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Resumen 

Los canales HCN (Hyperpolarization-actived Cyclic Nucleotide-gated channels) son proteínas 

de membrana responsables de la actividad eléctrica de las células excitables. Además, son 

activados por hiperpolarización y regulados por unión a nucleótidos cíclicos y óxido nítrico 

(NO). Para estudiar el mecanismo de descomposición del NO es necesario contar con 

compuestos que liberen NO a los sistemas biológicos. Las sales de diazeniumdiolato 

(NONOatos) constituyen una clase versátil de donadores de NO y debido a que este 

mecanismo sigue siendo de interés, en esta tesis se describe el mecanismo de liberación del 

NO a partir de NONOatos mediante un enfoque teórico basado en la teoría del funcional de la 

densidad (DFT), para después evaluar los sitios de interacción de los ligantes con el dominio 

de unión a nucleótido cíclico (CNBD) del canal HCN mediante simulaciones de dinámica 

molecular. Nuestra propuesta de mecanismo de liberación de NO surge del estudio de 

protonación en los NONOatos (1-5). Se evaluó el papel del tamaño del sustituyente 

dialquilamino en la estructura de los NONOatos (15) y se observó que los tautómeros 

protonados  (H1H5) están involucrados en la generación de los productos. Se propuso que el 

tautómero 1-5-H5, protonado en el nitrógeno del amino del grupo diolato, genera el estado de 

transición para llevar a cabo el mecanismo de liberación de NO. Los resultados muestran que 

el valor de energía libre de hidratación del tautómero H5 para todos los NONOatos es el 

reactivo más lábil y que 1-5-H5 presenta la barrera energética más pequeña para la disociación 

exotérmica, generando una amina secundaria y dos moléculas de NO. Por otro lado, se 

investigaron las interacciones y consecuencias conformacionales de los nucleótidos cíclicos, 

cAMP y cGMP, en el dominio C-terminal (CNBD) de los canales HCN mediante 

simulaciones de dinámica molecular. El CNBD del canal HCN1 se estudió en tres 

condiciones: CNBD (apoproteína), CNBD/cAMP y CNBD/cGMP, en la ausencia del dominio 

transmembranal. Los resultados de las simulaciones sugieren que el movimiento de la 

apoproteína está caracterizado por fluctuaciones significativas localizadas en la apertura del 

bolsillo de unión de nucleótidos cíclicos. En presencia de cualquiera de los ligantes dichas 

fluctuaciones se reducen significativamente, lo cual es consistente con observaciones 

reportadas en la literatura. 
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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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Capítulo I. Introducción 

 

La corriente iónica activada por hiperpolarización (IH) es transportada por los canales 

activados por hiperpolarización y por unión a nucleótidos cíclicos (HCN). Los canales HCN 

pertenecen a la familia de canales de potasio dependiente de voltaje KV y a la superfamilia de 

los canales catiónicos que incluyen a los canales activados por unión a nucleótido cíclico 

(CNG) [1]. Estos canales son débilmente selectivos para iones K
+
 con respecto a iones Na

+
, lo 

que genera una proporción de permeabilidad (PK+/PNa+) de 3-5 y son todavía menos 

permeables a iones Ca
2+

. Esta selectividad débil que expresan, entre los iones K
+
 y Na

+
, es una 

característica 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 IH 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 fisiólogos e investigadores que trabajan en disciplinas del área biomédica 

[2, 3].  La IH está involucrada en la actividad rítmica de los circuitos neuronales entre otros 

procesos fisiológicos importantes. Por ejemplo, se ha visto que juega un papel importante en el 

inicio y en la regulación del latido del corazón (conocida como corriente marcapasos), está 

involucrada en el control de la actividad rítmica de los circuitos neuronales (en tejidos 

neuronales como el tálamo) y contribuye a otros varios procesos neuronales, incluyendo la 

determinación del potencial de membrana en reposo, la integración dendrítica y el 

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

La activación de la IH se ve facilitada por la unión del cAMP (Adenosín 3’,5’Monofosfato 

Cíclico) al CNBD del canal HCN, la cual induce un desplazamiento de la dependencia de 

voltaje hacia voltajes más positivos y actúa de manera independiente a la proteína quinasa A 

(la cual a su vez activa la fosforilación) [2, 3]. Con base en la literatura [4] el canal HCN 

normalmente está en su configuración inhibida pero la unión con el ligante cAMP cambia esta 

inhibición a una configuración abierta en la que la probabilidad de apertura aumenta 

considerablemente [5]. El ligante cGMP (Guanosina 3’,5’ Monofosfato Cíclico) 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 IH de los canales HCN [5, 6]. 

La literatura nos indica que los ligantes naturales de los canales HCN como el cAMP y el 

cGMP al unirse al CNBD de los canales HCN aceleran la apertura del canal y la diferencia de 

potencial de activación se desplaza hacia valores más positivos, es decir que, a un valor de 

diferencia de potencial dado, el flujo de la corriente IH es significativamente mayor con la 

unión de cAMP y cGMP al CNBD de los canales HCN que en la configuración de apoproteína 

[4-6].  

Por otro lado, el Óxido Nítrico (NO) es un gas mensajero que actúa como ligante natural 

modulando la excitabilidad eléctrica de la IH en los canales HCN en sistemas neuronales 

mediante la vía de señalización NO-cGMP y de manera directa mediante la modificación 

postraduccional S-nitrosilación [7]. Este NO mensajero es un modulador que actúa 

directamente en muchos tipos de neuronas del sistema nervioso central (SNC) de mamíferos y 

de manera independiente de las entradas sinápticas, debido a su simplicidad química es capaz 

de trasferir señales gracias a los rápidos cambios en su concentración local. Sin embargo, esta 

información en forma de señal 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 

espontáneamente por una reacción que involucra al O2 y al grupo hemo de las proteínas. El 

incremento de concentración local de NO puede trasladarse rápidamente como señal 

intercelular debido a que el electrón desapareado del NO se une a los metales de transición con 

alta afinidad química. En efecto, la interacción con el grupo hemo activa el guanilato ciclasa y 

esto incrementa la síntesis de cGMP intracelular [7, 8]. El NO está involucrado en un gran 

número de funciones fisiológicas en sistemas biológicos, por ejemplo, a nivel neuronal está 

involucrado en diferentes procesos relacionados con la sinapsis, neuroplasticidad y 

comunicación neurovascular [7].  

Así, la función de los canales HCN está modulada por la unión con sus ligantes naturales 

endógenos cAMP, cGMP y NO. Por lo que es importante estudiar mecanismos moleculares de 

liberación de NO a partir de compuestos donadores, para posteriormente, identificar posibles 

diferencias entre la interacción del CNBD con el cAMP y cGMP.  
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Los compuestos aminoNONOatos son moléculas fisiológicamente relevantes como 

compuestos donadores de NO debido a que su descomposición no es catalizada por tioles o 

tejidos biológicos, a menos que sean diseñados específicamente para esto, además la tasa de 

liberación es predecible y controlable en condiciones experimentales. Es por eso, que en este 

trabajo de tesis se presenta, por una parte, el estudio teórico de un mecanismo de reacción de 

liberación de NO a partir del compuesto diazeniumdiolato, donador de NO, usando una 

metodología basada en la teoría del funcional de la densidad (DFT),  proponiendo un 

mecanismo de reacción de liberación del NO; mientras que en la segunda parte, se estudia la 

interacción de los nucleótidos cíclicos cAMP y cGMP con el CNBD de los canales HCN en 

tres condiciones fisiológicas relevantes: CNBD (apoproteína), CNBD/cAMP y CNBD/cGMP, 

utilizando simulaciones de Dinámica Molecular y considerando la región C-terminal del canal 

HCN en solución acuosa. Se han considerado también cambios conformacionales con y sin 

unión al ligante. 

Este trabajo de tesis se divide en 6 capítulos:  

El capítulo I es una introducción a la fisiología general del canal HCN en interacción con sus 

ligantes naturales, cAMP, cGMP y NO. En este capítulo, se detalla la estructura general de la 

tesis. Además, se plantea la hipótesis de este trabajo de tesis, así como el objetivo general y los 

objetivos particulares de las diferentes etapas establecidas en la tesis.  

El capítulo II, Antecedentes, presenta los detalles estructurales y fisiológicos del canal HCN y 

sus ligantes. Se dan a conocer los procesos químicos en los cuales el NO se une al canal HCN: 

la vía de señalización NO/cGMP y la S-nitrosilación. Se consideran las propiedades de los 

donadores de NO a nivel molecular. Se describe el mecanismo de reacción de liberación de un 

compuesto donador de NO conocido como sal dietilamonio. 

 En el capítulo III se revisan los fundamentos teóricos, tanto de la parte del mecanismo de 

liberación de NO, como de la simulación de dinámica molecular. 

En el capítulo IV se describen los métodos computacionales utilizados, así como las técnicas 

para llevar a cabo el trabajo de tesis.  
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En el capítulo V se presentan los resultados obtenidos y se discuten las principales 

aportaciones sobre el mecanismo de liberación de NO y el perfil energético de la sal 

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

En el capítulo VI se presentan las conclusiones de la tesis. Por último, se enlistan las 

referencias utilizadas.  

 

Hipótesis 

Es posible desarrollar una metodología teórica para estudiar el mecanismo de liberación de 

NO a partir de donadores aminoNONOatos fisiológicamente relevantes mediante cálculos 

basados en la metodología DFT, para posteriormente evaluar los cambios conformacionales 

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

ambiente fisiológico utilizando la técnica de simulaciones de dinámica molecular. 

 

Objetivo general 

Describir el mecanismo de liberación del NO a partir de compuestos aminoNONOatos usando 

cálculos basados en la teoría del funcional de la densidad (DFT) y posteriormente evaluar, 

mediante cálculos de simulaciones de dinámica molecular, las conformaciones exploradas 

CNBD del canal HCN en ausencia y en presencia de nucleótidos cíclicos.  

 

Objetivos Particulares 

1. Realizar la caracterización estructural y energética de una serie de compuestos amino 

NONOatos y sus tautómeros usando el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p). 

2. Calcular el mecanismo de reacción usando cálculos de coordenadas de reacción intrínseca 

(IRC) para la liberación de NO a partir de los compuestos donadores aminoNONOatos 

usando el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p). 
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3. Evaluar cambios conformacionales del CNBD del canal HCN y cómo dicho dominio es 

modificado en presencia de nucleótidos cíclicos mediante cálculo de simulaciones 

atomísticas de dinámica molecular. 
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Capítulo II. Antecedentes 

 

2.1 Canales HCN 

La superfamilia KV es el subgrupo más 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 

KV son los canales activados por unión a nucleótido cíclico (CNG) y los canales activados por 

hiperpolarización y por unión a nucleótidos cíclicos (HCN) [9]. 

Los canales HCN son parte de la superfamilia de canales de potasio voltaje dependiente KV. 

Se han encontrado cuatro subunidades homólogas del canal HCN (HCN1-HCN4). Los genes 

homólogos del canal HCN se han clonado a partir de invertebrados y mamíferos. 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 fisiológicas y en tejidos normales de los mamíferos. El ensamblaje 

heteromérico incrementa la diversidad de los canales HCN facilitando su adaptación a 

múltiples 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 homóloga del canal HCN consta de seis segmentos transmembranales (S1-S6) 

incluyendo una región amino N-terminal y una región carboxilo terminal C-terminal (situados 

en el centro del esquema de la Figura 1). La región C-terminal contiene un dominio de unión a 

nucleótidos cíclicos (CNBD). La región C-linker de cada subunidad está compuesta por seis α-

hélices (hélices αA’-αF’ dibujadas en rojo oscuro, ver Figura 1) las cuales se conectan 

directamente al CNBD del segmento transmembranal S6. Los CNBDs constan de cuatro α-

hélices (αA-αC y una hélice corta de casete de unión a fosfato (PBC dibujado en rojo claro) y 

un rollo β (en azul), ver Figura 1. El bolsillo de unión a nucleótido cíclico está formado por 

partes del rollo β, hélice PBC y hélice αC [4]. El rollo β consta de ocho hebras β antiparalelas 
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dirigidas por un haz helicoidal de cuatro α-hélices y está rodeado por el N-terminal del α-

hélice de A, un α-hélice interna corta que está localizada entre las hebras β 6 y 7 designadas 

como el casete de unión a fosfato (PBC) y dos α hélices B y C (αB y αC) localizados en el C-

terminal. Además, el rollo β forma un bolsillo de unión a nucleótidos cíclicos y contiene 

varios residuos que forman interacciones electrostáticas y de enlace de hidrógeno específicas 

con nucleótidos cíclicos.  

El nucleótido cíclico se une dentro de una cavidad formada por partes del rollo-β, hélice PBC 

y hélice αC.  Se tiene información de que la molécula de cAMP se une en la conformación 

anti debido a que el motivo de la fosforibosa interacciona con partes del rollo-β y la hélice 

PBC a través de interacciones electrostáticas y de enlaces de hidrógeno.  

Tras la unión del nucleótido cíclico, las hélices B y C parecen girar como una sola unidad 

articulada cerca del N-terminal de la hélice B, hacia el rollo β permitiendo que la hélice C 

interactúe con el resto de la base y por lo tanto cubra el bolsillo de unión [4, 6]. 

 

Figura 1. Estructura general de los canales activados por hiperpolarización y por unión a nucleótidos cíclicos 

(HCN), estos canales están modulados por la unión a nucleótidos cíclicos (cAMP y cGMP) y NO que se puede 

unir al CNBD mediante la vía NO/cGMP o directamente por la S-nitrosilación, además estos canales se 

encuentran en su forma heterotetramérica in vivo. Figura modificada de [6]. 
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2.2 Ligantes Naturales del canal HCN 

Como se mencionó anteriormente, los canales HCN son principalmente activados por 

hiperpolarización del potencial de membrana y están regulados por nucleótidos cíclicos, los 

cuales interactúan con un sitio específico, el CNBD, localizado en la porción C-terminal 

intracelular del canal HCN. El cAMP acelera la apertura del canal y recorre la curva de 

activación hacia potenciales más 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 electroquímicos de Na
+
 y K

+
 

que fluyen a través de los canales HCN en su configuración abierta siempre que el paso de 

hiperpolarización se mantenga (ver Figura 2A). El desplazamiento V1/2 (voltaje medio de 

activación o inactivación) varía 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 (EC50 la 

concentración del ligando que produce la mitad del desplazamiento máximo voltaje) está en el 

intervalo de 0.06-1.53 µM. Según un modelo actualmente aceptado [4], el canal normalmente 

se inhibe y la unión del cAMP elimina esta inhibición, 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 unión del 

cAMP al canal HCN, cambia la proporción que existe entre las configuraciones monoméricas 

y tetraméricas, favoreciendo a estas últimas [5, 6]. Por lo tanto, el efecto del cAMP sobre la 

tetramerización en la región 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 más bien la 

curva de activación se desplaza ligeramente hacia voltajes más negativos. La falta de 

sensibilidad del HCN3 al ligante cAMP, a pesar de la presencia de un CNBD funcional en la 

región intracelular, se explica por presencia de una secuencia C-terminal más corta que las del 

resto de las otras subunidades, lo cual altera la auto inhibición 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]. Además del cAMP, otro ligante de canal, el cGMP es un agonista completo de los 
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canales HCN, es decir, a concentraciones saturadas el desplazamiento de voltaje en V1/2 está 

en el mismo intervalo que el cAMP. Sin embargo, el cGMP muestra una potencia de 

modulación de 10 veces menor sobre los canales HCN.  

El cAMP y cGMP se unen al CNBD de manera similar, sólo difieren en la orientación del 

anillo de purina [4-6]. Por lo tanto, la unión de nucleótidos cíclicos, tal como el cAMP y el 

cGMP al CNBD del canal HCN, acelera la apertura del canal y el voltaje de activación cambia 

hacia valores más 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].  

 

Figura 2. Propiedades de la corriente IH. (A) Registros electrofisiológicos de la corriente IH, 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 aplicación 

del cAMP en el lado citoplasmático de la membrana causa un desplazamiento mucho mayor en la curva de 

activación del HCN2 comparado con HCN1; (C) Representación esquemática de la estructura de las cuatro 

isoformas del canal HCN. Figura tomada de [5]. 
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2.3 Óxido Nítrico (NO) como ligante natural del canal HCN 

El Óxido Nítrico (NO) es posiblemente la molécula biológica mensajera más pequeña y por su 

simplicidad química puede transmitir información debido a cambios en su concentración local. 

El coeficiente de difusión del NO en agua es más alto que el coeficiente de difusión del O2, del 

CO2 y del CO a temperatura fisiológica de 37ᵒC. 

 Sin embargo, la información en forma de señal es de vida media corta y localizada debido a 

que el NO se degrada espontáneamente por una reacción que involucra al O2 y al grupo hemo 

de las proteínas. Muchos estudios han establecido que el NO es un agente importante 

biorregulador en una gran variedad de procesos fisiológicos, desde la vasodilatación y la 

agregación plaquetaria hasta la neurotransmisión en el sistema nervioso de mamíferos [8].  

Por otro lado, se ha propuesto que el NO actúa como ligante del canal HCN a través de la vía 

de señalización NO-cGMP y de manera directa mediante la vía alternativa de S-nitrosilación 

[7, 8]. Como ejemplos relevantes en los que se ha comprobado esta hipótesis se puede 

mencionar el trabajo de Da Silva et al. [10] en el que se estudiaron células neurosecretoras 

magnocelulares de rata (MNCs). Se observó experimentalmente que el bloqueo del NO en los 

canales HCN cambia la frecuencia de disparo, el potencial de reposo de membrana y la 

liberación de péptidos en el medio. Además, comprobaron que el NO modula la actividad 

intrínseca de estos canales mediante un mecanismo independiente de la vía de señalización 

NO-cGMP, es decir, mediante la modificación postraduccional de S-nitrosilación. En el 

trabajo de Wenker et al. [7] se demostró mediante técnicas de registro de voltaje, en los 

núcleos motores hipoglosales de rata (HMN), que in vitro el NO funciona como un transmisor 

excitatorio y que in vivo estimula la actividad del músculo geniogloso y que esta sensibilidad 

del NO en las HMNs implica un proceso de inhibición dependiente del cGMP de la corriente 

iónica tipo TASK y la activación de la IH mediante la S-nitrosilación El grupo de investigación 

de Neitz [11] inhibió experimentalmente la vía de señalización NO-cGMP, lo que redujo 

significativamente la liberación del glutamato en neuronas hipocampales de rata y después de 

bloquear el canal HCN se inhibió significativamente la liberación del glutamato en el medio.  

Por último, se ha observado que el NO ejerce una modulación específica 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 activación 

(V1/2) de la corriente IH en la subunidad HCN2 de manera dependiente del cGMP y una 

inhibición selectiva de la IH en la subunidad HCN1 [12]. A partir de la revisión de estos 

trabajos podemos concluir que el NO actúa como ligante natural activando la vía de 

señalización NO/cGMP y también mediante la modificación postraduccional S-nitrosilación 

en los canales HCN en diferentes sistemas fisiológicos en mamíferos. 

 

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 versátil de 

compuestos donadores de NO para propósitos de investigación farmacológica.  

Los diazeniumdiolatos se disocian espontáneamente a velocidades que varían ampliamente 

dependiendo tanto de su estructura como del pH del medio. Si bien la mayoría de las 

aplicaciones de los diazeniumdiolatos son a pH fisiológico, la manera en que sus tasas de 

disociación o descomposición dependen del pH de la disolución es de considerable interés, 

tanto por razones prácticas, relacionadas con su estabilidad durante la preparación y el 

almacenamiento, como por la información importante del mecanismo de liberación que puede 

proporcionar. Dicha información es relevante por sus múltiples aplicaciones farmacológicas y 

para su empleo en estudios que exploran la bioquímica del NO. La aplicación selectiva in vivo 

de los diazeniumdiolatos en regiones de pH reducido (por ejemplo, en algunas clases de 

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

Los diazeniumdiolatos también conocidos como NONOatos han sido estudiados por muchos 

años. 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 atención en el contexto del NO en 1990 

cuando sus propiedades donadoras fueron consideradas nuevamente dentro de estudios 

biológicos. Estos compuestos consisten en un enlace entre el grupo diolato [N(O)NO]

 y un 

aducto de nucleófilo (una amina primaria, secundaria o poliamina) mediante un átomo de 
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nitrógeno. Los NONOatos se descomponen espontáneamente en disolución, dependiendo del 

pH y la temperatura, para generar dos equivalentes molares de NO. 

 La tasa de descomposición depende de la estructura del nucleófilo. Una característica 

atractiva de esta clase de compuestos es que su descomposición no es catalizada por tioles o 

tejidos biológicos, a menos que específicamente se diseñen para eso, además la liberación de 

NO sigue una cinética de primer orden y por lo tanto la tasa de liberación de NO se puede 

predecir exactamente. Subsecuentemente, la actividad biológica tal como vasodilatación, 

inhibición de agregación de plaquetas e inhibición de coagulación sanguínea se relacionan con 

la cantidad de NO generado in vitro. La modificación de la estructura del aducto del nucleófilo 

para proteger el oxígeno terminal del diolato puede estabilizar la droga en disolución y 

potencialmente generar una liberación selectiva de NO en diferentes órganos, tejidos 

vasculares o tipos celulares y neuronales específicos [14]. 

 

2.5 Mecanismos de liberación de NO 

Las sales diazeniumdiolatos X[N(O)NO]
 

donde X= RRN, conocidas como NONOatos, son 

una clase de compuestos que generan NO en disoluciones neutras o ácidas. La síntesis de estos 

compuestos es relativamente simple y conocida desde 1960. Experimentalmente, se sabe que 

los diazeniumdiolatos en disoluciones básicas son neutralizados o acidificados para 

descomponerse en amina y NO. Keefer et al. [15] evaluaron las dependencias de sustitución 

de grupos en la descomposición de los diazeniumdiolatos. Para ello disminuyeron 

experimentalmente los valores de pH de la disolución obteniendo un incremento en la tasa de 

descomposición de estos compuestos. Al considerar la sal dietilamina se obtuvo un pKa de 4.5 

± 0.2, además se observó un cambio en la absorción UV del grupo funcional conforme el pH 

de la solución iba disminuyendo. La protonación en estos compuestos causa un 

desplazamiento hipsocrómico en el máximo de absorción UV, además de la protonación, la 

alquilación del O2 también produce el desplazamiento característico al rojo.  Los autores 

además determinaron posibles intermediarios a lo largo del camino de reacción y sugirieron 

que la protonación en el nitrógeno de la amina a pH fisiológico es el mecanismo más probable 

para la descomposición. Sin embargo, el mecanismo molecular completo que involucra a las 
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estructuras de transición para la liberación 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 ecuación (1), donde la protonación del nitrógeno de la amina a pH fisiológico conduce a 

la siguiente descomposición, donde el compuesto diazeniumdiolato está protonado sólo una 

vez: 

𝑅2[𝑁𝑂𝑁𝑂]− + 𝐻3𝑂+
 1 ∙ 𝐻+

 𝑅2𝑁𝐻 + 2𝑁𝑂                         (1) 

Desde el punto de vista teórico, los métodos ab initio y los cálculos DFT se han usado para 

explorar la descomposición de los NONOatos para la liberación de NO. Hall et al. [17] 

propusieron un mecanismo de reacción para la liberación de NO usando los niveles de teoría 

HF/6-31G(d) y MP2/6-31G(d). Estos autores consideran los sitios de protonación del oxígeno 

y mostraron que el oxígeno terminal se puede protonar más fácilmente que cualquiera de los 

otros átomos del grupo diolato. Sin embargo, este mecanismo utiliza catálisis ácida y 

específica para la liberación del NO y además requiere de una segunda protonación del 

nitrógeno del grupo amino para la liberación de NO a partir del dímero de NO.  

Posteriormente, Dutton et al. [18] exploraron el mecanismo para la liberación del NO a partir 

de los diazeniumdiolatos dialquilamino usando los niveles de teoría B3LYP/6-311+G (d) y 

CBS-QB3. Dichos autores obtuvieron las geometrías optimizadas y las propiedades 

termodinámicas (entalpías y energías de Gibbs) usando el modelo PCM de solvatación acuosa. 

Los valores relativos de pKa fueron obtenidos para las especies protonadas de los 

diazeniumdiolatos usando la relación con el parámetro ∆𝐺𝑎𝑞 en donde 𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺𝑎𝑞

𝑅𝑇𝑙𝑛10
. La 

medida del pKa de 4.5 para el diazeniumdiolato dietilamino (DEA/NO) fue usado para el 

tautómero menos  ácido. La estimación de pKa y un análisis de orbitales naturales de enlace 

(NBO) mostraron que los oxígenos en el grupo [N(O)NO]

 son los sitios más básicos en el 

diazeniumdiolato dimetilamino, mientras que la protonación en los nitrógenos del amino 

conduce a una disociación espontánea en la amina y el dímero del NO. En un estudio 

posterior, Dutton et al. [19], estudiaron el compuesto de isopropilamina diazeniumdiolato 

(IPA/NO) y se sugirió un mecanismo donde se produce HNO a partir del grupo [N(O)NO]

. 
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La protonación del oxígeno terminal resultó ser el sitio más básico. Sin embargo, la liberación 

de NO se obtiene después de una segunda protonación.  

En un estudio posterior, Shaikh et al. [20] reportaron un mecanismo de liberación de NO que 

considera la tautomerización 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 escisión del enlace simple N-N.  Reportaron un perfil de energía 

calculado para la liberación de NO a partir del DEA/NO usando el nivel de teoría B3LYP/6-

31+G (d) en medio acuoso con el modelo de solvatación COSMO. El mecanismo fue 

propuesto como una tautomerización dependiente de pH de los NONOatos protonados con un 

pKa de 4.6 para el DEA/NO y de -2.7 para su tautómero protonado en el nitrógeno de la 

amina. Se reportaron además los parámetros cinéticos para describir la dependencia del pH de 

los NONOatos. Las constantes de velocidad de reacción, las constantes de disociación ácida 

calculadas con los grupos funcionales monoprotonados y diprotonados, el pKa, la entalpía de 

activación y la entropía, observadas experimentalmente, sustentaron el mecanismo propuesto 

para la descomposición de los amino NONOatos. 

 

2.6 Vía de señalización NO/cGMP y S-nitrosilación 

La investigación de la señalización del NO en el sistema nervioso continúa siendo un tema de 

gran interés. El NO se descubrió como molécula señal en el cerebro hace 20 años, cuando 

hacía falta encontrar un neurotransmisor que fuera generado en respuesta a la activación del 

receptor NMDA neuronal y que además causara la generación del cGMP en otras células. 

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

En los órganos periféricos incluidos los del tracto digestivo, respiratorio y urogenital, el NO 

desempeña una función similar a un neurotransmisor, siendo liberado de los nervios 

nitrérgicos para mediar la relajación del músculo liso. En el sistema nervioso central de los 

vertebrados, el NO está asociado con muchos comportamientos diferentes, incluidos el 

aprendizaje y la formación de la memoria, alimentación, sueño y comportamiento 

reproductivo masculino y femenino, así como en la función sensorial y motora. Algunas de 

estas funciones se han conservado a través de millones de años de evolución [21]. Se sabe 
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mucho sobre el mecanismo de síntesis de NO a partir de estudios bioquímicos de las enzimas 

sintasa NO (NOS) purificadas, las cuales son proteínas complejas que se encuentran 

constitutivamente en dos isoformas: neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS). El tercer tipo es el 

inducible (iNOS) que rara vez está presente normalmente, pero se puede expresar en 

numerosos tipos de células (macrófagos y microglía en el SNC) y solo cuando se someten a un 

desafío inmunológico. Las tres isoformas generan NO a partir de L-arginina, pero tienen 

distintas características funcionales y estructurales [22]. La vía de señalización del NO 

comienza cuando Ca
2+ 

se une a la molécula de calmodulina formando el complejo 

Ca
2+

/calmodulina. Este complejo es importante para que las enzimas eNOS y nNOS liberen 

NO a partir de L-arginina y oxígeno. El NO liberado por NOS actúa directamente en el CNBD 

de los HCN o bien actúa indirectamente activando el guanilato ciclasa soluble (GCs) 

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

El NO también modula la señalización y el entorno redox a través de la S-nitrosilación una 

modificación postraduccional (PTM) de las cisteínas que modifica la localización, la actividad 

y las interacciones de las proteínas [22]. Esta modificación postraslacional reversible regula la 

función de varios canales, incluidos los receptores NMDA conocidos como NMDA-R, canales 

de K
+
 sensibles a ATP (KATP), canales de K

+
 dependientes de Ca

2+
 y canales activados por 

nucleótidos cíclicos (CNG) [7]. Las cisteínas son diferentes a otros aminoácidos comunes en 

las proteínas, debido a que es uno de los residuos menos abundante en los sistemas biológicos 

y solo se han observado experimentalmente en sitios funcionales de las proteínas. Este residuo 

redox es químicamente 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-nitrosilación de los residuos de cisteína por el NO altera las actividades en una amplia 

variedad de proteínas, hay poca información sobre las consecuencias estructurales de esta 

modificación reversible para las proteínas. Entre la literatura reportada, el estudio de Chan et 

al. [24] describe la estructura cristalina de S-nitrosil-hemoglobina a una resolución de 1.8 Å, 

confirmando experimentalmente la reacción de NO con la cisteína Cys93β, la cual genera un 

cambio en la estructura terciaria de los dipéptidos del COOH terminal de las subunidades β de 

la hemoglobina. En otro trabajo de investigación [25], se realizaron análisis estructurales 

utilizando proteínas de hígado de ratón S-nitrosiladas in vivo, revelando algunas características 
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únicas entre los residuos de cisteína de las proteínas que sufren el proceso de S-nitrosilación. 

Estas proteínas se localizan específicamente en áreas accesibles a la superficie celular y se 

rodean de aminoácidos cargados lo que permite el movimiento de las α-hélice generado por el 

potencial electrostático inducido por la S-nitrosilación en residuos de cisteína.   
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Capitulo III. Fundamentos Teóricos 

 

3.1 Teoría del Funcional de la Densidad (DFT) 

Para describir a un sistema molecular de N electrones, la función de onda necesita 3N 

coordenadas espaciales y N coordenadas de spin. El Hamiltoniano solo depende de las 

coordenadas espaciales de uno y dos electrones, así que solamente se necesitan 6 coordenadas 

espaciales para obtener la energía molecular, por lo tanto, la función de onda de una molécula 

polielectrónica contiene información adicional de la necesaria y no tiene un significado físico 

directo. Lo anterior ha llevado a la búsqueda de funciones que con menos variables que las 

que requiere la función de onda se pueda calcular la energía y otras propiedades moleculares. 

En 1964 Hohenberg y Koh [26] establecieron que la densidad total de los electrones, , 

determina de forma completa y exacta todas las propiedades del estado fundamental de un 

sistema de 𝑁 electrones. Por lo tanto 𝜌 puede usarse como variable fundamental en la teoría de 

estructura electrónica. 

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

se expresa mediante la ecuación: 

𝐻 = −
1

2
∑ ∇𝑖

2

𝑖

+ ∑ 𝑣𝑒𝑥𝑡(𝑟𝑖) +
1

2
∑ ∑

1

|𝑟𝑗 − 𝑟𝑖|
           (1)

𝑖𝑗≠𝑖𝑖

 

Existe una función de onda de estado fundamental único 𝜓0 y una densidad asociada 𝜌, 

entonces la relación de 𝑣𝑒𝑥𝑡 a 𝜌 es uno a uno y de tipo reversible. Debido a que  determina 

únicamente a un 𝑣𝑒𝑥𝑡, el cual tiene un único 𝜓0, en principio sabríamos todo sobre un sistema, 

sin embargo, se necesita de un principio variacional.  

Considerando al primer y al último término en el Hamiltoniano de la ecuación (1) y además 

los términos que no involucran al potencial externo, podemos concluir que existe un funcional 

de interacción de la densidad para la energía cinética más la energía total:  

𝐹(𝜌) = 𝑇(𝜌) + 𝑉𝑒𝑒(𝜌)   (2) 

Desde el principio variacional de la teoría de función de onda se puede probar que:  
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𝐹(𝜌′) + ∫ 𝑣𝑒𝑥𝑡 𝜌′ ≥ 𝐹(𝜌) + ∫ 𝑣𝑒𝑥𝑡𝜌 = 𝐸0 ,    (3) 

donde 𝜌′ no es el 𝜌 correspondiente a 𝑣𝑒𝑥𝑡 sino algún otro potencial externo y 𝐸0 es la energía 

del estado basal exacto. Esto da como resultado el principio variacional de la densidad de 

Hohenberg-Kohn. 

Es razonable también aproximar 𝑉𝑒𝑒(𝜌) de la ecuación (3) para la autoenergía clásica de 

Coulomb como:  

𝐽(𝜌) =
1

2
∫

𝜌(1)𝜌(2)

𝑟12
𝑑1𝑑2   (4) 

Por otro lado, Kohn y Sham llamaron energía de correlación-intercambio 𝐸𝑋𝐶 al término: 

𝐹(𝜌) = 𝑇0(𝜌) + 𝐽(𝜌) + 𝐸𝑋𝐶(𝜌)      

𝐸𝑋𝐶(𝜌) = 𝑇(𝜌) + 𝑉𝑒𝑒(𝜌) − 𝑇0(𝜌) − 𝐽(𝜌)        (5) 

donde 𝑇0, es también un funcional de la densidad, y, por lo tanto, también lo es 𝐸𝑋𝐶. Además, 

𝐸𝑋𝐶 se compone de la energía cinética y potencial. La energía total del funcional de Kohn-

Sham está dada por: 

𝐸(𝜌) = 𝑇0(𝜌) + ∫ 𝑣𝑒𝑥𝑡𝜌 + 𝐽(𝜌) + 𝐸𝑋𝐶(𝜌)  (6) 

Lo interesante de esta descomposición es que 𝑇0 y 𝐽 están dados por expresiones exactas y que 

el funcional desconocido 𝐸𝑋𝐶 es relativamente pequeño con respecto a la energía total.  

La minimización variacional de la ecuación (6) con respecto a los orbitales 𝜓1 produce la 

ecuación del orbital de Kohn-Sham: 

−
1

2
∇2𝜓𝑖 + 𝑣𝐾𝑆𝜓𝑖 = 𝜀𝑖𝜓𝑖      (7) 

donde el potencial efectivo de Kohn-Sham 𝑣𝐾𝑆 está dado por: 

𝑣𝐾𝑆 = 𝑣𝑒𝑥𝑡 + 𝑣𝑒𝑙 +
𝛿𝐸𝑋𝐶

𝛿𝜌
      (8) 
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y 
𝛿𝐸𝑋𝐶

𝛿𝜌
 es la derivada del funcional de 𝐸𝑋𝐶con respecto a 𝜌.  

A este nivel la teoría está completa debido a que los electrones en los átomos y moléculas 

pueden verse como partículas independientes moviéndose en el potencial efectivo 𝑣𝐾𝑆. La 

teoría DFT de Kohn-Sham es una teoría de partículas independientes. Sin embargo, ofrece en 

principio la densidad electrónica y la energía exactas a través de la ecuación (6) para cualquier 

sistema electrónico correlacionado e interactivo. Esto hace que todos los términos dependan 

del funcional 𝐸𝑋𝐶(𝜌), el cual no se conoce y se utilizan diferentes aproximaciones para 

calcularlo [27]. 

Con el paso de los años se han realizado muchos progresos en cuanto a la generación de 

nuevos funcionales. Algunos de los funcionales DFT actuales más utilizados son los 

funcionales M06, desarrollados por Truhlar y Zhao para distintos tipos funcionales 

complementarios en los metales de transición y no metales. Estos funcionales se utilizan en 

estudios de termoquímica, cinética química, interacciones no covalentes, estados excitados y 

compuestos de transición [28]. Existen hasta la fecha cuatro funcionales que pertenecen a la 

familia M06. Entre los más relevantes destacan los funcionales M06, M06-2X, M06-HF y 

M06-L. Los tres primeros son funcionales híbridos meta-GGA mientras que M06-L es un 

funcional puro y se define como un funcional que usa una combinación lineal de los 

funcionales de intercambio M05 y VSXC [28, 29]. La forma del funcional M06 es 

básicamente la misma que la del funcional M06-L, el funcional de intercambio M06 está dado 

por la expresión: 

𝐸𝑋
𝑀06 = ∑ ∫ 𝑑𝑟 [𝐹𝑋𝜎

𝑃𝐵𝐸(𝜌𝜎, ∇𝜌𝜎)𝑓(𝑤𝜎) + 𝜀𝑋𝜎
𝐿𝑆𝐷𝐴ℎ𝑋(𝑥𝜎, 𝑧𝜎)]

𝜎

    (9)      

donde ℎ𝑋(𝑥𝜎, 𝑧𝜎) está definido como: 

ℎ𝑋(𝑥𝜎, 𝑧𝜎) = (
𝑑0

𝛾(𝑥𝜎 , 𝑧𝜎)
+

𝑑1𝑥𝜎
2 + 𝑑2𝑧𝜎

𝛾𝜎
2(𝑥𝜎, 𝑧𝜎)

+
𝑑3𝑥𝜎

4 + 𝑑4𝑥𝜎
2𝑧𝜎 + 𝑑5𝑥𝜎

2

𝛾𝜎
3(𝑥𝜎, 𝑧𝜎)

) (10) 

 

El término 𝐹𝑋𝜎
𝑃𝐵𝐸(𝜌𝜎, ∇𝜌𝜎) es la densidad de energía de intercambio del funcional PBE, una 

versión modificada del funcional de intercambio B86, 𝜀𝑋𝜎
𝐿𝑆𝐷𝐴 es la aproximación de densidad 
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de spin local para el intercambio: 

𝜀𝑋𝜎
𝐿𝑆𝐷𝐴 = −

3

2
(

3

4𝜋
)

1
3

𝜌𝜎

4
3       (11) 

 

y 𝑓(𝑤𝜎) es el factor de la densidad de energía cinética de spin: 

𝑓(𝑤𝜎) = ∑ 𝑎𝑖𝑤𝜎
𝑖

𝑚

𝑖=0

   (12)  

 

donde la variable 𝑤𝜎 es una función de 𝑡𝜎 y 𝑡𝜎 es una función del spin de la densidad de 

energía cinética 𝜏𝜎 y la densidad de spin 𝜌𝜎 

𝑤𝜎 =
(𝑡𝜎 − 1)

(𝑡𝜎 + 1)
  (13) 

 

𝑡𝜎 =
𝜏𝜎

𝐿𝑆𝐷𝐴

𝜏𝜎
     (14) 

donde 

𝜏𝜎
𝐿𝑆𝐷𝐴 ≡

3

10
(6𝜋2)

2
3𝜌𝜎

5
3     (15) 

 

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

cálculos de las estructuras de estado de transición en los mecanismos de reacción.  

 

3.2 Funciones de base 

Las funciones de base 𝑋𝑟 se usan para expresar los orbitales moleculares (OM)  𝜑𝑖 con la 

expresión: 

𝜑𝑖 = ∑ 𝐶𝑟𝑖

𝑖

𝑋𝑟        (16) 

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

de funciones base 𝑋𝑟 y 𝐶𝑟𝑖 representa los parámetros variacionales. 
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 Para el caso de moléculas diatómicas, las funciones de base se expresan como orbitales 

atómicos, donde cada OM se puede representar como una combinación lineal de uno a más 

orbitales tipo Slater (STO). Un STO centrado sobre el átomo  𝑎 tiene la forma 

𝑁𝑟𝑎
𝑛−1𝑒−𝜁𝑟𝑎𝑌𝑙

𝑚(𝜃𝑎, 𝜑𝑎)      (17) 

donde 𝑁 es una constante de normalización, 𝑌 es una función armónica esférica y 𝜁 es un 

parámetro que se determina por las reglas de Slater de forma variacional. Para acelerar la 

evaluación de las integrales moleculares, Boys et al. en 1950 [31], propusieron usar los 

orbitales atómicos en forma de funciones tipo gaussiana (GTF). Una función gaussiana 

cartesiana centrada en el átomo b se define por la expresión: 

𝑔𝑖𝑗𝑘 = 𝑁𝑥𝑏
𝑖 𝑦𝑏

𝑗
𝑧𝑏

𝑘𝑒−𝛼𝑟𝑏
2
          (18) 

donde 𝑖, 𝑗 y 𝑘 son enteros no negativos, 𝛼 es un exponente orbital positivo y 𝑥𝑏 , 𝑦𝑏 𝑦 𝑧𝑏 son 

coordenadas cartesianas con el origen en el núcleo b. La constante de normalización gaussiana 

cartesiana está dada por 

𝑁 = (
2𝛼

𝜋
)

3
4

[
(8𝛼)𝑖+𝑗+𝑘𝑖!𝑗!𝑘!

(2𝑖)! (2𝑗)! (2𝑘)!
]

1
2

           (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 así sucesivamente.  

Una base mínima consta de un STO para cada OA de capa interna o core con su respectiva 

capa de valencia en cada átomo, una base doble zeta (DZ) se obtiene reemplazando cada STO 

de una base mínima por dos funciones tipo STO los cuales solo difieren en sus exponentes 

orbitales 𝜁. Por su parte una base de valencia desdoblada (SV) usa dos o más funciones STO 

para cada orbital atómico OA de valencia, pero solamente un STO por cada OA de capa 

interna, finalmente una base SV se considera una función mínima 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 número de funciones tipo STO empleados para cada OA de 

valencia. Los OA se distorsionan en su forma y tienen sus centros de carga desplazados 

(polarización) como consecuencia de la formación de la molécula. Para permitir esta 
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polarización, se añaden funciones STO a las funciones de base cuyos números cuánticos son 

mayores que el 𝑙 máximo de la capa de valencia del estado fundamental del átomo 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 función de base 

como una combinación lineal normalizada de unas cuantas gaussianas de acuerdo con la 

expresión: 

𝑋𝑟 = ∑ 𝑑𝑢𝑟𝑔𝑢

𝑢

        (20) 

donde 𝑔𝑢 son las gaussianas cartesianas normalizadas centradas en el mismo átomo y con los 

mismos valores de las coordenadas 𝑖, 𝑗, 𝑘, pero con diferentes exponentes orbital positivo 𝛼, 

los coeficientes de contracción 𝑑𝑢𝑟 son constantes que se mantienen fijas durante el cálculo, 

𝑋𝑟 se conoce como función tipo gaussiana contraída (CGTF) y 𝑔𝑢 representan las gaussianas 

primitivas.  

Pople et al. [32] diseñaron conjuntos de funciones base cuyos principios están basados en el 

hecho de que los electrones internos (de core)  tienen poca influencia en los aspectos químicos 

comparados con los electrones de valencia y debido a esto se mantiene una representación 

mínima 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 

contraída con N funciones GTF’s primitivas y la capa de valencia se representa con dos 

funciones de base contraídas, la primera con 2 o 3 primitivas, respectivamente, y la segunda 

con 1 función GTF primitiva. Las bases extendidas se logran añadiendo funciones p y d en el 

caso en el que se desee agregar funciones de polarización y ++ cuando se añaden funciones 

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

 

3.3 Efecto del disolvente 

De manera experimental se sabe que la solvatación es un proceso que conduce a la disolución 

de un soluto en algún tipo de disolvente. La disolución requiere que se rompan las 

interacciones responsables de mantener al soluto en su forma sólida, de modo que la densidad 

de carga de la molécula de un soluto interacciona de manera continua con el disolvente. En el 
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método de solvatación implícita, un medio continuo describe implícitamente la presencia del 

disolvente caracterizado por su constante dieléctrica y por la tensión superficial. Este método 

consiste, de manera general, en introducir el soluto en una cavidad rodeada por el medio 

continuo y a continuación calcular la interacción que existe entre el medio continuo con el 

soluto. 

Se han desarrollado varios enfoques teóricos en un intento de crear protocolos de simulación 

capaces de predecir la solubilidad de diferentes compuestos y en varios disolventes, por 

ejemplo, el método de solvatación implícito basado en la densidad, SMD [34]. Este método de 

solvatación incluye a la densidad electrónica completa del soluto, sin cargas atómicas 

parciales, además considera un continuo en donde el disolvente no está representado 

explícitamente, sino que usa un medio dieléctrico con tensión superficial en la interfaz soluto-

disolvente. El modelo de solvatación SMD tiene carácter general debido a su aplicabilidad a 

cualquier soluto con carga o sin carga y en cualquier medio de disolvente con algunas 

características conocidas, por ejemplo, la constante dieléctrica, el índice de refracción y los 

parámetros de acidez-basicidad. Este método de solvatación ha sido parametrizado con el 

modelo del continuo polarizable usando el formalismo de la ecuación integral (IEF-PCM) para 

condiciones en medios electrostáticos [34].  

El modelo SMD separa la energía libre de solvatación en dos componentes principales: el 

primer componente es el aumento de la contribución electrostática y surge desde el 

tratamiento del campo de reacción auto consistente que involucra la solución de la ecuación de 

Poisson no homogénea para la energía electrostática en términos del modelo continuo 

polarizable. El segundo componente es conocido como el término de estructura-disolvente-

dispersión-cavidad y corresponde a la contribución que surge desde las interacciones de corto 

alcance entre las moléculas del soluto y el disolvente en la primera capa de solvatación. Esta 

contribución es una suma de términos que son proporcionales (con constantes 

proporcionalmente dependientes de la geometría llamados tensiones superficiales atómicas) a 

las áreas de superficie accesibles al solvente de átomos individuales del soluto. La energía 

libre estándar de solvatación, que es la energía libre de estado estándar de transferencia de la 

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

∆𝐺𝑆
0 = ∆𝐺𝐸𝑁𝑃 + 𝐺𝐶𝐷𝑆 + ∆𝐺𝑐𝑜𝑛𝑐

0  (21) 
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 𝐺𝐸𝑁𝑃 denota la energía libre de los componentes de polarización, nuclear y electrónico. El 

componente de la relajación nuclear del término 𝐺𝐸𝑁𝑃 es igual a la diferencia de la energía 

total en fase gas, calculada en la estructura en equilibrio en la fase gas y la energía total en fase 

gas en la estructura de equilibrio en fase líquida. 

 Si se asume la misma geometría en fase gas y en fase líquida, entonces el término ∆𝐺𝐸𝑁𝑃 se 

convierte en un solo término de polarización electrónica. El término 𝐺𝐶𝐷𝑆 está normalmente 

asociado con el cambio de energía libre correspondiente a la cavidad del disolvente, así como 

con cambios en la energía de dispersión y los posibles cambios en la estructura local del 

disolvente. El último término de la ecuación (21) determina el cambio de concentración entre 

el estado estándar en la fase gas y el estado estándar en la fase líquida. Considerando que la 

misma concentración (1 mol/L) se usa en ambos casos, la fase en disolución y la fase gaseosa, 

se tiene que ∆𝐺𝑐𝑜𝑛𝑐
0  es cero. Si en lugar de esto se usa un estado estándar fase gas de 1 atm 

entonces ∆𝐺𝑐𝑜𝑛𝑐
0  resulta ser de 1.89 kcal/mol. La contribución ∆𝐺𝐸𝑃

0  a la energía libre de 

solvatación total se calcula a partir del campo de reacción autoconsistente [34, 35]. En la 

teoría electrostática del medio dieléctrico, el medio está asociado con una permitividad 

relativa Ɛ, una constante escalar para un ambiente homogéneo e isotrópico, en donde las 

cargas de enlace no aparecen explícitamente y la densidad de carga por unidad de volumen, de 

objetos tratados explícitamente, es llamada densidad de carga libre 𝜌𝑓. En un medio 

homogéneo isotrópico lineal, el potencial escalar φ satisface la ecuación de Poisson, 

𝜀∇2Φ = −4𝜋𝜌𝑓      (22) 

Para un medio no homogéneo isotrópico lineal, la ecuación anterior es reemplazada por, 

∇ ∙ (𝜀∇Φ) = −4𝜋𝜌𝑓   (23) 

La cual es llamada ecuación de Poisson no homogénea (NPE), 𝜌𝑓 denota la densidad de carga 

del soluto. Se puede resolver la ecuación NPE acoplada a la descripción cuántica del soluto 

para obtener el potencial eléctrico usando el continuo dieléctrico polarizado y la polarización 

del soluto.  

Este potencial conocido como campo de reacción 𝜙 es igual al potencial total Φ menos el 

potencial electrostático Φ(0) de la molécula en fase gas. A partir del campo de reacción se 
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puede calcular el cambio de energía libre correspondiente al proceso de solvatación. Si se 

aproxima al soluto como rígido, la contribución electrostática a la energía libre de solvatación 

está dada por: 

∆𝐺𝐸𝑃 = ⟨Ψ|𝐻0 −
𝑒

2
𝜑|Ψ⟩ +

𝑒

2
∑ 𝑍𝑘𝜙𝑘

𝑘

− ⟨Ψ0|𝐻0|Ψ0⟩         (24)     

donde 𝑒 es la unidad atómica de carga, 𝜙𝑘 es el campo de reacción evaluado en el átomo 𝑘, 𝑍𝑘 

es el número atómico del átomo 𝑘, 𝐻0y Ψ0 se refieren al Hamiltoniano y la función de onda 

de la representación electrónica de los solutos en la fase gas y Ψ a la función de onda 

electrónica del soluto polarizado en solución.  

Una clave importante en todos los modelos de solvatación implícita es el límite entre la 

cavidad del soluto y el continuo del disolvente. En el modelo SMD, el límite se utiliza para 

encerrar una superposición de esferas centradas en los núcleos con radios 𝜌𝑘 llamados radios 

intrínsecos de Coulomb, en donde los valores dependen solo de los números atómicos de los 

átomos. Este límite forma una superficie denominada de solvente accesible (SAS). La cavidad 

puede expresarse de manera discreta y por lo tanto el campo de reacción en una posición 

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

𝜙(𝒓) = ∑
𝑞𝑚

|𝒓 − 𝒓𝑚|
𝑚

    (25) 

donde 𝒓𝑚 es la posición de un elemento 𝑚 del área superficial en la interfaz disolvente-soluto 

y 𝑞𝑚es la superficie de carga aparente del elemento 𝑚. La discretización del área superficial 

límite se puede lograr de formas diferentes, por ejemplo, usando un método de construcción de 

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

 

3.4 Mecanismos de reacción   

Un mecanismo de reacción es la secuencia de pasos elementales que explican la formación del 

producto de una reacción química. El mecanismo de reacción es una propuesta de la ruta o el 

camino que se sigue en una reacción química cuando la ecuación química balanceada solo 

especifica el origen y destino.  



26 

 

Las especies químicas llamadas intermediarios aparecen en el mecanismo de reacción en una 

secuencia de pasos elementales, pero no en la ecuación global balanceada. Un intermediario 

siempre se forma en un paso elemental inicial y se consume en algún paso posterior [36]. Es 

decir, un intermediario es una especie de baja estabilidad que aparece y posteriormente 

desaparece como parte de un mecanismo de reacción. Una forma en la que se estudian los 

mecanismos de reacción en química computacional es mediante cálculos de coordenadas 

internas de reacción (IRC).  

Los cálculos IRC comienzan con una geometría inicial dada, la cual sigue un camino en ambas 

direcciones, la dirección hacia el producto se refiere al movimiento a lo largo del vector de 

transición que corresponde a un incremento de las coordenadas internas, mientras que la 

dirección hacia el reactivo indica el movimiento a lo largo del vector de transición que 

corresponde a una disminución de las coordenadas internas. El paso más importante para que 

un cálculo teórico de tipo IRC produzca un resultado comparable con la reacción química 

global experimental es encontrar una estructura de estado de transición (TS) adecuada [36, 

37]. Una estructura de estado transición para una reacción química es un punto estacionario en 

una superficie de energía potencial molecular que corresponde a un máximo local a lo largo de 

una sola dirección y al mismo tiempo corresponde a un mínimo local en todas las demás 

direcciones ortogonales. Esta dirección única es denominada vector de transición y 

corresponde al vector propio asociado con el valor propio negativo de la matriz constante de 

fuerza. En principio, el vector orientación de la transición no se conoce a priori y por lo tanto 

debe determinarse en el curso de una optimización de la estructura de estado transición.  

El algoritmo de minimización, que utiliza el programa Gaussian para realizar un cálculo IRC, 

tiene como objetivo conseguir la convergencia en estructuras de estado de transición forzando 

a la matriz de segunda derivada a tener un único valor propio negativo. Si ciertas condiciones 

iniciales se cumplen, la optimización se acerca a la estructura de transición de la misma 

manera que avanza al mínimo. La geometría inicial debe elegirse dentro de la región 

cuadrática de la estructura de transición, es decir, la región donde la matriz constante de fuerza 

contiene un valor propio negativo. Esto se logra calculando explícitamente 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 minimización del programa [37]. 

La convergencia en el punto de silla es similar a la convergencia para la minimización.  El 

algoritmo que usa el programa Gaussian para encontrar un TS se basa en consideraciones 

sobre la función E, dependiente de 𝑛, variables 𝑥𝑖 y los gradientes de 𝑛-dimensiones de la 

función 𝑔𝑖 = 𝑑𝐸
𝑑𝑥𝑖

⁄ .  

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 función 𝐸𝑎, su gradiente, y la función 𝑔𝑎 en los puntos 𝑚 + 1 (0 ≤ 𝑎 ≤ 𝑚 ≤

𝑝). Permitiendo que esta información se organice de manera que 𝑥0sea el punto actual y 𝑥1 el 

punto anterior más reciente a 𝑥0, y así sucesivamente, se logra obtener el valor más lejano 𝑥𝑚 

de los pasos anteriores.  

Del paso anterior también se tiene una matriz 𝐹𝑛×𝑛 que es una aproximación de la matriz de 

segunda derivada verdadera, es decir, 𝐹𝑖𝑗 =
𝑑2𝐸

𝑑𝑥𝑖𝑑𝑥𝑗
 que representa un solo paso de optimización 

el cual puede ser dividido en tres partes: (a) obteniendo correcciones de la matriz de segunda 

derivada aproximada, (b) buscando un mínimo a lo largo de una línea entre el punto actual y el 

punto anterior y (c) estimando la localización del punto estacionario en el espacio n-

dimensional usando el gradiente y la matriz de segunda derivada aproximada. En el comienzo 

del proceso de optimización una estimación adecuada de la matriz de segunda derivada es 

requerida.  

 

3.5 Cálculo de pKa   

Las propiedades de las reacciones ácido-base son muy importantes dentro del estudio de las 

propiedades químicas de los sistemas moleculares. Primero, se necesita entender la definición 

de fuerza de un ácido para poder comprender la constante de acidez, a su vez, esta se utiliza 

para la definición del pH y finalmente del pKa. La fuerza de un ácido de Bronsted-Lowry se 

enuncia de acuerdo con la definición de Arrhenius, es decir, por medio del grado de ionización 

del ácido en el agua. La reacción general es la siguiente, 
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𝐻𝐴 + 𝐻2𝑂 ⇋𝐾𝑎 𝑂+ + 𝐴−  (26) 

Por definición: 

𝐾𝑎 =
[𝐻3𝑂+][𝐴−]

[𝐻𝐴]
 (27) 

donde Ka es la constante de disociación ácida y su valor indica la fuerza relativa del ácido. La 

reacción de un ácido con su disolvente (por ejemplo, agua) es conocida como reacción de 

disociación, los ácidos se dividen en dos categorías de acuerdo con su capacidad de donar 

protones. Por lo que, a mayor fuerza del ácido, mayor es su capacidad de transferir protones a 

las moléculas del disolvente y a menor fuerza del ácido menor es su capacidad de transferir 

sus protones a las moléculas del solvente. El compuesto yoduro de hidrógeno (Hl) es 

considerado un ácido fuerte con un valor de pKa de -10.4, mientras que el ácido acético 

(CH3COOH) es considerado un ácido relativamente fuerte con un valor de pKa de 4.7. En 

general, la mayoría de los ácidos orgánicos son débiles (HPO4, HCO3 y H2O) o relativamente 

fuertes como en el caso del ácido carboxílico (-COOH) y no se disocian completamente en 

agua [36, 38]. 

 Por la naturaleza numérica de las constantes de equilibrio lo más conveniente es expresarlas 

en escala logarítmica. El pKa de un ácido se define de la misma manera que el pH de una 

disolución, es decir, como el negativo del logaritmo base 10 de Ka: 

𝑝𝐾𝑎 = −𝑙𝑜𝑔10𝐾𝑎          (28) 

Los ácidos fuertes generalmente toman valores desde cero hasta valores negativos (HCl pKa 

de -11), los compuestos relativamente ácidos suelen tener valores de pKa entre 1 y 5 

(C6H5N
+
H3 pKa de 4.6) y los ácidos débiles por lo general tienen valores de pKa mayores que 

5 (H2CO3 pKa de 6.4) cuando se disocian en agua [36,38]. Uno de los problemas recientes y 

más importantes que tiene la química teórica, es hacer corresponder los valores experimentales 

de pKa con los valores teóricos. Sin embargo, se tienen muchos avances con respecto a este 

problema. En el trabajo de Jorgensen et al. [39], los pKa de ácidos muy débiles calculados en 

compuestos como: CH3-CN, CH3NH2 y CH3CH3 se calcularon utilizando potenciales 

intermoleculares capaces de reproducir la interacción ion-agua. Los estudios teóricos 
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posteriores adoptaron principalmente modelos continuos para representar el disolvente e 

incluir su efecto en el cálculo. A pesar de muchos años de investigación, los modelos que se 

han usado para representar el efecto del disolvente en el cálculo del pKa de manera teórica han 

generado datos que difieren significativamente con los datos experimentales. Debido a esto, se 

ha concluido que no es posible predecir valores de pKa confiables a menos que las energías 

libres de solvatación correspondientes (∆𝐺𝑠𝑜𝑙𝑣
∗ ) se calculen con precisión.  

Basados en el trabajo de Pliego et al.  2002 [40], en esta tesis se realizaron cálculos para 

obtener el pKa de los NONOatos protonados H5, que son los que conducen a la liberación de 

NO. La reacción de transferencia de protón utilizada es la siguiente: 

𝐻𝐴 + 𝐻2𝑂 ⇋ 𝐴− + 𝐻3𝑂+       (29)  

con HA representa al NONOato protonado y 𝐴− al NONOato no protonado. Por definición el 

valor del pKa en términos de ∆𝐺𝑎, está dado por la expresión: 

𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺𝑎

1.364
− 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂]       (30) 

Se utiliza el término ∆𝐺𝑠𝑜𝑙
°  que se refiere a la diferencia de energía libre de las especies en 

solución. El siguiente diagrama corresponde al ciclo termodinámico modificado del reportado 

por Pliego et al. [40]: 

                         

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

 

Siguiendo las rutas de este ciclo se obtiene, 

∆𝐆𝐠(𝐇𝐀) 

∆𝐆𝐚(𝐇𝐀) 
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𝐇𝐀𝐚 

𝐀𝐠
− 

𝐀𝐚
− 

𝐆𝐠(𝐇𝐀) 

∆𝐆𝐬(𝐇𝐀) 

𝐆𝐚(𝐇𝐀) 

)

𝐆𝐚(𝐀−) 

∆𝐆𝐬(𝐀−) 

𝐆𝐠(𝐀−) 
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+𝐎𝐠 

𝐇𝟑
+𝐎𝐚 

∆𝐆𝐬(𝐇𝟑
+𝐎) 

𝐆𝐠(𝐇𝟑
+𝐎) 

𝐆𝐚(𝐇𝟑
+𝐎) 

𝐇𝟐𝐎𝐚 

𝐆𝐚(𝐇𝟐𝐎) 

)

∆𝐆𝐬(𝐇𝟐𝐎) 

𝐆𝐠(𝐇𝟐𝐎) 

𝐇𝟐𝐎𝐠 



30 

 

∆𝐺𝑎(𝐻𝐴) = ∆𝐺𝑔(𝐻𝐴) + ∆𝐺𝑠(𝐴−) + ∆𝐺𝑠(𝐻3𝑂+) − ∆𝐺𝑠(𝐻𝐴) − ∆𝐺𝑠(𝐻2𝑂)   (31) 

Considerando las definiciones: 

∆∆𝐺𝑎(𝐻𝐴) = ∆𝐺𝑎(𝐻𝐴) − ∆𝐺𝑔(𝐻𝐴) 

∆𝐺𝑔(𝐻𝐴) = 𝐺𝑎(𝐴−) + 𝐺𝑔(𝐻3𝑂+) − 𝐺𝑔(𝐻𝐴) − 𝐺𝑔(𝐻2𝑂)        (32) 

 ∆𝐺𝑎(𝐻𝐴) = 𝐺𝑎(𝐴−) + 𝐺𝑎(𝐻3𝑂+) − 𝐺𝑎(𝐻𝐴) − 𝐺𝑎(𝐻2𝑂)                         

y que: 

∆𝐺𝑠(𝐴−) = 𝐺𝑎(𝐴−) − 𝐺𝑔(𝐴−)           (33) 

∆𝐺𝑠(𝐻𝐴) = 𝐺𝑎(𝐻𝐴) − 𝐺𝑔(𝐻𝐴)                      

Además, con base en la literatura: 

∆𝐺𝑠(𝐻3𝑂+) = −110.2
𝑘𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙
     (34)     

 

∆𝐺𝑠(𝐻2𝑂) = −5.40
𝑘𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙
     (35) 

La deducción de Pliego et al. [40] comienza con la reacción (26): 

𝐻𝐴 + 𝐻2𝑂 ⇋ 𝐴− + 𝐻3𝑂+   (26) 

donde la constante de disociación ácida se expresa como: 

𝐾𝑎 =
[𝐴−][𝐻3𝑂+]

[𝐻𝐴][𝐻2𝑂]
   (36) 

donde 

𝐾𝑎[𝐻2𝑂] =
[𝐴−][𝐻3𝑂+]

[𝐻𝐴]
= 𝑒−

∆𝐺𝑠𝑜𝑙
°

𝑅𝑇    (37) 

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

𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎[𝐻2𝑂] = −
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°

𝑅𝑇
    (38) 
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2.303 𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎[𝐻2𝑂] = −
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°

𝑅𝑇
  𝑅𝑇 = 0.5925 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙 

𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎 + 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂] = −∆𝐺𝑠𝑜𝑙
° /2.303 𝑅𝑇 

𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎 = −
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°

(2.303)(0.5925)
− 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂]   (39) 

Multiplicando la expresión por -1 se obtiene la expresión final para el cálculo del pKa: 

−𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎 =
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°

1.364
+ 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂]   (40) 

𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°

1.364
+ 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂]  (41) 

Usando la ecuación (41) se puede determinar el pKa y por tanto estimar el grado de acidez de 

los tautómeros 1-5-H5 de los compuestos donadores de NO. 

 

3.6 Análisis de Orbitales Naturales de Enlace (NBO) 

El análisis de orbitales naturales de enlace (NBO) se originó como una técnica para estudiar 

los efectos de hibridación y covalencia en las funciones de onda poliatómicas, con base en los 

vectores propios del bloque local de la matriz densidad de una partícula. Los orbitales NBO 

fueron concebidos como imágenes de enlaces localizados y pares solitarios de electrones 

siendo las unidades básicas de la estructura molecular [41]. El orbital NBO para un enlace 

localizado σ entre los átomos A y B está formado de orbitales híbridos ortonormales dirigidos 

ℎ𝐴, ℎ𝐵, conocidos como orbitales híbridos naturales (NHOs). El valor 𝜎𝐴𝐵 está dado por la 

expresión: 

𝜎𝐴𝐵 = 𝐶𝐴ℎ𝐴 + 𝐶𝐵ℎ𝐵      (42) 

Los orbitales híbridos naturales a su vez se componen de un conjunto de orbitales atómicos de 

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

Una característica distintiva de tales funciones localizadas naturales es el requisito simultáneo 

de ortonormalidad y ocupación máxima que lleva a expresiones compactas para las 

propiedades atómicas y de enlace. 
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 Las funciones de onda ab initio transformadas a NBO están en buen acuerdo con el concepto 

de estructura de Lewis y con la imagen básica de hibridación y polarización de enlaces de 

Pauling-Slater-Coulson. Los orbitales NBO𝜎𝐴𝐵 están bien adaptados para describir los efectos 

covalentes en las moléculas.  

Sin embargo, la transformación general de los NBOs también lleva a orbitales que no están 

ocupados en la estructura formal de Lewis y puede ser usado para describir efectos no 

covalentes, como los orbitales de antienlace (𝜎𝐴𝐵
∗ ): 

𝜎𝐴𝐵
∗ = 𝐶𝐵ℎ𝐴 − 𝐶𝐴ℎ𝐵    (43) 

Estos orbitales surgen del mismo conjunto de orbitales híbridos de capa de valencia atómica 

que se unen para formar las funciones de enlace 𝜎𝐴𝐵 como se observa en la ecuación  (42). 

Los orbitales de antienlace 𝜎𝐴𝐵
∗  representan la capacidad de la capa de valencia no utilizada 

que abarca porciones del espacio de valencia atómica formalmente insaturadas por la 

formación de enlaces covalentes. La energía 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 variación asociada con la reducción de la 

energía. En este sentido, se puede obtener una descomposición de la energía total 𝐸 en 

componentes asociadas con las contribuciones covalentes (𝐸𝜎𝜎 = 𝐸𝐿𝑒𝑤𝑖𝑠) y no covalentes 

(𝐸𝜎𝜎∗ = 𝐸𝑛𝑜 𝐿𝑒𝑤𝑖𝑠). 

(𝐸𝜎𝜎 + 𝐸𝜎𝜎∗)    (44) 

La descomposición NBO se ha obtenido para un gran número de especies moleculares de capa 

cerrada y capa abierta. En las ecuaciones (43) y (44) los símbolos 𝜎 y 𝜎∗ 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 σ o π, 

etc., y los últimos pueden ser de antienlace σ o π (σ*, π*), orbitales de capa de valencia extra 

de Rydberg (r), etc., según el caso específico. 

 En la descomposición del NBO las contribuciones no covalentes 𝐸𝜎𝜎∗  tienen valores 

típicamente mucho menores al 1% de la contribución 𝐸𝜎𝜎 lo que refleja el dominio del 

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

orbitales de antienlace no lleno σ* genera una reducción de energía de segundo orden ∆𝐸𝜎𝜎∗
(2)

:  

∆𝐸𝜎𝜎∗
(2)

= −2
〈𝜎|𝐹̂|𝜎∗〉2

𝜖𝜎∗ − 𝜖𝜎
  (45) 

donde 𝐹̂ es el operador de Fock y 𝜖𝜎∗ , 𝜖𝜎 son orbitales de energía NBO. Las fuerzas de los 

elementos de la matriz de Fock perturbativo están relacionadas con las formas de los orbitales 

de enlace y antienlace a través de la contraparte NBO en la aproximación de Mulliken. Esto 

permite que las reducciones de energía no covalentes se describan en términos del principio de 

superposición máxima generalizado entre orbitales de enlace y antienlace. Se puede interpretar 

que los orbitales de antienlace se han transformado a MOs canónicos ocupados de tipo 

orbitales moleculares localizados (LMO). Los 𝐿𝑀𝑂𝜙𝐴𝐵
𝐿𝑀𝑂asociados con un enlace A-B se 

pueden escribir en forma de NBO como: 

𝜙𝐴𝐵
𝐿𝑀𝑂 ≅ 𝜎𝐴𝐵 + 𝜆𝜎∗𝐶𝐷 + ⋯       (46) 

donde la pequeña contribución del antienlace 𝜎∗
CD representa la deslocalización irreducible de 

𝜎𝐴𝐵 a partir de una forma localizada idealizada, esto debido a las interacciones hiper 

conjugativas no covalentes. Solo en el límite 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 deslocalización no covalente, las ecuaciones (45) y (46) 

están asociadas con las interacciones 𝜎 ⟶ 𝜎∗entre los orbitales llenos (donadores) y no llenos 

(aceptores). Es natural describirlos como tipo donador-aceptor, transferencia de carga, o 

generalizados ácido-base tipo Lewis. La carga transferida está dada por la expresión: 

𝑞 ≅ 2|𝜆|2 ≅
|∆𝐸𝜎𝜎∗

(2)
|

∈𝜎∗
− 𝜖𝜎       (47) 

Las estructuras naturales de Lewis representan a más del 99% de la densidad total de 

electrones e incluyen la porción predominante de intercambio y los efectos multipolares 

electrostáticos asociados con las distribuciones de carga de monómero [41]. 
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3.7 Simulación de Dinámica Molecular 

La técnica de simulaciones de dinámica molecular (MD) es una herramienta computacional 

poderosa en biofísica, útil para investigar a nivel molecular sistemas biológicamente 

relevantes que se utiliza como complemento de muchas técnicas experimentales estructurales 

tales como cristalografía de rayos X, microscopía crioelectrónica y resonancia magnética 

nuclear. Las técnicas computacionales como las simulaciones MD permiten realizar estudios 

detallados con una resolución espacial y temporal que provee información complementaria a 

la obtenida a partir de técnicas experimentales. Dicha técnica computacional se basan 

principalmente en la solución numérica de las ecuaciones clásicas de movimiento. 

Debido a que existen serias desventajas en los estudios experimentales como por ejemplo en la 

cristalografía de rayos X, una técnica que nos permite estudiar las propiedades físicas y 

estructurales de las moléculas mediante la visualización de una única estructura molecular que 

nos impide estudiar el movimiento de una proteína o la unión de una proteína con su ligante, 

se hace cada vez más necesario el empleo de herramientas computacionales como por ejemplo 

la simulación de dinámica molecular y el modelado de mecánica molecular que complementan 

los resultados obtenidos con técnicas experimentales. El modelado de mecánica molecular 

utiliza cálculos que no tratan explícitamente a los electrones en un sistema molecular y 

considera a la energía en su estado basal como una función de las coordenadas de los núcleos 

atómicos.  

La dinámica molecular por otro lado permite analizar la evolución de un sistema biológico 

mediante la resolución de las ecuaciones del movimiento de Newton. Un requerimiento crítico 

para usar simulaciones moleculares de cualquier tipo que incluya a la solubilidad como 

parámetro 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 física fundamental del 

sistema.  

Dentro de un campo de fuerza particular, los átomos y las moléculas interactúan 

principalmente entre sí a través de las fuerzas electrostáticas y de van der Waals. El campo de 

fuerza determina los valores predeterminados para longitudes de enlace, parámetros de van der 

Waals, cargas parciales y define las interacciones físicas entre átomos y moléculas [35]. Cada 
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uno de los campos de fuerza conocidos aprovechan la naturaleza polimérica de las proteínas y 

otras estructuras como el ADN, ARN y carbohidratos, para lo cual se requieren parámetros 

utilizados que describen un conjunto relativamente limitado de bloques de construcción, como 

los residuos de aminoácidos, así como el elemento de enlace común, es decir, el esqueleto 

peptídico. Sin embargo, la inclusión de moléculas pequeñas es significativamente desafiante 

debido a que ha impedido en gran medida la aplicación de tecnologías MD en el 

descubrimiento de nuevos fármacos. El campo de fuerza CHARMM para los biopolímeros es 

un campo de fuerza utilizado típicamente para simulaciones de este tipo, la función de la 

energía potencial CHARMM define la forma funcional para calcular cada contribución 

energética. Recientemente, versiones generales de los campos de fuerza de biopolímeros 

populares, como los campos de fuerzas CHARMM y AMBER, se han desarrollado 

específicamente para simular moléculas pequeñas parecidas a medicamentos. Se ha procurado 

mantener la compatibilidad con las versiones de biopolímeros existentes.  

El campo de fuerza CHARMM para proteínas y ligantes además utiliza un campo de fuerza 

para describir la energía potencial del sistema molecular. En particular, en el estudio de 

biomoléculas, uno de los campos de fuerza para describir a proteínas es el campo de fuerza 

CHARMM [42]. La forma funcional para la energía potencial de este campo de fuerza es 

expresada en la siguiente ecuación: 

𝑉 = ∑ 𝑘𝑏(𝑏 − 𝑏0)2

𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒𝑠

+ ∑ 𝑘𝜃(𝜃 − 𝜃0)2

𝑎𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

+ ∑ 𝑘𝜙[1 + 𝑐𝑜𝑠(𝑛𝜙 − 𝛿)]

𝑑𝑖𝑒𝑑𝑟𝑜𝑠

+ ∑ 𝑘𝜛(𝜛 − 𝜛0)2 + ∑ 𝑘𝑢

𝑈𝑟𝑒𝑦−𝐵𝑟𝑎𝑑𝑙𝑒𝑦

(𝑢 − 𝑢0)2

𝑓𝑢𝑒𝑟𝑎 𝑝𝑙𝑎𝑛𝑜

+ ∑ 𝜖 [(
𝑅𝑚𝑖𝑛𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

12

− (
𝑅𝑚𝑖𝑛𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

6

] +
𝑞𝑖𝑞𝑗

𝜖𝑟𝑖𝑗
           (48)

𝑛𝑜 𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒
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El primer término corresponde a la interacción debida al enlace entre dos átomos en particular 

en el sistema molecular. Dicho término contiene una constante de fuerza 𝑘𝑏 y un término 

cuadrático que contiene al término 𝑏 − 𝑏0 (donde 𝑏0 es la distancia de equilibrio). El segundo 

término corresponde a la interacción correspondiente al ángulo formado por tres átomos 

enlazados. En dicho término tenemos una constante de fuerza kθ y un término cuadrático para 

el término 𝜃 − 𝜃0. De manera equivalente a la distancia de equilibrio, 𝜃0 se refiere al ángulo 

de equilibrio y el término representa la desviación de dicho ángulo. 𝑘𝜙 es la constante de 

fuerza correspondiente a los distintos ángulos dihedros. El término 𝑛 describe la multiplicidad 

de la función. 𝜙 se refiere al ángulo dihedro generado entre los átomos. El siguiente término, 

denominado fuera-del-plano, está compuesto por la constante de fuerza 𝑘𝜛 mientras que 

𝜛 − 𝜛0 es el ángulo fuera del plano. El siguiente término denominado de Urey-Bradley, 

contiene a la constante de fuerza 𝑘𝑢 y donde 𝑢 denota la distancia entre los átomos en el 

potencial armónico. Los términos 𝑖, 𝑗 indican a pares de átomos que interaccionan sin estar 

enlazados, es decir, términos de no enlace. Están compuestos por un término de tipo 

coulómbico para la parte electrostática y por el potencial de Lennard-Jones para las 

interacciones de tipo van der Waals (aquí el término 𝑅𝑚𝑖𝑛𝑖𝑗
 indica la separación entre los dos 

átomos) [43]. 

Cada uno de los campos de fuerza conocidos aprovechan la naturaleza polimérica de las 

proteínas y otras estructuras como el ADN, ARN y carbohidratos, para lo cual se requieren 

parámetros utilizados que describen un conjunto relativamente limitado de bloques de 

construcción, como los residuos de aminoácidos, así como el elemento de enlace común, es 

decir, el esqueleto peptídico. Sin embargo, la inclusión de moléculas pequeñas es 

significativamente desafiante debido a que ha impedido en gran medida la aplicación de 

tecnologías MD en el descubrimiento de nuevos fármacos.  

Recientemente, versiones generales de los campos de fuerza de biopolímeros populares, como 

los campos de fuerzas CHARMM y AMBER, se han desarrollado específicamente para 

simular moléculas pequeñas parecidas a medicamentos. Se ha procurado mantener la 

compatibilidad con las versiones de biopolímeros existentes.  
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Aunque estos campos de fuerza generalizados proporcionan buena cobertura para elementos 

comunes de muchas moléculas pequeñas y biológicamente relevantes, no proporcionan un 

solo conjunto de parámetros para realizar una cobertura adecuada. Para abordar estas 

limitaciones, en los conjuntos de parámetros disponibles, la tarea de parametrizar nuevos 

grupos funcionales y nuevos vínculos entre grupos existentes se ha convertido en una tarea 

cada vez más importante en el desarrollo de los campos de fuerza y en las simulaciones 

biomoleculares en términos generales [44]. 
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Capítulo IV. Metodología  

 

La metodología se llevó a cabo de la siguiente manera: 

 

Cálculos de estructura electrónica 

Se realizaron cálculos de optimización para obtener estructuras de mínima energía sobre la 

superficie de energía potencial. Los cálculos de optimización de geometría de las especies 

involucradas, en el mecanismo de reacción, es decir, reactivos, intermediarios, estados de 

transición y productos de los cinco compuestos NONOatos (1-5) y sus tautómeros protonados 

(1-5-H1-H5), se llevaron a cabo en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p) [30, 33]. Sobre las 

geometrías optimizadas se realizaron cálculos de frecuencias para asegurar estructuras de 

mínima energía o TS sobre la superficie de potencial. Los cálculos se realizaron en fase gas y 

en disolución acuosa usando el modelo de solvatación de densidad (SMD) [34]. 

Mecanismos de reacción 

Del análisis estructural y energético de los tautómeros de las especies protonadas se dedujo a 

partir de los valores de ∆Ghid que el tautómero H5 está directamente involucrado en la 

reacción de descomposición de los amino NONOatos. Se propuso un estado de transición para 

el tautómero H5 de cada amino NONOato (1-5) y de esta manera se determinó el camino de 

reacción completo. Para el cálculo de la energía de Gibbs se consideró la energía electrónica y 

las correcciones termoquímicas de la entalpía y la entropía a una temperatura de 298.15 K 

usando la siguiente ecuación: 

𝐺 = 𝐸 + 𝐻 − 𝑇𝑆        (49) 

La energía libre de hidratación se calculó usando la expresión: 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 = Gs − Gg      (50) 

donde s indica la fase en disolución y g indica la fase gas. El término ∆Ghid mide la 

interacción energética entre el soluto y el disolvente. ∆Gtau representa las energías de Gibbs 

para el proceso de tautomerización calculada en todos los tautómeros. ∆Gdis se refiere a la 

energía libre necesaria para que ocurra la disociación y la correspondiente liberación de NO. 
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Finalmente, se construyó un perfil energético para visualizar la descomposición del NO y las 

principales especies involucradas en el mecanismo de reacción. 

Cálculo de pKa 

Los valores de pKa se calcularon usando la ecuación (41) (ver sección 4.5): 

𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°

1.364
+ 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂]   (41)   

donde ∆𝐺𝑠𝑜𝑙
°  es la diferencia de energía libre entre las especies en solución acuosa. Las 

energías libres de solvatación de las especies neutras, sus correspondientes especies 

conjugadas y las moléculas de agua fueron calculadas usando el método de solvatación SMD. 

Los cálculos de pKa se realizaron para los compuestos NONOatos y sus tautómeros 

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

Análisis de NBO 

El análisis de los orbitales naturales de enlace NBO se realizó con el fin de determinar las 

propiedades electrostáticas y de enlace de los tautómeros protonados 5-H5 calculados al nivel 

de teoría M06L/6-311++G (d,p) y con el método de solvatación SMD en solución acuosa.  

Todos los cálculos de estructura electrónica se realizaron con el programa Gaussian16 [45] y 

se visualizaron con el programa GaussianView 6.0 [46]. 

Simulaciones de Dinámica Molecular 

Finalmente, para los cálculos de simulación de dinámica molecular (MD) se utilizó el 

programa NAMD [47] y para el análisis de los resultados el programa VMD [48].  Se 

consideró la estructura molecular de región C-terminal del canal HCN en un ambiente acuoso 

en solución con cloruro de sodio a una concentración 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 preparación del sistema se utilizaron de 3 estructuras: hHCN1 

(apo-proteína), hHCN1 (cAMP) y hHCN1 (cGMP). Para cada una de estas estructuras se 

consideraron sólo los aminoácidos del C-terminal (Ser402-Asp608) para las 4 cadenas del 

canal HCN. Para las estructuras descritas se consideró un pH de 7. La principal dificultad que 
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se tiene en la metodología utilizada para la parte de simulación de la S-nitrosilación es que 

esta modificación postraduccional no se encuentra parametrizada en el programa VMD.   

Con la finalidad de poder estudiar en un futuro la modificación postraslacional a residuos de 

cisteína debida al NO (S-nitrosilación), nos dimos a la tarea de desarrollar los parámetros de 

este grupo compatibles con el campo de fuerza CHARMM [42]. Para esto se construyó una 

molécula nitrosilada a partir de una base molecular existente conocida, en este caso se 

reemplazó un átomo hidrogeno con NO para obtener la molécula deseada. Una vez obtenida la 

molécula deseada se actualizaron las propiedades atómicas de la molécula, se optimizaron las 

cargas atómicas parciales, se fijaron las cargas de los hidrógenos para los campos de fuerza 

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

 De esta manera se construyó un archivo de parámetros iniciales con información molecular 

necesaria para calcular la energía potencial del sistema. Con base en esta información, se 

optimizó la geometría de la molécula para obtener la configuración de más baja energía 

calculada a nivel de teoría HF/6-31+G(d) con el programa Gaussian16 [45] y finalmente se 

optimizaron los parámetros correspondientes a los ángulos de valencia y ángulos diedros de la 

molécula generada. 
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Capítulo V. Resultados y discusión 

 

5.1 Estructura molecular de los tautómeros 

La Figura 4 muestra las estructuras moleculares para las geometrías optimizadas de los 

NONOatos 1-5 en el nivel de teoría M06L/6-311++G (d, p) en fase acuosa con el método de 

solvatación SMD. Las estructuras 1-5 son estructuras aniónicas con configuración Z para el 

grupo [N(O)NO]

. La preferencia por la configuración Z de los dialquilamino 

diazeniumdiolatos fue previamente estudiada [17-20] y confirma nuestros resultados. 

 

 

Figura 4. Estructuras moleculares de los NONOatos 1-5 calculados en el nivel de teoría M06L/6-31++G (d, p) 

usando el método de solvatación SMD en solución acuosa. 

 

A partir de las estructuras 1-5 se generaron los tautómeros de los compuestos protonados de 

los NONOatos en los cinco posibles sitios de protonación del grupo [N(O)NO]
 

como se 

observa en la Figura 5. La protonación en los átomos de oxígeno del grupo [N(O)NO]

 generó 

a los tautómeros H1 y H4, mientras que la protonación en los átomos de nitrógeno produce los 

tautómeros H2 y H3, finalmente la protonación en el nitrógeno del grupo amino genera el 

tautómero H5, el cual se usa para el mecanismo de liberación del NO.  
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Figura 5. Estructuras moleculares de los NONOatos y sus tautómeros protonados H1-H5. 

 

La Tabla 1 resume las longitudes de enlace seleccionadas de los NONOatos 1-5 y sus 

tautómeros protonados H1-H5. Se puede observar que la distancia O1-N2 se incrementa en el 

tautómero H1 respecto a las especies no protonadas, mientras que en los tautómeros H2-H5 

disminuye. Para la distancia N2-N3, se observa un incremento significativo en el tautómero 

H3 (1.96-1.99 Å) mientras que en el resto de los tautómeros protonados (H1, H2, H4 y H5) se 

mantiene con un valor de 1.28-1.31 Å, el cual es un valor cercano a los NONOatos no 

protonados 1-5. También para la distancia N3-O4 se observa un incremento para el tautómero 

H4 (1.39 Å) respecto a los NONOatos no protonados, mientras que los demás tautómeros 

mantienen su valor (1.25-1.29 Å).  Para la distancia N3-N5 se observa un ligero incremento de 

1.40-1.45 Å para los tautómeros 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 Å) y su tautómero H1 

(1.39 Å) con respecto al resto de los NONOatos no protonados 2-5 (aproximadamente de 1.45 

Å) y sus tautómeros H2-H5 (aproximadamente de 1.43 Å). La longitud de enlace N3-N5 fue 

previamente reportada con un valor de 1.491 Å calculada en el nivel de teoría B3LYP/6-
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311+G (d) [18] para el tautómero 1-H5 y 1.51 Å en el nivel de teoría B3LYP/6-31+G(d) [20] 

para 2-H5. Ambos valores están 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 Å) de los NONOatos 1-5 y sus tautómeros protonados H1-H5 

calculados en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d p) en fase acuosa con el método de solvatación SMD. La 

convención numérica es la de la Figura 1. 

 1 2 3 4 5 

O1-N2      

Tautómeros 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 

H5 1.267 1.266 1.266 1.266 1.266 

N2-N3      

Tautómeros 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 

H5 1.315 1.316 1.316 1.316 1.316 

N3-O4      

Tautómeros 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      

Tautómeros 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 ángulos de valencia y los ángulos diedros seleccionados de los 

NONOatos 1-5 y sus tautómeros protonados H1-H5. Con respecto a los ángulos de valencia se 

puede observar que el ángulo O1-N2-N3 es muy similar en los tautómeros 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 tautómero H2 de todos los NONOatos. El ángulo N2-N3-O4 

disminuyó en el tautómero H3 en todos los NONOatos aproximadamente 20°, mientras que en 

el tautómero H5 se incrementó con un valor alrededor de 131.60°. Para el ángulo N5-N3-O4 

los valores se mantuvieron alrededor de 120° en las especies no protonadas. Para los ángulos 

O1-N2-N3, N2-N3-O4 y N5-N3-O4 se obtuvieron valores similares reportados en la literatura 

para los NONOatos 1 y 2 [18, 20], podemos mencionar que nuestros resultados son correctos. 

El ángulo diedro O1-N2-N3-O4 mostró una clara preferencia por la conformación Z en el 

grupo [N(O)NO]
 

 en todos los NONOatos 1-5. Únicamente el tautómero H3 mostró ligeras 

desviaciones. Para el ángulo O1-N2-N3-O4, el tautómero H3 sufre una desviación 

significativa en la conformación del sustituyente dialquilamino con respecto al grupo 

[N(O)NO]

, mientras que el resto de los tautómeros mantuvieron a los átomos del grupo 

[N(O)NO]
 

coplanares (180°) con respecto al nitrógeno de la amina del sustituyente 

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

tautómeros protonados H1-H5 calculados en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p) en fase acuosa con el 

método de solvatación SMD. La convención numérica es la de la Figura 1. 

 1 2 3 4 5 

O1-N2-N3      

Tautómeros 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-O4      

Tautómeros 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 

H5 132.14 131.56 131.64 131.68 131.67 

N5-N3-O4      

Tautómeros 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 

H5 117.57 117.51 117.50 117.48 117.48 

O1-N2-N3-O4      

Tautómeros 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 1.11 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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O1-N2-N3-N5      

Tautómeros 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 energías relativas calculadas de los diferentes NONOatos 1-5 y sus tautómeros protonados 

H1-H5 en fase gas y en disolución acuosa con el método de solvatación SMD se resumen en la 

Tabla 3. En fase gas las estructuras optimizadas de los NONOatos no protonados tienen 

energías electrónicas relativas de ∆𝐸𝑔= 68.0-71.0 kcal mol
-1

 y las energías libres relativas 

∆𝐺𝑔= 64.0-66.0 kcal mol
-1

 son más altas que aquellas calculadas con el método de solvatación 

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

∆𝐸𝑔= 4.3-25.0 kcal mol
-1

 y ∆𝐺𝑔= 4.0-23.0 kcal mol
-1

 con respecto a las energías optimizadas 

en SMD en agua. En general, las energías libres de tautomerización son endergónicas en agua.  

La optimización en fase acuosa nos indica que el tautómero protonado H1 es el tautómero 

energéticamente más favorable, seguido por los tautómeros H4 ∆𝐺𝑆𝑀𝐷= 2.23-3.54 kcal mol
-1

 y 

H5 ∆𝐺𝑆𝑀𝐷 = 5.56-6.54 kcal mol
-1

 para los cinco NONOatos. 

En disolución acuosa, se observa una considerable estabilización energética por efecto del 

disolvente considerando las contribuciones termodinámicas de la entalpía y la entropía a una 

temperatura de 298.15 K, un bar de presión y concentración 1 M. Las energías libres relativas 

siguen la siguiente tendencia H1< H4< H2< H3< H5 en fase gas y H1< H4< H5< H2< H3 en 

disolución acuosa usando el método SMD. Esta tendencia en energías libres es similar a la 

reportada previamente para el compuesto dimetilamino diazeniumdiolato [18] usando el nivel 

de teoría B3LYP/6-31+G(d) con el método de solvatación COSMO. La gran estabilización del 

tautómero H5 en los cinco NONOatos con solvatación SMD se pueden atribuir a la 

disposición para la disociación espontánea 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 teoría M06L/6-311++G(d,p), aunque la optimización en fase gas no 
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condujo a la disociación del dímero NO, se observó un aumento en la longitud de enlace N3-

N5 (1.528, 1.534, 1.530, 1.554 y 1.557 Å) respecto a las distancias correspondientes en fase 

acuosa (1.492, 1.481, 1.484, 1.483 y 1.483 Å), ver Tabla 1. Los valores de las energías libres 

de hidratación fueron calculados con la ecuación  ∆𝐺ℎ𝑖𝑑 = 𝐺𝑠 − 𝐺𝑔 donde s indica la fase en 

disolución y g indica la fase gas. Los valores de ∆𝐺ℎ𝑖𝑑 en la Tabla 3 muestran los valores 

negativos más altos para las especies no protonadas seguidas del valor del tautómero H5. La 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 se puede usar como una medida de interacción entre el soluto y el disolvente. En este 

caso, los valores negativos de  ∆𝐺ℎ𝑖𝑑 del tautómero H5 corresponden a una fuerte interacción 

del compuesto con las moléculas de agua, por lo que H5 se propone como el reactivo más lábil 

para la liberación de NO. 

 

Tabla 3. Energías relativas (en 𝑘𝑐𝑎𝑙 𝑚𝑜𝑙−1) de los NONOatos 1-5 y sus tautómeros protonados H1-H5 

calculadas en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p) en fase gas y en fase acuosa con el método de solvatación 

SMD. 

NONOato1 

Energías Relativas (kcal mol
-1

) 

 1 1H1 1H2 1H3 1H4 1H5 

∆𝐸𝑔𝑎𝑠 356.89 0.00 16.59 22.85 6.38 28.60 

∆𝐺𝑔𝑎𝑠 347.23 0.00 15.97 20.22 4.89 27.00 

∆𝐸𝑠𝑜𝑙  291.42 0.00 11.20 21.18 6.08 10.11 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 -64.19 0.00 -5.15 -0.84 -1.34 -17.55 

∆𝐺𝑠𝑜𝑙  283.04 0.00 10.81 19.37 3.54 9.45 

NONOato2 

Energías Relativas (kcal mol
-1

) 

 2 2H1 2H2 2H3 2H4 2H5 

∆𝐸𝑔𝑎𝑠 353.148 0.00 13.48 24.84 3.64 26.02 

∆𝐺𝑔𝑎𝑠 343.85 0.00 13.33 22.63 2.27 25.26 

∆𝐸𝑠𝑜𝑙 288.99 0.00 8.34 21.37 3.29 5.62 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 -62.82 0.00 -4.95 -2.27 -0.04 -19.69 

∆𝐺𝑠𝑜𝑙 281.02 0.00 8.37 20.35 2.23 5.56 
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NONOato3 

Energías Relativas (kcal mol
-1

) 

 3 3H1 3H2 3H3 3H4 3H5 

∆𝐸𝑔𝑎𝑠 352.6860 0.00 13.46 24.40 3.72 23.67 

∆𝐺𝑔𝑎𝑠 343.0428 0.00 13.15 21.90 2.08 22.58 

∆𝐸𝑠𝑜𝑙 289.0547 0.00 8.33 21.36 3.34 5.67 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 -61.7073 0.00 -4.43 -1.16 0.39 -16.53 

∆𝐺𝑠𝑜𝑙 281.3354 0.00 8.71 20.73 2.47 6.04 

NONOato4 

Energías Relativas (kcal mol
-1

) 

 4 4H1 4H2 4H3 4H4 4H5 

∆𝐸𝑔𝑎𝑠 352.47 0.00 13.41 24.46 3.72 23.70 

∆𝐺𝑔𝑎𝑠 342.67 0.00 13.04 22.14 2.13 21.83 

∆𝐸𝑠𝑜𝑙 289.10 0.00 8.32 21.27 3.34 5.63 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 -61.26 0.00 -4.17 -1.02 0.69 -15.61 

∆𝐺𝑠𝑜𝑙 281.41 0.00 8.87 21.11 2.82 6.22 

NONOato5 

Energías Relativas (kcal mol
-1

) 

 5 5H1 5H2 5H3 5H4 5H5 

∆𝐸𝑔𝑎𝑠 352.27 0.00 13.42 24.47 3.71 24.36 

∆𝐺𝑔𝑎𝑠 342.29 0.00 12.92 21.98 2.14 22.68 

∆𝐸𝑠𝑜𝑙 289.14 0.00 8.33 21.27 3.34 5.62 

∆𝐺ℎ𝑖𝑑 -60.50 0.00 -3.95 -0.54 0.42 -16.77 

∆𝐺𝑠𝑜𝑙 281.79 0.00 8.97 21.44 2.57 5.91 

 

 

5.2 Mecanismos de reacción 

Los compuestos donadores de NO derivados de los dialquilamina diazeniumdiolatos son 

compuestos utilizados como tratamiento para diferentes trastornos neuropáticos y cardíacos, 

una de sus características farmacológicas importantes es la de cubrir un intervalo amplio de 

tiempo de liberación en condiciones fisiológicas. Los tiempos medios de liberación dependen 

en general de la naturaleza química de los diferentes sustituyentes unidos al grupo [N(O)NO]
 

y de las condiciones fisiológicas del medio. Debido a que el tautómero 1-H5 genera la barrera 
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energética y energía libre de disociación ∆Gdis más pequeñas, en comparación con el resto de 

los tautómeros, se puede asegurar que este compuesto tiene una mayor probabilidad de liberar 

los productos correspondientes. El mecanismo de reacción general se presenta en la Figura 6. 

 

 

Figura 6. Esquema general del mecanismo de reacción para la liberación de NO a partir de los NONOatos 1-5. 

  

En fase gas los cálculos de optimización de las estructuras de mínima energía de los 

tautómeros protonados H1-H5 de los NONOatos 1-5 no condujeron a su disociación 

espontánea, sin embargo, los estados de transición (TS) e intermediarios (Int) en el camino de 

reacción se disocian en la amina secundaria y un dímero de NO obtenidos como productos.  

Para obtener la energía libre en disolución, ∆𝐺𝑆𝑀𝐷, se tomaron en cuenta todas las 

contribuciones termodinámicas para llevar a cabo los cálculos en fase gas a partir de las 

geometrías optimizadas en el nivel de teoría M06L/6-311++G (d, p) con SMD en agua usando 

cálculos puntuales. A través de cálculos de frecuencias se verificó la presencia de un solo 

modo vibracional imaginario en cada estado de transición calculados en el mismo nivel de 

teoría con SMD.  
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La Tabla 4 muestra las energías libres relativas para las especies involucradas en el 

mecanismo de reacción de liberación de NO a partir del tautómero H5 de cada NONOato (1-5-

H5) en fase acuosa. Las barreras de disociación para los tautómeros 1-5-H5 vía el TS 1-5-H5 

se encontraron dentro del intervalo 4.8-6.7 kcal mol
-1

. Se observó un ligero incremento en la 

∆𝐺𝑑𝑖𝑠 cuando aumenta el tamaño del sustituyente dialquilamino. 

El comportamiento general de los perfiles de energía para la descomposición de los 

tautómeros 1-5-H5 se observa en la Figura 7. El tautómero 1-H5 generó la barrera energética 

más pequeña para la ruptura de la distancia N3-N5 como coordenada de reacción en la 

disociación exotérmica de los productos, obteniendo los productos energéticamente más 

estables, la amina 1 y dos moléculas de NO. Para los tautómeros 1-4-H5, las barreras 

energéticas cambian ligeramente cuando el sustituyente dialquilamino incrementa su tamaño. 

Las barreras energéticas para la descomposición del TS de 1-4-H5 difieren en 1.5 kcal mol
-1

. 

Estos resultados nos indican que los tautómeros H1-H5 poseen un perfil energético similar y 

se podría esperar un proceso de descomposición a velocidades de reacción similares aun 

cuando se incremente el tamaño del sustituyente dialquilamino.  
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Tabla 4. Energías libres ∆𝐺 (en kcal mol
-1

) de las especies involucradas en el mecanismo de reacción de 

liberación del NO de los tautómeros 1-5-H5 calculados en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p) con el método 

de solvatación SMD en agua.  

NONOato ∆𝐺𝑑𝑖𝑠 ∆𝐺ℎ𝑖𝑑 

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 tautómeros 1-5-H5 para la liberación de NO 

calculado en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p). Reac se refiere a reactivo, TS es el estado de transición, 

Int es un intermediario y Prod se refiere al producto. 

 

El estado de transición hallado para la descomposición del tautómero H5 del DEA/NO ha sido 

reportado en la literatura [20] con un valor de 17.8 kcal mol
-1

 que es significativamente más 

alto respecto a 6.9 kcal mol
-1

 que se obtuvo en esta tesis.  Sin embargo, la estructura para TS2-

H5 es similar en geometría con un valor para el enlace N3-N5 de 1.89 Å y (N3-N5 

stretching) =146i cm
-1

 comparado con nuestro valor obtenido de N3-N5 = 1.882 Å y (N3-N5 

stretching) =286i cm
-1

.
  

Estas diferencias en los resultados se pueden atribuir a las diferentes 

metodologías usadas en los trabajos reportados.  Los valores para las barreras de disociación 

son consistentes para todos los NONOatos calculados. Los perfiles energéticos para la 

descomposición de los tautómeros 1-5-H5 para la formación de sus aminas secundarias 

correspondientes y la liberación de NO se muestran en la Figura 8.  
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(a) 

 

(b) 
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(c) 

 

 

(d) 
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(e) 

 

Figura 8. Perfiles energéticos para la descomposición de los tautómeros (a) 1-H5, (b) 2-H5, (c) 3-H5, (d) 4-H5 y 

(e) 5-H5 para la formación de la amina secundaria correspondiente y la liberación del dímero de NO calculados 

en el nivel de teoría M06L/6-311++G (d, p). 

 

5.3 Cálculo de pKa  

Como se ha mencionado en las secciones anteriores, las especies tautoméricas 1-5-H 

participan directamente en la descomposición de los NONOatos. Por lo tanto, los valores de 

estimados de pKa se calcularon para los tautómeros H5 y sus correspondientes especies no 

protonadas 1-5. La pérdida del protón de los NONOatos 1-5-H5 produce cinco especies 

diferentes no protonadas de acuerdo con el siguiente esquema: 
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Figura 9. Esquema de la formación de especies no protonadas a partir de los NONOatos 1-5-H5. 

 

La Tabla 5 resume los valores de las energías libres relativas en fase gas y en disolución para 

los tautómeros 1-5-H5 y sus especies no protonadas. Los resultados muestran el tautómero 5-

H5 con el sustituyente dialquilamino más grande, es más estable que el tautómero 1-H5 por -

314.3 Hartrees. Para los NONOatos no protonados, el NONOato 5 es 3.20 kcal mol
-1

 más 

estable que el NONOato 1. 

 

 

Tabla 5. Energías libres relativas en fase gas (𝐺𝑔
0) (en Hartrees) y energías libres de solvatación (∆𝐺𝑠

0) en kcal 

mol
-1

 para los tautómeros 1-5-H5 y las especies no protonadas 1-5 involucrados en el mecanismo de liberación 

de NO calculados en el nivel de teoría M06L/6-311++G(d,p). 

NONOato ∆𝐺𝑔𝑎𝑠
°  ∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°  NONOato ∆𝐺𝑔𝑎𝑠
°  ∆𝐺𝑠𝑜𝑙

°  

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 teóricos de pKa fueron obtenidos con el objetivo de conseguir indicios sobre las 

condiciones fisiológicas adecuadas para la pérdida del protón cuando se lleva a cabo la 

liberación del grupo [N(O)NO]

. Los valores de pKa estimados fueron calculados basados en 

las relaciones termodinámicas propuestas por Pliego y Riveros [40] y siguiendo la teoría 

ácido-base de acuerdo con la Figura 8.  La ecuación usada para estimar el valor de pka es: 
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𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺𝑠𝑜𝑙

0

1.364
− 𝑙𝑜𝑔[𝐻2𝑂] 

donde ∆𝐺𝑠𝑜𝑙
0  es la diferencia de energía libre entre las especies en solución acuosa, la cual está 

relacionada con la ecuación ∆∆𝐺𝑠𝑜𝑙
0 = ∆𝐺𝑠𝑜𝑙𝐴−

0 + ∆𝐺𝑠𝑜𝑙𝐻3𝑂−
0 − ∆𝐺𝑠𝑜𝑙𝐻𝐴

0 − ∆𝐺𝑠𝑜𝑙𝐻2𝑂
0 . Las 

energías libres de solvatación de las especies neutras, sus correspondientes especies 

conjugadas, así como de las moléculas de agua fueron calculadas usando el modelo de 

solvatación SMD. Para la minimización del error de cálculo en el pKa se usó el valor 

experimental para la energía libre de solvatación del ion H3O
+
 de -110.2 kcal mol

-1
 sugerido 

por Pliego y Riveros en la literatura [40]. La Tabla 6 muestra los valores de pKa calculados de 

los NONOatos 1-5-H5. La deprotonación del grupo funcional -NH está asociada con los 

valores de pKa en forma ascendente. Es decir, se observa que conforme el sustituyente alquilo 

se va incrementando en tamaño, el valor del pKa cambia de valores negativos a positivos. 

Además, también es importante observar que la deprotonación en el átomo N5 está favorecida 

en disolución acuosa conforme se incrementa el tamaño del sustituyente dialquilamino.  

Las estimaciones teóricas previas de pKa se llevaron a cabo usando la relación 𝑝𝐾𝑎 =

−0.74(∆∆𝐺𝑎𝑞) + 4.5 para el dimetilamino diazeniumdiolato N-protonado con pka= -8.9 

relativo al valor de 4.5 del tautómero menos ácido del DEA/NO reportado en la literatura. En 

este caso, los autores usaron un pKa experimental de 4.5 para el DEA/NO, el cual no 

corresponde al sitio reactivo que conduce a la descomposición. Sin embargo, indicaron que las 

vidas medias más grandes para la producción de NO podrían surgir por la disminución del pKa 

del nitrógeno amino cuando son protonados los sitios básicos en los sustituyentes [18]. Usando 

la misma aproximación, el valor de pKa para DEA/NO fue estimado teóricamente como 4.6 y 

para el tautómero DEA/NO N-protonado fue estimado como -2.7 [20]. También el pKa 

predicho para IPA/NO fue de 4.0 [19] usando el método de Pliego y Riveros [40].  
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Tabla 6. Energías libres de solvatación ∆∆𝐺𝑠𝑜𝑙
°  (kcal mol

-1
) y valores teóricos de pKa de los tautómeros 1-5-H5 

involucrados en el mecanismo de reacción de liberación de NO calculados en el nivel de teoría M06L/6-

311++G(d,p). 

NONOato ∆∆𝐺𝑠𝑜𝑙
°  (kcal mol

-1
) 𝑝𝑘𝑎 

1-H5 → 1 -177.65 -6.2 

2-H5 → 2 -171.96 -1.8 

3-H5 → 3 -168.32 0.5 

4-H5 → 4 -164.22 3.4 

5-H5 → 5 -160.65 5.6 

 

 

6.4 Análisis de NBO 

El análisis NBO fue realizado en los tautómeros 1-5-H5 para la determinar las propiedades 

electrostáticas y de enlace de estas especies protonadas.  La Tabla 7 contiene las cargas 

atómicas parciales de los átomos del grupo [N(O)NO]
 

a partir del análisis NBO. En general, 

se obtuvieron valores muy similares en las cargas atómicas de los NONOatos y no hubo 

diferencia significativa cuando se incrementó el tamaño de los sustituyentes alquilo. Las 

cargas atómicas parciales se reportaron previamente en la literatura [18] para el grupo 

[N(O)NO]
 

usando análisis 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 tautómeros protonados H1-H5 

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

 1 2 3 4 5 

O1      

Tautómeros no protonados -0.682 -0.679 -0.679 -0.679 -0.679 

H1 -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      

Tautómeros 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      

Tautómeros 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 

O4      

Tautómeros 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      

Tautómeros no protonados -0.362 -0.376 -0.371 -0.369 -0.369 

H1 -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)      

Tautómeros 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 gráficos 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 

distribución de carga de los tautómeros 1-5-H5 analizados en la Tabla 7 y Figura 10, el 

momento dipolar (MD) fue calculado para correlacionar la distribución de carga en los 

NONOatos no protonados y los tautómeros protonados.  

 

 

Figura 10. Gráficos moleculares NBO de los tautomeros 1-5-H5 calculados al nivel de teoria M06L/6-

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

 

La Tabla 8 muestra que los valores de MD para los tautómeros 1-5-H5 son considerablemente 

mayores que los otros tautómeros 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 tamaño 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 tautómeros protonados cuando el tamaño del sustituyente 
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dialquilamino se incrementa. Sin embargo, como se puede observar en la Figura 10 la 

distribución de carga no varía, y como consecuencia, la dirección del MD tampoco varía 

cuando el sustituyente se incrementa en tamaño. 

 

6.5 Simulaciones de Dinámica Molecular 

 En la Figura 11 se muestra la unidad de simulación que corresponde a una caja de 20 Å
3
, la 

cual contiene al segmento S402-D608
 
del CNBD del hHCN1 humano, las moléculas de agua y 

los iones que simulan el ambiente fisiológico intracelular. Dichos componentes suman un total 

de ~136,000 átomos. 

 

 

Figura 11. A) Unidad de simulación del CNBD del canal HCN, B) CNBDs de los canales HCN en condición de 

apoproteína (sin unión a ligante) y holoproteína (con unión al ligante). Solo se presente la cadena A del 

homotetrámero de CNBD estudiado. En el recuadro se muestran algunas de las distancias analizadas y 

asociadas con la apertura al sitio de enlace a nucleótidos cíclicos. 
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Las simulaciones se realizaron utilizando el programa NAMD usando un tamaño de paso de 

2.0 fs. Se realizaron 250,000,000 pasos los cuales son correspondientes a un tiempo de 

simulación de 500 ns. Las simulaciones se realizaron en dos condiciones diferentes: 

apoproteína y holoproteína (cAMP y cGMP), y los datos fueron almacenados cada 10,000 

pasos de simulación. Posteriormente, y como parte del análisis de las trayectorias generadas 

por las simulaciones, se identificaron distancias entre pares de átomos 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 gráficas de 

distancias (eje y en Ǻ) versus tiempo (eje x en ns). Como podemos observar, existe una mayor 

fluctuación en el movimiento asociado a la apertura del CNBD del canal hHCN1 en ausencia 

de ligante (apoproteína) mientras que se observa una mayor rigidez (menores fluctuaciones) en 

condición de holoproteína. Este comportamiento es más evidente para las distancias: Met530 

(CA)-Arg593(CA) y Ser527(CA)-Ile594(CA). De manera adicional, las gráficas muestran la 

distribución de los valores de las mismas distancias, donde es más 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 cAMP 

o cGMP lo cual es consistente con la literatura [49].  

Por otro lado, aunque se ha observado que el movimiento de la apoproteína está caracterizado 

por fluctuaciones significativas localizadas en la apertura del bolsillo de unión del ligante 

(cAMP o cGMP) nuestro estudio actual no ha encontrado (si existen) diferencias 

conformacionales que sean específicas del ligante. 
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Figura 12. Gráficos del comportamiento de la cadena A del CNBD del canal HCN en tres condiciones: 

apoproteína y holoproteína (cAMP y cGMP). 
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Capítulo VI. Conclusiones 

 

Los cálculos teóricos para la generación de NO a partir de la descomposición de compuestos 

diazeniumdiolatos se llevó a cabo usando el nivel de teoría M06L/6-311++G (d, p). Los 

compuestos en estudio se seleccionaron para evaluar el efecto del tamaño del sustituyente 

dialquilamino. Todos los tautómeros posibles de los compuestos se generaron por protonación. 

La estabilidad relativa de los tautómeros varía en fase gas y en disolución acuosa. El 

tautómero protonado H1 tiene la menor energía libre ∆G tanto en fase gas como en fase 

acuosa. Cuando es comparado con el resto de los tautómeros protonados el valor ∆G nos 

indica que, además de H5, todos los tautómeros protonados serían capaces de liberar el dímero 

de NO. Sin embargo, sus energías libres de disociación ∆Gdis son significativamente mayores 

a la correspondiente al tautómero protonado H5.  

Los resultados muestran que el valor de energía libre de hidratación ∆Ghid de los tautómeros 

protonados H5 corresponden a una interacción fuerte de solvatación con el agua. Lo que 

permite la liberación del NO en los compuestos NONOatos de la familia diazeniumdiolatos 

dialquilaminos. Por lo tanto, se sugiere que la descomposición de los NONOatos para generar 

NO indica con el incremento en tamaño del sustituyente dialquilamino ocurre vía la 

protonación sobre el nitrógeno amino. Esto significa que los tautómeros protonados H5, 

asignados a la protonación sobre el nitrógeno amino, provocan la disociación exotérmica de 

los NONOatos produciendo la liberación de una amina secundaria y un dímero de NO. El 

análisis del mecanismo de descomposición de los NONOatos para generar NO indica que el 

tautómero H5 del NONOato 1 está ligeramente favorecido con la menor energía libre de 

disociación, 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 

liberación de NO comparables con nuestros resultados. 

Los valores de pKa y NBO dieron indicios del comportamiento ácido y de las densidades de 

las cargas atómicas del tautómero protonado H5 de los NONOatos 1-5, involucrados 

directamente en el mecanismo de liberación de NO. En este contexto, es importante conocer 
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los detalles del mecanismo de reacción por el cual los dialquilamino NONOatos se 

descomponen para producir NO, ya que se ha demostrado que es una molécula señal de gran 

importancia para inmunología, neurobiología y cardiología. Sin embargo, son necesarias 

algunas mejoras para la optimización de las estructuras de estado de transición en fase gas, las 

cuales conducen a los productos, sugiriendo que estas estructuras se encuentran en mínimos 

poco profundos sobre la superficie de energía potencial con barreras de energía de 

descomposición pequeñas. 

Los resultados obtenidos en este trabajo son valiosos para el diseño de otros compuestos 

donadores de la familia de los NONOatos. Una perspectiva de este trabajo es estudiar 

NONOatos con estructuras zwitteriónicas con aminas terminales protonadas. Para ello se 

sugiere una investigación detallada del enlace de hidrógeno intramolecular de los diferentes 

tautómeros protonados como una interacción estabilizadora en solución acuosa.  

Respecto al estudio de diferentes conformaciones de CNBD del canal HCN interaccionando 

con cAMP y cGMP a través de simulaciones de dinámica molecular para modelar el 

mecanismo molecular en un ambiente cercano a las condiciones del medio fisiológico se 

realizaron avances importantes. Considerando 500 nanosegundos de simulación de la 

dinámica molecular del homotetrámero del dominio C-terminal (CNBD) del canal hHCN1 

humano, se puede observar que el movimiento de la apoproteína está caracterizado por 

fluctuaciones significativas localizadas en la apertura del bolsillo de unión del ligante. Dichas 

fluctuaciones se reducen significativamente en presencia de cualquiera de los ligantes, cAMP 

o cGMP, lo cual es consistente con observaciones previas. Como perspectivas de este trabajo 

se pretende identificar la existencia de diferencias conformacionales que sean específicas del 

ligante y posibles consecuencias estructurales para conferirles una capacidad diferenciada al 

modular el CNBD y, en consecuencia, la función del hHCN1. Además, estamos trabajando en 

la parametrización de la S-nitrosilación mencionada en la metodología 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 además del ligante NO mediante simulaciones de dinámica molecular en 

condiciones fisiológicas relevantes.    
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