presencia de un CNBD funcional en la
region intracelular, se explica por presencia de una secuencia C-terminal mas corta que las del
resto de las otras subunidades, lo cual altera la auto inhibicién normal del canal, esto nos
muestra que las subunidades HCN1-4 poseen diferentes propiedades de cinética y dependencia
de voltaje aunque la estructura de las cuatro isoformas sea muy similar entre ellas (ver Figura

2C) [5]. Ademas del cAMP, otro ligante de canal, el cGMP es un agonista completo de los

8



canales HCN, es decir, a concentraciones saturadas el desplazamiento de voltaje en Vi, esta
en el mismo intervalo que el cAMP. Sin embargo, el cGMP muestra una potencia de

modulacién de 10 veces menor sobre los canales HCN.

El cAMP y cGMP se unen al CNBD de manera similar, sélo difieren en la orientacion del
anillo de purina [4-6]. Por lo tanto, la unién de nucle6tidos ciclicos, tal como el CAMP vy el
cGMP al CNBD del canal HCN, acelera la apertura del canal y el voltaje de activacion cambia
hacia valores mas positivos, por lo que a un voltaje dado la corriente que fluye a través de los

canales es mayor en presencia que en ausencia de estos ligantes [4-6].
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Figura 2. Propiedades de la corriente ;. (A) Registros electrofisioldgicos de la corriente I, se observa las
isoformas mHCN1, mHCN2 y hHCN4. Cada familia de corriente de entrada dependiente del tiempo es generada
por pasos hiperpolarizantes de -40 a -140 mV desde un potencial de sostenimiento de -30 mV. (B) La aplicacion
del cAMP en el lado citoplasmético de la membrana causa un desplazamiento mucho mayor en la curva de
activacién del HCN2 comparado con HCN1; (C) Representacion esquematica de la estructura de las cuatro
isoformas del canal HCN. Figura tomada de [5].



2.3 Oxido Nitrico (NO) como ligante natural del canal HCN

El Oxido Nitrico (NO) es posiblemente la molécula biolégica mensajera mas pequefia y por su
simplicidad quimica puede transmitir informacion debido a cambios en su concentracidon local.
El coeficiente de difusion del NO en agua es mas alto que el coeficiente de difusion del O,, del
CO, y del CO a temperatura fisiolégica de 37°C.

Sin embargo, la informacion en forma de sefial es de vida media corta y localizada debido a
que el NO se degrada espontaneamente por una reaccion que involucra al O, y al grupo hemo
de las proteinas. Muchos estudios han establecido que el NO es un agente importante
biorregulador en una gran variedad de procesos fisioldgicos, desde la vasodilatacion y la

agregacion plaquetaria hasta la neurotransmision en el sistema nervioso de mamiferos [8].

Por otro lado, se ha propuesto que el NO actua como ligante del canal HCN a través de la via
de sefializacion NO-cGMP y de manera directa mediante la via alternativa de S-nitrosilacién
[7, 8]. Como ejemplos relevantes en los que se ha comprobado esta hipétesis se puede
mencionar el trabajo de Da Silva et al. [10] en el que se estudiaron células neurosecretoras
magnocelulares de rata (MNCs). Se observo experimentalmente que el blogueo del NO en los
canales HCN cambia la frecuencia de disparo, el potencial de reposo de membrana y la
liberacion de péptidos en el medio. Ademas, comprobaron que el NO modula la actividad
intrinseca de estos canales mediante un mecanismo independiente de la via de sefializacion
NO-cGMP, es decir, mediante la modificacion postraduccional de S-nitrosilacion. En el
trabajo de Wenker et al. [7] se demostré mediante técnicas de registro de voltaje, en los
nucleos motores hipoglosales de rata (HMN), que in vitro el NO funciona como un transmisor
excitatorio y que in vivo estimula la actividad del masculo geniogloso y que esta sensibilidad
del NO en las HMNs implica un proceso de inhibicion dependiente del cGMP de la corriente
ionica tipo TASK y la activacion de la Iy mediante la S-nitrosilacion El grupo de investigacion
de Neitz [11] inhibié experimentalmente la via de sefializacion NO-cGMP, lo que redujo
significativamente la liberacion del glutamato en neuronas hipocampales de rata y despues de
bloquear el canal HCN se inhibid significativamente la liberacion del glutamato en el medio.

Por ultimo, se ha observado que el NO ejerce una modulacién especifica en las subunidades

HCN1 y HCN2 de los canales HCN en el complejo olivar superior (SOC) de rata, lo que
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experimentalmente genera un desplazamiento despolarizante en el voltaje medio de activacion
(V12) de la corriente Iy en la subunidad HCN2 de manera dependiente del cGMP y una
inhibicidn selectiva de la Iy en la subunidad HCN1 [12]. A partir de la revision de estos
trabajos podemos concluir que el NO actia como ligante natural activando la via de
sefializacion NO/cGMP y también mediante la modificacion postraduccional S-nitrosilacion

en los canales HCN en diferentes sistemas fisiologicos en mamiferos.

2.4 Compuestos diazeniumdiolatos como donadores de NO

Las sales de diazeniumdiolato son aductos de NO con aminas secundarias, que se
descomponen en NO en medios acuosos y por lo tanto constituyen una clase versatil de

compuestos donadores de NO para propdsitos de investigacion farmacolégica.

Los diazeniumdiolatos se disocian espontdneamente a velocidades que varian ampliamente
dependiendo tanto de su estructura como del pH del medio. Si bien la mayoria de las
aplicaciones de los diazeniumdiolatos son a pH fisiologico, la manera en que sus tasas de
disociacién o descomposicion dependen del pH de la disolucién es de considerable interés,
tanto por razones practicas, relacionadas con su estabilidad durante la preparaciéon y el
almacenamiento, como por la informacion importante del mecanismo de liberacion que puede
proporcionar. Dicha informacion es relevante por sus maltiples aplicaciones farmacoldgicas y
para su empleo en estudios que exploran la bioquimica del NO. La aplicacién selectiva in vivo
de los diazeniumdiolatos en regiones de pH reducido (por ejemplo, en algunas clases de

tumores) podria requerir del conocimiento de perfiles pH/tasa de descomposicién [11, 12].

Los diazeniumdiolatos también conocidos como NONOatos han sido estudiados por muchos
afios. El primero de esta clase fue descrito como un aducto de la dietilamina y NO (conocido
como dietilamina NONOato o DEA/NO) sintetizado por primera vez en 1960 [8, 13]. Sin
embargo, los diazeniumdiolatos solo retomaron atencion en el contexto del NO en 1990
cuando sus propiedades donadoras fueron consideradas nuevamente dentro de estudios
biologicos. Estos compuestos consisten en un enlace entre el grupo diolato [N(O)NO]™ y un

aducto de nucledfilo (una amina primaria, secundaria o poliamina) mediante un atomo de
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nitrégeno. Los NONOatos se descomponen espontdneamente en disolucion, dependiendo del
pH y la temperatura, para generar dos equivalentes molares de NO.

La tasa de descomposicion depende de la estructura del nucle6filo. Una caracteristica
atractiva de esta clase de compuestos es que su descomposicidn no es catalizada por tioles o
tejidos bioldgicos, a menos que especificamente se disefien para eso, ademas la liberacion de
NO sigue una cinética de primer orden y por lo tanto la tasa de liberacion de NO se puede
predecir exactamente. Subsecuentemente, la actividad bioldgica tal como vasodilatacion,
inhibicion de agregacion de plaquetas e inhibicion de coagulacion sanguinea se relacionan con
la cantidad de NO generado in vitro. La modificacion de la estructura del aducto del nucledfilo
para proteger el oxigeno terminal del diolato puede estabilizar la droga en disolucion y
potencialmente generar una liberacion selectiva de NO en diferentes drganos, tejidos

vasculares o tipos celulares y neuronales especificos [14].

2.5 Mecanismos de liberacion de NO

Las sales diazeniumdiolatos X—[N(O)NQO]™ donde X= RRN, conocidas como NONOatos, son
una clase de compuestos que generan NO en disoluciones neutras o &cidas. La sintesis de estos
compuestos es relativamente simple y conocida desde 1960. Experimentalmente, se sabe que
los diazeniumdiolatos en disoluciones basicas son neutralizados o acidificados para
descomponerse en amina y NO. Keefer et al. [15] evaluaron las dependencias de sustitucion
de grupos en la descomposicién de los diazeniumdiolatos. Para ello disminuyeron
experimentalmente los valores de pH de la disolucion obteniendo un incremento en la tasa de
descomposicion de estos compuestos. Al considerar la sal dietilamina se obtuvo un pK; de 4.5
+ 0.2, ademas se observé un cambio en la absorcion UV del grupo funcional conforme el pH
de la solucion iba disminuyendo. La protonacion en estos compuestos causa un
desplazamiento hipsocrémico en el maximo de absorcion UV, ademas de la protonacién, la
alquilaciéon del O, también produce el desplazamiento caracteristico al rojo. Los autores
ademas determinaron posibles intermediarios a lo largo del camino de reaccion y sugirieron
que la protonacion en el nitrégeno de la amina a pH fisiologico es el mecanismo més probable

para la descomposicién. Sin embargo, el mecanismo molecular completo que involucra a las
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estructuras de transicion para la liberacion de NO desde los donadores NONOatos no es

completamente conocido.

Con base en estudios experimentales, Davies et al. [16] propusieron el mecanismo mostrado
en la ecuacion (1), donde la protonacion del nitrégeno de la amina a pH fisiolégico conduce a
la siguiente descomposicion, donde el compuesto diazeniumdiolato esta protonado s6lo una

Vez:

Desde el punto de vista tedrico, los métodos ab initio y los calculos DFT se han usado para
explorar la descomposicion de los NONOatos para la liberacion de NO. Hall et al. [17]
propusieron un mecanismo de reaccion para la liberacion de NO usando los niveles de teoria
HF/6-31G(d) y MP2/6-31G(d). Estos autores consideran los sitios de protonacién del oxigeno
y mostraron que el oxigeno terminal se puede protonar mas facilmente que cualquiera de los
otros atomos del grupo diolato. Sin embargo, este mecanismo utiliza catalisis acida y
especifica para la liberacion del NO y ademas requiere de una segunda protonacion del

nitrogeno del grupo amino para la liberacion de NO a partir del dimero de NO.

Posteriormente, Dutton et al. [18] exploraron el mecanismo para la liberaciéon del NO a partir
de los diazeniumdiolatos dialquilamino usando los niveles de teoria B3LYP/6-311+G (d) y
CBS-QB3. Dichos autores obtuvieron las geometrias optimizadas y las propiedades
termodinamicas (entalpias y energias de Gibbs) usando el modelo PCM de solvatacién acuosa.

Los valores relativos de pK, fueron obtenidos para las especies protonadas de los

: - . . AG
diazeniumdiolatos usando la relacion con el parametro AG,, en donde pK, = RTZZZO. La

medida del pK, de 4.5 para el diazeniumdiolato dietilamino (DEA/NO) fue usado para el
tautdbmero menos 4&cido. La estimacion de pK; y un analisis de orbitales naturales de enlace
(NBO) mostraron que los oxigenos en el grupo [N(O)NO]™ son los sitios mas basicos en el
diazeniumdiolato dimetilamino, mientras que la protonacion en los nitrogenos del amino
conduce a una disociacion espontanea en la amina y el dimero del NO. En un estudio
posterior, Dutton et al. [19], estudiaron el compuesto de isopropilamina diazeniumdiolato

(IPA/NO) vy se sugirio un mecanismo donde se produce HNO a partir del grupo [N(O)NO]J".
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La protonacion del oxigeno terminal resulto ser el sitio mas béasico. Sin embargo, la liberacion

de NO se obtiene después de una segunda protonacion.

En un estudio posterior, Shaikh et al. [20] reportaron un mecanismo de liberacion de NO que
considera la tautomerizacion dependiente de pH de los diazeniumdiolatos. Obtuvieron como
productos dos moléculas de amina y una molécula de NO. Estos autores concluyeron que el
paso determinante es la escision del enlace simple N-N. Reportaron un perfil de energia
calculado para la liberacion de NO a partir del DEA/NO usando el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G (d) en medio acuoso con el modelo de solvatacion COSMO. El mecanismo fue
propuesto como una tautomerizacion dependiente de pH de los NONOatos protonados con un
pK, de 4.6 para el DEA/NO y de -2.7 para su tautomero protonado en el nitrogeno de la
amina. Se reportaron ademas los parametros cinéticos para describir la dependencia del pH de
los NONOatos. Las constantes de velocidad de reaccion, las constantes de disociacion &cida
calculadas con los grupos funcionales monoprotonados y diprotonados, el pK,, la entalpia de
activacion y la entropia, observadas experimentalmente, sustentaron el mecanismo propuesto

para la descomposicion de los amino NONOatos.

2.6 Via de sefializacion NO/cGMP y S-nitrosilacion

La investigacion de la sefializacion del NO en el sistema nervioso continla siendo un tema de
gran interés. EI NO se descubri6 como molécula sefial en el cerebro hace 20 afios, cuando
hacia falta encontrar un neurotransmisor que fuera generado en respuesta a la activacion del
receptor NMDA neuronal y que ademas causara la generacion del cGMP en otras células.

Desde entonces, el NO ha estado implicado en muchas funciones neuronales diferentes.

En los érganos periféricos incluidos los del tracto digestivo, respiratorio y urogenital, el NO
desempefia una funcién similar a un neurotransmisor, siendo liberado de los nervios
nitrérgicos para mediar la relajacion del musculo liso. En el sistema nervioso central de los
vertebrados, el NO esta asociado con muchos comportamientos diferentes, incluidos el
aprendizaje y la formacion de la memoria, alimentacion, suefio y comportamiento
reproductivo masculino y femenino, asi como en la funcién sensorial y motora. Algunas de

estas funciones se han conservado a través de millones de afios de evolucion [21]. Se sabe
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mucho sobre el mecanismo de sintesis de NO a partir de estudios bioquimicos de las enzimas
sintasa NO (NOS) purificadas, las cuales son proteinas complejas que se encuentran
constitutivamente en dos isoformas: neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS). El tercer tipo es el
inducible (iNOS) que rara vez esta presente normalmente, pero se puede expresar en
numerosos tipos de células (macrdfagos y microglia en el SNC) y solo cuando se someten a un
desafio inmunoldgico. Las tres isoformas generan NO a partir de L-arginina, pero tienen
distintas caracteristicas funcionales y estructurales [22]. La via de sefializacion del NO
comienza cuando Ca®* se une a la molécula de calmodulina formando el complejo
Ca’*/calmodulina. Este complejo es importante para que las enzimas eNOS y nNOS liberen
NO a partir de L-arginina y oxigeno. EI NO liberado por NOS actla directamente en el CNBD
de los HCN o bien actia indirectamente activando el guanilato ciclasa soluble (GCs)

aumentando la concentracion de cGMP, el cual se une al CNBD del canal HCN [8, 22].

El NO también modula la sefializacion y el entorno redox a través de la S-nitrosilacion una
modificacion postraduccional (PTM) de las cisteinas que modifica la localizacion, la actividad
y las interacciones de las proteinas [22]. Esta modificacion postraslacional reversible regula la
funcion de varios canales, incluidos los receptores NMDA conocidos como NMDA-R, canales
de K* sensibles a ATP (Katp), canales de K* dependientes de Ca?* y canales activados por
nucleotidos ciclicos (CNG) [7]. Las cisteinas son diferentes a otros aminoacidos comunes en
las proteinas, debido a que es uno de los residuos menos abundante en los sistemas biol6gicos
y solo se han observado experimentalmente en sitios funcionales de las proteinas. Este residuo
redox es quimicamente reactivo, tiene una alta afinidad por los metales y es particularmente
sensible al entorno local [23]. Sin embargo, aunque numerosos informes han documentado que
la S-nitrosilacién de los residuos de cisteina por el NO altera las actividades en una amplia
variedad de proteinas, hay poca informacion sobre las consecuencias estructurales de esta
modificacion reversible para las proteinas. Entre la literatura reportada, el estudio de Chan et
al. [24] describe la estructura cristalina de S-nitrosil-hemoglobina a una resolucién de 1.8 A,
confirmando experimentalmente la reaccion de NO con la cisteina Cys93p, la cual genera un
cambio en la estructura terciaria de los dipéptidos del COOH terminal de las subunidades 3 de
la hemoglobina. En otro trabajo de investigacion [25], se realizaron anélisis estructurales

utilizando proteinas de higado de raton S-nitrosiladas in vivo, revelando algunas caracteristicas

15



Unicas entre los residuos de cisteina de las proteinas que sufren el proceso de S-nitrosilacion.
Estas proteinas se localizan especificamente en areas accesibles a la superficie celular y se
rodean de aminoacidos cargados lo que permite el movimiento de las a-hélice generado por el

potencial electrostatico inducido por la S-nitrosilacion en residuos de cisteina.
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Capitulo I11. Fundamentos Teoricos

3.1 Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Para describir a un sistema molecular de N electrones, la funcion de onda necesita 3N
coordenadas espaciales y N coordenadas de spin. EI Hamiltoniano solo depende de las
coordenadas espaciales de uno y dos electrones, asi que solamente se necesitan 6 coordenadas
espaciales para obtener la energia molecular, por lo tanto, la funcién de onda de una molécula
polielectronica contiene informacion adicional de la necesaria y no tiene un significado fisico
directo. Lo anterior ha llevado a la busqueda de funciones que con menos variables que las

que requiere la funcion de onda se pueda calcular la energia y otras propiedades moleculares.

En 1964 Hohenberg y Koh [26] establecieron que la densidad total de los electrones, p,
determina de forma completa y exacta todas las propiedades del estado fundamental de un
sistema de N electrones. Por lo tanto p puede usarse como variable fundamental en la teoria de

estructura electronica.

Para un sistema de N electrones interactuando con un potencial externo v,,, el Hamiltoniano

se expresa mediante la ecuacion:

=——Zv2+2vext(n)+zzzlr - (1)

jEi

Existe una funcion de onda de estado fundamental Unico vy, y una densidad asociada p,
entonces la relacién de v,,; a p €s uno a uno y de tipo reversible. Debido a que p determina
Unicamente a un v,,., el cual tiene un Unico ¥, en principio sabriamos todo sobre un sistema,

sin embargo, se necesita de un principio variacional.

Considerando al primer y al Gltimo término en el Hamiltoniano de la ecuacion (1) y ademas
los términos que no involucran al potencial externo, podemos concluir que existe un funcional

de interaccion de la densidad para la energia cinética mas la energia total:
F(p) =T(p) + Vee(p) (2)

Desde el principio variacional de la teoria de funcién de onda se puede probar que:
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F(o') + f Vet P = F(p) + f Vextp = Eor (3)

donde p' no es el p correspondiente a v,,; Sino algin otro potencial externo y E, es la energia
del estado basal exacto. Esto da como resultado el principio variacional de la densidad de

Hohenberg-Kohn.

Es razonable también aproximar V,.(p) de la ecuacion (3) para la autoenergia clésica de

Coulomb como:

J(p) =3

1fp(1)p(2)d1d2 @

12

Por otro lado, Kohn y Sham llamaron energia de correlacion-intercambio Ey. al término:

F(p) =To(p) +](p) + Exc(p)

Exc(p) =T(p) + Vee(p) = To(p) —J(p)  (5)

donde T,, es también un funcional de la densidad, y, por lo tanto, también lo es Ey.. Ademas,
Exc se compone de la energia cinética y potencial. La energia total del funcional de Kohn-

Sham esta dada por:

E(p) = To(p) + j Vorep +J(0) + Exc(p) (6)

Lo interesante de esta descomposicion es que T, y J estan dados por expresiones exactas y que

el funcional desconocido Ey. es relativamente pequefio con respecto a la energia total.

La minimizacion variacional de la ecuacion (6) con respecto a los orbitales 1, produce la

ecuacion del orbital de Kohn-Sham:

1
- EVZI/JL' + vgsyi = ¥ (7)

donde el potencial efectivo de Kohn-Sham v esta dado por:

Vks = Vext + Ve + W (8)
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SE ) _
y —6;“ es la derivada del funcional de Ex.con respecto a p.

A este nivel la teoria estd completa debido a que los electrones en los 4&tomos y moléculas
pueden verse como particulas independientes moviéndose en el potencial efectivo vgs. La
teoria DFT de Kohn-Sham es una teoria de particulas independientes. Sin embargo, ofrece en
principio la densidad electronica y la energia exactas a traveés de la ecuacion (6) para cualquier
sistema electronico correlacionado e interactivo. Esto hace que todos los términos dependan
del funcional Ex:(p), el cual no se conoce y se utilizan diferentes aproximaciones para

calcularlo [27].

Con el paso de los afios se han realizado muchos progresos en cuanto a la generacion de
nuevos funcionales. Algunos de los funcionales DFT actuales mas utilizados son los
funcionales MO06, desarrollados por Truhlar y Zhao para distintos tipos funcionales
complementarios en los metales de transicion y no metales. Estos funcionales se utilizan en
estudios de termoquimica, cinética quimica, interacciones no covalentes, estados excitados y
compuestos de transicion [28]. Existen hasta la fecha cuatro funcionales que pertenecen a la
familia M06. Entre los méas relevantes destacan los funcionales M06, M06-2X, MO06-HF y
MO6-L. Los tres primeros son funcionales hibridos meta-GGA mientras que MO06-L es un
funcional puro y se define como un funcional que usa una combinacion lineal de los
funcionales de intercambio MO05 y VSXC [28, 29]. La forma del funcional MO06 es
basicamente la misma que la del funcional M06-L, el funcional de intercambio MO06 esta dado

por la expresion:
5=, f dr [FEE (o0, V)W) + 4Py (e 2] (9)

donde hy (x,, z,;) esta definido como:

b2, = < d, dix2 +dyz, dsxt+dux2z, + d5x§> (10)

Y(X5,25)  VE(X4,Z5) vé (%5, 25)

El término FL2E (p,, Vp,) es la densidad de energia de intercambio del funcional PBE, una

version modificada del funcional de intercambio B86, 55P4 es la aproximacion de densidad
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de spin local para el intercambio:

1
LSDA _ 3(3)3
e = =3

4
ps  (11)

y f(w,) es el factor de la densidad de energia cinética de spin:

fwg) =) awi (12)
i=0

donde la variable w, es una funcién de t, y t, es una funcion del spin de la densidad de

energia cinética 7, y la densidad de spin p,

(to B 1)
SRR R
TLSDA
te = = (14)

donde

LSDA 3 2 E %
w04 = = (6n2)3p  (15)

En este trabajo se utiliza el funcional M06-L [30], el cual resulté adecuado para hacer los

calculos de las estructuras de estado de transicion en los mecanismos de reaccion.

3.2 Funciones de base

Las funciones de base X, se usan para expresar los orbitales moleculares (OM) ¢; con la

expresion:
Q; = Z Cri Xy (16)
i

donde ¢; representa los orbitales espaciales en forma de combinaciones lineales de una serie

de funciones base X, y C,; representa los parametros variacionales.
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Para el caso de moléculas diatomicas, las funciones de base se expresan como orbitales
atémicos, donde cada OM se puede representar como una combinacion lineal de uno a més

orbitales tipo Slater (STO). Un STO centrado sobre el a&tomo a tiene la forma
Nrg~teS"aY™ (04, 00)  (17)

donde N es una constante de normalizacién, Y es una funcion armonica esférica y ¢ es un
parametro que se determina por las reglas de Slater de forma variacional. Para acelerar la
evaluacion de las integrales moleculares, Boys et al. en 1950 [31], propusieron usar los
orbitales atomicos en forma de funciones tipo gaussiana (GTF). Una funcion gaussiana

cartesiana centrada en el atomo b se define por la expresion:
o 2
gijk = Nxpy,zhe (18)

donde i,j y k son enteros no negativos, @ es un exponente orbital positivo y x;,y, ¥ z, son
coordenadas cartesianas con el origen en el ndcleo b. La constante de normalizacion gaussiana

cartesiana esta dada por

_ Za% (8a)i+j+ki!j!k! %
_<7) (Zi)!(Zj)!(Zk)!l

(19)

Cuando i +j + k = 0, la GTF se denomina gaussiana de tipo s, i +j + k = 1 representa la

gaussiana de tipo p, i +j + k = 2, representa una gaussiana de tipo d y asi sucesivamente.

Una base minima consta de un STO para cada OA de capa interna o0 core con su respectiva
capa de valencia en cada atomo, una base doble zeta (DZ) se obtiene reemplazando cada STO
de una base minima por dos funciones tipo STO los cuales solo difieren en sus exponentes
orbitales ¢. Por su parte una base de valencia desdoblada (SV) usa dos o méas funciones STO
para cada orbital atbmico OA de valencia, pero solamente un STO por cada OA de capa
interna, finalmente una base SV se considera una funcion minima para los OA de capa interna.
La serie de valencia desdoblada se denomina doble zeta de valencia (VDZ) y triple zeta de
valencia (VTZ) de acuerdo con el niumero de funciones tipo STO empleados para cada OA de
valencia. Los OA se distorsionan en su forma y tienen sus centros de carga desplazados

(polarizacion) como consecuencia de la formacién de la molécula. Para permitir esta
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polarizacion, se afiaden funciones STO a las funciones de base cuyos nimeros cuanticos son
mayores que el [ maximo de la capa de valencia del estado fundamental del atomo y de esta
manera obtenemos una base polarizada. Por otro lado, en lugar de usar las funciones
gaussianas individuales como funciones de base, es frecuente considerar cada funcion de base
como una combinacién lineal normalizada de unas cuantas gaussianas de acuerdo con la

expresion:
Xy = Z dyr Gu (20)
u

donde g, son las gaussianas cartesianas normalizadas centradas en el mismo 4&tomo y con los
mismos valores de las coordenadas i, j, k, pero con diferentes exponentes orbital positivo «,
los coeficientes de contraccion d,,- son constantes que se mantienen fijas durante el calculo,
X, se conoce como funcion tipo gaussiana contraida (CGTF) y g, representan las gaussianas

primitivas.

Pople et al. [32] disefiaron conjuntos de funciones base cuyos principios estan basados en el
hecho de que los electrones internos (de core) tienen poca influencia en los aspectos quimicos
comparados con los electrones de valencia y debido a esto se mantiene una representacion
minima para los electrones internos. De estas funciones podemos mencionar como ejemplos
las bases 3-21G y 6-31G en las cuales los electrones internos han empleado una CGTF
contraida con N funciones GTF’s primitivas y la capa de valencia se representa con dos
funciones de base contraidas, la primera con 2 o 3 primitivas, respectivamente, y la segunda
con 1 funcion GTF primitiva. Las bases extendidas se logran afiadiendo funciones p y d en el
caso en el que se desee agregar funciones de polarizacion y ++ cuando se afiaden funciones

difusas. En esta tesis se utiliza la funcion base 6-311++G (d, p) [33].

3.3 Efecto del disolvente

De manera experimental se sabe que la solvatacion es un proceso que conduce a la disolucion
de un soluto en algun tipo de disolvente. La disolucion requiere que se rompan las
interacciones responsables de mantener al soluto en su forma so6lida, de modo que la densidad

de carga de la molecula de un soluto interacciona de manera continua con el disolvente. En el
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método de solvatacion implicita, un medio continuo describe implicitamente la presencia del
disolvente caracterizado por su constante dieléctrica y por la tensién superficial. Este método
consiste, de manera general, en introducir el soluto en una cavidad rodeada por el medio
continuo y a continuacién calcular la interaccion que existe entre el medio continuo con el
soluto.

Se han desarrollado varios enfoques tedricos en un intento de crear protocolos de simulacion
capaces de predecir la solubilidad de diferentes compuestos y en varios disolventes, por
ejemplo, el método de solvatacion implicito basado en la densidad, SMD [34]. Este método de
solvatacion incluye a la densidad electronica completa del soluto, sin cargas atémicas
parciales, ademéas considera un continuo en donde el disolvente no estd representado
explicitamente, sino que usa un medio dieléctrico con tensién superficial en la interfaz soluto-
disolvente. EI modelo de solvatacion SMD tiene caracter general debido a su aplicabilidad a
cualquier soluto con carga o sin carga y en cualquier medio de disolvente con algunas
caracteristicas conocidas, por ejemplo, la constante dieléctrica, el indice de refraccién y los
parametros de acidez-basicidad. Este método de solvatacion ha sido parametrizado con el
modelo del continuo polarizable usando el formalismo de la ecuacion integral (IEF-PCM) para
condiciones en medios electrostaticos [34].

El modelo SMD separa la energia libre de solvatacion en dos componentes principales: el
primer componente es el aumento de la contribucion electrostatica y surge desde el
tratamiento del campo de reaccidn auto consistente que involucra la solucién de la ecuacion de
Poisson no homogénea para la energia electrostatica en términos del modelo continuo
polarizable. El segundo componente es conocido como el término de estructura-disolvente-
dispersion-cavidad y corresponde a la contribucion que surge desde las interacciones de corto
alcance entre las moléculas del soluto y el disolvente en la primera capa de solvatacién. Esta
contribucion es una suma de términos que son proporcionales (con constantes
proporcionalmente dependientes de la geometria Ilamados tensiones superficiales atdbmicas) a
las areas de superficie accesibles al solvente de atomos individuales del soluto. La energia
libre estandar de solvatacion, que es la energia libre de estado estandar de transferencia de la

fase gas a la fase condensada, se expresa con sus diferentes contribuciones como:

AGQ = AGgyp + Geps + AGne (21)
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Geyp denota la energia libre de los componentes de polarizacién, nuclear y electronico. El
componente de la relajacion nuclear del término Ggyp €s igual a la diferencia de la energia
total en fase gas, calculada en la estructura en equilibrio en la fase gas y la energia total en fase

gas en la estructura de equilibrio en fase liquida.

Si se asume la misma geometria en fase gas y en fase liquida, entonces el término AGgyp Se
convierte en un solo término de polarizacién electronica. El término G.ps estd normalmente
asociado con el cambio de energia libre correspondiente a la cavidad del disolvente, asi como
con cambios en la energia de dispersion y los posibles cambios en la estructura local del
disolvente. El ultimo término de la ecuacion (21) determina el cambio de concentracion entre
el estado estandar en la fase gas y el estado estdndar en la fase liquida. Considerando que la
misma concentracion (1 mol/L) se usa en ambos casos, la fase en disolucion y la fase gaseosa,
se tiene que AGY,,. es cero. Si en lugar de esto se usa un estado estandar fase gas de 1 atm
entonces AGY,,. resulta ser de 1.89 kcal/mol. La contribucion AG2» a la energia libre de
solvatacion total se calcula a partir del campo de reaccion autoconsistente [34, 35]. En la
teoria electrostatica del medio dieléctrico, el medio estd asociado con una permitividad
relativa €, una constante escalar para un ambiente homogéneo e isotropico, en donde las
cargas de enlace no aparecen explicitamente y la densidad de carga por unidad de volumen, de

objetos tratados explicitamente, es llamada densidad de carga libre pr. En un medio

homogéneo isotropico lineal, el potencial escalar ¢ satisface la ecuacion de Poisson,

VPO = —4mp,  (22)

Para un medio no homogéneo isotropico lineal, la ecuacion anterior es reemplazada por,
V- (eVD) = —4mp, (23)

La cual es llamada ecuacion de Poisson no homogénea (NPE), p; denota la densidad de carga

del soluto. Se puede resolver la ecuacion NPE acoplada a la descripcién cuantica del soluto
para obtener el potencial eléctrico usando el continuo dieléctrico polarizado y la polarizacion
del soluto.

Este potencial conocido como campo de reaccion ¢ es igual al potencial total & menos el

potencial electrostatico ®(® de la molécula en fase gas. A partir del campo de reaccién se
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puede calcular el cambio de energia libre correspondiente al proceso de solvatacion. Si se
aproxima al soluto como rigido, la contribucion electrostatica a la energia libre de solvatacion

estd dada por:
e e
AGpp = (LP|H° - E<p|lp> + Ez Zidr — (WOIHO|WO)  (24)
k

donde e es la unidad atomica de carga, ¢, es el campo de reaccion evaluado en el atomo k, Z,,
es el nimero atémico del atomo k, H°y W° se refieren al Hamiltoniano y la funcion de onda
de la representacion electrénica de los solutos en la fase gas y W a la funcién de onda

electrénica del soluto polarizado en solucion.

Una clave importante en todos los modelos de solvatacion implicita es el limite entre la
cavidad del soluto y el continuo del disolvente. En el modelo SMD, el limite se utiliza para
encerrar una superposicion de esferas centradas en los nucleos con radios p, Ilamados radios
intrinsecos de Coulomb, en donde los valores dependen solo de los nimeros atémicos de los
atomos. Este limite forma una superficie denominada de solvente accesible (SAS). La cavidad
puede expresarse de manera discreta y por lo tanto el campo de reaccion en una posicion

arbitraria r dentro de la cavidad se puede aproximar por la ecuacion:

B Gm
B = Z—"" - (25)

donde r,, es la posicion de un elemento m del area superficial en la interfaz disolvente-soluto
Y gmes la superficie de carga aparente del elemento m. La discretizacion del area superficial
limite se puede lograr de formas diferentes, por ejemplo, usando un método de construccion de

superficies [35], como esta implementado en el programa Gaussian.

3.4 Mecanismos de reaccién

Un mecanismo de reaccidn es la secuencia de pasos elementales que explican la formacion del
producto de una reaccion quimica. EI mecanismo de reaccion es una propuesta de la ruta o el
camino que Se sigue en una reaccion quimica cuando la ecuacion quimica balanceada solo

especifica el origen y destino.
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Las especies quimicas Ilamadas intermediarios aparecen en el mecanismo de reaccion en una
secuencia de pasos elementales, pero no en la ecuacion global balanceada. Un intermediario
siempre se forma en un paso elemental inicial y se consume en algin paso posterior [36]. Es
decir, un intermediario es una especie de baja estabilidad que aparece y posteriormente
desaparece como parte de un mecanismo de reaccion. Una forma en la que se estudian los
mecanismos de reaccién en quimica computacional es mediante calculos de coordenadas

internas de reaccion (IRC).

Los célculos IRC comienzan con una geometria inicial dada, la cual sigue un camino en ambas
direcciones, la direccion hacia el producto se refiere al movimiento a lo largo del vector de
transicion que corresponde a un incremento de las coordenadas internas, mientras que la
direcciéon hacia el reactivo indica el movimiento a lo largo del vector de transicion que
corresponde a una disminucién de las coordenadas internas. EI paso mas importante para que
un calculo tedrico de tipo IRC produzca un resultado comparable con la reaccion quimica
global experimental es encontrar una estructura de estado de transicion (TS) adecuada [36,
37]. Una estructura de estado transicion para una reaccion quimica es un punto estacionario en
una superficie de energia potencial molecular que corresponde a un maximo local a lo largo de
una sola direccién y al mismo tiempo corresponde a un minimo local en todas las demas
direcciones ortogonales. Esta direccién Unica es denominada vector de transicion y
corresponde al vector propio asociado con el valor propio negativo de la matriz constante de
fuerza. En principio, el vector orientacion de la transicion no se conoce a priori y por lo tanto
debe determinarse en el curso de una optimizacion de la estructura de estado transicion.

El algoritmo de minimizacién, que utiliza el programa Gaussian para realizar un célculo IRC,
tiene como objetivo conseguir la convergencia en estructuras de estado de transicion forzando
a la matriz de segunda derivada a tener un tnico valor propio negativo. Si ciertas condiciones
iniciales se cumplen, la optimizacion se acerca a la estructura de transicion de la misma
manera que avanza al minimo. La geometria inicial debe elegirse dentro de la region
cuadratica de la estructura de transicion, es decir, la region donde la matriz constante de fuerza
contiene un valor propio negativo. Esto se logra calculando explicitamente tanto la diagonal de

la matriz constante de fuerza, como los valores fuera de la diagonal para las coordenadas
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internas. Se obtienen estos resultados mediante el uso de la técnica de diferencias finitas

implementada en la minimizacion del programa [37].

La convergencia en el punto de silla es similar a la convergencia para la minimizacién. El
algoritmo que usa el programa Gaussian para encontrar un TS se basa en consideraciones

sobre la funcion E, dependiente de n, variables x; y los gradientes de n-dimensiones de la

funcion g; = dE/dx-'
l

Este algoritmo genera una serie de pasos para llegar a un punto estacionario E, por ejemplo,
un punto donde g = 0. Asumiendo que se realizaron p pasos, en el paso p + 1 tenemos
valores para la funcion E¢, su gradiente, y la funcion g¢ en lospuntos m+1 (0 <a<m <
p). Permitiendo que esta informacion se organice de manera que x°sea el punto actual y x* el
punto anterior mas reciente a x°, y asi sucesivamente, se logra obtener el valor mas lejano x™

de los pasos anteriores.

Del paso anterior también se tiene una matriz F,, que es una aproximacion de la matriz de
. . d’E .
segunda derivada verdadera, es decir, F;; = ——.- que representa un solo paso de optimizacion
idx;j

el cual puede ser dividido en tres partes: (a) obteniendo correcciones de la matriz de segunda
derivada aproximada, (b) buscando un minimo a lo largo de una linea entre el punto actual y el
punto anterior y (c) estimando la localizacion del punto estacionario en el espacio n-
dimensional usando el gradiente y la matriz de segunda derivada aproximada. En el comienzo
del proceso de optimizacion una estimacion adecuada de la matriz de segunda derivada es

requerida.

3.5 Calculo de pK,

Las propiedades de las reacciones acido-base son muy importantes dentro del estudio de las
propiedades quimicas de los sistemas moleculares. Primero, se necesita entender la definicion
de fuerza de un &cido para poder comprender la constante de acidez, a su vez, esta se utiliza
para la definicion del pH y finalmente del pK,. La fuerza de un acido de Bronsted-Lowry se
enuncia de acuerdo con la definicidn de Arrhenius, es decir, por medio del grado de ionizacién
del &cido en el agua. La reaccion general es la siguiente,
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HA + H,0 sKa 0% + A~ (26)
Por definicion:

[H307][A7]
K, = THAT (27)

donde K es la constante de disociacion acida y su valor indica la fuerza relativa del acido. La
reaccion de un &cido con su disolvente (por ejemplo, agua) es conocida como reaccion de
disociacion, los acidos se dividen en dos categorias de acuerdo con su capacidad de donar
protones. Por lo que, a mayor fuerza del acido, mayor es su capacidad de transferir protones a
las moléculas del disolvente y a menor fuerza del a4cido menor es su capacidad de transferir
sus protones a las moléculas del solvente. EI compuesto yoduro de hidrogeno (HI) es
considerado un &cido fuerte con un valor de pK, de -10.4, mientras que el acido acético
(CH3COOQH) es considerado un &cido relativamente fuerte con un valor de pK, de 4.7. En
general, la mayoria de los acidos organicos son débiles (HPO,4, HCO3 y H,0) o relativamente
fuertes como en el caso del &cido carboxilico (-COOH) y no se disocian completamente en
agua [36, 38].

Por la naturaleza numérica de las constantes de equilibrio lo mas conveniente es expresarlas
en escala logaritmica. ElI pK, de un &cido se define de la misma manera que el pH de una

disolucion, es decir, como el negativo del logaritmo base 10 de Kj:
pKs = —log10Kq (28)

Los acidos fuertes generalmente toman valores desde cero hasta valores negativos (HCI pK,
de -11), los compuestos relativamente acidos suelen tener valores de pK; entre 1 y 5
(CeHsN"H3 pK, de 4.6) y los écidos débiles por lo general tienen valores de pK, mayores que
5 (H2CO3 pK, de 6.4) cuando se disocian en agua [36,38]. Uno de los problemas recientes y
mas importantes que tiene la quimica teorica, es hacer corresponder los valores experimentales
de pKj, con los valores tedricos. Sin embargo, se tienen muchos avances con respecto a este
problema. En el trabajo de Jorgensen et al. [39], los pK, de acidos muy débiles calculados en
compuestos como: CH3-CN, CH3NH, y CH3CHj3; se calcularon utilizando potenciales

intermoleculares capaces de reproducir la interaccion ion-agua. Los estudios tedricos
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posteriores adoptaron principalmente modelos continuos para representar el disolvente e
incluir su efecto en el calculo. A pesar de muchos afios de investigacién, los modelos que se
han usado para representar el efecto del disolvente en el céalculo del pK; de manera tedrica han
generado datos que difieren significativamente con los datos experimentales. Debido a esto, se
ha concluido que no es posible predecir valores de pK, confiables a menos que las energias

*

libres de solvatacion correspondientes (AG,;,,) se calculen con precision.

Basados en el trabajo de Pliego et al. 2002 [40], en esta tesis se realizaron célculos para
obtener el pK, de los NONOatos protonados H5, que son los que conducen a la liberacion de

NO. La reaccion de transferencia de proton utilizada es la siguiente:
HA+ H,0 5 A~ + H;0t  (29)

con HA representa al NONOato protonado y A~ al NONOato no protonado. Por definicion el
valor del pK, en términos de AG,, esta dado por la expresion:

AG,

pK, = T34 log[H,0] (30)

Se utiliza el término AG.,; que se refiere a la diferencia de energia libre de las especies en
solucion. El siguiente diagrama corresponde al ciclo termodinamico modificado del reportado

por Pliego et al. [40]:

Gg(H,0)  Gy(HA) Gg(A)  Gy(H30)
H,0,  HA, AG,(HA) Ag H3 0,
Gs(H20) |AG,(HA) AGg(A™)  |AGs(H30)
H,0, HA, AG.(HA) > A, H3 0,
a
G,(H20) G,(HA) Ga(A7)  G,(H3O)

Figura 3. Ciclo termodinamico. Esquema modificado de [40].

Siguiendo las rutas de este ciclo se obtiene,
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AGy(HA) = AG,(HA) + AGs(A™) + AG,(H;0%) — AGs(HA) — AGy(H,0) (31)

Considerando las definiciones:
AAG,(HA) = AG,(HA) — AG,(HA)
AGy(HA) = Go(A™) + G,(H;0") — G,(HA) — G,(H,0)  (32)
AGo(HA) = Go(A™) + Go(H30%) — G,(HA) — G, (H,0)
y que:
AG5(A7) = Ga(A7) — G4(47) (33)
AGs(HA) = Go(HA) — G,(HA)

Ademas, con base en la literatura:

kcal
AGS(H3O+)=—110.2% (34)

AG.(H,0) = —5.40°% (35
s 2 - ' mol ( )

La deduccidn de Pliego et al. [40] comienza con la reaccion (26):
HA+ H,0 5 A~ + H;0* (26)
donde la constante de disociacién &cida se expresa como:

[A7][H307]

Ko = THAIH;0]

(36)

donde

Ko[H,0] = % = F ' (37)

tomando logaritmo en ambos miembros de la ecuacion (37):

_ AG.;)ol

logK,[H,0] = BT

(38)
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2.303 logK,[H,0] = —==2L RT = 0.5925 kcal /mol

logK, + log[H,0] = —AG,,,/2.303 RT

Yol _ Jog[H,0] (39)

logKq = — (2.303)(0.5925)

Multiplicando la expresion por -1 se obtiene la expresion final para el célculo del pKa:

l _ AG;O[
—logK, = m+ log[H,0] (40)

o

AGsol
pKa =T34+ log[H,0] (41)

Usando la ecuacion (41) se puede determinar el pKa y por tanto estimar el grado de acidez de
los tautdmeros 1-5-H5 de los compuestos donadores de NO.

3.6 Andlisis de Orbitales Naturales de Enlace (NBO)

El anélisis de orbitales naturales de enlace (NBO) se origind como una técnica para estudiar
los efectos de hibridacion y covalencia en las funciones de onda poliatémicas, con base en los
vectores propios del bloque local de la matriz densidad de una particula. Los orbitales NBO
fueron concebidos como imagenes de enlaces localizados y pares solitarios de electrones
siendo las unidades basicas de la estructura molecular [41]. El orbital NBO para un enlace
localizado o entre los 4&tomos A y B esta formado de orbitales hibridos ortonormales dirigidos
hy,, hg, conocidos como orbitales hibridos naturales (NHOSs). El valor o,5 estd dado por la

expresion:
o4 = Cahy + Cghg  (42)

Los orbitales hibridos naturales a su vez se componen de un conjunto de orbitales atbmicos de

capa de valencia efectiva (NAOs) optimizados para la funcion de onda elegida.

Una caracteristica distintiva de tales funciones localizadas naturales es el requisito simultaneo
de ortonormalidad y ocupacion maxima que lleva a expresiones compactas para las

propiedades atomicas y de enlace.
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Las funciones de onda ab initio transformadas a NBO estan en buen acuerdo con el concepto
de estructura de Lewis y con la imagen bésica de hibridacion y polarizacion de enlaces de
Pauling-Slater-Coulson. Los orbitales NBOa,s estan bien adaptados para describir los efectos

covalentes en las moléculas.

Sin embargo, la transformacién general de los NBOs también lleva a orbitales que no estan
ocupados en la estructura formal de Lewis y puede ser usado para describir efectos no

covalentes, como los orbitales de antienlace (o,5):
o = Cphy — Cyhp  (43)

Estos orbitales surgen del mismo conjunto de orbitales hibridos de capa de valencia atémica
que se unen para formar las funciones de enlace a45 como se observa en la ecuacion (42).
Los orbitales de antienlace o, representan la capacidad de la capa de valencia no utilizada
que abarca porciones del espacio de valencia atdbmica formalmente insaturadas por la
formacion de enlaces covalentes. La energia asociada con los orbitales de antienlace puede ser
calculada numéricamente evaluando estos orbitales del conjunto de base y calculando
nuevamente el tiempo necesario para determinar la variacion asociada con la reduccién de la
energia. En este sentido, se puede obtener una descomposicion de la energia total E en

componentes asociadas con las contribuciones covalentes (E,, = Erewis) Y NO covalentes

(Eaa* = Eno Lewis)-
(Eoo + Eoo*) (44)

La descomposicion NBO se ha obtenido para un gran nimero de especies moleculares de capa
cerrada y capa abierta. En las ecuaciones (43) y (44) los simbolos o y ¢* se utilizan en un
sentido genérico para los orbitales llenos y no llenos de la estructura de Lewis formal, aunque
los primeros orbitales pueden ser orbitales centrales (c), pares solitarios (n), enlaces tipo ¢ o 7,
etc., y los ultimos pueden ser de antienlace o o  (c*, n*), orbitales de capa de valencia extra

de Rydberg (r), etc., segun el caso especifico.

En la descomposicion del NBO las contribuciones no covalentes E,,- tienen valores
tipicamente mucho menores al 1% de la contribucion E,, lo que refleja el dominio del

componente de enlace tipo Lewis.
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La interaccioén entre un orbital lleno o de la estructura formal tipo Lewis con uno de los

. . ., , 2
orbitales de antienlace no lleno o* genera una reduccion de energia de segundo orden AE(E G)

(o|F|o)?

o* — €g

AED), = -2 (45)

donde F es el operador de Fock y €,+, €, son orbitales de energia NBO. Las fuerzas de los
elementos de la matriz de Fock perturbativo estan relacionadas con las formas de los orbitales
de enlace y antienlace a través de la contraparte NBO en la aproximacion de Mulliken. Esto
permite que las reducciones de energia no covalentes se describan en términos del principio de
superposicién maxima generalizado entre orbitales de enlace y antienlace. Se puede interpretar
que los orbitales de antienlace se han transformado a MOs candnicos ocupados de tipo
orbitales moleculares localizados (LMO). Los LMO¢5%asociados con un enlace A-B se

pueden escribir en forma de NBO como:
ipC = Oap + Agicp + 0 (46)

donde la pequefia contribucion del antienlace o*¢p representa la deslocalizacion irreducible de
o,p a partir de una forma localizada idealizada, esto debido a las interacciones hiper
conjugativas no covalentes. Solo en el limite idealizado de una estructura de Lewis
estrictamente localizada los orbitales de antienlace se ubican completamente en el espacio
virtual MO. Debido a los efectos de deslocalizacion no covalente, las ecuaciones (45) y (46)
estan asociadas con las interacciones ¢ — ¢ *entre los orbitales llenos (donadores) y no llenos
(aceptores). Es natural describirlos como tipo donador-aceptor, transferencia de carga, o

generalizados &cido-base tipo Lewis. La carga transferida esta dada por la expresion:

|AES.

q=2AP = (47)

o*

Las estructuras naturales de Lewis representan a mas del 99% de la densidad total de
electrones e incluyen la porcion predominante de intercambio y los efectos multipolares

electrostaticos asociados con las distribuciones de carga de monomero [41].
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3.7 Simulacién de DinAmica Molecular

La técnica de simulaciones de dinamica molecular (MD) es una herramienta computacional
poderosa en biofisica, atil para investigar a nivel molecular sistemas bioldgicamente
relevantes que se utiliza como complemento de muchas técnicas experimentales estructurales
tales como cristalografia de rayos X, microscopia crioelectronica y resonancia magnética
nuclear. Las técnicas computacionales como las simulaciones MD permiten realizar estudios
detallados con una resolucion espacial y temporal que provee informacion complementaria a
la obtenida a partir de técnicas experimentales. Dicha técnica computacional se basan

principalmente en la solucion numérica de las ecuaciones clasicas de movimiento.

Debido a que existen serias desventajas en los estudios experimentales como por ejemplo en la
cristalografia de rayos X, una técnica que nos permite estudiar las propiedades fisicas y
estructurales de las moléculas mediante la visualizacién de una Unica estructura molecular que
nos impide estudiar el movimiento de una proteina o la unioén de una proteina con su ligante,
se hace cada vez mas necesario el empleo de herramientas computacionales como por ejemplo
la simulacion de dindmica molecular y el modelado de mecénica molecular que complementan
los resultados obtenidos con técnicas experimentales. EI modelado de mecénica molecular
utiliza célculos que no tratan explicitamente a los electrones en un sistema molecular y
considera a la energia en su estado basal como una funcién de las coordenadas de los nucleos

atémicos.

La dindmica molecular por otro lado permite analizar la evolucion de un sistema bioldgico
mediante la resolucién de las ecuaciones del movimiento de Newton. Un requerimiento critico
para usar simulaciones moleculares de cualquier tipo que incluya a la solubilidad como
pardmetro de estudio es que las fuerzas inter e intramoleculares en un sistema particular de
interés pueda ser modelado por un campo de fuerza que proporciona la fisica fundamental del

sistema.

Dentro de un campo de fuerza particular, los atomos y las moléculas interactian
principalmente entre si a través de las fuerzas electrostaticas y de van der Waals. EI campo de
fuerza determina los valores predeterminados para longitudes de enlace, pardmetros de van der

Waals, cargas parciales y define las interacciones fisicas entre &tomos y moléculas [35]. Cada
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uno de los campos de fuerza conocidos aprovechan la naturaleza polimérica de las proteinas y
otras estructuras como el ADN, ARN y carbohidratos, para lo cual se requieren parametros
utilizados que describen un conjunto relativamente limitado de blogues de construccion, como
los residuos de aminoacidos, asi como el elemento de enlace comun, es decir, el esqueleto
peptidico. Sin embargo, la inclusion de moléculas pequefias es significativamente desafiante
debido a que ha impedido en gran medida la aplicacion de tecnologias MD en el
descubrimiento de nuevos farmacos. EI campo de fuerza CHARMM para los biopolimeros es
un campo de fuerza utilizado tipicamente para simulaciones de este tipo, la funcion de la
energia potencial CHARMM define la forma funcional para calcular cada contribucion
energética. Recientemente, versiones generales de los campos de fuerza de biopolimeros
populares, como los campos de fuerzas CHARMM y AMBER, se han desarrollado
especificamente para simular moléculas pequefias parecidas a medicamentos. Se ha procurado

mantener la compatibilidad con las versiones de biopolimeros existentes.

El campo de fuerza CHARMM para proteinas y ligantes ademas utiliza un campo de fuerza
para describir la energia potencial del sistema molecular. En particular, en el estudio de
biomoléculas, uno de los campos de fuerza para describir a proteinas es el campo de fuerza
CHARMM [42]. La forma funcional para la energia potencial de este campo de fuerza es

expresada en la siguiente ecuacion:

V=) lob-b)

enlaces

+ Z ke (6 — 6,)?

angulos

+ Z kg1 + cos(ng — 6)]
diedros

+ Z kw(w - zD-0)2 + Z ky (u - uo)z
fuera plano Urey—Bradley

+ :E: € + 34

no enlace

(48)

12 6
(Rminij) _ (Rminij>
rij rij

€ry;
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El primer término corresponde a la interaccion debida al enlace entre dos atomos en particular
en el sistema molecular. Dicho término contiene una constante de fuerza k;, y un término
cuadratico que contiene al término b — b, (donde b, es la distancia de equilibrio). El segundo
término corresponde a la interaccion correspondiente al angulo formado por tres &tomos
enlazados. En dicho término tenemos una constante de fuerza kg y un término cuadratico para
el término 6 — 6,. De manera equivalente a la distancia de equilibrio, 8, se refiere al angulo
de equilibrio y el término representa la desviacion de dicho angulo. kg4 es la constante de
fuerza correspondiente a los distintos angulos dihedros. El término n describe la multiplicidad
de la funcion. ¢ se refiere al angulo dihedro generado entre los &tomos. El siguiente término,
denominado fuera-del-plano, estd compuesto por la constante de fuerza k, mientras que
w — w, es el angulo fuera del plano. El siguiente término denominado de Urey-Bradley,
contiene a la constante de fuerza k, y donde u denota la distancia entre los atomos en el
potencial armdnico. Los términos i,j indican a pares de 4&tomos que interaccionan sin estar
enlazados, es decir, términos de no enlace. Estan compuestos por un término de tipo
coulémbico para la parte electrostatica y por el potencial de Lennard-Jones para las

interacciones de tipo van der Waals (aqui el término Roning; indica la separacion entre los dos

atomos) [43].

Cada uno de los campos de fuerza conocidos aprovechan la naturaleza polimérica de las
proteinas y otras estructuras como el ADN, ARN y carbohidratos, para lo cual se requieren
parametros utilizados que describen un conjunto relativamente limitado de bloques de
construccién, como los residuos de aminoacidos, asi como el elemento de enlace comun, es
decir, el esqueleto peptidico. Sin embargo, la inclusion de moléculas pequefias es
significativamente desafiante debido a que ha impedido en gran medida la aplicacion de

tecnologias MD en el descubrimiento de nuevos farmacos.

Recientemente, versiones generales de los campos de fuerza de biopolimeros populares, como
los campos de fuerzas CHARMM y AMBER, se han desarrollado especificamente para
simular moléculas pequefias parecidas a medicamentos. Se ha procurado mantener la

compatibilidad con las versiones de biopolimeros existentes.
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Aunque estos campos de fuerza generalizados proporcionan buena cobertura para elementos
comunes de muchas moléculas pequefias y biolégicamente relevantes, no proporcionan un
solo conjunto de parametros para realizar una cobertura adecuada. Para abordar estas
limitaciones, en los conjuntos de parametros disponibles, la tarea de parametrizar nuevos
grupos funcionales y nuevos vinculos entre grupos existentes se ha convertido en una tarea
cada vez mas importante en el desarrollo de los campos de fuerza y en las simulaciones

biomoleculares en términos generales [44].
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Capitulo V. Metodologia

La metodologia se llevo a cabo de la siguiente manera:

Calculos de estructura electronica

Se realizaron calculos de optimizacion para obtener estructuras de minima energia sobre la
superficie de energia potencial. Los calculos de optimizacion de geometria de las especies
involucradas, en el mecanismo de reaccion, es decir, reactivos, intermediarios, estados de
transicion y productos de los cinco compuestos NONOatos (1-5) y sus tautomeros protonados
(1-5-H1-H5), se llevaron a cabo en el nivel de teoria M06L/6-311++G(d,p) [30, 33]. Sobre las
geometrias optimizadas se realizaron céalculos de frecuencias para asegurar estructuras de
minima energia o TS sobre la superficie de potencial. Los célculos se realizaron en fase gas y
en disolucion acuosa usando el modelo de solvatacion de densidad (SMD) [34].

Mecanismos de reaccion

Del analisis estructural y energético de los tautdbmeros de las especies protonadas se dedujo a
partir de los valores de AGy;q que el tautdbmero H5 estd directamente involucrado en la
reaccion de descomposicion de los amino NONOatos. Se propuso un estado de transicion para
el tautdbmero H5 de cada amino NONOato (1-5) y de esta manera se determino el camino de
reaccion completo. Para el célculo de la energia de Gibbs se considero la energia electronica y
las correcciones termoquimicas de la entalpia y la entropia a una temperatura de 298.15 K

usando la siguiente ecuacion:
G=E+H-TS (49)
La energia libre de hidratacion se calculd usando la expresion:
AGpig = Gs — Gz (50)

donde s indica la fase en disolucion y g indica la fase gas. El término AGy;q mide la
interaccidn energética entre el soluto y el disolvente. AG,, representa las energias de Gibbs
para el proceso de tautomerizacién calculada en todos los tautomeros. AGg;s Se refiere a la

energia libre necesaria para que ocurra la disociacién y la correspondiente liberacion de NO.
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Finalmente, se construy6 un perfil energético para visualizar la descomposicién del NO vy las

principales especies involucradas en el mecanismo de reaccion.
Célculo de pK,

Los valores de pK, se calcularon usando la ecuacion (41) (ver seccién 4.5):

o

AGsol

= m + lOg[HZO] (41)

pK,

donde AG,,; es la diferencia de energia libre entre las especies en solucién acuosa. Las
energias libres de solvatacion de las especies neutras, sus correspondientes especies
conjugadas y las moléculas de agua fueron calculadas usando el método de solvatacion SMD.
Los céalculos de pK, se realizaron para los compuestos NONOatos y sus tautdbmeros

protonados correspondientes (5-H5) propuestos en este trabajo.
Anélisis de NBO

El analisis de los orbitales naturales de enlace NBO se realizo con el fin de determinar las
propiedades electrostaticas y de enlace de los tautomeros protonados 5-H5 calculados al nivel
de teoria M06L/6-311++G (d,p) y con el método de solvatacion SMD en solucion acuosa.

Todos los calculos de estructura electrénica se realizaron con el programa Gaussianl16 [45] y

se visualizaron con el programa GaussianView 6.0 [46].
Simulaciones de Dinamica Molecular

Finalmente, para los célculos de simulacion de dinamica molecular (MD) se utiliz6 el
programa NAMD [47] y para el andlisis de los resultados el programa VMD [48]. Se
considero la estructura molecular de region C-terminal del canal HCN en un ambiente acuoso
en solucion con cloruro de sodio a una concentracion de 0.15 M y se establecieron cambios
conformacionales del C-terminal en ausencia y presencia del ligante (CAMP y cGMP) con el
CNBD del canal HCN. Para la preparacion del sistema se utilizaron de 3 estructuras: hHCN1
(apo-proteina), hHHCN1 (cAMP) y hHCN1 (cGMP). Para cada una de estas estructuras se
consideraron s6lo los aminoacidos del C-terminal (Ser402-Asp608) para las 4 cadenas del

canal HCN. Para las estructuras descritas se considerd un pH de 7. La principal dificultad que
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se tiene en la metodologia utilizada para la parte de simulacion de la S-nitrosilacion es que
esta modificacion postraduccional no se encuentra parametrizada en el programa VMD.

Con la finalidad de poder estudiar en un futuro la modificacion postraslacional a residuos de
cisteina debida al NO (S-nitrosilacion), nos dimos a la tarea de desarrollar los parametros de
este grupo compatibles con el campo de fuerza CHARMM [42]. Para esto se construy6 una
molécula nitrosilada a partir de una base molecular existente conocida, en este caso se
reemplazé un atomo hidrogeno con NO para obtener la molécula deseada. Una vez obtenida la
molécula deseada se actualizaron las propiedades atdmicas de la molécula, se optimizaron las
cargas atémicas parciales, se fijaron las cargas de los hidrogenos para los campos de fuerza

compactos de CHARMM [42], y se calcularon en un paso posterior las cargas resultantes.

De esta manera se construyd un archivo de pardmetros iniciales con informacion molecular
necesaria para calcular la energia potencial del sistema. Con base en esta informacion, se
optimizé la geometria de la molécula para obtener la configuracion de mas baja energia
calculada a nivel de teoria HF/6-31+G(d) con el programa Gaussian16 [45] y finalmente se
optimizaron los parametros correspondientes a los &ngulos de valencia y &ngulos diedros de la

molécula generada.
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Capitulo V. Resultados y discusion

5.1 Estructura molecular de los tautdbmeros

La Figura 4 muestra las estructuras moleculares para las geometrias optimizadas de los
NONOatos 1-5 en el nivel de teoria MO6L/6-311++G (d, p) en fase acuosa con el método de
solvatacion SMD. Las estructuras 1-5 son estructuras anionicas con configuracion Z para el
grupo [N(O)NO]". La preferencia por la configuracion Z de los dialquilamino

diazeniumdiolatos fue previamente estudiada [17-20] y confirma nuestros resultados.
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Figura 4. Estructuras moleculares de los NONOQatos 1-5 calculados en el nivel de teoria M0O6L/6-31++G (d, p)

usando el método de solvatacién SMD en solucién acuosa.

A partir de las estructuras 1-5 se generaron los tautomeros de los compuestos protonados de
los NONOatos en los cinco posibles sitios de protonacion del grupo [N(O)NO] como se
observa en la Figura 5. La protonacién en los atomos de oxigeno del grupo [N(O)NO]™ gener6
a los tautdbmeros H1 y H4, mientras que la protonacion en los atomos de nitrogeno produce los
tautomeros H2 y H3, finalmente la protonacion en el nitrogeno del grupo amino genera el

tautébmero H5, el cual se usa para el mecanismo de liberacion del NO.
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Figura 5. Estructuras moleculares de los NONOatos y sus tautdmeros protonados H1-H5.

La Tabla 1 resume las longitudes de enlace seleccionadas de los NONOatos 1-5 y sus
tautomeros protonados H1-H5. Se puede observar que la distancia O1-N2 se incrementa en el
tautomero H1 respecto a las especies no protonadas, mientras que en los tautomeros H2-H5
disminuye. Para la distancia N2-N3, se observa un incremento significativo en el tautobmero
H3 (1.96-1.99 A) mientras que en el resto de los tautémeros protonados (H1, H2, H4 y H5) se
mantiene con un valor de 1.28-1.31 A, el cual es un valor cercano a los NONQatos no
protonados 1-5. También para la distancia N3-O4 se observa un incremento para el tautomero
H4 (1.39 A) respecto a los NONOatos no protonados, mientras que los demés tautémeros
mantienen su valor (1.25-1.29 A). Para la distancia N3-N5 se observa un ligero incremento de
1.40-1.45 A para los tautdmeros protonados H1, H2, H3 y H5, excepto para H4. Es relevante
observar que la distancia N3-N5 es menor para el NONOato 1 (1.29 A) y su tautémero H1
(1.39 A) con respecto al resto de los NONOatos no protonados 2-5 (aproximadamente de 1.45
A) y sus tautémeros H2-H5 (aproximadamente de 1.43 A). La longitud de enlace N3-N5 fue

previamente reportada con un valor de 1.491 A calculada en el nivel de teoria B3LYP/6-
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311+G (d) [18] para el tautdmero 1-H5 y 1.51 A en el nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d) [20]
para 2-H5. Ambos valores estan en acuerdo con nuestros resultados. En general, los valores de

las longitudes de enlace que se presentan en la Tabla 1, conservan sus valores aun cuando el

sustituyente dialquilamino se incrementa para los NONOatos 1-5.

Tabla 1. Longitudes de enlace seleccionadas (en A) de los NONOatos 1-5 y sus tautémeros protonados H1-H5

calculados en el nivel de teoria MO6L/6-311++G(d p) en fase acuosa con el método de solvatacion SMD. La

convencion numérica es la de la Figura 1.

1 2 3 4 5

0O1-N2

Tautémeros no protonados 1.285 1.285 1.285 1.285 1.285
H1 1.368 1.355 1.355 1.355 1.355
H2 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250
H3 1.139 1.141 1.141 1.141 1.241
H4 1.252 1.252 1.252 1.253 1.253
HS5 1.267 1.266 1.266 1.266 1.266
N2-N3

Tautémeros no protonados 1.305 1.306 1.306 1.306 1.306
H1 1.290 1.281 1.281 1.281 1.281
H2 1.305 1.306 1.306 1.306 1.306
H3 1.999 1.960 1.961 1.960 1.958
H4 1.301 1.302 1.302 1.302 1.302
HS5 1.315 1.316 1.316 1.316 1.316
N3-04

Tautémeros no protonados 1.290 1.290 1.290 1.290 1.290
H1 1.260 1.259 1.259 1.259 1.259
H2 1.245 1.246 1.246 1.245 1.245
H3 1.269 1.284 1.284 1.284 1.284
H4 1.395 1.395 1.395 1.395 1.395
H5 1.259 1.261 1.261 1.261 1.261
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N3-N5

Tautémeros no protonados 1.290 1.431 1.432 1.433 1.432
H1 1.396 1.433 1.433 1.433 1.433
H2 1.436 1.432 1.434 1.434 1.434
H3 1.454 1.447 1.447 1.448 1.448
H4 1.368 1.365 1.366 1.366 1.366
H5 1.492 1.481 1.484 1.483 1.483

La Tabla 2 muestra los angulos de valencia y los angulos diedros seleccionados de los
NONOatos 1-5 y sus tautomeros protonados H1-H5. Con respecto a los angulos de valencia se
puede observar que el &ngulo O1-N2-N3 es muy similar en los tautémeros H1, H4 y H5, con
un valor alrededor de 113.22°, mientras que en H3 disminuye en 10°. Para H2 se observa un
incremento de 10° en el tautomero H2 de todos los NONOatos. El angulo N2-N3-O4
disminuyd en el tautdbmero H3 en todos los NONOatos aproximadamente 20°, mientras que en
el tautomero H5 se incrementd con un valor alrededor de 131.60°. Para el &ngulo N5-N3-O4
los valores se mantuvieron alrededor de 120° en las especies no protonadas. Para los angulos
01-N2-N3, N2-N3-04 y N5-N3-0O4 se obtuvieron valores similares reportados en la literatura
para los NONOatos 1 y 2 [18, 20], podemos mencionar que nuestros resultados son correctos.
El dngulo diedro O1-N2-N3-O4 mostrd una clara preferencia por la conformacion Z en el
grupo [N(O)NO]™ en todos los NONOatos 1-5. Unicamente el tautomero H3 mostrd ligeras
desviaciones. Para el angulo O1-N2-N3-O4, el tautdbmero H3 sufre una desviacion
significativa en la conformacién del sustituyente dialquilamino con respecto al grupo
[N(O)NQ]", mientras que el resto de los tautdbmeros mantuvieron a los atomos del grupo
[N(O)NQO]™ coplanares (180°) con respecto al nitrégeno de la amina del sustituyente

dialguilamino, como se puede ver en la Tabla 2.
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Tabla 2. Angulos de valencia y angulos diedros seleccionados (en grados) de los NONOatos 1-5 y sus

tautomeros protonados H1-H5 calculados en el nivel de teoria MO6L/6-311++G(d,p) en fase acuosa con el

método de solvatacion SMD. La convencion numérica es la de la Figura 1.

1 2 3 4 5
O1-N2-N3
Tautémeros no protonados 113.72 113.60 113.67 113.64 113.66
H1 109.72 110.34 110.35 110.35 110.36
H2 122.93 123.00 122.90 123.00 123.00
H3 98.83 101.79 101.76 101.80 101.88
H4 113.26 113.22 113.22 113.20 113.21
H5 113.20 113.06 113.08 113.10 113.10
N2-N3-0O4
Tautémeros no protonados 126.29 126.01 126.09 126.08 126.08
H1 123.92 124.56 124.55 124.53 124.53
H2 122.41 122.28 122.32 122.34 122.33
H3 101.74 104.81 104.84 104.89 104.98
H4 119.97 119.77 119.77 119.75 119.76
HS5 132.14 131.56 131.64 131.68 131.67
N5-N3-04
Tautémeros no protonados 120.35 120.33 120.33 120.28 120.32
H1 118.72 122.31 122.33 122.34 122.35
H2 124.83 124.92 124.92 124.92 124.92
H3 117.02 120.99 120.99 120.96 120.93
H4 118.39 118.39 118.41 118.41 118.42
HS5 117.57 117.51 117.50 117.48 117.48
01-N2-N3-04
Tautémeros no protonados 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
H1 2.83 0.08 0.00 0.00 0.01
H2 0.16 0.00 0.00 0.00 0.00
H3 111 5.22 -5.02 -4.69 4.63
H4 0.31 0.14 0.39 0.47 0.38
H5 -0.23 0.01 0.00 0.002 0.00
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01-N2-N3-N5

Tautémeros no protonados -179.99 179.83 179.99 179.98 -179.99
H1 -172.81 -179.73 179.98 179.99 -179.95
H2 -179.85 -179.99 179.99 179.98 -179.99
H3 -119.94 135.96 -135.73 -135.35 135.23
H4 179.54 179.60 178.71 178.45 178.71
H5 -179.66 -179.98 179.99 179.96 179.99

Las energias relativas calculadas de los diferentes NONQatos 1-5 y sus tautdbmeros protonados
H1-H5 en fase gas y en disolucion acuosa con el metodo de solvatacion SMD se resumen en la
Tabla 3. En fase gas las estructuras optimizadas de los NONOatos no protonados tienen

energias electronicas relativas de AE,= 68.0-71.0 kcal mol™ y las energias libres relativas
AG,= 64.0-66.0 kcal mol™ son més altas que aquellas calculadas con el método de solvatacion

SMD en agua, ver Tabla 3. Sin embargo, los tautdémeros H1-H5 tienen energias relativas de

AE = 4.3-25.0 kcal mol™ y AGy= 4.0-23.0 kcal mol™ con respecto a las energias optimizadas

en SMD en agua. En general, las energias libres de tautomerizacion son endergonicas en agua.
La optimizacion en fase acuosa nos indica que el tautomero protonado H1 es el tautémero
energéticamente més favorable, seguido por los tautémeros H4 AGgyp= 2.23-3.54 keal mol™ y
H5 AGgy,p = 5.56-6.54 kcal mol™ para los cinco NONOatos.

En disolucion acuosa, se observa una considerable estabilizacion energética por efecto del
disolvente considerando las contribuciones termodinamicas de la entalpia y la entropia a una
temperatura de 298.15 K, un bar de presion y concentracion 1 M. Las energias libres relativas
siguen la siguiente tendencia H1< H4< H2< H3< H5 en fase gas y H1< H4< H5< H2< H3 en
disolucion acuosa usando el método SMD. Esta tendencia en energias libres es similar a la
reportada previamente para el compuesto dimetilamino diazeniumdiolato [18] usando el nivel
de teoria B3LYP/6-31+G(d) con el método de solvatacion COSMO. La gran estabilizacion del
tautdbmero H5 en los cinco NONOatos con solvatacibn SMD se pueden atribuir a la
disposicion para la disociacion espontanea en fase gas observada en amino diazeniumdiolatos
protonados, esto fue obtenido en un estudio previo usando el funcional B3LYP [20]. En este

trabajo, usando el nivel de teoria M0O6L/6-311++G(d,p), aungue la optimizacion en fase gas no
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condujo a la disociacién del dimero NO, se observé un aumento en la longitud de enlace N3-
N5 (1.528, 1.534, 1.530, 1.554 y 1.557 A) respecto a las distancias correspondientes en fase
acuosa (1.492, 1.481, 1.484, 1.483 y 1.483 A), ver Tabla 1. Los valores de las energias libres
de hidratacion fueron calculados con la ecuacion AGp;q = Gs — G, donde s indica la fase en
disolucion y g indica la fase gas. Los valores de AGp;4 en la Tabla 3 muestran los valores
negativos mas altos para las especies no protonadas seguidas del valor del tautomero H5. La
AGyiq Se puede usar como una medida de interaccion entre el soluto y el disolvente. En este
caso, los valores negativos de AGp;4 del tautbmero H5 corresponden a una fuerte interaccion
del compuesto con las moléculas de agua, por lo que H5 se propone como el reactivo mas labil

para la liberacion de NO.

Tabla 3. Energias relativas (en kcal mol™) de los NONOatos 1-5 y sus tautdmeros protonados H1-H5
calculadas en el nivel de teoria M06L/6-311++G(d,p) en fase gas y en fase acuosa con el método de solvatacién
SMD.

NONOatol

Energias Relativas (kcal mol™)

1 1H1 1H2 1H3 1H4 1H5

AE 46 356.89 0.00 16.59 22.85 6.38 28.60

AGyqs 347.23 0.00 15.97 20.22 4.89 27.00

AE, 291.42 0.00 11.20 21.18 6.08 10.11

AGhiq -64.19 0.00 -5.15 -0.84 -1.34 -17.55

AGs,, 283.04 0.00 10.81 19.37 3.54 9.45
NONOato?2

Energias Relativas (kcal mol™)

2 2H1 2H2 2H3 2H4 2H5
AE 4 353.148 0.00 13.48 24.84 3.64 26.02
AGyqs 343.85 0.00 13.33 22.63 2.27 25.26
AE,, 288.99 0.00 8.34 21.37 3.29 5.62
AGhig -62.82 0.00 -4.95 -2.27 -0.04 -19.69
AG,,, 281.02 0.00 8.37 20.35 2.23 5.56
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NONOato3

Energias Relativas (kcal mol™)

3 3H1 3H2 3H3 3H4 3H5
AE g5 352.6860 0.00 13.46 24.40 3.72 23.67
AGgqs 343.0428 0.00 13.15 21.90 2.08 22.58
AE,,; 289.0547 0.00 8.33 21.36 3.34 5.67
AGhig -61.7073 0.00 -4.43 -1.16 0.39 -16.53
AGgy, 281.3354 0.00 8.71 20.73 2.47 6.04
NONOato4
Energias Relativas (kcal mol™)
4 4H1 4H2 4H3 4H4 4H5
AE g4 352.47 0.00 13.41 24.46 3.72 23.70
AGgqs 342.67 0.00 13.04 22.14 2.13 21.83
AE,,, 289.10 0.00 8.32 21.27 3.34 5.63
AGhiq -61.26 0.00 -4.17 -1.02 0.69 -15.61
AGgy, 281.41 0.00 8.87 21.11 2.82 6.22
NONOato5

Energias Relativas (kcal mol™)

5 5H1 5H2 5H3 5H4 5H5
AEgqq 352.27 0.00 13.42 24.47 371 24.36
AGyqs 342.29 0.00 12.92 21.98 2.14 22.68
AE,, 289.14 0.00 8.33 21.27 3.34 5.62
AGria -60.50 0.00 -3.95 -0.54 0.42 -16.77
AGgy, 281.79 0.00 8.97 21.44 257 5.91

5.2 Mecanismos de reaccion

Los compuestos donadores de NO derivados de los dialquilamina diazeniumdiolatos son
compuestos utilizados como tratamiento para diferentes trastornos neuropaticos y cardiacos,
una de sus caracteristicas farmacologicas importantes es la de cubrir un intervalo amplio de
tiempo de liberacion en condiciones fisiologicas. Los tiempos medios de liberacion dependen
en general de la naturaleza quimica de los diferentes sustituyentes unidos al grupo [N(O)NO]™

y de las condiciones fisioldgicas del medio. Debido a que el tautomero 1-H5 genera la barrera
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energética y energia libre de disociacion AGgis mas pequefas, en comparacion con el resto de
los tautdmeros, se puede asegurar que este compuesto tiene una mayor probabilidad de liberar

los productos correspondientes. EI mecanismo de reaccién general se presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema general del mecanismo de reaccién para la liberacion de NO a partir de los NONOatos 1-5.

En fase gas los célculos de optimizacién de las estructuras de minima energia de los
tautobmeros protonados H1-H5 de los NONOatos 1-5 no condujeron a su disociacion
espontanea, sin embargo, los estados de transicion (TS) e intermediarios (Int) en el camino de

reaccion se disocian en la amina secundaria y un dimero de NO obtenidos como productos.

Para obtener la energia libre en disolucion, AGgyp, Se tomaron en cuenta todas las
contribuciones termodinamicas para llevar a cabo los célculos en fase gas a partir de las
geometrias optimizadas en el nivel de teoria M06L/6-311++G (d, p) con SMD en agua usando
calculos puntuales. A través de calculos de frecuencias se verifico la presencia de un solo
modo vibracional imaginario en cada estado de transicion calculados en el mismo nivel de

teoria con SMD.
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La Tabla 4 muestra las energias libres relativas para las especies involucradas en el
mecanismo de reaccion de liberacion de NO a partir del tautomero H5 de cada NONOato (1-5-
H5) en fase acuosa. Las barreras de disociacion para los tautobmeros 1-5-H5 via el TS 1-5-H5
se encontraron dentro del intervalo 4.8-6.7 kcal mol™. Se observé un ligero incremento en la

AG ;s cuando aumenta el tamafio del sustituyente dialquilamino.

El comportamiento general de los perfiles de energia para la descomposicién de los
tautdbmeros 1-5-H5 se observa en la Figura 7. El tautomero 1-H5 generd la barrera energética
mas pequefia para la ruptura de la distancia N3-N5 como coordenada de reaccion en la
disociacion exotérmica de los productos, obteniendo los productos energéticamente mas
estables, la amina 1 y dos moléculas de NO. Para los tautomeros 1-4-H5, las barreras
energéticas cambian ligeramente cuando el sustituyente dialquilamino incrementa su tamafio.
Las barreras energéticas para la descomposicién del TS de 1-4-H5 difieren en 1.5 kcal mol™.
Estos resultados nos indican que los tautdmeros H1-H5 poseen un perfil energético similar y
se podria esperar un proceso de descomposicion a velocidades de reaccion similares aun

cuando se incremente el tamafio del sustituyente dialquilamino.
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Tabla 4. Energias libres AG (en kcal mol™) de las especies involucradas en el mecanismo de reaccién de

liberacion del NO de los tautémeros 1-5-H5 calculados en el nivel de teoria MO6L/6-311++G(d,p) con el método

de solvatacion SMD en agua.

NONOato AGyis AGyig
1-H5 0.00 0.00
TS1-H5 4.78 17.66
Int1-H5 -4.01 26.77
Amina 1 + 2NO -6.33 28.47
2-H5 0.00 0.00
TS2-H5 6.29 18.28
Int2-H5 -0.90 26.63
Amina 2 + 2NO -3.29 27.38
3-H5 0.00 0.00
TS3-H5 6.20 18.12
Int3-H5 -1.18 26.36
Amina 3 + 2NO -3.45 27.11
4-H5 0.00 0.00
TS4-H5 6.31 18.88
Int4-H5 -1.23 26.24
Amina 4 + 2NO -3.19 27.31
5-H5 0.00 0.00
TS5-H5 6.72 19.31
Int5-H5 -0.94 26.54
Amina5 + 2NO -3.35 27.43
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Figura 7. Esquema general de los perfiles energéticos de los tautémeros 1-5-H5 para la liberacion de NO
calculado en el nivel de teoria MO6L/6-311++G(d,p). Reac se refiere a reactivo, TS es el estado de transicion,

Int es un intermediario y Prod se refiere al producto.

El estado de transicion hallado para la descomposicion del tautobmero H5 del DEA/NO ha sido
reportado en la literatura [20] con un valor de 17.8 kcal mol™ que es significativamente mas
alto respecto a 6.9 kcal mol™ que se obtuvo en esta tesis. Sin embargo, la estructura para TS2-
H5 es similar en geometria con un valor para el enlace N3-N5 de 1.89 A y v(N3-N5
stretching) =146i cm™ comparado con nuestro valor obtenido de N3-N5 = 1.882 A y v(N3-N5
stretching) =286i cm™. Estas diferencias en los resultados se pueden atribuir a las diferentes
metodologias usadas en los trabajos reportados. Los valores para las barreras de disociacion
son consistentes para todos los NONOatos calculados. Los perfiles energéticos para la
descomposicion de los tautomeros 1-5-H5 para la formacion de sus aminas secundarias

correspondientes y la liberacion de NO se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. Perfiles energéticos para la descomposicidn de los tautomeros (a) 1-H5, (b) 2-H5, (c) 3-H5, (d) 4-H5y
(e) 5-H5 para la formacion de la amina secundaria correspondiente y la liberacion del dimero de NO calculados
en el nivel de teoria MO6L/6-311++G (d, p).

5.3 Calculo de pK,

Como se ha mencionado en las secciones anteriores, las especies tautoméricas 1-5-H
participan directamente en la descomposicion de los NONOatos. Por lo tanto, los valores de
estimados de pK, se calcularon para los tautdmeros H5 y sus correspondientes especies no
protonadas 1-5. La pérdida del proton de los NONOatos 1-5-H5 produce cinco especies

diferentes no protonadas de acuerdo con el siguiente esquema:
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R=-CHjg (1); -CH,CHjs (2); -(CH3)2-CHg (3); -(CH2)3-CHg (4); -(CHo)4-CHg (5)

Figura 9. Esquema de la formacion de especies no protonadas a partir de los NONOatos 1-5-H5.

La Tabla 5 resume los valores de las energias libres relativas en fase gas y en disolucion para
los tautdbmeros 1-5-H5 y sus especies no protonadas. Los resultados muestran el tautomero 5-
H5 con el sustituyente dialquilamino mas grande, es mas estable que el tautémero 1-H5 por -
314.3 Hartrees. Para los NONOatos no protonados, el NONOato 5 es 3.20 kcal mol™ mas
estable que el NONOato 1.

Tabla 5. Energias libres relativas en fase gas (GJ) (en Hartrees) y energias libres de solvatacion (AG?) en kcal
mol™ para los tautémeros 1-5-H5 y las especies no protonadas 1-5 involucrados en el mecanismo de liberacién
de NO calculados en el nivel de teoria M06L/6-311++G(d,p).

NONOato AGyqs AG,,, NONOato AGgqs AG,,,
1-H5 0.00 -32.08 1 0.00 -69.53
2-H5 -78.59 -31.97 2 -78.59 -68.73
3-H5 -157.18 -31.48 3 -157.18 -67.60
4-H5 -235.76 -31.00 4 -235.76 -67.02
5-H5 -314.34 -30.58 5 -314.34 -66.33

Los valores tedricos de pK, fueron obtenidos con el objetivo de conseguir indicios sobre las
condiciones fisiologicas adecuadas para la pérdida del protéon cuando se lleva a cabo la
liberacion del grupo [N(O)NO] . Los valores de pK, estimados fueron calculados basados en
las relaciones termodindmicas propuestas por Pliego y Riveros [40] y siguiendo la teoria

acido-base de acuerdo con la Figura 8. La ecuacidn usada para estimar el valor de pk, es:
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AG?
=—2 _log[H,0]

PKa = 1364

donde AGY,, es la diferencia de energia libre entre las especies en solucién acuosa, la cual esta
relacionada con la ecuacion AAGS, = AG 4~ + AGg, 1,0~ — AGQypa — MGy, 0- Las

energias libres de solvatacion de las especies neutras, sus correspondientes especies
conjugadas, asi como de las moléculas de agua fueron calculadas usando el modelo de
solvatacion SMD. Para la minimizacion del error de calculo en el pK, se usé el valor
experimental para la energia libre de solvatacion del ion HsO" de -110.2 kcal mol™ sugerido
por Pliego y Riveros en la literatura [40]. La Tabla 6 muestra los valores de pK, calculados de
los NONOatos 1-5-H5. La deprotonacion del grupo funcional -NH esta asociada con los
valores de pK, en forma ascendente. Es decir, se observa que conforme el sustituyente alquilo
se va incrementando en tamafio, el valor del pK, cambia de valores negativos a positivos.
Ademaés, también es importante observar que la deprotonacion en el a&tomo N5 esté favorecida

en disolucién acuosa conforme se incrementa el tamafio del sustituyente dialquilamino.

Las estimaciones teoricas previas de pK, se llevaron a cabo usando la relacion pK, =
—0.74(AAG,,) + 4.5 para el dimetilamino diazeniumdiolato N-protonado con pk.= -8.9
relativo al valor de 4.5 del tautdbmero menos &cido del DEA/NO reportado en la literatura. En
este caso, los autores usaron un pK, experimental de 4.5 para el DEA/NO, el cual no
corresponde al sitio reactivo que conduce a la descomposicion. Sin embargo, indicaron que las
vidas medias mas grandes para la produccion de NO podrian surgir por la disminucion del pK,
del nitrégeno amino cuando son protonados los sitios basicos en los sustituyentes [18]. Usando
la misma aproximacion, el valor de pK, para DEA/NO fue estimado tedricamente como 4.6 y
para el tautomero DEA/NO N-protonado fue estimado como -2.7 [20]. También el pK,
predicho para IPA/NO fue de 4.0 [19] usando el método de Pliego y Riveros [40].
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Tabla 6. Energias libres de solvatacion AAG.,, (kcal mol™) y valores tedricos de pK, de los tautémeros 1-5-H5
involucrados en el mecanismo de reaccién de liberacién de NO calculados en el nivel de teoria MOG6L/6-
311++G(d,p).

NONOato AAG.,; (kcal mol™) pkq
1-H5 — 1 -177.65 -6.2
2-H5 — 2 -171.96 1.8
3-H5 — 3 -168.32 05
4-H5 — 4 -164.22 3.4
5-H5 — 5 -160.65 5.6

6.4 Andlisis de NBO

El analisis NBO fue realizado en los tautdbmeros 1-5-H5 para la determinar las propiedades
electrostaticas y de enlace de estas especies protonadas. La Tabla 7 contiene las cargas
atémicas parciales de los atomos del grupo [N(O)NO]™ a partir del analisis NBO. En general,
se obtuvieron valores muy similares en las cargas atdmicas de los NONOatos y no hubo
diferencia significativa cuando se increment6 el tamafio de los sustituyentes alquilo. Las
cargas atomicas parciales se reportaron previamente en la literatura [18] para el grupo
[N(O)NOJ™ usando analisis NBO en compuestos DEA/NO con valores muy similares (-0.60,
0.00, 0.26, -0.68 y -0.37) a los datos que hemos obtenido (-0.68, 0.02, 0.267, -0.681 y -0.36)
para el NONOato protonado 1.

Tabla 7. Orbitales Naturales de Enlace (NBO) de los NONOatos 1-5 y sus tautémeros protonados H1-H5

calculados en el nivel de teoria M06L/6-311++G(d,p) en agua con el método de solvatacion SMD.

1 2 3 4 5

01

Tautémeros no protonados -0.682 -0.679 -0.679 -0.679 -0.679
H1l -0.545 -0.519 -0.519 -0.519 -0.519
H2 -0.528 -0.524 -0.525 -0.525 -0.525
H3 -0.130 -0.140 -0.140 -0.140 -0.141
H4 -0.539 -0.537 -0.538 -0.538 -0.538
H5 -0.607 -0.602 -0.602 -0.602 -0.602
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N2

Tautémeros no protonados 0.027 0.030 0.030 0.030 0.030
H1 -0.003 0.066 0.066 0.066 0.066
H2 0.118 0.118 0.118 0.118 0.118
H3 0.274 0.282 0.282 0.282 0.282
H4 0.162 0.164 0.164 0.165 0.165
H5 0.040 0.039 0.039 0.039 0.039
N3

Tautémeros no protonados 0.267 0.260 0.260 0.261 0.261
H1 0.372 0.345 0.346 0.346 0.346
H2 0.357 0.350 0.350 0.351 0.351
H3 0.036 0.028 0.030 0.030 0.031
H4 0.232 0.227 0.227 0.228 0.228
H5 0.270 0.263 0.263 0.264 0.264
04

Tautémeros no protonados -0.681 -0.684 -0.683 -0.683 -0.683
H1 -0.556 -0.544 -0.543 -0.543 -0.543
H2 -0.508 -0.510 -0.509 -0.509 -0.509
H3 -0.599 -0.629 -0.628 -0.629 -0.629
H4 -0.551 -0.553 -0.553 -0.553 -0.553
H5 -0.581 -0.590 -0.588 -0.588 -0.588
N5

Tautémeros no protonados -0.362 -0.376 -0.371 -0.369 -0.369
H1l -0.278 -0.351 -0.346 -0.345 -0.344
H2 -0.352 -0.370 -0.365 -0.363 -0.363
H3 -0.371 -0.374 -0.369 -0.368 -0.368
H4 -0.308 -0.330 -0.320 -0.323 -0.322
H5 -0.265 -0.275 -0.271 -0.269 -0.269
C(-R)

Tautémeros no protonados -0.360 -0.166 -0.162 -0.160 -0.159
H1 -0.369 -0.169 -0.166 -0.163 -0.162
H2 -0.363 -0.167 -0.164 -0.161 -0.160
H3 -0.375 -0.177 -0.173 -0.170 -0.169
H4 -0.357 -0.161 -0.155 -0.155 -1.154
H5 -0.349 -0.152 -0.147 -0.147 -0.147
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La Figura 10 muestra los gréficos moleculares NBO de las especies 1-5-H5. Como se puede
observar no presentan cambios significativos con el incremento de los sustituyentes alquilo.
Esto significa que la carga neta se preserva en el grupo [N(O)NO] . De acuerdo con la
distribucion de carga de los tautomeros 1-5-H5 analizados en la Tabla 7 y Figura 10, el
momento dipolar (MD) fue calculado para correlacionar la distribucion de carga en los

NONOatos no protonados y los tautdbmeros protonados.

L
; f @
R Ny 9 /‘5\ N o . /“&;/‘ XN ‘/‘
9 f ? o 9 . o L

1-HS 2-HS 3-H5

;‘.w Mf/{g 4/3\5 2 /i‘};‘\/ﬂ‘/h}‘/y
V' 9 o M 9 M o ? s s

4-H5 5-HS

Figura 10. Graficos moleculares NBO de los tautomeros 1-5-H5 calculados al nivel de teoria MO6L/6-

311++G(d,p) en solucion acuosa con el método de solvatacién SMD.

La Tabla 8 muestra que los valores de MD para los tautomeros 1-5-H5 son considerablemente
mayores que los otros tautomeros con valores alrededor de 14.4 Debyes. Estos valores son
similares a los obtenidos para las especies no protonadas 1-5. Esto puede indicar que la carga
y el tamafio del sustituyente juega un papel importante en el valor del MD. El MD es
significativamente mayor en un intervalo de 11.1-14.7 Debyes para las especies no protonadas

y 3.6-14.5 Debyes en los tautomeros protonados cuando el tamafio del sustituyente
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dialquilamino se incrementa. Sin embargo, como se puede observar en la Figura 10 la
distribucion de carga no varia, y como consecuencia, la direccion del MD tampoco varia

cuando el sustituyente se incrementa en tamario.

6.5 Simulaciones de Dinamica Molecular

En la Figura 11 se muestra la unidad de simulacién que corresponde a una caja de 20 A3, la
cual contiene al segmento S402-D608 del CNBD del hHCN1 humano, las moléculas de agua y
los iones que simulan el ambiente fisioldgico intracelular. Dichos componentes suman un total
de ~136,000 4tomos.

A B APOPROTEINA HOLOPROTEINA

MET 530 ¥

stsz7d | _;’s‘s )

6.3 \ah 2
- € ARG 593
ILE 534 2

Figura 11. A) Unidad de simulacion del CNBD del canal HCN, B) CNBDs de los canales HCN en condicion de
apoproteina (sin unién a ligante) y holoproteina (con union al ligante). Solo se presente la cadena A del
homotetramero de CNBD estudiado. En el recuadro se muestran algunas de las distancias analizadas y

asociadas con la apertura al sitio de enlace a nucledtidos ciclicos.
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Las simulaciones se realizaron utilizando el programa NAMD usando un tamafio de paso de
2.0 fs. Se realizaron 250,000,000 pasos los cuales son correspondientes a un tiempo de
simulacion de 500 ns. Las simulaciones se realizaron en dos condiciones diferentes:
apoproteina y holoproteina (CAMP y cGMP), y los datos fueron almacenados cada 10,000
pasos de simulacion. Posteriormente, y como parte del analisis de las trayectorias generadas
por las simulaciones, se identificaron distancias entre pares de atomos localizados en la
entrada al sitio de enlace a ligantes. Dicha distancias fueron asociadas a los cambios
conformacionales del CNBD, particularmente a aquellos cambios en la apertura de la cavidad
que forma el bolsillo de enlace. En la Figura 12 se muestran algunas de las gréficas de
distancias (eje y en A) versus tiempo (eje x en ns). Como podemos observar, existe una mayor
fluctuacion en el movimiento asociado a la apertura del CNBD del canal hHCNL1 en ausencia
de ligante (apoproteina) mientras que se observa una mayor rigidez (menores fluctuaciones) en
condicion de holoproteina. Este comportamiento es mas evidente para las distancias: Met530
(CA)-Arg593(CA) y Ser527(CA)-11e594(CA). De manera adicional, las gréficas muestran la
distribucion de los valores de las mismas distancias, donde es mas evidente que en presencia
de los ligantes, los valores de distancias exploran un rango mayor rango de valores relativo al

sistema apo.

Los resultados sugieren que el CNBD del canal hHCN1 experimenta movimientos
caracterizados como fluctuaciones importantes en la entrada al sitio de enlace y que dichas
fluctuaciones se reducen significativamente en presencia de cualquiera de los ligantes cCAMP
0 cGMP lo cual es consistente con la literatura [49].

Por otro lado, aunque se ha observado que el movimiento de la apoproteina esta caracterizado
por fluctuaciones significativas localizadas en la apertura del bolsillo de unién del ligante
(cCAMP o0 cGMP) nuestro estudio actual no ha encontrado (si existen) diferencias

conformacionales que sean especificas del ligante.
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Figura 12. Gréficos del comportamiento de la cadena A del CNBD del canal HCN en tres condiciones:
apoproteina y holoproteina (CAMP y cGMP).
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Capitulo V1. Conclusiones

Los célculos teoricos para la generacion de NO a partir de la descomposicion de compuestos
diazeniumdiolatos se llevé a cabo usando el nivel de teoria M0O6L/6-311++G (d, p). Los
compuestos en estudio se seleccionaron para evaluar el efecto del tamafio del sustituyente
dialquilamino. Todos los tautdmeros posibles de los compuestos se generaron por protonacion.
La estabilidad relativa de los tautomeros varia en fase gas y en disolucién acuosa. El
tautomero protonado H1 tiene la menor energia libre AG tanto en fase gas como en fase
acuosa. Cuando es comparado con el resto de los tautomeros protonados el valor AG nos
indica que, ademas de H5, todos los tautdbmeros protonados serian capaces de liberar el dimero
de NO. Sin embargo, sus energias libres de disociacion AGgis Son significativamente mayores

a la correspondiente al tautdbmero protonado H5.

Los resultados muestran que el valor de energia libre de hidratacion AGyjg de los tautémeros
protonados H5 corresponden a una interaccion fuerte de solvatacion con el agua. Lo que
permite la liberacion del NO en los compuestos NONOatos de la familia diazeniumdiolatos
dialquilaminos. Por lo tanto, se sugiere que la descomposicién de los NONOatos para generar
NO indica con el incremento en tamafio del sustituyente dialquilamino ocurre via la
protonacién sobre el nitrogeno amino. Esto significa que los tautdbmeros protonados H5,
asignados a la protonacion sobre el nitrégeno amino, provocan la disociacion exotérmica de
los NONOatos produciendo la liberacion de una amina secundaria y un dimero de NO. El
analisis del mecanismo de descomposicion de los NONOatos para generar NO indica que el
tautdbmero H5 del NONOato 1 estd ligeramente favorecido con la menor energia libre de
disociacién, sin embargo, no se observaron cambios significativos en los perfiles energéticos
con el incremento de la cadena del sustituyente dialquilamino. Algunos estudios previos
realizados sobre los compuestos dimetilamina diazeniumdiolato y dietilamino
diazeniumdiolato (DEA/NO), reportaron resultados estructurales y del mecanismo de

liberacion de NO comparables con nuestros resultados.

Los valores de pK, y NBO dieron indicios del comportamiento acido y de las densidades de
las cargas atémicas del tautomero protonado H5 de los NONOatos 1-5, involucrados

directamente en el mecanismo de liberacion de NO. En este contexto, es importante conocer
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los detalles del mecanismo de reaccion por el cual los dialquilamino NONOatos se
descomponen para producir NO, ya que se ha demostrado que es una molécula sefial de gran
importancia para inmunologia, neurobiologia y cardiologia. Sin embargo, son necesarias
algunas mejoras para la optimizacion de las estructuras de estado de transicion en fase gas, las
cuales conducen a los productos, sugiriendo que estas estructuras se encuentran en minimos
poco profundos sobre la superficie de energia potencial con barreras de energia de

descomposicion pequefias.

Los resultados obtenidos en este trabajo son valiosos para el disefio de otros compuestos
donadores de la familia de los NONOatos. Una perspectiva de este trabajo es estudiar
NONOatos con estructuras zwitterionicas con aminas terminales protonadas. Para ello se
sugiere una investigacion detallada del enlace de hidrogeno intramolecular de los diferentes

tautomeros protonados como una interaccion estabilizadora en solucion acuosa.

Respecto al estudio de diferentes conformaciones de CNBD del canal HCN interaccionando
con cAMP y cGMP a través de simulaciones de dindmica molecular para modelar el
mecanismo molecular en un ambiente cercano a las condiciones del medio fisiologico se
realizaron avances importantes. Considerando 500 nanosegundos de simulacion de la
dindmica molecular del homotetramero del dominio C-terminal (CNBD) del canal hHCN1
humano, se puede observar que el movimiento de la apoproteina estd caracterizado por
fluctuaciones significativas localizadas en la apertura del bolsillo de unién del ligante. Dichas
fluctuaciones se reducen significativamente en presencia de cualquiera de los ligantes, CAMP
0 cGMP, lo cual es consistente con observaciones previas. Como perspectivas de este trabajo
se pretende identificar la existencia de diferencias conformacionales que sean especificas del
ligante y posibles consecuencias estructurales para conferirles una capacidad diferenciada al
modular el CNBD vy, en consecuencia, la funcion del hLHCN1. Ademas, estamos trabajando en
la parametrizacion de la S-nitrosilacion mencionada en la metodologia de este trabajo de tesis,
para identificar posibles diferencias conformacionales del CNBD del canal HCN con el ligante
NO y de esta manera comparar lo observado previamente en su comportamiento con ligantes
CAMP y cGMP ademas del ligante NO mediante simulaciones de dinamica molecular en

condiciones fisioldgicas relevantes.
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Abstract

Nitric oxide (NO) is a small biological molecule dealing with several physiological processes. NO can be obtained from
different donor compounds. In this work, an analysis of the reaction mechanism for the liberation of NO' from a series of
NOMNOates: 1, I-dimethyl-3-oxotriazan- 2-olate (CH;)L,N[NIOINOT™ (1), 1,1-diethy)- 3-ovotriszan- 2-olate (CHCH ), MN(O)
NOT™ (20, 1, I-dipropyl-3-oxotriazan-2-olate (CH2CH2CH3)p NINOONO]™ (3), 1, |-dibuty|-3-oxotriazan-2-olate
(CHLCH,CH,CH,),N[N(ONO]- (4) and 1,1-dipenthyl-3-oxotriazan-2-olate (CHCH,CHCHLCH L NINIOONOT- (5) is
carried out. MOGL/6-31 1 ++G(d.p) density functional theory calculations wen: performed for obtaining the geometries and
energics of the involved species in the mechanism. Mechanism is proposed by protonation of 1-5, and then, their protonated
tautomers are involved to obtain the inkermediarics and transitions states. Tautomerization energies are found to be between
2.23 and 21 44 keal mol™! with respect to the lowest energy tautomer H1 in all NONOQates structures. Finally, as products,
the corresponding secondary amine and two molecales of NO are obtained. Geometry optimizations were carried out in
aquenus solution using SMI. Current A7 values take into account the thermochemical contributions of enthalpy and entropy
at 298.13 K. The effect of substituent size on the dissociation energy barrier was analyzed finding similar values for disso-
ciation of 1-5 MONOates. The NONDate 1 with smallest substituent has the lowest dissociation barrier of .78 keal mol™!
and leads to most energetically stable products. As alky] substituent is increased in size, the value of dissociation barrier is
increased in 1.5-2.0 keal mol~" for 2-3 NONOates. Relative pk, values and natural bond orbitals, NBO, are estimated using
for the tautomers HS where the protonation site has the most acid behavior causing the NO generation.

Keywords NONOate derivatives - DFT methods - Tawtomers - Energy profile - Dissociation energy - Relative pk,

1 Introduction

Puiblished as part of the spacial collaction of articles derived Mitric oxide (N0} is a small biological molecule involved in

from the 11th Congress on Electronic Structure: Principles and a great number of physiological functions. NO carries out
Applications (ESPA- X)L its biological functions through chemical reactions with a

specific number of biomolecules; therefore, it is important
to study in detail the molecular liberation mechanisms of NO
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from donor compounds. In recent studies, it is shown that
MO influences over wound repairing by regulating inflam-
mation, cell proliferation, matrix deposition, angiogenesis,
and remodeling processes [1]. It has also been studied that
mifrite enzymatically reacts with deoxyhemoglobin to gen-
erate NO in the red blood cells, which acts as an endocTine
carmier of MO in the circulation under low-oxygen condition.
This process is involved in the inhibition of development of
cancer [2]. Additionally, NO is part of the vascular inflam-
matory treating and heart failure [3], among other important
physiological functions. In the brain, NO acts as intemeu-
ronal messenger and is involved in many neurcnal functions
related to disorders including epilepsy, schizophrenia, drug
addiction, anxiety, major depression [4].

The amine-based N-diazeniumdiolates are extensively
used as NO donors, and their biclogical and pharmaceuti-
cal roles have been widely studied as useful pharmaceutical
tools due to their wide experimental half-lives [5]. These
compounds have a general structure X-[N(O)NO], with
amino moieties like X =RRN (called NONOates) being
extensively studied because of their ability to releass NO
in neutral media at biological level [6]. Experimentally, it is
known that diazeniumdiolate in basic solutions is neutralized
or acidified for giving decomposition to the amine and NO.
Experimentally, Keefer et al. [7] evaluated the substitution
dependency on the decomposition of diazeniumdiolates.
They determined possible intermediates along the path, sug-
gesting the protonation on the amine nitrogen at phy siologi-
cal pH as the most probable mechanism for decomposition
and measured pk, values for dialkylamino diazeniumdiolaies
[7. B]. However, the complete molecular mechanisms for
MO liberation from NONOates donors are not fully known.

From theoretical point of view, ab initio methods [9]
and density functional theory calculations have been used
to explore the NONOates decomposition for NO liberation
[10-12]. Hall et al. [9] proposed a reaction mechanism for
NO liberation using HF/6-31G(d) and MP2/6-3 1G(d) theory
levels, where the protonation sites were the oxygen atoms at
[0 N0 modety of substituted diazeniumdiolates. How-
ever, in this proposal a second protonation on the amino
mitrogen was necessary for NO release from protonated
MO dimer. Later, Dutton et al. explored the mechanism for
MO liberation from dialkylamine diazeniumdiolates using
B3LYP/6-311+Gid) and CBS-QB3 theory levels. They
obtained optimized peometries and thermodynamic prop-
erties (i.2., enthalpies and free energies for 298 K) using
PCM mode] for agueous solvation. Relative pk; values wers
obtained for protonated species of diazeniumdiolales using
their relation with AG,, parameter. The measured pk, of
4.5 for diethylamino diazeniumdicolate (DEA/MNO) was used
for the least acidic tautomer, and then, the other tautomers
weere relative to it. pk, estimation and NBO analysis showed
the oxygen in [N{OJNO]” moiety are the most basic sites

€1 Springer

on dimethylamino diazeniumdiolate, while the protonation
on the amino nitrogen leads to spontaneous dissociation to
the amine and the NO dimer [10]. In a subsequent work,
isopropylamine diazeniumdiolate (IPA/NO) was studied
for its pH-dependent decomposition. Authors predicied the
production NO &t lower pH upon protonation of the amine
nitrogen from fragmentation of the amide/NO adduct using
B3LYP/6-3114+G(d) and CBS-QB3 theory levels with PCM
and CPCM solvation models. This mechanism involved the
HMNO production from protonation of the terminal oxygen
at the [N(O)NOT™ group, the most basic site, and NO results
from double protonation process [11]. Dealing with decom-
position molkecular mechanisms of NONOates, Shaikh et al.
reported a study about spectroscopic, kinetic, and compu-
tational approaches of the NO liberation from amino dia-
zeniumdiolates. A computed energy profile for the NO
liberation from DEA/MNO using B3LYP/6-314G{d) theory
level was presentad in agqueous environment evaluated with
COSMO model. Also, the mechanism was proposed as pH-
dependent via tautomerization of protonated NONOates,
with pk, predicted to be 4.6 for DEA/NO and — 2.7 for pro-
tonated tautomer on amine nitrogen, obtaining the amine
and MO as products. Authors reported kinetic parameters
for decomposition of amino NONOates for supporting the
proposed mechanism, concluding that the rate determining
slep involves the cleavage N-N single bond for liberation of
NO dimer [12].

In the present work, the effect of the dialkyl substituent
in NOMNOates on the reaction mechanism of NO Eberation is
evaluated by MOGL/6-31 1++G(d,p) theory level. Complete
energy profiles, NBO analysis, and predicted pk, values are
presented for giving insights of reactive sites involved in the
NO liberation mechanism.

2 Methodology
2.1 Computational chemistry

Calculations were carried out by density functional theory
with MOGL functional [13] and 6-31 14-+Gid,p) [14] basis
set. All possible protonated tautomers were obtained for
NOMOates 1-5, see Fig. 1. HS is directly involved in the
regction path. Geometry optimization of reactants, inker-
mediaries, transition states, and products was obtained in
agueous solution using solvation model density (SMD) [15].
Harmonic vibrational frequency calculations were computed
using the same level of theory for all the stationary points
to ensure their assignation of local minima and transition
states. Analysis of natural bond orbital, NBO [ 16], was car-
ried out on the NONOates 1-5 and their protonated tautom-
ers at the same theory level using SMD in aqueous solu-
tion. pk, values were estimated using the Pliego and Riveros
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methodology [17] for the tautomers 1-5HS. All electronic
structure calculations were performed using Gaussian |6

program [ 18].

3 Results and discussion
3.1 Tautomers

Figure 2 presents the molecular structures for the optimized
geometries of NONOates 1-5. Non-protonated struc-
tures 1-5 are anionic structunes with £ position for [N{O)
MO~ moiety. The strong preference for the Z isomers of
the dialkylamino dizzeniumdiolate species has already been

%

Fig.2 Molecular structures for
MOMNOates 1-5 calcolated at
MDeLi6-311++HG(dp) level of
theory with SMID in water
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studied in previous theoretical studies [9-12]. Five tautom-
ers were generated in the five possible protonation sites
indicated in Fig. |. Protonation on oxygen atoms in [N{O)
NOJ™ moiety generaies the tautomers H1 and H4, while pro-
tonation on the nitrogen atoms produces the tautomers H2
and H3. Protonation on the amino nitrogen generates the
tautomer HS, which is used for NO liberation mechanism.
Table | summarizes the selected bond lengths for
NONOates 1-5 and their protonated tautomers H1-HS
in MO6LSE-3114++G(d.p) theory level in agueous solva-
tion with SMD. It can be observed the 01-N2 is increased
from non-protonated NONOates to their corresponding
tautomer H1 while for H2-HS tautomers decreases. For
N2-N3, a significant increase is observed for tautomer
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Table 1 Selected bond lengths {in A) of NONOates -5 and their
protonzied tantomers HI-HS calcolated at MOsLSs-311++G(dp)
level of theory with SMD in waier

Table2 Selected angles (in °) of NOMNOates 1-5 and their protomated
tautomers HI-HS calculated at MOSLA-31 1++G(d.p) level of theory
with SMD in water

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
O1-MN2 O1-N2-N3
Mom-protonated 1.285 1.285 1.285 1.285 1.285 MNon-proto- 11372 113640 11367 11364 11366
H1 1368 1355 1355 1355 1355 naed
HZ 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250 H1 10972 11034 11035 110.33 11036
H2 1139 L4l L4l L1ar 1241 H2 12293 12300 12199 13300 133400
H4 1357 1251 1357 1953 1253 H3 9883 10179 10176  10L80 10188
HS 1267 1.266 1.266 1.766 1.766 H4 11326 11322 113.22 113.20 113.21
NI_N3 H3 11320 11306 11308 11300 11310
Momprotonated 1305 1306 1306 130 130 NZN3O4
H1 1290 1,781 1.781 1,781 1.281 Non-probo- 12629 126401 12609 12608 12608
HZ 1305 1.306 1.306 1.306 1.306 nated
03 1we 190 196 190 L9 HI1 12397 1285 12455 12453 1453
HA 1301 L L 1307 1307 H2 12241 12228 12232 17234 17133
H5 1315 1316 1316 1316 1316 H3 101,74 10481 0484 10489 1498
NLO4 H4 11997 11977 11977 11975 11976
Nomprotonated 1290 1290 1790 1290 1200 H3 13214 13156  13led 13168 131e7
HI 1.260 1.259 1159 1.259 1.259 NI-N3-04
H2 1245 1246 1246 1.245 L245 Nﬁl:;;i'um- 1235 1233 12033 1228 1332
H3 e S B H1 11872 12231 12233 12234 1235
H[_E‘t ;3;: ;‘;_:? :'zf : ';:? t;:f H2 12483 12492 12492 12492 12492
- - - . . H3 11702 12099 12099 1209 12003
NA-N3 Ha 11839 11839 11841 11841 11842
Nomprotonated 1290 1431 1432 1433 1432 HS 11757 11751 11750 11748 11748
HI 1.396 1.433 1.433 1.433 1.433 OLNLNL
HZ 1.436 1.432 1434 1434 1434 04
H3 1454 1447 1447 LB LS Mon-proto- 000 008 000 0.00 0.00
H4 1.368 1365 1366 1366 1366 nated
H5 1.492 1.481 1.484 1.483 1483 H1 183 008 0D 000 001
. - H2 0le 0.00 0D 0.0 00
Numerical comention is usad as Fig. | H3 111 51 -502  —460 43
H4 031 014 0.39 047 038
vl
H3 (1.96-1.99 ﬁ}whi]e? the rest of tautomers keep up a 0[;[—SN2—N3— 0= ol o0 oo o0
value about 1.28-1.31 A close to that in non-protonated NS
NONOEI.BSF. Also, N304 j5 l]ﬂl}' increased for tantomer Non-proto- —179.99 179.83 179.99 179.98 —179.99
H4 (1.39 A) from non-protonated NOMNOates, while the nated
others maintain a value close to non-protonated NON- HI —17281 —17973 17998  179.99 —179.95
Oates (1.25-1.20 A). For N3-N3, a slight increase is H2 -17985 —179.99 17999 I7T9.98 —179.99
observed for protonated tautomers from non-protonated H3 —-11994 13596 — 13573 — 13535 13523
specie except for tautomer H4. In this case, it is relevant H4 17954 17940  I7ET1 17845 17871
to underline that for non-protonated NONOate 1 and its H3 -179.66 —17998 17999 17995  179.99

tautomer H1, the distance N3-N3 is smaller than the rest
of NONOates 2-5. Bond length N3-N5 was previously
reported as 1.491 A at BALYP/6-31 14+Gid) [10] for tau-
tomer 1-H5 and 1.51 A and B3LYP/6-314+G(d) [12] for
2-HS5, and both values are in agreement with our results.
In general, according to Table 1, it can be observed that
the values of bond lengths are kept up as the dialkylamino
substituent is increased for NONOates 1-5.

&1 Springer

Numerical comvention is used as Fig. |

With respect to bond angles, in Table 2, the value of
angle O 1-N2-N3 was kept up for tautomers H1, H4, and
HS5, while for H3 decreased in about 10°. Also, an increase
ahout 10° was observed for H2 in all NONOates. On the
other hand, for N2-N3-04 a dacrease is observed for H3,
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while an increase is found for HS. For N3-N3-04, values
are kept up around the value of 1207 of non-protonated spe-
cies. Similar values for angles O1-N2-N3, N2-N3-04, and
N5-N3-04 were reported by tautomers of NONOate 1 and
2 in references [ 10, 12], respectively.

For dihedral angle O 1-N2-N3-04, it is observed that all
tautomers for NONOates 1-5 prefer the Z conformation for
[MN{O)NO]™ group. Only, slight deviations are observed for
tautomer H3. For (01-MN2-N3-N35, the tautomer H3 suffers
significant deviation for the conformation of dialkylamino
substituent with respect to [N(OINO]™ group, while the rest
of the tautomers maintain the atoms of the [N{O)NO]~ group
coplanar with amine nitrogen of the dialkylamino substituent
(values in reality of 1807), see Table 2. Details of optimized
structures are given in the SM in Table 1.

The optimized non-protonated NONOates in gas
phase are predicted to be relative electronic energies
AE =68.0-71.0 kcal mol™! and relative free energies
AG =640-66.0 keal mol™" higher than those calculated
with SMD solvation in water {as present in Fig. 2). However,
the tautomers H1-HS have only AE, =4.3-25.0 keal mol™!
and AG,=4.0-230 keal mol™" with respect to optimized
geomelries in SMD. Relative free energies in gas phase
and agueous solvation free energies are shown in Table 3.
Detailed values for energies are summarized in Table 52 In
general, the tautomerization free energies are endergonic
in water. Optimization in water predicts tautomer H1 is the
most energetically favorable, closely followed by tautomers
H4 and HS for the five NONOates. Considerable stabiliza-
tion is observed when the aqueous solvent effect is taken
into gccount including the thermochemical contributions of
enthalpy and entropy at 298.15 K for change of standard
state at | bar pressure and | M concentration. The relative
free energies follow the trend H1 <H4< H2<H3<HS in
gas phase and H1 < H4 < H5 <H2 < H3 in agueous solu-
tion using SMD. This last trend i= similar to that reported
previously for dimethylamino diazeniumdiolate in Ref. [ 10]
using CB5-QB 3 with PCM model and for DEA/NO reporied
in Ref. [12] using B3LYP/6-31+G(d) with COSMO model
for solvation. The great stabilization of HS tautomer in the
five NONOatezs with SMD solvation could be atiributed
to the disposition for the spontaneous dissociation in gas
phase observed in protonated amino dizzeniumdiolates as
it was obtained in previous study using B 3LYP functional
[10]. In our case, using MOGL/G-31 1 4++Gid,p) theory level,
although the fully optimization in gas phase does not lead
to the dissociation of NO dimer, a lengthening of the bond
distance N3-N3 (1.528, 1.534, 1.530, 1.554, and 1.517 &)
is observed with respect to their corresponding bond lengths
in solution phase (1.492, 1481, 1.484, 1.483, and 1.483 ﬁ;}l,
see Table 3. Values of hydration free energies, calculated
as Afy,= G, — G, where s indicates solution phase and
g indicates gas phase, show higher negative values for

Table 3 Calculated AG (in kcal mol-') of NONOates 15 and their
protonated tautomers HI-HE at MO&LAs-3114++Gid.p) level of the-
ory in gas phase and SMD in water

NONOaE Al Ao Ay
1 34773 26304 ~&419
1-H1 0,00 000 0.0
1-H2 1597 10,81 -5.15
1-H3 0 1937 —( 84
1-H& 489 154 -134
1-H3 7.0 0,45 ~17.55
2 343 85 2102 — 6282
2H1 0.00 0.00 0.0
2H2 1333 BT -4.95
2H3 163 .35 —137
2H4 227 27 —00d
2H5 2576 556 ~19.69
3 34304 26133 —&1.70
3HI1 0.0 000 0.0
3H2 13.15 ET1 ~4.43
3H3 2190 I3 -118
3H4 208 2.47 039
3HS 158 604 —16.53
4 24267 28141 —§1.38
&H1 0.0 000 0.0
&H2 1304 AT -4.17
&H3 7214 2111 —1i2
&H4 213 282 069
&H5 2183 .22 ~1581
5 34279 2E1TR — .50
SHI 0,00 000 0.0
5H2 1292 597 ~395
5-H3 2198 7144 ~(1.54
5H4 214 257 0.42
5-H5 168 541 ~ 1677

non-protonated species, followed by tautomers HS. AG,
can be used as a measurement of the interaction between
the solute with the solvent. In this case, negative values of
A, comespond to 4 strong interaction between the com-
pound with the water molecules for tautomer HS, which
is proposed as the more labile reactant for liberation NO
mechanism.

3.2 Reaction mechanisms

Upon optimization in gas phase of minima structures of tau-
tomers H1-HS of NONOates 1-5, spontaneous dissociation
does not occur; however, transition states (TS) and inerme-
diary structures (Int) in the path are directly dissociated to
the amine and the NO dimer. In order to obtain the AGeyp,
all necessary thermodynamic contributions were taken into

&) Springer
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account to perform calculations in gas phase from fully
optimized geometries at MOGL/G-31 1++G(dp) theory level
with SMD in water as single-point calculations. The pres-
ence of single imaginary vibrational mode in each transition
state structure was verified through frequency calculations at
same level of theory with SMD. Table 4 collects the relative

Table 4 Free energy values, AG (in keal mol~") of species imvolved
in the reaction mechanism of liberation of MO from tastomers 1-5-
HE calcalated at MOsL/&-311++Gi{dp) level of theary with SMD in
waler

free energies for the species involved in the reaction mecha-
nism of MO liberation from tautomers HS of each NONO-
ate in agqueous solvation. Dissociation barriers for tautom-
ers HS via TS 1-5-HS are found at 4.8-6.7 keal mol™". &
slight increase in the A G, for dissociation is observed when
dialkylamino substituent is increased in size. The general
behavior of energy profiles for decomposition of tautom-
ers 1-5-H5 can be observed in Fig. 3. Tautomer 1-HS was
predicied to provide the smallest barrier to N3-N35 cleavage
as reaction coordinate in the exothermic dissociation to the
products, obtaining the most energetically stable products

NONCae Al g Alfy as amine 1 and two NO molecules. For tautomers 1-4-HS,
when dialky lamino substituent is increased, the energy bar-
-3 000 DD:! rier is slightly affected. The energy barriers for decompo-
T51-HS 478 1766 sition of TS 1-5-HS of tautomers H1-H4 differ by only
fakl-H3 — 4ol EE"T'r .5 keal mol . These results indicate that tautomers H1-HS
f;:ﬂ IO _:'Jﬁ “;; possess similar energetic profiles and would be expectad to
- ) decompose at similar rates even though the alkyl substitu-
T52-H3 629 lS..ZS ent is increased. The transition states found for the decom-
tri-H -0 62 position of tautomer HS of DEA/NO has been reported as
Amined+ N0 329 7138 17 keal mol! in Ref. [12], which value is very higher
3 "_m (00 compared to our value of 6.29 keal mol™!. However, the
TS3-HS 6.0 l?']z_ structure for TS2-HS is found to be similar geometry with a
Int-H3 - LIg 2636 yalue for N3-N5 of 1.89 A and wN3-NS stretching) = 1461,
Aming3+ N0 - 343 ZLIL o' [12] in comparison with our value of N3-N5=1.882 A
+H3 00 000 and WNI-NS stretching)=286i, cm . It can be attributed
TAEHS 631 e to the different methodologies used. Details of optimized
["m_'HS -l o structures and computed energies of species involved in
Amined+ N0 -39 .31 decomposition mechanism are given in Tables S1 and 52.
FH3 "_m . The values for dissociation barriers are consistent for all
TESHS 612 19.31 NOMOates calculated. The energy profiles illustrating the
faksH3 -9 634 decomposition of tautomers 1-HS and 5-HS for the forma-
Amine3+ N0 — 33 74 tion of their corresponding secondary amines 1 and 5 and
entrzy prfisfor ecompost " NONO] NrHR,
tion of tantomers 1-5-HS for |
the liberation of NO calculated —_
at MOBLS&-311++G{d p) bevel JS
of theory. Reac refers reactant, E 40—
TS is transition state, Int is Tﬂ
iniermediary, and Prod refers =
product - ]
2 [NONOINH-R, J
g 00— Y INONCH - N'HeR,
o
b 7 1-HE
2 2aH5
& =0 3-HE
& ] A-HS NH-R, + 2NC
5-H5
o0 | | | |
Reac TS Int Prod
&) Springer
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liberation of NO are shown in Fig. 4. The energy profiles for
tautomers 2-4-HS are illustrated in Fig. S1.

1.3 pK; calculations and NBO analysls

As it has been mentioned, the tautomeric species 1-5-HS
are the direct participants in NONOates decomposition.
Therefore, estimated pk, values were calculated from tau-
tomers HS and their comesponding non-protonated species
1-5. The loss of proton from NONOates 1-5-HS produces
to five different non-protonated species according to the fal-
lowing Scheme |.

Table 5 summarizes the values of relative free energies
in gas phase and the solvation free energies for tautomers
1-5-H5 and their non-protonated species 1-5 using MOGLAG-
31 14++G(d.p) level of theory. The results show that tautomer
5-HS with the largest substituent is more stable than tau-
tomer 1-HS at — 314.3 Hartrees. For non-protonated NOMNO-
ates, 5is 3.20 keal mol ' more stable than 1.

The theoretical pk, values were obiained with the objec-
tive to get insights about adequate physiological conditions
to proton loss when the liberation of [N(OINO]™ groups is
carried out. Estimated pk, values were found based on the
thermodynamic relations proposed by Pliego and Riveros

Fig.4 Energy profile illus- :
trating the decomposition of (a) -
tantomera 1-HS and b 5-HS for P
the formation the corresponding A0 — :
secondary amine and liberation 4 ..«w,.r
of N calculsied at MOBLIS i ok T |
31 1++Gid.p) level of theory ‘E & # T8 1H5
2 a0
! :
=,
g o0 — L 1=HS
d . 2
g | e
. <7 4
= 4p— s A s
: AR e
[V . v
T Amina 1+2H0
20 i :
Reaction coordinate
by
a0 —

-
=l
|

=

Relative froe energy (keal mol=1)
b a
=
|

=40

Reaction coordinate
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Scheme 1 F-:n‘maﬂu‘_n of 04 DL
non-protonated species from N %N
7 Mz

NOMNOates 1-5HS H :, o + H0 = .'| + Ha.'D‘

\.@___.-Na,'", --"NJ-

RAW Y5 04 o > e
R ﬁ

R=-CH; (1}; -CH;CH; (2); {CHz)rCHy (3); ACHg ) CH; (4); {CHZ)-CH; (5)

Table 5 Relative free energy values in gas phase (7)) (in Harimees)
and solvation free enerpy values (A7) (in keal mod™") for teutom-
ers 1-5-H5 and non-protonzied species 15 imvolved in the reaction
mechanism of liberation of N0 calculated at MOGL/G-311++G0dp)
level of theory

NONOwe G°, AGP,  NONOwe G, AG",

I-H3 000 —3208 1 000 — 6053
2H3 -850 3197 2 ~TRS1 RT3
IH3 ~157.18 —3148 3 ~15T18 - 6760
4H5 -23576 -3100 4 ~235T6 - 6702
SH3 -31434 —3058 3 ~31434 - 6633

[17] and following the acid-base theory according to
Scheme 1. The equation used for estimating pk, value is:

0

AGL
P, = T2 - log [1;0)]

where AGY | is the difference of free energy between the
species in agueous solution, which is related to equation
AAGY, = AGL, +AGLy o —AGL,, —AGY,  The
solvation free energies of neutral species and their corre-
sponding conjugated species as well as the waier molecules
were calculated using SMD model. For minimizing the cal-
culation error in the computed pk,, the experimental value
of the free energy solvation for ion H,0% of
— 110.2 keal mol ™" was used, as it was suggested by Pliego
and Riveros [17].

Table & shows the calculated pk, of NONOakes 1-5HS5.
Deprotonation of -NH group is associated with the pk, val-
ues in ascending order. It means as the alkyl substituent is
increasad, a change in the pk, value is observed from nega-
tive to positive values. Also, it is important to observe that
deprotonation of N5 atom is favored in agueous solution
when the alkyl substituent is increased.

Previous theoretical pk, estimations have been carried
out using the wlation pk,=— 0THAAG ) +4.5 for N-pro-
tonated dimethylamino diazeniumdiolate with pk,=—-8.9
relative to 4.5 of the least acidic tautomer of DEA/NO. In
this case, authors used the experimental pk, of 4.5 of the
DEA/MNO, which is not that of the reactive site leading to

€] Springer

Table& Solbvation free enerzy (AAG™) (in keal mol') and theareti-
cal pky of tautomers 1-5-HS involved in the reaction mechanism of
M) liberation calculated at MO&L/6-31 14++G(d p) level of theory

NONOaE AAGY (keal mol~') pk,

1-H5—1 — 177 85 -6
2-H5—2 - 17195 - 18
3-H5—3 - 16832 0.5
LH5—4 - 16422 34
5-H5—5 — 16065 56

decomposition. However, in their study these authors indi-
cated that longer half-lives for NO production could arise
by lowering pk, of the amino nitrogen when the basic sites
in the substituents are protonated [10]. Using the same
approach, the pk, value for DEA/ND was theoretically esti-
mated as 4.6 and the N-protonated DEA/NO tautomer was
estimated as — 2.7 [12]. The pk, predicted for IPA/NO was
of 4.0[11] using the method of Pliego and Riveros [13].

The natural bond orbital, NBO, analysis was realized
on the tautomers 1-5-HS for determining the electrostatic
and bonding properties of these protonated species. Partial
atomic charges of the atoms of [N(OJNO]™ moiety from
NBO analysis are summarized in Table 7. In general, simi-
lar values of atomic charges are obtained for the NONOates
when the substituent is increased.

Partial atomic charges were previously reported [10] for
[MNIO)NOT™ group using NBO analysis obtaining similar val-
ves (—0.60,0.00, 0.26, —0.6%, and — 0.37) to the reported in
Tablke 5 (—0.68, 0,02, 0.267, — 0,681, and —0.36) for non-
protonated NOMNOate 1.

Figure 3 illustrates the NBO molecular graphs, as it
can be ohserved no significant change is obtained with the
increases in substituent. It means net charge is preserved in
[NIONOT™ group.

According to the charge distribution of the tautomers
1-5-HS5 analyzed in Table 7 and Fig. 3, dipole moment
{DM) was calculated to correlate the charge distribution in
the non-protonated NONOates and protonated tautomers.
Table 8 shows that DM values for tautomers 1-5-HS are
considerably larger than the other tautomers with values
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Table 7 Matural bond orbitals (NBO) of NOMOates 1-5 and their
protonzied tautomers HI-HS calculated at MOsLAs-3114+4+G(dp)

level of theory in SMID in water

1 2 3 4 5
o1
Non-protonated - 0682 - 0679 -0L679 —0.679 —0.679
H1 -0545 -0519 -051% -0519 -0.519
H2 -0528 -0524 -03525 -0515 -03535
H3 —0130 —0140 -0140 —0.140 0141
H4 —0539 -0537 -0538 -053EF -0.538
H3 -0607 -0602 -0602 -0602 -0.602
N2
Non-protonated Q.07 0030 003 0030 0030
H1 —{0.003 0es  00es 0066 D066
H2 01138 0118 QI8 0118 Q118
H3 0174 0282 082 0282 0282
H4 0.162 0led Oled 0185 0165
H5 0040 0039 0039 0039 0039
N3
MNonprotonated 0267 0280 02e0 0261 0.261
HI 0372 0345 0Ms 03s 03de
H2 0.357 0350 0350 0.35] 0351
H3 0.036 0.028 0030 0030 0031
H4 0137 0Im 0127 0IR 022R
H3 0.0 0263 0263 0264 024
04
Noo-protonated —0.681 -0.684 -0683 -0683 -0.683
HI —0.556 —-0544 -0543 -0543 0543
H1 —0.508 -0510 -0500 0509 -—-0509
H3 -0.599 -0629 -0628 -0629 -0.629
H4 —0.551 -0553 -0553 -0353 -0.353
H3 —0581 -059%0 -D588 0588 -—05E8
N5
Nom-protomated —0.362 -0.376 -0371 -0389 -0.369
HI -0.2Z78 -0.351 -0345 -0345 -0.344
H1 —0352 -0370 -03s85 -0383 -0363
H3 —0371 -0374 -0389 -03s88 —0368
H4 -0.308 -033 -03X -0313 -0322
H3 -0.265 -0.X75 -0.I01 -02:9 -0.269
Ci-R}
Nom-protonated —0.360 -0.166 -0.162 -0.140 -0.159
H1 -0.369 -0.169 -0.166 -0.163 -0.162
H2 -0363 -01a7 -0.164 -0.1s1 -0160
H3 —0.375 0177 0173 -0.1M 0169
—0366 —0.169 —0.166 -0.183 —0.163
H4 —0.357 -0.161 -0.158 -0.155 -0.154
H3 —0.349 -0.152 -0.151 -0.147 -0.147

around 14.4 Debyes being similar to non-protonated spe-
cies. It could indicate that charge and the substituent size
play an important role in the DM value. DM is significantly

increased when the size of dialkyl substituent increases of
11.1-14.7 Debyes in non-protonated species and 3.6-14.5
in the protonated tautomers. However, as it can be observed
in Fig. 5 the charge distribution does not vary and, as a
consequence, the DM direction either when substituent is
increased.

Our calculations suggest a mechanism of decompo-
sition via the direct protonation of the amine nitrogen as
in early experimental [8] and theoretical [10-12] studies
has suggesied. Our calculations indicate slight variation
in the dissociation barrier through the protonation of the
amino nitrogen, tautomer HS, leading to decomposition
for dialkylamino diazeniumdiolates when the dialkylamino
substituent increases its size. Although NONOates can be
protonated in five possible protonation sites, the NO libera-
tion only occurs favorably and directly from tautomer HS.
NOMNOates with substituents that contain terminal amines
are currently being studied in more detal in order to study
the effect of substituents with different chemical properties
and size.

4 Conclusions

The theoretical studies for NO generation from diazeni-
umdiolate decomposition was performed using MO6L/6-
31 1++G(dp) density functional theory calculations. The
dialkylamino species were selected for increasing the sub-
stituent size, and all possible tautomers were penerated by
protonation. The relative stability of the tautomers varies in
the gas phase and in agueous solution.

The results suggest that the decomposition of
dialkylamino diazeniumdiolates for NO generation with
alkyl substituents increasing its size occurs via protonation
on the amino nitrogen. It means the tautomers HS, assigned
to the protonation on the amino nitrogen, provoke the exo-
thermic dissociation of NONOates to cormesponding second-
ary amine and NO dimer. The analysis of the mechanism
of decomposition of NONOates to generate NO indicates
that tautomer HS of NONOate 1 is slightly favomed with the
smallest free energy dissociation; however, no significant
changes are found with the increase in the dialkylamino sub-
stituent chain. Previous studies were performed on dimethyl-
amino diazeniumdiolate and diethylamino diazeniumdiolate
(DEA/NO), which are in agreement with our structural and
mechanistic results. The pk, and NBO values provide insight
into acid behavior and the atomic charge densities for tau-
tomer HS of NONCates 1-5.

In this context, it is important to know the mechanistic
details by which dialkylamine NOMNOates are decomposed
to produce NO, because it has demonstrated to be a signal-
ing molecule of great importance for immunology, neuro-
biology, and cardiology. Improvements are necessary to
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Fig.5 MNBO molecular praphs
of tautomers 1-5-H5 calculated
at MO6LAe-31 14++G{d.p) level
of theory in SMID in water
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optimize the transition structures in gas phase which led
to the products, suggesting these structures lay in shallow
minima on the PES with small decompaosition barriers. It
should be attempted for dealing with other further strat-
egies for calculation. The results obtained in this work
should be of value for the design of other NONOates
donors of NO. NONOates with zwitierionic siructures with
protonated t2rminal amines are currently being studied in
more detail. We suggest further investigation about the
intramolecular hydrogen bond of the different protonated
tautomers as a stabilizing interaction in the aqueous solva-
tion. Also, an important perspective of our reszarch group
is the study of different conformations of CNBD of HCN
channel interacting with MO through dynamic molecular
simulations for modeling the molecular mechanism close
to the physiological medium conditions.

Table & Dipode moment DM (in Debyes) of NOMOates 1-5 and their
protonzied tautomers HI-HS calculated at MOsLfs-311+4+G(dp)
level of theory in SMD in water

NONOate 1 2 3 1 s
Monprotonsed 11141 12119 13421 13931 14652
HI 474 3775 363 3BT 3630
H2 7981 8081  EOl4  E10 805
H3 5567 4052 A4 4050 4045
Ha 5716 5781 5647 5815 5636
HS 4401 14448 14372 14488 14346
€1 Springer
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5 Supplementary material

Cartesian coordinates and energies of the different com-
pounds optimized at the MO6L/6-311++Gid,p) level of
theory and energy profile for decomposition of tautomers
H3.
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