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I N T R o D u e e I o N 

Las investigaciones de los sistemas vivos se ha-
bían desarrollado independientemente entre las ciencias, ya 
que la Biología por su parte había tratado el problema es~ 
diando los diferentes sistemas vivos que existen en éste 
planeta y por otro lado la Química lo habíahecho estudiando 
las interacciones que sufren los elementos en diferentes 
condiciones y que son los que forman parte de esos sistemas 
vivos. Estas dos ciencias se acercaron de tal manera en es 
tudios e investigacion~s tan profundas que dieron lugar a -
otras interdisciplinas. 

[ En el momento en que se encontró que la célula e.2, 
taba formada por moléculas y éstas a su vez por átomos na-
ció la Bioquímica} que se desarrolló primero en la rama de
Biorgánica, después en Bior~ánica metálica y por último en
Bioinorgánica, en cada una de éstas ramas se relacionaron -
las propiedades, procesos y .funciones de los sistemas vivos 
desde un enfoque biológico y químico. 

A.la Biorgánica le correspondio investigar y es~ 
diar las moléculas orgánicas que fueron parte de la célula
Y que como tales tienen sistemas de átomos de carbono (al-
quilos, arilos, fenilos, etc.) que a su vez son unidades 
de moléculas más grandes como aminoácidos y proteínas. 

Después se encontró que éstas moléculas orgánicas 
tenían interacción con los metales en los sistemas vivos y
de aquí partió el desarrollo de la rama organo metálica, p~ 

ro és:ta relación también se encontró en sistemas no vi vos, -:,.-t. 
como en el petróleo que ha sido base principal de su estu-
dio. 
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~Por último, se ha desarrollado la Química Bioinor. 
gánica en la cual encontramos que los metales son un factor 
básico importante en la organización estructural de molécu
las bioquímicas; 

Entendiendo· que los metales con su carga positiva 
interaccionan con la carga negativa de otras moléculas como 
proteínas, aminoácidos y enzimas, a través de uniones coor
dinadas con átomos de nitrógeno, oxígeno, carbono, azufre o 
f6sforo haciendo que la macromolécula resultante tenga acti 
vidad biológica. 

Enfocando nuestra atención hacia ésta última in-
terdisciplinal1a Química Bioinorgánica podemos decir, que -
es la que estudia el .Papel de los metales en los sistemas -
biológicos que forman compuestos complejos que son indispe!!:, 
sables para la vida y rompe así con las barreras existentes 
entre las ciencias básicas independientes como la Biología
y la Química Inorgánica que se relacionan por medio de las
funciones de las macromoléculas biológicas en la vida) 

Los sistemas vivos están rodeados por un medio am 
biente inorgánico y mantienen interacción entre ellos y el
medio que los rodea. A través de la historia de la evolu-
ción en el planeta estos sistemas se han adaptado.al medio, 
han desarrollado sus estructuras, .funciones, procesos y me-. 
canismos de protección de acuerdo a las condiciones de la -
naturaleza. Son ejemplos, el sistema nervioso, toda cla
se de mecanismos homeostáticos, mecanismos irum.mológicos en 
los animales superiores, producci6n de enzimas y subsecuen
te metabolismo de substancias extrañas. 

En la actualidad la explotación de la naturaleza
por el hombre a través de la tecnología, ha creado cambios
en el medio ambiente que han hecho que la vida se·torne di-
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fícil ya que las funciones y mecanismos apuntados anterior
mente no han sido desarrolladas para situaciones ·artificia
les del medio ambiente. 

Los metales son parte del medio inorgánico y se -
encuentran en la corteza de éste planeta, siendo su origen
las rocas y el suelo que al ser erosionados por el agua da
mar y ríos coloan a ·los metales en un medio acuoso propicio 
para que JTlllchos sistemas vivos los utilicen. El hombre los 
extrae de las minas y así por un camino u otro encontramos
ª los metales en el medio ambiente y que serán usados por -
los sistemas vivos, voluntaria o involuntariamente ya que -
la acción de los metales sobre éstos será esencial o perju
dicial para su existencia. 

LLa acción de los metales en los sistemas vivos se 
ha estudiado en los últimos 101 años por dos caminos que son: 
a nivel biológico y a nivel molecular.] 

Biológicamente los compuestos metálicos son absor 
bidos por los organismos y metabolizados por un camino u -
otro. Algunos iones metálicos o sus compuestos pueden ser -
rapidamente excretados a travésde la orina o excremento, 
mientras que otros pueden permanecer y así aCUITilllarse en 
los cuerpos de los organismos. 

Algunos organismos marinos acuJTllllan elementos es
pecíficos como Ca para formar conchas o caparazones (caco3) 
y otros Si en forma de silicatos. Otros como los Radiora-
liam usan SrS04 como material esquelético, los Ascidians 
(Tunicates) concentran V en sus células sanguíneas, otras -
especies de Ascidians concentran Nb en lugar de V. 

Es importante señalar que hay una rigurosa espec,i 
ficidad en la unión de los metales por los org~ismos mari-
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nos. Los moluscos son especialmente eficientes en enrique
cerse de metales del agua de mar y la raz6n es que éstos or
ganismos acumulan iones metálicos selectiva o no selectiva
mente ya que su mucosa superficial está expuesta directameE:_ 
te a el agua del mar y actúa como adsorbente para los meta
les. 

lEn el hombre los iones metálicos como Fe, Zn, Cu, 
Mn, Mo, Co, Mg, Ca,. K, Na, han sido considerados como esen
ciales, así el Co es un constituyente de la vitamina B12 y
sus derivados. El Si y B son considerados como esenciales
para las plantas. El Al, Pb, Ni, Cr, Cd y Hg se encuentran 
igualmente en plantas y animales, sin embargo, no hay evi-
dencias definitivas para considerarlos esenciales. El Pb,
Cd y Hg son notorios por sus efectos nocivos .J Los elem~n-
tos considerados esenciales también pueden ser dañinos cuaE:_ 
do se encuentran en gran exceso si éstos no son removidos -
eficientemente por los organismos. Una deficiencia de és-
tos metales lleva consigo síntomas característicos en los -
organismos, ésto es conocido como "nivel de tolerancia" y -
difiere de un metal a otro y de un organismo a ot-ro:J 

Otras interacciones de los metales con los siste
mas vivos a nivel biológico, son la de mantenerlla presión
osm6tica constante en el interior y exterior ~e la pared c~ 
lular, .función que llevan a cabo el Na+ y r<+, la sensitivi
dad de las células nerviosas y musculares requiere de la ~ 

presencia de e&+ y M§+, el calcio también ayuda a mantener
el ritmo cardiaco correcto, además es usado para la conver
sión de fibr6geno a fibrina y en la elaboración de la pared 
celular como corteza o esqueleto en la estructura de la ce
lulosa. Ei Mª+ se encuentra como complejo en los ácidos nu 
cléicos en el interior de la célula y también es usado en -
el proceso de fotosíntesis en las plantas ya que se encuen
tra en la clorofiia.J 
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(Metales de transición como el Fe y el Cu. sirven -
para transportar o2 en la hemog¡obina de la sangr~, el Zn y 
el Co sirven como sitios catalíticos en las enzimasj Otros
metales como Hg, Pb y Cd tienen acciones inhibidoras en las 
enzimas desactivándolas, pero existen organismos como bacte 
rías aeróbicas que convierten el Hgº en metil-Hg que es un; 
forma de detoxificación para ellas mismas. El metil-Hg y 
sus derivados son. fácilmente disueltos en medio acuoso y se 
acumulan en los animales carnívoros superiores en'su cadena 
alimenticia. La bacteria Pseudomona K52 puede descomponer-· 
compuestos orgánicos de Hg como el fenil acetato de Hg y 

o producir benceno y Hg . 

Se han descubierto metilaciones de As, Se y Te 
efectuadas por algunas bacterias productoras de metano.· 

(.La interacción.de los metales cqn los sistemas vi 
vos a nivel molecular es principalmente con sus proteínas-]
Por ejemplo,(los diez metales esenciales para la vida del -
hombre se podrían dividir en dos grupos: el primer grupo -

+ '"""' M2+ 2+ . compuesto por Na,~·, g y Ca que se unen un~camente al-
0- y son móviles, y el seghndo grupo de la seri.e de transi
ción Fe, Cu, Zn, Co, Mo, Mn, .los cuales tienden a unirse c~ 
valentemente al 0-, S- y N y no se mu.evenJ Sin que ésta
sea una clasificación estrictia, los metales dependen de la 
misma para interaccionar con las proteínas. La valinomici~ 
na que es una proteína usada en experimentos de sistemas de 
transporte iónico en biofísica con fórmula: 

Me" Me -CH CH-Me CH-Me 
1 21 •. 2 1 2 

-~ O-CH-CO-NH:CH-C0-0-CH-CO:..:NH-CH-CO )1 
+ tiene una alta especificidad por el K con el cual forma 

un complejo alrededor de 2000 veces más estable que con el-
. + 

Ni. En éste complejo de K todos los grupos polares están 
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alrededor del i6n metálico y éste queda en el centro de la
molécula y los grupos no polares quedan hacia afuera de la
molécula, sus uniones de hidr6geno mantienen la molécula en 
una conformaci6n conveniente y el centro polar es formado -
del tamaño justo para que entre el i6n K+; que es coordina
do octaedricamente por seis átomos del carbonilo de un es--

º ter (K-0 aprox. 2. 8 A') por una atracci6n de tipo i6n-dipo-
lo. El mecanismo de movimiento de complejos de ésta ~lase
a través de membranas biol6gicas ha sido sugerido como una
bomba para empujar los iónes alcalinos y vencer la supuesta 
di.f'u.si6n en las células, siendo éste un campo importante pa 
rala invéstigaci6n. 

Las enzimas de Zn actúan como catalizadores supe~ 
ácidos y la geometría alrededor del metal puede ser descri
ta cómo un tetraedro irregular. La substitución del Zn (II) 
por co· (II) mantiene la actividad enzimática y permite un -
registro del espectro de absorci6n visible debido a la2tra.E; 
sicion d-d de la enz1i de Co (II) en solución. El Cd + es 
.también similar al Zn , está situado en la base de una 
grieta o abertura en la proteína y el substrato de geome- -

. . . z2+ tria exacta puede entrar en la grieta y puede atacar al· n 
sobre el lado "abierto" o puede ocurrir en desplazamiento -
de H2o (aunque esto no sucede en todos lqs casos)·a la vez'
que la reacción apropiada se efectúa. La naturaleza de la
simetría del'sitio en éstas enzimas puede ser estudiada por 
los efectos inhibidores que tienen sus propiedades fisi~ -
cas. 

lLa principal proteína almacenadora de Fe se en- -
cu.entra en el hígado y vesícula del hombre, llamada ferriti 
na, que consiste en una esfera, la cual tiene un centro muy 
denso de electrones de hidróxido férri~o y fosfatos. Se 
cree que hay cerca de 2000 átomos de Fe en el centró los 
cuaies estan unidos a una cubierta proteínica (apoferriti-
na). 
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El mecanismo por el cual el Fe de la ferritina es 
movilizado se cree que es controlado por 6xido-reducci6n en 
presencia de ciertos quelatos desconocidos. Sin embargo, -
en el fluído sanguíneo, se piensa que la proteína que con~ 
tiene el Cu "azul ti de 6xido-reducción la ceru.loplasmina que 
es la que controla el intercambio de Fe.de apotransferrina
para formar transferrina, la cual juega un papel clave.en -
la utilizaci6n del Fe para la biosíntesis de hemoglobina.J 

Ahora, una vez vistas las interacciones que su,-· -
fren los iones metálicos a nivel biológico y molecular, ve
remos cuales han sido lqs conceptos básicos de la Química -
Inorgánica más relevantes que se han usado en los estudios
e investigaciones para esclarecer las interrogantes que 
plantea la interacci6n de los iones metálicos con los sist~ 
mas vivos. 

En el caso donde las .fuerzas i6nicas o electrostá 
ticas son predominantes en la fuerte unión, ésta es goberna 
da por el potencial eléctrico del i6n metálico, que es Ze/r 
(ze.carga eléctrica y r= r°:dio i6nico). De esta forma, los 
iones metálicos con potenci~¼es eléctricos similares pueden 
ser intercambiables. El Ca en muchos sistemas biológicos 

2+ 2+ · . · 
puede ser substituido por Eu o Sr y éstos pueden ser uti-
lizados como cationes informadores2in la investigaci6n2ie -
ciertas .funciones biol6gicas del Ca. Si se utiliza Sr la 
radioactividad de éste se hace detectable en los huesos, pe 
ro esto puede producir efectos peligrosos en· la médula de -
l~~ huesos donde se produ2~n las células sanguíneas. El 
Be puede substituir al Mg aunque es mucho más pequ~ño pe
ro tiene un alto potencial eléctrico y se une más fuertemen 

2+ ' -
te a algunas proteínas que el Mg y entonces bloquea su ac-
tividad. El mismo factor gobierna el núme.ro de coordina- -
cien y la energía de hidrátaci6n de un cati6n. 
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La coordinaci6n de otros ligandos es una substitu 
+ -ción de moléculas de H20. Por ejemplo, el K es deshidrata 

do y coordinado por ligandos hidroFóbicos, más rapidamente
que el Nt Otro Factor importante es el tamaño del catión. 
Hay varios ligandos macrocíclicos conocidos, biogenéticos y 
sintéticos, los cuales se unen a un i6n metálico alcalino -
en particular debido a su tamaño, que es el caso de la vali 

+ nomicina y el K del que ya hablamos. 

La .fuerza de los grupos coordinadores en orden 
biol6gico, son las moléculas N-imidazoles, NH2 (lis·ina,etc.) 
bases purinas y pirimidinas (DNA y RNA) etc. O-OH (serina,
tirosina, etc.), COO (ácido glutámico), P03 etc.¡ S-SH (ci~ 
teina), SR (metionina) y otros. Cada ión metálico tiene Una 
relativa .fuerte aFinidad por ciertos átomos coordinantes·, -

3+ j+ . 
por ejemplo, el Co por el N, el Fe por el O etc. Sin em-
bargo, la especiricidad no es muy estricta y tal vez débil
en muchas proteínas. Entonces el problema es totalmente com 

""". 

plejo. 

Otros Factores son la llamada energía de estabili 
zaci6n de campo cristal y la covalencia. La anterior está~ 
estrechamiente relacionada con los conceptos de dureza-sua
vidad de la pareja ión metálico-ligando. 

Los/métodos Físicos que se han usado para el es"t!! 
dio e investigaciones de la interacción de los iones metáli 
cos con los sistemas vivos son métodos de estudio de com- -
puestos inorgánicos particularmente de los complejos de 
coordinación como los espectros visibles, inFra-rojo, ultr~ 

·violeta, resonancia magnética nuclear, resonancia de espín
electrón, dicroisma circular, electroquímica (pola~agraFía
Y conductancia), susceptibilidad magnética, cristalogra.f'Ía
de rayos X. 
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Por medio de estos métodos se han podido definir
y aclarar las estructuras de los anillos porfirina, los si-
tics catalíticos de las metalo-enzimas, la localización 
éxacta del metal en ls molécula, la geometría que tienen 
los ligandos alrededor del ión metálico, la substitución 
del ión metálico·nativo por otro similar a él y los efectos 
que causa este cambio en la molécula. 

Luego de haber descrito un panorama general de lo 
que estudia e investiga la Química Bioinorgánica, reconoce
mos la importancia de ésta interdisciplina y prueba de esto 
es que se han organizado en los últimos años, dos congresos 
sobre la mater1a, el primero efectuado .en 1970 y el segundo 
en 1977; en Universidades de Canadá y E.U. se han iniciado
cursos de Química Bioinorgánica desde 1971 de licenciatura
Y doctorado. 

El objetivo de éste trabajo es precisamente expo
ner los avances que se han dado en el estudio e investiga-
cienes de la Química Bioinorgánica de los metales-de transi 
ci6n Fe y Cu. en los últimos 10 años, en lo que se refiere a 
la localización de los metales en la estructura de las pro
teínas, la coordinación de los ligandos, identificación de
los mismos, estados de oxidación de los iones metálicos, to 
do esto en diferentes sistemas vivos. 

También un objetivo de éste trabajo es el de con
tribuir a.impulsar los estudios e investigaciones que se 
presentan con un amplio panorama én esta área y esperamos -
que sea un trabajo bien logrado de tesis para examen de Li
cenciatura. 
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I 
GRUPO DE .LAS PRarEINAS HEME 
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Quizá, el grupo de proteínas de Fe más estudiado---son las hemeproteínas, las investigaciones y.estudios que -
se han hecho sobre la estructura, comportamiento del metal
Y su .f'unci6n se basan principalmente en la investigación de 
datos espectroscópicos y magnéticos de las proteínas natur!_ 
les o de deriva. os de las proteínas naturales y de compues
tos complejos sintéticos semejantes a las proteínas, 

En la medición y determinaci6n de los datos de 
los diferentes métodos espectroscópicos y magnéticos se han 
usado como variables; el cambio de estructura dél ~illo 
porfirina, cambio de estado de oxidación del metal, cambios 
de ligandos del metal, cambios de medio que rodea a la pro
teína, cambio del metal, resultando.en efectos significati
vos sobre un número de parámetros físicos observables inde
pendientemente que han servido para establecer con más deta 
lle aquellos aspectos de estructura que determinan la fun-
ción de las hemeproteínas. 

El anillo porfirina o heme es un sistema que une-___..-- _, . 

cuatro anillos pirroles a través de puentes meteno (=CH-) -
caracterizándose éste sistema por las dobles uniones conju
gadas. Los compuestos de porfirinas naturales son forma-
dos generalmente por adición de substituyentes en las posi
ciones de la 1 a la 8 ó bien a los puentes meteno eJ... , ~ , '( 
,/ , y son llamados de acuerdo al número y tipo de substi t:!!_ 

yentes. ¡; Las profirinas sintéticas son formadas por adición 
de substituyentes a los anillos de pirrol de la porfina. 
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~i_1ando los protones del nitrógeno pirrólico, la 
por.f'irina se comporta normalmente, como ligando tetradenta
do y forma .fácilmente compuestos complejos con una variedad 
de metales. La porfirina como se observa en la figura 1, -
es una molécu.la plana, los iones metálicos al reaccionar
con la por.f'irina ocupan el hueco en el centro del plano del 
anillo. 

En las hemeproteínas como la hemoglobina, mioglo
bina, citocromo, es el Fe el que ocu.pa ese hueco. 

Al cambiar los ligan.dos axiales del metal que son 
el quinto y sexto sitios de coordinación del Fe en la heme
proteína y que quedan por arriba y abajo del plano dél ani
llo-por.f'irina, afectan la fuerza de unión entre el Fe. y los 
nitrógenos de la por.f'irina que son los primeros cu.atro si-
tics de coordinación en el plano; reciprocamente cambios en 
los grupos de la periferia del anillo por.f'irina akteran a -
su vez. la basicidad de los nitrógenos de la p.or.f'irina, la -
unión entre los nitrógenos del anillo y el Fe, y la unión 
entre el Fe y los.ligandos axiales. Cada efecto cis y 
trans ha sido bien estudiado para por.f'irinas de Fe(II), pe~ 
ro en menor grado para hemeproteínas. 

Sin embargo, muchos detalles de interpreta'ción de 
los efectos en compuestos de Fe(III) se han obtenido recien 

1 
temente. 

La magnitud de cambios en varias propiedades f'ís_i 
cas usando el ligando axial como variable se muestra para. -
una serie de deuteroheminas (fig. 2). 

X representa la variable ligando axial en estos -
compuestos de Fe(III) de alto espin. Efectos ruy·marcados
de los ligan.dos sobre la banda del in.f'rarojo cercano, el Pi 
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co cuádruple del espectro de Mossbauer, y picos de campo c~ 
ro medidos directamente en el infrarojo lejano, son ilustra 
dos por datos·en 1~ tabla 1, 

La figura 3 ilustra cambios en el espectro elec-
trónico en soluciones de cloroformo. El espectro electroni 
co, en benceno es ligeramente diferente, pero en general es 
similar (fig. 4). 

Las diferencias causadas por efecto del solvente
no son diferencias encontradas entre ciertas hemeproteínas. 

1 

El cambio en el espectro electrónico atribuido a el cambio-
en el ligando axial..sigue el mismo orden de ligando en las
otras propiedades físicas incluyendo la resonancia de espin 
electrónico (ESR), la cu.al muestra diferencias significati
vas en el ancho de la banda g=6, y en el espectro de reso-
nancia magnética nuclear (NMR) donde las magnitudes de cam
bios paraJ!lagnéticos varían. 

El espectro de resonancia magnética de protón se
ilustra en la figura 5 para los derivados azida y fenoxo en 
CDc13 • Son notables los grandes cambios paramagnéticos pa
ra los protones porfirina y también para los protones del -
ligando fenoxo. No es difícil seña¡arlo en las heminas y -
prop:orcionar una base para la aplicación de estudios de re
sonancia magnética nuclear en ~emeproteínas par.amagnéticas-. 
Sin embargo, hacer señalamientos en el caso de las proteí-
nas es más· difícil¡ separación de contacto, seudo-contacto, 
y -efectos de campo de anillo común representan un mayor pr.2, 
blema. 

La magnitud de los. efectos de campo de anillo co
mún es ilustrado por la influencia de concentración en ~l -
modelo de metil anillo y la resonancia del metil ester para 
el dimetil ester 2,4 dipropionildeuteroporfirina IX diamag-
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nético, en CDC13. (fig. 6). Como la concentración es incre 
mentada, el equilibrio entre especies monoméricas y diméri
cas es desplazado en favor del dímero. La gráfica de cam-
bios químicos contra concentración (fig. 7) revela que la -
resonancia del grupo metilo 5 es menos sensible a la forma
ción del dímero que -los metilos 1, 3 y 8. Pueden ocurrir -
cambios en la frecuencia como un resultado de los efectos -
de campo de anillo común intermolecu.lar presentes en el dí
mero pero no en el monómero. Las técnicas espectroscópi-
cas mencionadas se han aplicado a las hemeproteínas. Dete.!:_ 
minaciones de bandas de campo cero en el IR ~ejano se han -
hecho en fluoruro de mioglobina (11.9 an~1) y fluoruro de -
hemoglobina (12.5-1} y se han comparado con fluoru.ro de pro 

. -1 -
!~hemina (10.0 an ) y fluoru.ro de deuterohemina (11.1 cm -

). Fu.e encontrado un valor de E (E/D ca. 0.085) para la
azida protohemina como base de una contribución del ligando 
azida para la distorsión rómbica en ausencia de cualquier -
proteína o una histidina trans, como en el caso de las azi
das de mioglobina y hemoglobina. 

Es claro que estas aproximaciones a lo largo de -
las determinaciones de estructura de hemeproteínas con ra-
yos X representan pruebas altamente prometedoras, sin emba.!:, 
go, pueden ser estrictamente limitadas en su interpretación 
en términos precisos para explicar la .función de la enzima. 
La identidad de los ligandos axiales unidos al metal en una 
hemeproteína dada, bajo un grupo de condiciones es frecuen
temente oscura. Además, aún si los ligandos son conocidos,
no se puede suponer conocimiento de la estereoquímica, fue.!:_ 
za de unión, y medio ambiente de los ligandos en el disolve!!_ 
te o en la proteína, cualquiera de estos es un factor de i,!!h 
portancia para las propiedades exhibidas por la hemeproteí
na·. Si el ligando tiene protones puede usarse el espectro
de resonancia magnética nuclear. Recientemente se han pro..:. 
bado técnicas de IR en ésta área. 
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El espectro IR de soluciones acuosas de .hemoglobi, 
nas y mioglobinas presentan una "ve!!-fana" de absorción rel,!_ 
tivamente baja entre 1750 y 2800 dn Bandas de ligandos
como; monóxido de carbono azida, y cianuro unidos a éstas -
hemeproteínas han sido estudiados por una técnica diferente 
de IR desarrollada por Alben y McCoy. La banda de CO fue -
olservada unida a la hemoglobina en las células de la san-
gre. Los derivados azida para cada una de las proteínas 
presentaron dos bandas (fig. 8) que indican las formas de -
bajo y alto espin. Con la mioglobina dos bandas de CO son
observadas (fig. 9), mientras ~ue sólo una banda de CO se -
encontró para hemoglobinas normales. Así, con los deriva
dos de CO y N3, la mioglobina muestra una gran tendencia p~ 
ra unir ligandos por dos caminos, uno más que la hemoglobi
na. Se concluye de los datos del espectro IR que los lig~ 
dos QO y N3 forman significativamente uniones flexionadas -
Fe-ligando en hemoglobinas y mioglobinas (fig. 10). Las 
uniones aparecen más grandes en la mioglobina, por lo tanto 
la V co es mayor de 1944 cm - 1 para la COMbs comparada con -
1951 cm-1 de la COHbA; se espera que una .frecuencia baja 
acompañe a una mayor desviación de la linealidad. La falta 
de sensibilidad de la frecuencia del ligando a cambios de -
pH en proteínas normales, lo mismo que efectos de substitu
ción de aminoácidos por la histidina lejana de hemoglobinas 
anormales, sugieren una interacción de unión entre la histi, 
dina lejana y el ligando,. no una unión hidrógeno como se 
propone en un estu~io de rayos X de N3Mb sino mejor una in
teracción n-0-donador-aceptor con la histidina como donador 
y el átomo ligando unido al Fe como aceptor. Así, la unión 
marcada(?) en la figura 10 representa una unión entre un
carbono de CO parcialmente positivo y un nitrógeno de la 
histidina parcialmente negativo. Aunque bandas de IR para
uinones de o2 no son útiles por su baja resolución, datos -
de rayos X han sido obtenidos para 02Hb ó 02Mb, indudable-
mente que el 02 ocupa · el mismo lugar que el CO y experimen-
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ta interacciones de unión con el Fe(!!) y la histidiná le
jana similares. Una unión lineal Fe-02 es excluida por .fun 

damentos teóricos y estéricos. - Sin embargo, una unión fle
xionada de Fe-02 es completamente consistente con los datos 
disponibles. Y la mayor afinidad del o2 por la mioglobina
más que por la hemogiobina está de acuerdo con una mayor 
.flexión y una "cavidad estrecha~¡ en el caso de la oximiogl~ 
bina. En el otro caso, los datos útiles del IR y de rayos~ 
X no sugieren flexión en el cianuro pero son más compati- -
bles con la presencia de uniones lineales Fe-CN en las cia
no mioglobinas y hemoglobinas. 

La oxidación de la oxihemoglobina diamagnética 
produce la ferrihemoglobina, un der1vado paramagnético de -
alto espín y 5 derivados de bajo espin los cuales pueden 
ser estudiados con resonancia paramagnética de electrón 
(EPR). Para muchas proteínas heme, ex1sten 5 comb1naciones ,· 
de ligandos Z de bajo espín, cada combinación tiene uh ran
go de valores "g", pueden present;arse naturalmente o a tra
vés de modificad.enes quími<;:as, utilizando ligandós endóge
nos de la heme. Cu.atro de estás combinaciones de ligandos~ 
tienen necesariamente un átomo de nitrógeno de una histidi
na. Los otros ligandos Z posibles son OH-, N.. hist1diló, 
S metionilo, y un ligando nitrogenado de composici6n quimi
ca indeterminada, La quinta combinación de Ügandós Z tie
ne un S de cisteína y una base nitrogenada como las combina 
cienes anteriores. En una mezcla se pueden separar cu.anti~ 
tativamente cada especie de bajo espin y ensayar para todas 
los citocromos paramagn~ticos de hemoglobina en células ro
jas intactas. 

Exist:e un buen número de proteínas heme que se 
presentan en el estado .ferroso y que son muy interesantes,
pero estas no se pueden estudiar por resonancia parani.agnét!, 
ca de electrón. 
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Los compuestos férricos existen en sus dos esta~
dos de espin:alto espin (5/2) y bajo espi.n (1/2). ·La reso
nancia paramagnética de electrón de cada uno de ellos es 
muy diferente cu.ando son examinados a bajas temperaturas en 
soluciones tipo ~ongeladas de porfirinas o proteínas heme.
La figura 11 es la gráfica de un espectro de EPR típico ~e
una absorción derivativa observado a bajas temperaturas en~ 
el aparato de banda X ·(900 Me/seg.). El estado de alto es
pin es el superior. Hay una extensión de la absorción de -
los valores "g" desde 6 hasta 2 ! El valor "g'' es un factor 
de la escala,qu.e es la inversa del campo magnético y es más 
usado porqu.e ya tiene dividida la frecuencia del espectróm~ 
tro. Los espectros son tomados en la forma derivativa, y -' 
así estas formas representan una absorción del rango "g"-6-
2. Hay un espectro axial, qu.e se puede esperar de una mol! 
cu.la como la porfirina qu.e tiene simetría de dobles enlaces 
si no se hace caso de la.diferencia entre los grupos substi 
tuyentes de la periferia. La cu.rva de abajo es de un típi
co compuesto férrico de bajo espín y tiene tres absorciones 
derivativas características. Con suficiente precisión, los 
tres valores 11·gn-···pueden ser· leidos a la derecha de los tres 
lugares indicados. 

Ahora examinemos un espectro EPR real de un ejem
plo de por.firina. El cloruro de hemina disuelto en N,N-di
metilformamida da el espectro formado en la figura 12. La
cu.rva de absorción de abajo se extiende en g-6-2 y la curva 
superior (absorción derivativa) es mu.y grande en g=6 y ese~ 
samente perceptible en g=2, Hasta donde se puede decir de
cada uno de los espectros, el sistema es axial; gx y gy es
tán en 6, mientras qu.e gz está en 2. Se puede convertir fá 
cilmente a la hemina en un_ compuesto de ·bajo espin por adi~ 
ción de ligandos que reemplazaran al cloro.· Uno de estos -
ligandos es el mercapto etanol; al adicionarlo al ejemplo y 
congelando.la solución se obtiene el espectro de la figura~ 
13. Este es el espectro de EPR del compuesto protoporfiri-
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na IX mercaptoetanol (la curva inferior es de absorción, la 
curva superior es de _absorción derivativa). Se pueden 
leer los tres valores de "g", y la absorción se extiende en 
este caso desde 2.37 a 1.93. El pico derivativo (segundo a 
la derecha) es debido a el remanente de cloruro de hemina y 
está en g=2. Este compuesto biológicamente no es mu.y inte
resant~, .pero un compuesto exactamente análogo puede hacer~ 
se por adicionar simplemente merca,ptoetanol a una proteina
heme I cómo la mioglobina. Al hacer esta operación se ob:ti~ 
ne el espectro de EPR y ·es esenc:i.alment.e idéntico, Así se
hace un compuesto mercaptoetanol heme interno en la misma -
proteína, y es exactamente como la.serie de compuestos que
se están estudiando. 

La mioglobina es una proteína heme que se encu.en~ 
traen los rnú$culos rojos, une oxígeno y se pres~nta normal 
mente en el estado ferroso, pero puede ser convertida rapi
damente a el estado férrico •. Se compone de Wlª cadena poli, 
peptídica y un grupo heme. 

La hemoglobina es una molécula más complicada ,.que 
la mioglobi_na, aunque evolutivamente están mu.y relaciona- ..:.. 
das. La hemoglobina está .formada de cuatro cadenas polipe.E_ 
tídicas y cada una tiene un grupo· neme. Un par de cadenas
es semejante entre sí y se les llama alfa ( f;;/.. ) y el par 
restante también· semejante entre sí 1.lámadas beta ( ~ }. A 
simple vista, las cadenas alfa y beta no pueden ser distin
guidas de la cadena de mioglobina. _Sin embargo, difieren -
en muchos detalles, pero tienen el mismo número de regiones 
helicales que son ordenadas en la estructura terciaria. 

Ahora veremos.un interes;mte experimento que sólo 
tendrá una interpretación fenomenol6.gica hasta que examine
mos un modelo de ésta molécula. Empezaremos con, hemoglobi-1 • . . 

na·A férrica, que es la forma oxidada del~ hemoglobina no.!'.. 
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mal que probablemente todos tenemos, consiste de dos cade--: 
nas alfa y dos cadenas beta. Se oxida a la forma férrica -
de alto espin con ferricianuro. Es 1estable por un tiempo -
largo, y su espectro de EPR se muestra -en la figura 15 (cu.!:, 
va su.perior). Si 'adicionamos histidina a. éste ejemplo, se
encuentra que _hay un cambio en la extensi6n. La substancia 
de alto espin decrece,-y se forma un compuesto de bajo es-
pin. Sucede un· hecho interesante si empezamos con hemoglo
bina H, que es una pemoglobina anormal que consiste de ·cu.a
tro cadenas beta •. No es muy estable a ~iferencia de la he
moglobina A, pero da tiempo sufÍciente (aprox. 3 hr~.) para 
producir un hemicromo _que ~sel nombre que se les da a cie!:, 
tos compuestos férricos de' bajo espin cu.ando se adiciona 
una hi.Stidina. Si manejamos dos experimentos parale;l.amen-
te, la oxidaci6n de la hemoglobina A no da productos que 
nos puedan ayudar, mientras la oxidaci6n de la hemoglobina
H produce productos que dan informaci6n de la histidina adi 
donada a la hemoglobina A. 

Si observamos el modelo de una cadena revelará 
que es lo que está sucediendo. La fi!:fUra 16 es el modelo
de Dickerson sobre la mioglobina, pero se puede suponer que 
es cu.alquiera de las cadenas de la hemoglobina. El lig~do 
cercano no porfirina al átomo de Fe es el átomo de nitróge
no de un anillo imidazol que pertenece a una histidina y 
precisamente se le llama el ligando cercano. Del otro lado 
del anillo porfirina hay un espacio relativament~ vació en
el cu.al se transporta oxígeno en estas moléculas cu.ando es
tán en el estado ferroso. Más alejado y fuera para hacer -
una unión, hay otro anillo imidazol con su átomo de nitr6g.!:_ 
no dirigido hacia el heme. 

En este espado se pueden adicionar moléculas mu.y 
pequeñas como el mercapto·etanol o la Jistidina. En e.Stas -
condiciones, la hemoglobina inestable reajustará. la estruc-
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tura terciaria para que el átomo de_nitrógeno endógeno pue
da-coordinarse con el átomo de Fe. Así, la heme existe co
mo un compuesto dihistidina. Se producen exactamente los -
mismos átomos ligandos como residuos de la única estructura 
terciaria al adicionar otra histidina en espacio o .cavidad. 
Por lo tando el Fe es coorq.inado _por la porfirina y dos át2, 
mos de nitrógeno de imidazol. .Sin tomar en cuenta detalles, 
est9s dos compuestos parecen idénticos en el espectro de 
EPR. 

Se pueden hacer cualquier número de compuestos i!l 
teresantes por este camino, con átomos ligando exógenos y -
endógenos a la m?Jécula. Por ejemplo; cadenas aifa oxida-
das de hemoglobina A que se separaron de las cadenas beta 1-

muestran un espectro de EPR de alto espín simila:res'a aque
llos que ya vimos. Cuando el pH es aumentad·o.,. aparece un -
compuesto· que está' en equilibrio con el compuesto de alto -
espín. Este es justamente un compuesto hidróxido de la ca~ 
-dena normal alfa .férrica. El espectro EPR de_ un ejemplo ca-
si desplaza completamente a estas formas de bajo espín que-
se mu.estran en la figura 17, (A) Forma hidroxí: cadenas al~ 
fa oxi fueron oxidadas con 5 proporciones moleculares de f_s 
rricianuro en solución:regulador.a O ,:02 M de·tris-clorhidrato, 
pH 8 .o. Inmediatamente el ferricíanu:ro .fue eliminado y ia
solución reguladora cámbiadapor t:ris-Sul.fato .0 .• 15 ~' pH 8. 7, ... 
por el paso en una columna pequeña de ·Biogel P-2. (B) For-
ma dihistidilo: las cadenas al.fa .férricas de alto espín se
dejaron durante 1 hora en soluci6n reguladora dE: fosfato. O ,05M, 
pH 5.6. En un tiempo corto esto es espontanea.menté reverSi 
ble favoreciendo a el compuesto·· de alto espín y cambiando ... 
el pH. Sin embargo, en estas condiciones, éste compuesto,
también, se reajustará expont_áneamente para transformarse -

,en el mismo hemic;r-omo con los mismos v~lores "g" que vimos
antes para las cadenas··beta de hemoglóbina. H: El -
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mismo hecho sucede com<? en las cadenas beta; esto es, la es 
tructura terciaria se r.elajáhacfa la histidina lejana ·que· -
puede:.-volver:se:. y unir:se al". Fe, pr·oduci.endo un compuesto hi_i 
tidina· de Fe. se-pueden hacer otros·hemicromos bajo condi;..; 
·cienes seleccionadas. 

¿Que puede hacer un químico teór;i:co con. cad¡i uno
de los espectros EPR de bajo espin parct ord~a:r y deducir '
información estructural? Veremos la mecánica cu.antica Hamil 
toniana para sistemas férricos de alto y bajo espin. 

2 2 2 
H = gf H.S + D(S ..,. 1/3 s(s+1)) + E(S - s·) 
a.e. z x y 

\.e.= g,H.(S + L) +Á(L.S + (A/A)r; +(v,tA..)(Y!+Y-:)) 

Los dos términos Yk representan simetrías d~l cam 
pª c2istal electrostático y ~o:q. p;ropord,onales a z2, .,..r /3 y: 
x -Y, respectivamente. Los términos H son términos de in~ 
teracción de Zeeman-y no dan información estructural. li:l -
término L. S. (el acoplami~nt9 orbital espin) en los Hamil
tonianos de bajo espin también no dan ninguna información. 
Los términos restantes son los que indican la geometría de~ 
la estructur~. Los coeficientes D y A/A repres_entan la di 
vergencia o desviación"de los ligandos hacia los arreglos -
octaedral o tetragonal; por ejemplo, los ligandos cercano y 
lejano convenientemente desiguales a los cuatro ligandos 
porfirina. Los coeficientes E y VA representan la desvip.
ció~ de la simetría inferior tetragonal. hacia la rómbica. -
Bajo las. condiciones de E/D=1/3 ó V/A =2/3 la simetría ha -
sido determinada completamente rombica. Estos coeficientes 
determinan completamente los tres valores "g'' en cualquier
caso de espin y es toda.la información q~e se puede extraer 
de un espectro de EPR de µna s9lución conge;I.ada. El mét~do 
de análisis fue recopilado por Griffith y por W~issbluth. 
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Si tenemos 1os análisis d~ un gran número de com
puestos férricos de bajo espin, pueden ser resumidos conve
nientemente en una grá_fica de campo cristal como la figura-
18. La abscisa es el c·ampo tetragonal (A/)..), y V/).. llam_! 
da rombicidad como ordenada. Todos estos compuestos, con -
la excepción de alguno marcado con substancias exógenas, e~ 
tán formados con átomos que son endógenos a la hemoglobina
.Y así representan varias clases de compuestos de bajo espin 
endógenos. La hemoglobina A fue aislada,de células rojas -
humanas hemolositos sin el uso de tolueno. Cadenas alfa fue 
ron aisladas y preparadas desde oxihemoglobina por el méto
do de Bucci y Fronticelli modificado por Parkhurst, Gibson
Y Geracci. Las cadenas beta fueron .. ob.t.enidas de la oxihem.Q. 
globina H. La oxidación a la forma férrica fue lograda con
ferricianuro en una columna de Biogel P-2 a un pH de 7, 

Los compuestos de bajo espin pueden ser formados
usando los siguientes reactivos referidos en la figura; Et
SH, mercaptoetanol; Pyr, piridina; His, histidina; N3 , azi
da. Las 5 áreas encerradas por las líneas punteadas defi-
nen las regiones y parámetros donde pueden entrar los 5 co!!l 
puestos diferentes al ser producidos. Los grupos marcados-
0. y H contienen.los compuestos hidróxido y qihistidina, re~ 
pectivamente, y que se vieron anteriormente. El grupo mar
cado P contiene los compuestos mercaptoetanol y otros sulfhi 
driles. El grupo marcado C contiene compuestos que tienen
histidina por un lado y un tioeter de mettonina en el otro~ 
lado, por analogía con el citocromo C que es donde se cono
ce que existe ésta estructura. El grupo restante B, conti~ 
·ne una histidina por un lado y un ligando desconocido en el 
otro lado. Este ligando desconocido es el mismo que se en
cuentra en el citocromo b, cualquiera de esos puede ser. 

Los hemicromos que·entran en este grupo B pueden
ser hechos desde la hemoglobina con un rendimiento del 100%, 
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igualmente a~nque no conozcamos su ligando lejano. La rece 
ta es la siguiente: cualquier agente desnaturalizante rompe 
1a·uni6n hidr6fobica en las diferentes partes de la estruc-

·tura terciaria conduciendo a estos compuestos. MuGhas molé 
culas aromáticas solubles en agua satisfacen estos requeri
mientos. Así, ·este tipo de hemicromo fue descubierto des-
pués del tratamiento con silicilato produciendose también -
imidazol. 

Se ha recorrido un camino largo en el estudio de
la hemoglobina natural. ¿Cu.al de estos hemicromos puede 
ser renaturalizado bajo condd.dones apr0piadas a hemoglobi
na funcional? Los· experimentos han demostrado que los ti-
pos O y H hidróxiio y dihistidina pueden ser renaturaliza-
dos mientras los tipos C, By P parecen tener puntos cruza
dos que no son renaturalizables. Refiri:éndonos otra vez,
al modelo de la cadena de m~oglobina (fig. 16), se puede 
ver que de los dos compuestos reversibles, uno como e~ hi-
dr6xido como el ligando lejano no necesariamente cambia la
estructura terciaria del todo, y es comprensible porque es
exp~ntaneamente reversible~ El otro,· en el que el nitr6ge'"' 
no del imidazol lejano viene para unirse al Fe, requiere de 
un cambio mu.y pequeño para hacer posible esto, y también es 

1 comprensible porque puede ser reversible. Los ótro$. requi~ 
ren mu.cho más de un cambio en la estructura terciaria en el 
orden que lo requieran los átomos ligando lej ano_s para. que
puedan aprovechar al Fe. 

Hay varios conceptos te6ricos que pueden ser seña 
lados en el diagrama (fig.· 18). El primero es el camino 
que se ha elegido para trazar las constantes teóricas donde 
la abscisa es una función del total de electrones donados -
por el Fe, pero quizá no es una función lin~al. A la extre 
ma der.echa, es la mayor distancia que se desvié;I. de una geo
metría cúbica. La ordenada es la raz6n de dos parámetros -
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simétricos o un número de significancia geométrica. De es
te modo, los compuestos situados sob~e la misma línea hori
zontal pueden tener la misma geometría, mientras los com- -
puestos situados sobre la misma línea vertical pueden tener 
la misma densidad de electrones en el átomo de Fe. Esta 
densidad ,de electrones es determinada ·por una propiedad de
los seis átomos _ligando, la cual _puede ser llamada vagamen
te electronegatividad, aunque el uso puede ser impropio. 

• ,!. . 

Es inter·esante notar que el cen~ro de gravedad de 
los ruatro compuestos e, B, H y O situados más o menos en -
la misma línea horizontal comparten una cosa en común; to-
dos tienen un átomo de nitrógeno de la histidina cercana 
que está presente en la hemeproteína natural Y. como que to
dos aquellos compuestos están en la misma geometría. Ade--
más, el ligando determina casi completamente la geomet~ía -
del comp~esto. Cambiando el sexto l_igando sólo cambia la -
densidad electrónica y no destruye.o distor~iona ia geome-
tría. En el caso de los compuestos con mercaptida si se 
destruye la g~c:>!lletría. Es~o es, la mercaptida no impone la 
misma geometría en la ~eme, como lo hace ei átomo de'nitr6..., 
geno de la histidina cercana. El imidazol y la azida aun-
que pa;rezcan · muy diferentes para un quí~ié:;o inorgánico, se-; 

·.. . . . . '·· 

comport~ de una forma similar ante una porfirina de Fe. 
Todo lo que se sabe de estos compuestos es· que hay una do-
ble uni6n con e.l nitrógeno y de la geometr.ía de éste ligan
do en particular hay mu.y pocas observaciones. Aquí la geo
metría está determinada por los otros ligandos. 

Seguiremos con compuestos de· hemoglobina A, que -
tienen proporciones iguales de cadenas.alfa.y beta, 6 cade
nas alfa, o cadenas beta, al final con compuestos indistin
guibles en estos grupos. Esto e~ particularmente notable -
en el grupo hidróxido, donde se·han hecho los estucliqs más
extensos. Posiblemente. no se puecia decir c!,esde estos com--, 
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puestos de bajo esp:i.n, cuáles de estas tá.denas están presen 
" -tes o si éstas fueron una mezcla de las dos, y es justo 

apuntar .que el Fe en cornpuestos_férricos de bajo espín casi 
n.o interacciona con la segunda esfera de coordinación. In
teraccionando sólo con la p~imera esfera de coordinación que 
es idéntica en todos estos compuestos que pertenecen á un_:..: 
grupo particu.lar. La conducta en ias propiedadés más impar.-. 
tan.tes como potencial de 6xido...:reducci6n y cinética de· rea_s 
ci6n son determinados· re.aimente por los efe·ctos combinados
de las esferas primaria y secundaria de coordinaci6n. 

El significado 4e las líneas que indican la sime
tría "r6mbica pura" requiere de una explicación: S:i. se tie
ne más o menos una geometría octaédrica de los ligan.dos se...: 
mejante a la estructura I figura 19, donde el átomo de Fe...: 
está coord~nado por cu.atro ''As'' y por dos !'Bsi•, .hay una el.!, 
ra y perfecta simetría tetragonal como se observa usualmen
te en el ·caso de compuestos férricos de aito e~pin. Se pu~ 
de dibujar un. cu.adro conectando iás iiAs'i y ciecir, iieso e~ -
la heme" porque estos cu.atro átomos estaban ~n la molécula;_ 
original, que era esencialmente equivalen te; -¿,Eri los c0m:.. -
puestos d,~ bajo espín cercanos a lá línea que indica campo
r6mbico total (estructura II) donde las i,Agií son difer_entes 
de las i•Bs" y estas de las iÍCs'', donde está el cu.adrado? 

Compararemos los compuestos de bajo espín de ia -
hemoglobina con los de otras proteínas heme. La.figura 20-
es una gráfica de CaJ'9,PO cristal para álgunas proteiriás hémé 
donde los contornos son los mismos que en la gr~fica de 1a.:.. 
hemoglobima. ¿,Qu.e otros compuestos de bajo espín de protei 
nas heme son semejantes a los hemicromos de hemoglobina? Al 
gunos, __ compuestos que son hem:i.CJ:!omos diferentes como cianur6 
de hemoglobina, de citocromo c, y de mioglobina muestran co 
mo el i6n cianur~ es un. lig_ando diferente .a etialquier Otr; 
ligando endógeno. Tod.os los ci tocromos p.:..450 que son cono-: 
cides por ser compuestos heme mercá.ptida; caen en.la misma..,. 
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regi6n de los compuestos heme mercaptida de heniogl_obina. 
Algunos compuestos hidr6xido de mioglobina dan oportunidad.
para indicar los erectos de interacci6n de la esPera de 
coordinaci6n exterior, usando la Frase o expresi6n inderini 
da, que se tiene sobre estos·compuestos. La mioglobina a -
pH de 10.1 y 12.8 lo manifiesta, y también hay puntos inter 
metlios. El campo cristal lleva a través de los p~tos con~ 
cides al aumento de pH en casi tres unidades logarítmicas. 

Se han estudiado dos citocromos naturales, los ci 
tocromos b2 y b5 que están en la regi6n marcada B .. El cit~ 
cromo c está en la regi6n C y tiene hist-idina y metionina -
como dos Iigandqs no pÓrrirínicos del Fe, 

La azida catalasa, por ejemplo, está donde la azi 
da-hemoglobina; con la misma geometría, y densidad electró~ 
nica. La estructura es probablemente la misma. Nadi~ sabe 
cu.al es el ligando cercano a la heme de Fe que está en la -
catalasa, pero podemos especular que es un imidazol, exac
tamente como en la hemoglobina. 

En inrormes anteriores", se especula con la conxi~ 
raci6n de la heme a. Dos compuestos de heme a3 se han ob
servado en la mitad de ci tocromo c oxidas a peduc::ida. Uno -
es un hidr6xido normal, y cu.~do se adiciona azida, es un -
azida' a3 normal. Esto signirica que bajo estas condicio- -
µes, la heme a3 se comporta como una heme aislada normal, y 
no tiene una conriguración peculiar en el citocromo c oxida 
sa bajo estas condiciones. 

La _cuesti6n ha llamado la atenci6n por la gran di 
Perencia ·en reactividad e.ntre varias proteínas heme; ¿qué -
direrencia eseru.ctural· es responsable de esto? He aquí tres 
ejemplos de ci tocromos (a, b., e) que tienen, la misma esrera 
de coordinación interior como ciertos compuestos q.e hemagl,2 
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bina. Así las grandes diferencias en las reacciones de los 
citocromos son causadas por las diferencias en la estructu.;;. 
ra más externa -que la esfera de coordinación :i..n:i:er:i..or. Cl,! 
rarnente, los éitócromos y la hemoglobina difieren mu.choco
mo un resultado del alejamiento de-i átomo de Fe, 

Hay algunas excepciones que no se ajustan a este
diagrama (fig. 18), en general son las peroxidasas. Los 
compuestos·de bajo espin de peroxidasas tienen diférentes -
densidades electrónicas y se puede decir que no tienen el.;;. 
mismo ligando cercano como las proteínas que aparecen en el 
diagrama. 

Se han estudiado otros sistemas Y. se han propues
to otros modelos de las estructuras de proteínas heme, por-,; 
ejemplo: un.modelo ingenioso ha sido el de preparar un com
puesto donde son incertados grupos imidazol en poliestire:rio 
y este reacciona con un ester heme. La estructura resultéá!! 
te· se muestra en la figura 21. Esta e~pecie absorbe oxí.ge'
no molecular reversiblenienteigual que en presencia de agua,'
así no sólo imita el medio sino·también las propiedades de
la proteína heme. 

Otro modelo es el complejo Fe (dmg)2(im)2 donde:~ 
dmg-dimetilglioxima, im=imidazol, presenta una conducta si
milar a ·1a de las proteínas heme, bajo las siguientes condi 
cienes de equilibrio en solución: 

Puede ser absorb:i..9-a una segunda molécula de X, .;;. 
aunque cualquiera de las especies no contanga ·oxígeno se 
han aislado estequiometricaménte en estado.sólido, La simi 
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litud con la heme por la relación en estructura entre el 
sistema porfirina de Fe·y_la unidad planar Fe(dmg)2 se ex-
plica y se muestra en la figura 22. Hay un marcado parale
lismo en las propiedades físicas de las dos especies cu.ando 
se adicionan los mismos _ligandos axiales que _apoyan esta 
proposición. Se han.observado reacciones similares con 1,2-
cic~ohexanodiona dioxima (nioxima) en lugar. del dimetilgli,2. 
xima. 

'· 

1 

El modelo que más se asemeja al sistema heme como 
Mínimo hasta donde la estru.ctura·molecular es considerada,~ 
es aquel·de tetrasulfonato de ftalocianina Fe(II) que absor 
be oxígeno molecular en solución y en estado sólido y se 
muestra en la figv.ra 23. 

Otros modelos propuestos que han ayudado a dedu--
cir la estructura de las proteínas heme, se basan en estu.,...;._ 

' .dio reailzados s_obre· metal·oporfirinas~ Hay un creciente· -
interés en estos compuestos complejos metaloporfirinas en-
tre los. químicos por su naturaleza única en quimica de coo!:_ 
dinación, tanto del ligandó porfirina como del ion metálico 
de. estas substancias. Se ha demostrado que el ligando por
firina actúa como ligando bi, tri o hexadentado y como 
usualmente se encu.entr.a en la heme, tetradentado Además,
se- ha observado que el ion metálico posee las coordinacio-
nes 4, 5, 6 y 8. 

Las porfirinas semejantes a otros macrociclos 
tienen un centro de tamaño fijo, que puede ser alterado por 
~l recogimiento de el macrociclo porfirina, limitado por un 
rango pequeño de variación. El rango de variación está en
tre 2 .098 y 1. 929 Aº. Es fácil ver que el'! ciertos complejos 
el ion ·metálico es incapaz de fijarse en este hueco, por lo 
tanto·, se coloca fuera del plano de los nitr6geno-s d~l pi-
rrol. Este fenómeno .se presenta en el ,sistema iónico ferro 
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so-férrico. Tomando la diferencia entre el radio i:ónico e.!! 
pírico de las porfirinas ferrosas y férricas como 0.12 Aº,
para un número de coordinaci6n de 6 para las porfírinas fe
rrosas de alto espin y 2.19 Aº para la longitud de uni6n 
compleja con los átomos de nitr6geno. Tomando también un -
radio del centro como de 2. 01 A O , todo esto produce un des
plazamiento calcu.lado fuera del plano de O. 87 A O para el 
ion ferroso. Aunque estos valores son sobre estimados, la
predicción de que el ion férrico se sitúa en el plano y el
.ion ferroso fu.era deLplano es válida. En la hemoglobina,
en su forma (?Xigenada, el átomo de Fe se coloca en el plano 
aproximadamente, mientras que en la forma deoxigenada, el -
metal se coloca fuera del pl~_ó •. ,, .. 

Es mu.y importante este pequeño movimiento (de me
nos de 1 A O ) del. Fe en relación al plano 'de la porfirina en 
la hemoglobina para conducir o2 , cu.ando va de la forma·deo
xigenada penta-coordinada de alto espina la forma oxigena
da hexa-t:oordinada de bajo espín moviendo una histidina pró· 
xima al plano. v 

Para proponer los modelos en que el ion metálico
está fuera del plano del ánillo porfirina, se han sintetiza 
do compuestos con otros metales, tales como el Zr, Hf, Sn,
U, que parece que no tienen nada qu.e ver con el tema qu.e 
nos ocupa; pero que s{n embargo, las estructuras qu.e prese!!. 
tan junto con el anillo porfirina tienen mu.cha semejanza 
con los compuestos complejos de proteínas heme, en donde el 
Fe es el ion metáÍico principal. _Antes d·e seguir, explica
remos la terminología usada para describir los diferentes -
tipos de compuestos lo de mono y dinuclear se refiere ·a el
número de anillos porfirina o tipo porfirina presentes en -

. - . 

una unidad de la cadena del compuesto; mo~o, di y trimetáli 
co al número de iones metálicos presentes ·en el anillo o 
asociados con él. 
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Se han proruesto dos módeios para complejos mono
metálicos, mononucleares, complejos iise:ritado sobreíi (s:t. tti:ri.9:. 
atop) de Fleischer como intermediar:t.o en el mecanismo de i,!1 
sercion del metal (Fig4 24). En esta configuración el ion
metálico deforma la porfirina para facilitar su incorpora-.;;. 
ción. 

Dos ejemplos de este tipo de compuestos son él Zr 
(IV) en la figura 26, y ei de Hf(IV) que son fo;mas esta.;;..;;. 
bles de complejos pór.firinas monometálicos mohonti.cleares 
.fuer~ del plano y que denen dós ligandos b1.dentados aceta'
to. ·un análisis cristalográfico de difracción dé rayos X'-

' . . . 

há confirmado que el átomo de metal está .fuera del plano dé 
la porfirina y sobre el eje normal s2 a el plano de la por
firina con los dos ligan.dos acetato sobre el mismo lado del 
anillo porfirina, de acu.erdo con-los módelos_propuestos de.;. 
Fleischer y el -de lfoard 's "pirámide cu.adrada" (fig. 25). 

Otro tipo de complejo monoiilet!lico '- dinuclear Y'"'" 
octacoordinado fuera del plano, es el "sandwich'¡, compuesto 
de ftalocianina Sn(IV) (fig. 27). Nu.evamente, un análisis -
de rayos X mostró tener el átomo de Sn fuera de los dos pl~ 
nos de las porfirinas y sobre el" eje normal S2 a el piano -
de las mismas; de acu.erdo también con el modelo propuesto. 

IV Cloronaftaleno · IV 
PcSn Cl2+Na2Pc ------6 ------~ (Pc) 2Sn +2NaCl 

90 JTU.n. 

Pc~Ftalocianina 

Otros ejemplos de ~ste .tipo de compuestos se han~ 
reportado, como el bis. (ftalocianina) U(IV); asi como una .:.. 
serie de complejos lantanidos de bis (ftalodanina) La, Ce, 
Nd, Eu, Er, Yb. 



30 

Recientemente, se han reportado un nuevo tipo de
complejos fuera del plano, monometálicos mononucleares y se 
preparan de la siguiente forma: 

( decalin ( ( . ) ) 1J)Por~H2 + 0.6M- co) ------~ H-Por M co 
2 10 200ºC •3 

donde M=Re, Te y Por=H-MP, H-TPP. El átomo de Re se sitú.a
·.f'u.era del plano de la porfirina en el eje normal s2(fig.28). 
El complejo H-Por(Tc(co)3 ) también ha sido preparado por e.2, 
te procedimiento y tiene una estructura similar. 

La segunda clase de metaloporfirinas fuera del -
plano, que también presentan varios tipos de estructura, 
son los' complejos dimetálicos mononucleares. Hambright ha
propuesto un modelo para este complejo (fig. 29) en donde -
los átomos del metal se colocan por arriba y abajo del pla
no de la por.firina y sobre el eje normal s2 . Tuitsui y COfil 

pañeros han sintetizado el complejo dimetálico mononuclear
del Re y Te, como también el complejo heterodimetálico 
(Tc(co)3)-Por-(Re(co)3) (.fig. 30). 

1.0Por-H2 

1.0H-Por(M(co)3) 

donde M'=M==Re, Te y 

+ o.6M (co) ------~ H-Po:r(M(co)) 
2 10 3 

+ o.6M'(co) ------.; (M'(do) )-Por-(M(co)) 
2 10 3 3 

1.0Por~H2 + 1.0M (co) . ------~ Por(M(CO)) 2 10 . · 3 2 

.An~lisis de rayos X han mostrado que los átomos del metal -
se colocan arriba y abajo del plano de la porfirina de 
amerdo con el modelo propuesto por Hambright, pero fuera -
del eje normal s2 a el plano de.la porfirina (iig 30). La 
distancia entre los átomos de metal es d·e 3 .1 A O aproximad~ 
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mente: larga para una uni6n formal, pero corta para permi-
tir alguna interacción del metal. 

Yoshida·y colaboradores usaron el método del carboni 
lo para preparar un complejo. similar con dos átomos de ro-
dio (Rh) por porfirina (fig. 31). Comprobándose el modelo
por análisis de rayos X, Lapper y colabora.dores: repo:rtarOn
un análisis estructural del que es propuesto como interme-
diario, o el primer producto formado en esta reacción, una
sal semejante al complejo dimetálico mononuclear (OEr-H4 ) -
2-(Cis-(RhC12(co)2) (fig. 32), este complejo se reordena en 
solución para producir el complejo de la figura 31 con la -
liberación de HCl. 

También se demostró que el complejo de carbóñ.ilo
metálico prefiere coordinarse con átomos de nitrógeno adya
centes (fig. 31), que con átomos de nitrqgeno alternados c,2 
mo fuera propuesto en las figuras 24-Y 29, causando que los 
átomos del metal se desvien del eje normal s2 del" plano de
la _porfirina. Se debe señalar, que para el caso del átomo
de Re la coordinación es octaédrica, distorsionando drasti
camente el anillo porfiri:ri.a. El valor óptimo para el diám!:, 
tro del centro de un complejo metaloporfiri:ri.a sin distorsi,2 
nar se ha estimado en 4. 02 A O • Los diámetros para los com
plejos u-(~or)-(.Re(co)3 )2 y u.,.(Por.)-(Tc(co)3 \ son de 4.52-
Aº para el primero y de 3.65 Aº para el segundo,. que son 
inusualmente largo y corto. El diámetro largo es causado -
por la gran desviación de los anillos pirroles del plano 
inferior del macrociclo (fruncido, recogido, plegado del 
anillo). El diámetro corto presenta aparentemente como,pu!:_ 

·de ser alcanzada la coordinación octaédrica por el átomo m!:_ 
tálico. Es importante señalar que las, di.stancias entre los· 
centros metálicos son normales y aproximadamente las mismas 
y también que hay muchos complejos porfirina en los que el
átomo de metal es coordinado por los cuatro nit~ógenos de~ 
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los pirroles y en los complejos de Re, Te, y Rh la coordina 
ción es por 2 6 3 átomos de nitrógeno, esta coordinaci_6n es 
predicha por la regla de los 18 electr§nes con el metal en
un estado de oxidación bajo (+1, d6 , d ). Medidas de susce,E_ 
tibilidad·magnética para el compleio de Re, conducen a sup.2, 
ner que el metal se encuentra en d diamagnético. Además, -
las profirinas y otros ligandos insaturados (ej: bipiridi-
lo) se distinguen por su sistema 1T deslocalizado. El tr.asl,! 
pe entre orbitales de electrones 1r deslocalizados sobre ).a
porfirina y los orbitales del metal de simetria propia, pr.2, 
ducen una fuerza moderadamente alta de campo liganoo .. Tam
bién, por aceptación posterior de la densida~ electrónica -
de los complejos metálicos, la porfirina facilita la reduc
ción del complejo metálico a un estado de oxidación bajo. -
Sin embargo, no todos los estados de oxidación poco usuales 
de las porfirinas son fácilmente explicables. Por ejemplo; 
la porfirina de planta más establ~, tiene al metal-en un es 
tado de oxidación de 2+ y no en 1+. No se ha propuesto nin 
guna explicación. 

Una tercera clase de complejos fuera del plano 
SOJl, los trimetálicos dinucleares, un ejemplo es la prepara
ción de un complejo de mercu.rio qu.e presenta la posibilidad 
de formar polimeros agrupados de metales de transición (fig. 
34) qu.e contiene uniones metal-metal. La figura 33 :mu.estra 
la estructura más probable para el complejo típicamente 1ó
nico; Ag +, Hg +, etc., mientras· 1a figura 34 :mu.estra la es-
tructura más probable para los complejos de metal de transi 
ción unidos más covalentemente, 

Se ha propue_sto que en un estado de oxidación ba
jo del metal es necesario un requerimiento para l.a forma- -
ción de una unión metal-metal. Este hecho considerado con
la presencia de anillos con una gran deslocalización de 
electrones, vida supra, debe hacer a las metaloporfirinas -
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polinucleares fu.era del plano buenas conductoras de electro 
nes. 

Ahora veremos de que forma afecta y como ayuda el 
cambio de metal en las proteínas heme para la interpreta- -
ción de su estructura; Mu.chas proteínas 'son incoloras, pe
ro algunas tienen una pequeña molécula que las ataca y hace 
que sean rojas o cafés dándoles habilidad para hacer una 
pasmosa variedad de química especial con-moléculas pequeñas 
como el oxigeno y ~l peróxido de hidrógeno, o sirven como -
receptores o senderos de electrones. Esta molécula colore~ 
da es la heme. La estructura del anillo sin el metal es 
llamada protoporfirina IX (PPIX) y es púrpura. El color ro 
jo en heme ferrosa surge desde una banda de absorción á 550 
nm en la región visible. Un pico aproximadamente a 410 nm
en el UV cercano llamado la banda de Soret, Üene aproxima
damente 10 veces el coeficiente de extinción de la banda de 
la región visible y es característico de macroci'clos porfi
rina. Las· bandas de Soret y la del visible cambian con ei
cambio del metal estado de oxidación o ligando del metal· -
central. 

Anteriormente, se han descrito estudios Sobre la
estructura de proteínas heme como la hemoglobina y mioglóbi 
na principalmente y tambiéb un ~oca sobre los citocromos, -
si este último lo consideramos como el prototipo de la úni
ca clase de proteínas heme en que el anillo está unido a la 
cadena de la proteína a través de dos fuertes uniones cava
lentes los grupos vinilo (fig. 35) son reducidos por gru-
pos sulfhidrilo de dos cisteínas de cadenas laterales sepa
radas sobre la cadena de la proteína para formar una uni6n
tioeter y un grupo metilo~ Esta unión no se rompe a pH ba
jo, por lo que cambios en la heme demandan una química dif~ 
rente que con la hemoglobina. El citocromo c natural a pH
neutro tiene un grupo imidazol unido al Fe como en la heme-



34 

globina; sin embargo, la posición del sexto ligando del Fe
es ocupada por el azufre de una metionina de una·cadena la
teral. En condiciones fuertemente básicas, la metionina es 
reemplazada por coordinación de un grupo amino de una lisi
na adyacente de una cadena lateral. Con el incremento de -
un medio ácido, ambos ligandos son reemplazados por agua. -
Los aniones o pequeñas moléculas semejantes al 02 NO, y CO
no- se unen al ci tocromo c a un pH neutro: Mientras, los 
aniones en estado oxidado como el CN-, si se unen al Fe. 
(El cianuro es venenoso para ·la cadena de transferencia de
electrones de los ci tocromos). 

Los estudios cristalográficos de· rayos X y una 
gran abundancia de estudios químicos mostraron que el cito
cromo c oxidado y reduciqo tiene diferente conformación pr,2 
teínica. En términos simples, una grieta es abierta en la
formi oxidada y se cierra en la forma reducida. 

· Otras proteí.nas heme menos estudiadas son las pe
roxidasas y catalasas, las primeras catalizan la descomposi:, 
ción del destructivo peróxido de hidrógeno que es el produ_s 
to de algunas-reacciones en la célula. Las peroxidasas usan 
el H2o2 para o,xidar moléculas orgánicas 1 ej : fenoles). Las 
catalasas descomponen el H2o y el o2 , fácilmente se obtie-
nen de cualquier heme en sol~ción ácida, lo mismo .que las -
peroxidasas del rábano. Peroxidasas de leucocitos y de le
che no tienen heme ácidas lábiles. 

La preparación cuidadosa de hemoglobina reconsti
tuida que fue indestinguible de su fuente.original, alentó
grandemente el desarrollo del cambio de metal en proteínas
heme, La producción de ·hémoglobina a partir de hemoglobina 
no fue un ejercicio trivial, sólo poniendo gr:an::atención a
las propieades de preparación de apo-protei·rias, fue regene,.,. 
rada satisfactoriamente la.hemoglobina. 
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La técriica general y una descripción histórica -
del desarrollo de cambios de metal. en proteínas son expues
tos en seguida: cambios en la heme involucra adición de pr,2 
teína heme acuosa en medio ácido con acetona o metil-etil--

' 
cetona. Para_lo anterior, la heme se disuelve en acetona ,Y 
la globina precipita como un sólido blanco·y puede ser cen
trifugado y redisuelta en agua·. Con la segunda, metil-etil 
cetona que es parcia~mente miscibl.e con agúa, · la heme está
en la capa superior de cetona y la globina en la capa infe~ 
rior de, agua. 1 

La adición de la me·taloporfirina deseada hacia 
dentro de la globina es en general un proceso totalmente es 
pont~eo, que puede ser monitoreado.por el cambio de la ba,E_ 
da de Soret de la metaloporfirina cu.ando se une a la histi
dina de la proteína. La.metaloporfirina es disuelta en una 
base diluyente apropiada y se adiciona a la solución regül~ 
da de· globina.: 

El desarrollo de hemoglobina de cobalto es histó
ricamente interesante. Aparentemente los primeros en intr.2, 
ducir QO(III)-protoporfirina IX en apohemoglobina fueron 
Thiele·, Behlke y Scheler en 1963. Sin embargo, fueron inc_! 
paces de reducir el producto al estado de Co(II) y desde 
cualquiera de los espectros uv/visibie, parece que a los -
productos les falta la fuerte unión asociada con la proteí
na heme pura. En 1969, Hoffman y Petering, ignorantes to-
talmente de estos trabajos, que no eran atractivos, prepar_! 
ron hemoglobina Co(II) y observaron que cualquier prepara-
ci6n unía oxígeno reversiblemente. Además, en algunas de -
las preparaciones se comportaba la hemoglobina Co(II) coop~ 
rativamente. Estas observaciones fomentaron trabajos de 

Yonetani · y colaboradores y de Di ckinson y Chien explorando en 
detalle la estereoquímica y estruc-q.¡.ra electr6nica a través 
de resonancia paramagnética de electrón en cristal y de va
rios estudios químicos. 
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El manganeso se ha usado para reemplazar al Fe en 
la hemoglobina y mioglobina aunque sus derivaqos se oxidan
rapid~ente a el estado de Mn (III) y no ünen oxígeno reve~ 
siblemente, Aunque algunos trabajos anteriores reportaron
adici6n de Mn a la hemoglobina y mioglobina sus derivados -
han sido investigados mu.y recientemente por estudios exten
sos de r.esonancia·magnética. de subunidades interdeperidientes 
e interaccionantes, y por cristalografía de rayos X que re
velan la identidad de conformaci6n de las hemoglobinas de -
Mn(III) y Fe(III). 

Metaloporfirinas de Cu,_Ag, Ni, Cr, Re, Ru. se han 
adicionado a·la hemoglobina y mioglobina. El Cu y Ag mues-: 
tran estructuras hiperfinas· en el espectro de resonancia de 
espin electrón, el Ni está en el estado de aito espin y el
_Cr muestra diferent.e espectro· que el de los compuestos mod!:_ 
lo, empleando una interacción poco usual con la proteína en 
ambos casos. 

También entre las proteínas heme que pueden ser -
preparadas por tratamiento de ácido-cetona están peroxida-
sas de citocromo c y de rábano. 

La síntesis de reemplazo de metal en citocrorno c
es un poco más complicada que la técnica de cambio de meta-· 
loporfirinas debido a las uniones covalentes de los lados -
de la porfirina del citocromo c con la cadena de la proteí
na. Robinson y Kamen descu.brieron que cu.ando el ci tocromo
c es disuelto en fluoruro de hidrógeno anhídro, la única m,2, 
dificación química es el cambio del ion Fe del anillo.porf,i 
rina. El producto porfirina citocromo c puede reaccionar -
con una variedad de metales para producir el cambio del me
tal en el c,itocromo·c, sin- embargoJ la adici6n del ionmetá 
lico generalmente requiere de di:Solventes (cioro:f'orJ¡l.o·;á.é:ido 
acético glacial, dimetilfor.marnída) y condiciones (100°c o-
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más por extensos períodos de altas concentraciones de ion..; 
metálico) qt,1e generalmente precipitan proteína irreversibl~ 
mente o sujetan·el ~taqt,1e del ion metál:i.co. Lógicamente, -
las condiciones necesarias son desarrolladas para cada caso 
específico. 

La adici6n de Coa la porfirina citocromo cha si
do satisfactoria y el producto investigado c0n d~talle. De 
la reacción entre ácido acético diluido, NaCl acü.oso, NaH2;... 
P04 y acetato de Co se·d,escubrieron dos productos. Uno de
los productos sufr·e cambio iónico por electro.f'óresis, y pa
rece que tiene los mismos ligandos metionina e histidina· -
qt,1e el ci tocromo c de Fe natural. Esta forma conserva el -
40% de la velocidad de ·reacción con la enzima oxidasa, pero 
no es reducida enzimáticarriente por la reductasa. El cito-
crom~ e de Co muestra un cambio de ligando completam~nte dá:_ 
ferente. con el pH, comparado con el ci tocromo e de Fe; a 
pH de 12.9 sólo la histidina está ligada, a pH de 1, sólo -
la metionina. Es curioso, como en estudios de modelos de -
Fe no se puede experimentar con los dos ligandos his~idina
Y metionina a la vez, .pero con el compuesto modelo de Co se 
fórma rápidamente el complejo con la proteína. 

El caso favorable de la adi.ción del metal a porfá:_ 
rinas cit<:>cromo c es el del Cu.(II) donde la reacción se_ pr;2 
duce durante - la noche con un exceso bajo de Cu. a 4ºC. Pa
ra la inserción de Ag(I), Mn(II), y Ni(II) .se están desarro;... 
llande otros métodos actualmente en investigación. 

Una área de investigación de las proteínas heme -
es como compuestos de coordinación eón ligandos extraordin~ 
riamente complejos, pero· las propiedades de estos complejos 

,.,no pueden ser duplic_adas por otros sistem_as. Sin embargo, -
el cambio de metal en proteínas heme contri bu.ye aL entendi
miento de la estructura en las mismas, un ej~plo de ésto;... 
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es. la claridad ~e abre sobre la localización d~ los elec--
·. • • :· ' . ·•·1 . • •• ·.. • ·i ... . ·.: '.::i, .• 

trones e:11- la pximi,oglqbill,a. Un examen q.irecto de.la.densi--
dad e1ectr(>:rii~a por·. ~ristalografí'.a d~ rayo~: x pkece -~~tor
bar, la derisidad d~ · ele.ctro~es ;n·' el !lll:Üi~ p9rf'ipina y p~~
la rápida aµtooxi°daci6n d~ .. lá mioglobi"na 9"ist~l~na· ~- ef· ,. -
estado férrico. t~ oximi9globinae~ q.i~~g:riéfi.cay·no es -
sensible a estudios de resonancia de espin eiectrón, pero~ 
1aoximioglobin~ de Go es pa:ramagnétic~·y· se·h~-~stud:iaélo ~ 
por resonancia de espin electrón . en ~is tal para obten~~- )in 
fo~m~ción esiereoquimica (0-0.~je par~:j.e1~ .. a1'piaho de la:
herne) y den~idad electr6n:Lca·con·varios núcleo~. ''En ausen
ci~·,de un~ ;espuesta directa para ~1 cas~ de~ Fe., e~ mÜ;· ··_: 
sati$f~ctorio sabe:r que esto acontece en' el otr<>'caso ccmo
cido de ia ~xigenación reversible a un rango ·deº't~p~ratu--

; . • • • . :· • • • :_.:. • · •• :.:· l :.· . ,.. ·._ .. -

ra. ~imilarmente se puede elaborar la estructura del com--
piejo peroxidása de rábémo de Mn~hidroper.ó~ido· .. 6- la fei~~- -
~i6n 9,e ba.1a cooperati vidad del co ~on · 1a· hem~giobina de· F'.e 

. . : ... ·. ·. :· .... -~.: . • : 't . 1.. • • ··: • • • ": • ·:. . • ,. ~-- : ~ 

expresado por la corta distancia de la unión metal-nitróge-
nó de histidina· en ~1 moc:J.~io. El ~stidi~ t~rme>dinAmÍ~c/ ci~-
1~ unión de oxígeno en 1a'mioglobina de bo es· :i.mportari.te'.ºen 
comparación con los. corripue~tos mode~o ~e no. ·e~ist~· p~a ~ 
el Fe. 

, Los resultados descritos· ~e7 ~~pig .del me~al a,i~ 
proteinas heme se resumen en la tabla II. l!!~ claro que hay 
muclla~/ mAs posibil:i.dad.es / desafio~ ;n la químic{' a.e camb:i._o 
de met~l en las proteínas·-~eme. 



Figura 1, Complejo tetrapirrol: 
de hemoglobina,· 

Figura 3, Espectro de absorc:i6n de 
los derivados de deuteroporfirina~ 
IX dimetil ester Fe(III) en cloro~ 
fonno; los ligandos corresponden a 
11X11 de la figura 2, 

Figura ·2. Deuteroporfirina IX -
dimetil ester Fe(IU) (deuteroh~ 
mina dimetil ester); 
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Figura 4, Espectro de absorción de los 
derivados de deuteroporfirina IX dime
til ester Fe(III) en benceno. Los val,2. 
res 2D se refieren al desdoblamiento
del campo magnético-cero., Los ligandos 
corresponden a "X" ci.e la .rigura 2, 
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TABLA I, Propiedades Espectrosc6picas de Compuestos Deuteropor
firina IX Dimetil Ester FE(III) 

Banda IR . E 2D 

Ligando m6x, {CHc13) 298°X 4,2° X 
m · Mm/Seg Cm 

1''- 800 0.59 11.1-
c1- 910 0.91 17.9 
Br 934 1.12 23.6 
1- 958 1.30 33.0 

CH,O- 761 0.54 9.3 
4,0- 769 10.9 
CH,coo-· 836 0.6 13.8. 
N,- 868 0.7 14.8 

.. 
:s: u .. 0 
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"!. 
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N - w ,. __,,,.......,_ 
-100 -50 o 50 · 100 .. 

ii 

PHENOXO 

i 
50 ' '100 

CIIF.HlCAI. SHJFT lN 1'1'11 

.. Figura 5, Espectro de resonancia magnética de prot6n -
a 100 MHz de los derivados azida (arriba) y fenoxo (aba 
jo) de deuteroporfirina IX dimetil Ester Fe(III) en --:: 
CDC13 a 35º C. 
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Figura 6. Espectro de resonancia.magnética de prot6n a 60 MHz 
de1 2,4-dipropionil-deuteroporfirina IX dimetil ester a dife
rentes concentraciones en coc13.a 35°C. 
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Figura 7. Gráfica de cambios químicos c~ 
tra ·concentraci6n para protones de los me
tilos del anillo-y de NH desde el·espectro 
de,re~onancia magnética de prot6n de 2,4-
dipropionil-deuteroporfirina IX dimetil e!_ 
ter con CDC13 a 35°C. · 
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Figura 8. Espectro de diferencia IR. 
Arriba: de az.idametmioglobina.- vs. 
metmioglobina. 02M. Intermedio:· de -
azidamethemoglobina vs. al.bwnina de
plasma bovina. 01M. Abajo: de azida
de sodio en soluci6n reguladora-de -
citrato. 0.5M vs. soluci6n regulado
ra de citrato. 
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Figura 9. Espectro- de diferencia 
IR. d~ carbonilo cie esperma de b!, 
llena de mioglobina reconstituida 
de diferentes hemes vs.,metmiogl.2, 

J bina en soluc:i.6n reguladora de 
fosfato. Arriba: pro.toheme. In-
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Figura 11. Banda-X t!pica del ' . espectro de resonancia pararnaa 
-nética de electrón de alto es
pin(arriba) y bajo espin (aba
jo) de compuestos heme férri-
cos analizados en solución CO!!, 
gelada. · 
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Figura 10. ReP,resentaci6n esquemática de 
la uni6n del co· con mioglobinas y hemogl.Q. 
bi~. 
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Figura 12. Espectro de resonancia -
paramagnética de electrón de una so
lución de cloruro de hemin~ en N,N-
dimetil-formamida. 
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Figura 14, Espectro de resonancia pa
ramagnética de electrón de mioglobina
al cual se aclicion6 mercaptoetanol. 

Figura ·13, Espectro de resonancia para-
magnética de electr6n de cloruro de hemi
na al cual se adicionó mercaptoetanol, 
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Figura 15, Espectro de resonancia para

magnética él.E> electrón de hemogJ.obina A -

férrica de alto espin {arriba) y el mis
mo ejemplo más histidina (intermedio) y
más hemoglobina H (abajo), 



Figura ~ 6. Diagrama .de carbono-"-de la .molécula 
de ·mioglobina obtenida desd.e un análisis de 2 A 0 

2.56 2.18 Ú11 

'l.69 

. M·AGNEilC flllD -
Figura 17. E~ect:ro de resonancia paramag
nética de electrlSn de .formas de bajo espin
aislad.as d~ cadenas.al.fa .férricas de hemo-
·globina A. 
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Figura 18, Parámetros de campo cristal para. c<impues-
tos de bajo espin d~ h~oglobina-.A y sus cadenas cons
tituyentes aisladas. 
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Figura 20, Parámetros.de-campo cristal'J)ara 
Eormas Eérricas de bajo espin 1e varias p~ote.!_ 
nas heme. 
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Figura 21 • Modelo sintftico de un -
sistema heme que us6 CCJRO matriz al
poliestireno. 

Figura 22 

Figura 23 • EstrLtct:ura propa.esta del -
tetraml.fo:nato .ftalocianina Fe(II) 
del aducto de- dioxigeno dint~rico. 

·-··-··--·~ 



Figura 24. Complejo "sentado sobre" -
de Fleischer's 

o 
. J 

• 

Figurá 25., CQmplejo pirámide cuadrada 
de Hoards' 

Figura 27. Estruétura.rde bisftalociani

na de Sn(IV} y u(IV) 
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Fi,;,ura 28. Estructura que muestra la es

:ff!·,•a de coc:'.'dinaci6n alrededor de los 
iones Re y Te 
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Figura 29. Modelo de Hambright 1s para lgs com. 
p~jos por.firina dimetálicos mononuclear~s. 

Fi~ra 30. Esfera de coordinaci6n q¡¡e· muestra 
la 4istancia de ~ni6n entre el Re y el Te d~ -
bis l tricarbonil) \meso-te.trafeni;Lpor.finato )M\I) •..... _º>~ 1 

' l \ 
.Figura 31. Estructura del {Rh(co);)OEP 
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Figura 32.. E·str11cturá. de . la sal por.firina 
de {l!h(co)2c1,2'_'2(oEP-H4 )2+ 
' o • • . i'°"' 

oc~e., 

Figµra . 33. Estructura propuesta para el -
colitpl.ej.o por.firma de Hg trimetálico 1ii,:nu-. 
cieár. 

Figura 26. Estr.u.ctura propuesta de -
(OEP) 'Zr{IV) 'y (OEP) h.f(IV) {OEP=ocet.Q. 
etHpori'ina). · 
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Figura 34; Estructura propuesta para los- . 
poi:i.ineros en pila de por.fir:i.nas. 

Figura 35:. Estructura de la molécuila 
heme. 



TABLA II 

Resumen de Resultados del Reemplazo de Metal en Heineproteinas 
· Hemeproteina ·· Metal Función preservada ,Valor .función 

Hemoglobina 
(humana, caba-
llo). 

Mioglobina 
( esperma de ba.:. 
llena). 

Citocromo c'--
(corazón de ca-
ballo) 

Citoc:romo c 
peroxidasa ;... ' 
(levadura para 
hornear) 

. '-

Co 

Cu;Mn,Ag 
Cr,¡Ru.,Rh 

Co 

Cú,Mn,Ag 
Cr,Ru,Rh 

Co 

Mn,Cu,Ag 
Ni 

Mn 

i) Oxigenación reversi-
ble_; 

ii) Cooper~tividad 
_Ninguna 

... 

Oxigenación reversi-
ble. 1 

Ninguna 
lt 

i),Estado accesible de 
oxidación +II/+III 

ii) Activi~ad de oxida-
sa indeterminada. 

Reducción catalíti
ca del peróxido. 

pl/2=105 (5)mm 

n=2.2 (2.3) 

pl/2=50 {0.65)111111 

E ¿= -140 (+250)mv m. 

K1= 40% (100%) 

V = 5.5 x 102 

max {5.5 x 103")s-1 

K = 9 (20) M 
m 
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II 

GRUPO DE LA TRANSFERRINA 

Este grupo de proteínas 1-o componen· la transferri 
na, lactoferrina y conalbúmina, la transferrina proporciona 
Fe para la biosíntesis de hemoglobina y probablemente para
otras proteínas esenciales de Fe. El Fe se une fuertemen
te en los dos si tíos activos para resistir. la hidr6lisis de 
manera qu.e experimente muchos ciclos de transporte de Fe. -
Estos sitios no existen a menos qu.e una esterioqu.ímica con
veniente del anión sea aprovechada p-ara estabilizarla· y qu.e 
probablemente actüa como un puente ligando entre el metal y 
la proteína. 

En el reino de los vertebrados, donde un sistema
circulatorio elaborado sirve a los tejidos con una extensa
variación de requ.erimientos de Fe, las transferrinas com~ ~ 
prenden una clase,ingeniosa y canpleja de moléculas unido-
ras de Fe. El suero de transferrina es el prototipo y el 
miembro más estudiado de este grupo. 

La lactoferrina o lactotrans·ferrina es una protei 
na extensamente distribuida en las células y fluidos de se 
creción externa, como lo es la leche humana y bovina. Se -
cree que hidroxilos de tirosina son los quelatos de~ Fe(III) 
en est~ proteína. El Fe está más fuertemente unido que en~ 
la transferrina. 

La conalbúmina u ovo-transferrina se encuentra en 
la clara del huevo de las aves, la función biológica de es
tas dos últimas·proteínas es poco conocida, la lactoferrina 
aparte del transporte de Fe en la leche se le consideran 
igual qu.e a_la conalbúmina, propiedades bacteriostáticas 
por cualqu.ier huésped secuestrante del metal haciéndolo in-
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capaz para el desarrollo m.icrobial en el metabolismo. 

La transferrina es una glicoproteína con una com
posición irremarcable de aminoácidos, con un peso molecular 
entre 76000-80000. Consiste de una cadena polipeptÍdica s.2, 
bre la que·están dispuestos dos sitios activos de uni6n del 
metal. Si estos dos sitios son idénticos en estructura y -
equivalentes en funciones, es aún, después de 30 años de 
descubierta la transferrina una cuestión controversial. 
Considerada como un elipsoide prolato hidrodinámico de rev.2, 
luéión, la proteína es asimétrica, con una razón axial en-
tre 2.5 o 3 a 1 para la aproproteína, ·1a cu.al.decrece cu.an
do está unido el Fe. La interacción responsable por el 
cambio de forma depende del metal, y su significado fisiol6 
gico.aún permanece desconocido. 

Tal vez la propiedad química más sorprendente de
la transferrina es que su actividad unidora de Fe es exhib,i 
da sólo cu.ando un anión apropiado está disponible para la -
unión concomitante. El carbonato o bicarbonato probableme!!:_ 
te son los aniones preferidos por la proteína, pero cuando
todas las formas hidratadas del dióxido de carbono son ex-
cluidas de la solución, otros aniones pueden activar:. el si
tio de unión del metal. Esto incluye pero no son límites a, 
oxalato, malonato, tioglicolato, glicinato. EDTA, y posibl~ 
mente· citrato. Un anión es o.bligado a unirse a cada ion m~ 
tálico. La fisiología y química de la función de unir el -
anión por la transferrin~ es actualmente una de las grandes 
áreas de interés p~a investigar. 

La aparición de los dos sitios de unión del Fe so 
bre .la cadena de proteína ha generado mu.chas especulaciones 
de la posibilidad de duplicación del gene y de la .f'u.Si.6n de 
la evolución bioquímica de la transferrina. Trabajos basa
dos sobre desdoblamiento químico y mapeo peptÍdico han sido 
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poco convincentes, análisis de secuencia de ,aminoácidos han 
revelado homologías internas que parecen suponer la hip6te
sis de fusi6n~dup~icación del gene. 

Los residuos carbohidratos del suero transferrina 
de ser humano están dispuestos en dos secciones de cadena -
idénticas atacando a un residuo asparginilo y terminando en 
un residuo de ~cido siálico, pero estudios recientes de su
estructura primaria hechos por Spitk y colaboradores discrepan 
con el modelo propuesto anteriormente por Jamiesony colabora 

• • 1 -· 

aores. Una de estas cadenas está localizada cerca del carbo-
~o terminal de la cisteína de la mitad de la cadena'peptídi 
ca, mientras la otra está sobre la parte interior de ~a ca
d~na ~roteínica. La eliminación enzimática del residuo de
ácido siálico terminal no parece afectar la uni6n con el Fe 
o las propiedades donadoras del Fe de la proteína. En con-
traste con otros sueros glic:oproteínicos, los cuales son r! 
pidamente liberados de la circulación en el hígado, la vida 
media biológica de la homologa asiolotransferrina es liger~ 
mente inferior comparada con la proteína natural. Experim'e!!_ 
tos con transferrina tratada con glicosidasa han fallado 
para demostrar inequivocamente un papel funcional para el -
carbohidrato principalmente en la interacción de la proteí
na con las células blancas, los reticulocitos. 

Aunque el Fe(III) es el más importante, si no el
unico ion métálico unido bajo circunstancias fisiológicas,
los dos sitios específicos de transferrina acomodarán una -
variedad de iones metálicos rrru.ltivalentes los cuales han si, 
do usados como pruebas espectroscópicas de los sitios. De
talles conocidos del mecanismo químico fundamental de la 
unión compacta pero fisiológicamente reversible del Fe por
la transferrina, probablemente tendran que esperar a estu-
dios cristalográficos, pero ya se han obtenido por -varios -

1 

métodos espectroscópicos. En aYgunos de los primeros estu-
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dios de la~ transferrinas, fue notable que el complejo fe
nólico. de Cu(II) era amarillo, mientras que los de Fe(III)
son rojos.· -·Lo~s::omple.jos correspondientes de las transfe-
rrinas tienen colores similares·. Sobre estas bases, y por
que algunos de los grupos :unidos a la proteína tienen pKs -
más grandes de 10, Warner y Weber sugirieron qu.e residuos -
tirosilo pueden estar coordinados a los iones metálicos. E~ 
to fue posteriormente demostrado para c~da una de lastran~ 
ferrinas· por diferente~ valoraciones espectrofotométricas -
de las proteínas con metal y libres del metal, las cuales -
revelaron dos o tres más residuos de tirosina en la ausen-
cia de la unión específica de los ·i:ones metálicos. El es'-
pectro de resonancia magnética-de protbn de los complejos -
de transferrina y conalbúmina de Fe comparado con complejos 
de galio diamagnéticos y las apoproteínas, mu.estran cambios 
en las regiones aromáticas, presumiblemente por el resulta
do del ensanchamiento de la resonancia del protón del tiro
silo, ror la proximidad del ion férrico paramagnético. Un 
aumento marcado de la fluorescencia del ion terbio cuando .,.. 

. ;. 

se une a una trsnfserrina fue interpretad.o como ?='esul tado _.:,.: ... 
de transferencia de energía de un ligando tirosil-0:; Final-

mente Gabery colabpradores·identificaron cu.a:tro bandas aume:6-..., 
tadas de resonancia ~aman en los complejos de transferrina
de Cu(II) y de Fe(III), los cuaies se asemejan mu.cho a las~ 
bandas dadas por un compuesto modelo de fenolato Fe(III). -
Observaciones similares fueron reportadas también por Tomi
matsu y colaboradores. 

Estos ~studios espectroscópicos, tomados conjunt~ 
mente proporcionan evidencias_de la involucración del resi
duo tirosilo en el sitio activo de la transferrina. La mo
dificación química del residuo tirosilo, daña o anula las -
propiedades unidoras del metal de las transferrinas, ofre-
ciendo además.una .base para esta descripción. El número de 
grupo$ tirosilos que participan en la uni6n con el ion metá 
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lico es más difícil de determinar. En estudios de titúla-
ci enes espectrofotométrlcas, habían sido cónsidepados tres
grupos fenólicos OH coordinados por ,el Fe(III). Sin embargo, 
otros trabajos basados sobre espectro.fotometría de diferen~ 
cia-UV indican que sólo dos grupos pueden estar involucra""'
dos. Pueden ser apropiadas dos regiones homóiogas en la es-\ 
tructura primaria de la molécu.la trans.ferrina, las cuales -
pueden además representar las partes correspondientes de -
los sitios activos, cada una conteniendo sólo dos residuos ... 
tir'osilo. 

La p~imera .sugerencia de que ligandos nitrógeno -
también pueden estar coordinados y específicamente unidos a 
los iones férricos viene desde los estudios de titulación -
del ión hidr6geno de la tran.s.ferriná. :Para cada sitio acti 
vo, dos grupos, presumiblemente residuos. histidilo, fueron ... 
titulados con un pH aproximado de 6 en la ápoproteina, pero 
no,en la molécu.la qt,te tiene Fe. Estudios de modificaciones 
químicas (las cu.ales deben de ser cautelosamente interpré~~ 
das y esto puede ser dificil para distinguir el rango de ... 
efectos con.formacionales desde influencias mu.y específica.s
en ei sitio activo) y espectroscópicas de resonancia Raman
también implican residuos histidilo como ligandós del me .... -
tal. -Una demostración directa de que hay un ligando nitró
geno como mínimo en cada uno de los Sitios de unión especí
ficos del metal ha sido proporcionada por espectroscopia de 
resonancia paramagnética de electrón (EPR) dé complejos de
transferrina de Cu.(II), pero no es el.aro si esté nitrógeno.a.. 
está sobre el anillo imidazol de la.histidana. Aunque es~ 
dios primarios. de EPR fueron interpretados como demostra- -
ción de la influencia de dos ~igandos ni tr6geri.o, el uso de .... 
Cu. isotopicamente puro y simulación espectral por computad.2, 
ra indicaron esa interacción del.espín electrónico del Cu. -
(II) con solamente :tm :núcleo de 14N, es ~rob~J:üemente sufí..,. 
ciente para considerarla la característi~a má~ notable dei
espectro. 
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En· estudios detallados de la frecuencia dependien 
.· ~ 

tes de· la -velocidad de relajaci6n del protón del agua en so 
luciones de transferrinas de Cu(II) y Fe(III), se cree que: 
una molécula de agua. está lo: suficientemente cerca al · ion :
meté.lico (aprox. 2A 0 para la distancÚ. de Fe-protón) para
considerarla como ligando. 

Desde estos datos, parece que la estructura de 
los ,ligandos en el sitio activo incluye·, dos o tres resi- -
duos tirosilo, uno o dos grupos nitrógeno (posiblemente de
anillo imidazol de residuo h:j.stidilo), y una molécula de 
agua. Entonces el nlÍJnero de. coordinaci6n usual del Fe es -
6, pudiera parec_er posible para satisfacer los requerimien-' 
tos del Fe(III) con· estos únicos ligandos. Las c~ac_terís
ticas notables en la unión específica dél .Fe con la transf'~ 
rrina sin embar_go, es la cooperación mostrada entre· el me-
tal y las ·funciones de uni6n del anión de ia proteína; nin
guno parece unirse .fuertemente en la ause.ncia de los otros. 
Esta interdependencia de unión del metal y el anión puede -
indicar, que el anión es también un ligando <:>blig_atorio del 
ion metál~co, tal vez por servir como un pue:r;i.te ligando en
tre- el metal y la proteína. Estudios de resop.ancia magnéti 
ca de 13c- y aniones con ··espin marcado específiciamente: uni: 

deis a transferrina apoyan este model.o. 

El papel del ~ión puede ser mejor apr~ciado des
de simple~ consideraciones cuantitativas. En la ausencia -
de un anión conveniente; la µnión especifica del Fe con la,;.. 
transferrina no ocurre del todo; la constante de unión efes. 
tiva· es cero. S:fo embargo, a un p'H fisio;t{)gico y concentra
ciones de bicarbonato, la constante de unión efectiva es- -
aprox, .5 :>!'. rn23 ~""'11, Esto si~ifica que er.i. un litro de -
plasma sanguíneo, én el cual la transferrina está solamen
te en un 30% saturada con Fe; tendrá nruchos menos iones fé
rricos libres sobre una molécula del cqmplejo' tránsf'e;r-rina-
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férrica y será disociado espontáneamente en unos 10000 años. 
Después de que el Fe es fácilmente cambiado de .la molécula
de transferrina durante su interacción con los reticuloci-
tos exteriores rompiendo la estructura proteínica, debe 
existir un mecanismo fisiológico específico para efectuar -
este cambio. Estudios preliminares sugieren que el anión -
puede ser el corazón de tal mecanismo. 

Considerando las bises estructurales para la sor
prendente interdependencia d~ las funciones de unión del Fe 
iy el anión de la transferrina, SchJ,.abach y Bates trataron -
tres modelos posibles·: 

a) El anión unido s6lo al ion metálico. 

b) El anión unido sólo a la proteina, ejerciendo
su influencia sobre la unión del metal por· un efecto confor 
macional o alostérico. 

c) El anión unido a la proteina y al ion metálico 
en un arreglo entrelazado. 

Desde un análisis estereoquímico de los enlaces -
de aniones, el,modelo del sitio entrelazado es el más con-
sis.tente con los datos obtenidos. Se ha propuesto qu.e la r!:_ 
laGi6n espacial del ion metálico y el anión en transferrina 
humana sea estudiada a través de espectroscopia de resonan
cia magnética nuclear y eléctrónica. 

Cuando centros no paramagnéticos están cerca131a
unión de la transferrina con el carbonato _marcado con C -
deberá dar un aumento en la banda de resonancia igual que -
en el espectro de· desacoplamiento del ¡:>ro:S6n .. ·Sin embargo, 
en la presencia 4e un ion metálico par~~gnético cercano, -
la señal del 13c puede ser empleada. La dimensión de esta-
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ampliación puede proporcionar una medida de la distancia 
del metal al 13c. En efecto, el sitio específico de unión
del metal en transferrina fue ocu.pado e.en Fe(III) paramagné 
tico o con Co(III~ · diamagnético y Ga(III). fül. cada uno de: 
los casos el requerimiento de unión del ani6n fue encontra
do con 13co3, un carbonato estaba unido con cada uno de los 
iones metálicos. Una señal relativamente aguda·de NMR de -
13c, cambio unas 5 ppm bajo campo desde el bicarbonato li-~ 
bre de 13c en la.mi~ma solución, fueron observados en los -
complejos de 13c03-transferrina-Co(III) diamagnético y 13co3 
transferrina-Ga(III) (fig.36) contra los antece~entes de r~ 
sonancia amplia del·abúndante 13c natural de la proteína. -
En contraste, no hay señal para la uni6n del 13.co3 ~e pue
da ser· localizada en el complejo paramagnético de co3- -
transferrina-Fe(III) dentro de! 400 ppm de su posición en
el espectro de las proteínas diamagnéticas, 

La ausencia de una señal detectable del 13co3 de
los complej<?.,S paramagnéticos de transferrinas de·Fe(III) 
probablemente reflejan ampliaciones cau~adas por interacci.2, 
nes.: de··espin nuclear con el espin electrónico del ion metá
lico. De la ecuación de Solomon Bloembergen para T2 , el. -
tiempo de relajación transversal del núcleo del 13c, es po
sible estimar· 1a distancia máxima que debe de .separar a los 
~~s ;espines para la _resonancia de la unión específica del -

co3 para volverse indistinguible esparciéndose·en el es-
pectro. Esta distancia tiene un máximo en la unión de 9 A0 

pero puede ser más pequefia. 

Estos resultados son interesantes pero tal vez 
n·o muy satisfactorios, ya que se pone u~ límite superior s.2, 
bre la distancia de la u.n,ión ani6n-metal sin revelar ±nequi 
vocamenté si el anión está directamente coordinado a el ion 
metálico. Para lograr esta cu.estión, se .. atacó u,n.anión· ni
troxilo de transferrina con espin mé;l,rc;aq.o para determinar -
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si su señal de resonancia paramagnética electrónica era am
pliada por interacción con la unión específica del Fe(III). 
El mecanismo de las ampliaciones puede ser similar a los 
de experimentos de NMR, pero ahora hay una interacción ele.s, 
trón-electrón mayor qu.e la interacción núcleo..;.e1ectrón ante 
rior. 

Ya qu.e el malonato (estructura I) es capaz de CU!!!, 

plir el papel del anión en transferrina, parecerá razonable 
ver si el derivado de malonato con espin marcado puede ser
vir como prueba de los sitios activos. Dos de esos deriva
dos con espin marcado fueron preparados e identificados 
(preliminarmente) con la estructura II (N-4 - (2,2,6,6-te-
trameti1pipiridina-1-oxil) malonamida) y III (N-4-(2,2,(;i,6.,... 
tetrametilpipiridina-1-oxil) malonato). Resultados simila
res fueron obt.enidos con cada uno de los de la figura 37. -
Con una mezcla de Fe(III), tr$sferrina-, y II a un pH bajo, 
y aumentando e_l pH cerca de la neutralidad con amoniaco H
bre de co2 , el color rojo naranja característico del compl~ 
jo ternario anión-transferrina-Fe es rapidamente manifesta
do. Sin embargo, la señal anticipada de EPR delnitróxido -
con espin marcado no es observada, probablemente porque es
ampliada más allá de lo detectable por su cercanía a el 
gran momento magnético del Fe(III). La adición de bicarbo
nato a la preparación, causa una señal intensa del radical
libre nitróxido y como el derivado malonato es desplazado·_ 
de la proteína por la unión más cercana del carbonato para
volverse libre en solución. 

Cálculos de la distancia de la unión nitróxido-me 
tal, usanq.o los análisis de Leigh 's o la ecuación de Solo.,...
mon-Bloembergen, indican que el metal y el radical están 

i 

separados por 11 Aº aprox. Ya qu.e modelos en el espacio, -
mu.estran qu.e la distancia del átomo de nitrógen9 del nitró
xido a cualquiera de los dos átomos de pxígeno del carboxi-
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lo puede variar de 6 a 12 Aº, parece probable que el malon-ª 
to con espin.marcado es un ligando del Fe de la transferri
na. Estos datos deben confirmarse, pero ellos ofrecen evi""' 
dencias de que el ani6n actúa como un puente ligando entre-
el metal y la proteína. 

, 
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Figura 36, Espectro de resonancia magn~tica de neutr6n de 13c desa
pareado· tralisformatlo por FÓurier del C03-transferrina-Co{III), (A) 
transfer:rina marcada con 13co,3 ; (B) sin marc~; {e) despuh ·de adi
cionar H1;:sco3, La linea en 104 ppni es causada por la uni6n especi

fica del 13co3 a la transferrina y es -
de 14 Hz de ancho~ La línea en 96 ppm -
es de 7 Hz del HB e~ libre:. 

Figura 37, -(A). Espectro RPE a 9.34 GHz 
de tránsférrina-II-Fe{~II) a un rango-. 
de temperatura, la soluc, de transferri 
na 5 x 10-~ fue saturada con 90% de : 
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F€(llI} y malonato con nitroxilo marca;_ i 
\dq (compuesto n), (B) Despúés la prep_! 
raci6n fue hecha en bicarbonato 5 x 10-3M, 
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III 

GRUPO DE LA FERRITINA 

En este grupo de proteínas de Fe que probablemen~ . . 

te se comportan como polímeros lo forman la .ferritina. como-
. .. / . 

proteína principal la fosvi tina y la hemeri trina. 

\ 

Las propiedades magnéticas y espectroscópicas de-
algunos sistemas modelo de Fe(III) han sid~ investigadas y
comparadas con aquellas de_ciertas proteínas que tienen· Fe. 
Los ·datos espectrales 11tU.estran una coordinación del (Fe(1II) 
06 ) octaédrica, que e·stá presente en el pólímero ~e ·Ft?{III) 
de Saltman-Spiro y también probablemente en el centro ferrf 
tina.. El polímero (Fe(III)o4 ) de coordinac{ón _tetraédric~: 
es compatible con los datos espectrales· y magnéticos encon..:.. 
trados para la .fosvitina Fe(III). Se han r_eu.nido mucho·s da 
tos sobre dímeros de·~puentes: oxo de Fe(·III}~ Un modelo es
tructural electróni~o. involucra un acoplamiento moderado aj· 
tif'erromagnético de los dos centros de al to_ espin de F·e(III) 
que· explica satisfactoriamente el espectro-de cajnpo ligando. 
Evidencias de excitación de pares electr."ériicos s:i.11tU.ltáneos
también están presentes. Los datos espectrales·y mag:héti-
cos para hemeritri:n,a son interpretados en términos de un mo 
delo dimérico de Fe(III). 

Se ha dirigido un gran esfuerzo hacia el entendi
m;ento del espectro electrónico de complejos de alto espin:,... 
d del t\po estructural {Fe(III)06)oct y (Fe(III)o4 )tet· La 
situación interesante con respecto a la transición de campo 
ligando (LF) para·estos dos tipos·de complejos se :muestra -
en 1a· .figura 38. No hay transición dg campo ligando de es-
pin permitido desde él estado bé\sal A1 y las dos tr,ansici.2; 
:ríes bajas de espin prohibido decrecen en energía cuando el
campo ligando cúbico se incrementa rápidamente. Además, la-
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primera de las dos bandas de campo ligando de. espín p;rohi b,i 
do para (Fe(III)o6)0 ct debe encontrarse a más baja energía, 
que las bandas análogas de (Fe(III)04\et · 

Espectros experimentales de d.os sistemas modelo -
bien definidos estructuralmente ilustraron esta diferencia. 

1 • . • . . 

El espectro superior de la figura 3·9 es el de un q!stal de-
sulfato de amonio férrico el,. cu.al contiene Fe(H2o\\ el e~ 

·pectro de abajo es el d,e una pasta ~e feldespato ortoc3asa
Fe3+. En este ejemplo los iones Fe+ reemplazan al Al·+ en 

un cierto porcentaje de los sitios tetraédricos del óxido -. ' . 

donador. Los dos espegtros mu.~.str~ mu.y glaramen4e. q~e las 
dos bandas más bajas, A1 ~-~._ T.1 ( G.) y A1 --:~ T2 ( G) -
so:p. substancialmente bajas en energía en el- caso del (Fe 
(III.)06\ct ~ Este espectro fue seleccionado porque cuatr~ -
bandas de campo ligando son resueltas. en cada caso~ La te.!:_ 
cera banda está totalmente definida en cada espectro y es.··_ 
señalada; para tª trans~ción4t::n41a cual no.se _requ.iere prom.2, 
ción orbital, A --~ A • E(G). La cu.arta banda en cada· 
caso está sefi~laJdo 6A1 ~--t 4T2 (4:o), .· 

3+ Se da un resumen q.e los· datos espectrales paz:a -
Fe(H2o)6 y (Fe(IIIr)o4 )tet en las tablas III y IV .respectiva-
mente. Los coeficientes de extinción, molar. de las :bandas··""' 

. ' 

de campo lig~do de espín prohibido son relativamente pequ~ 
ños, cómo se esperaba. Las bandas para (Fe(.III )o4 \et son
aproximadamente un factor de diez veces más intensos que 
aquellos i?~ra Fe(H2o )~+ porque la transic~ón de ~ampo lig~ 
do en el último complejo son ambos de ·e:?pin y orbital proh,i 
bido. Los diagramas de nível de energía computados, mostra 
dos en las fig:uras 40 y"41 están basados sobre los datos exper,i 
mentales para los dqs complejos modelo. El valor de Aoct
es considerablem~te mayor que el de A,tet de acu.erdo con,... 
lo esperado. Es de interés la gran diferencia en la razón
del parámetro Racah c/B; para el caso o~taédrico esta razón 
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es de aproximadamente 3, mientras para la coordinación te-
traédrica es cerca de 8. 

El Núcleo Ferritina 

U . t b. l' . . t · F 3+ n sis ema 10 og1co interesan e que tiene e 
en un medio estruttural de. coordinación (Fe(III)O) es la -. . n 
proteína almacenadora de Fe, ferritina. El núcleo o centro 
de la ferri tinp. consiste de un fosfato, con óxido hidratado 
u óxido-hidróxido de Fe(III). Se han sugerido modelos pa~a
el núcleo ferr.itina de los cuales los principales medios de 
coordinación del Fe(III) son, (Fe{III}o6) oct, y una mezcla
de (Fe(III)o4 \et-(Fe(III )06) oct, 

Un modelo sintético particularmente interesante -
del núcleo ferritina es el polímero de Fe(III) obtenido por 
Spiro, Saltman y colaboradores en solución de ni trato f-érrico
hidrolizado con bicarbonato. El polímero tiene un peso mo
lecular aproximado de 150000 y un diámetro de cerca de 70Aº: 
Estudios analíticos indican una c:omposición de Fe4o3 (0H)4 -
(N0)2 1.5H2o para el polímero. En forma y tamaño físico, -
la "bola" de Saltman-'Spiro es notablemente similar a e_l nú
cleo ferritina. La estructura ~ue se ha sugerido para la -
"bola" de Saltman-Spiro y empleado para la ferritina se 
muestra en la figura 42. Los iones de Fe(III) es tan:. unidos-

. . . 

a la vez en una red de puentes oxo e hidroxo con una estruc 
tura de coordinación tetraédrica (Fe(III)o4 ). En este mode 
lo, las moléculas de H20 y los iones No; cubren la "bola"
principal para.la analogía gráfica de Saltman's con los du1, 
ces M y M'. La base principal para el modelo estructural -
de coordinación (Fe(III)o4 ) tes un ángulo pequeño en un -. , te 
experimento de.dispersión de rayos X, y un análisis subse--
cuente de la función de distribud.ón radial. Este es un ex 
perimento difícil para analiza~ y en nuestra opinión la es
pectroscopia electrónica ofrece una ruta de pru,eba más evi-

í 
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dente para la estructura de coordinación. 

Se ha examinado, el espectro electr6nico de la 
"bola" de Sal tman-Spiro. En el espectro. (f'ig . 43) se mues

. tra un modelo -de cú.atro bandas débiles _con la banda más ba
ja cerca de los 900 nm .. , en concordancia con la coordina- -
ción (Fe(III)o6) t. L,a derivada de los parámetros· de campo 

oc -1 V -1-. 
ligando son A t= 11260 cm·, C B=3 y B=815 cm . Se pue-. oc . 
de decir con .confianza que muchos de los iones Fe(III) ocu-
pan sitios de coordinación octaédrica, No hay indicios de
bandas atribuibles a (Fe(III )Q4 ) tet y como ~stas bandas 
son propiamente más intensas que aquell~s señaladas para 
(-Fe(III)o6)0 t podemos efectivamente ordenar nuestra coordi 
nación. tetragdrica en estos compu_estos sintéticos modelo. 

Los estudios espectrales de absorción electrónica 
sobre el núcleo-'-.ferritina ,son menos definitivos. Porque de 
una fuerte cola de absorci6n/a través del" visible s6lo se -

1 ha resuelto a 918 nm. la banda de campo °ligando. Esta ban
da es diagnóstico de coordinación (Fe(III)o6)- t' pero sin-. oc 
mejorar el espectro en la región de 400-700 nm._ no·se·puede 
distinguir entre las estructuras de coordinación exclusiv~
mente de (Fe(III)o6) y la mezcla (Fe(III)o6) -(Fe(III) 

) H _ _ . boct . _ . -Qct1 o4· . ay, sin em argo, evidencias negativas··ae a preseri 
tet -

cia de unidades de (Fe(III)o4 )tet en el núcleo_y de la pri-
mera analogía con la "bol_a"- de Saltman-Spiro se prefiere un 

modelo con la coordinasión (Fe(III)o6)oct' 

_ Otro aspecto estructural importante en la "bola":... 
de Saltman-Spiro y el núcleo ferritina que podemos examinar 
por mediéiones espectroscópicas, es la cuestión de :si la -
red polímérica de ie(III) se mantiene continua con los pu~ 
tes oxo e hidroxo, como se su.giere en la .figura 42 6 si sólo 
unó de los puentes ~xo o hidroxo es suficieni;~. Estudios -
de espectro IR de varios óxidos de fierro hidratados de es-
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tructura conocida han mostrado que puentes hidróxido absor
ven invariablemente en la región 900-1200 cm-1 Ni la "bo
la" de Saltman-Spiro, ni el núcleo ferri tina muestran una -
banda en el IR atribuible a los puentes hidróxido, aunque -
ia absorción se debe respectivamente·a. N03 y Poi- en la re
gión de vibración que interesa sobre la conclusión. Sin em, 
bargo, parece mu.y probable -que ai:nbos, la "bc;>la de Sal tman-:.... 
Sp:i.ro y el núcleo ferri ti·na contienen una red polimérica de 
sordenada co:ri. unidades· de (Fe(In)o6.) primeramente unid; 

· · · oct 
por puentes oxo.. Presumibleme~te, coJ~lementan ésta red P.2. 
limérica moléculas de H· O y No3 (ó PO 4 ) que <:stán unidos a 

. . 2 
algunos. de los centros de Fe·. 

Fosvitina Fe(III) 

Otra proteína de Fe(III) en la cual la coordina-
ción (Fe(III)On) es semejante, e_s la fosviti:ri.a Fe(IIIf El 
hecho de qu_e 46 iones _de Fe(III) están ~idos por una molé-. 
cu.la de fosvitina ha sido establecido recientemente por 
Saltman y Multani. El espectro de absorción electrónico de
la proteína de Fe(III) se muestra en :1a figura 44. Tres b~ 
das débiles de_ campo ligando en el espectro, á. 447, 426, y-

420 nm. a 15ÓºK. La energía relativamente aita de la prim~ 
ra de las dos bandas·de campo ligando proponen una coordina 
ción (Fe(IIr)o4 \et y en:.-realidad e·s muy satisfa~torio y :=
apropiado el espectro que se obtiene con 19s parámetros de-:-

. -1 -1- 1 f . 
campo ligando Atet=5270 cm , B=495· cm , y C¡B:8. Nota--
blemente el·espectro está aparentemente libre de picos·en·
-la región 800-100.Ó ron. donde aparece,_invariablemerit:e el -
(Fe(III)o6\ct· Así se sugiere que :ía fosvitina Fe(III) pr.2, 
porciona un ejemplo biológico de la favorablemente rara- -
·coordinación (Fe(III)o4 )tet· . 
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Dos fragmentos más de informaci6n inducen y con-
tribuyen a los detalles del modelo. Mediciones de :sensibili 
dad· m~gnéti.ca de fosvitina Fe(III) sobre-el rango de tempe:=
ratura 85-300°K, se encontraron evidencias de conducta anti 
ferromagn.ética (fig .. 45'). El ·momento mag~ético por goteo de 
Fe desde 4.45 :a 3~39 BM sobre el mismo rango de temperatura 
investigado. Así, es mu.y probaple ·que como mínimo alguna -
de las unidades de (Fe(III)o4 )tet son puen~es ligando de Í!!_ 

teracci6n continua. Como hay 100 residuos de fosfato seri
na en la fosvitina, o aproximadament~ dos por cada Fe(III), 
tr.na posibilidad interesante es una es:trncturé:1.- del tipo mos
-trado ~· la figura 46 •. 

Son posibles otros modelos. Por ejemplo, un pe-
queño porcentaje de iones Fe(I~I) coordinados octaédricame!! 
te pueden escapar a la detección de los experimentos espec
troscópicos. ~fatizando la mejor conclusi6n: mu.chos de los 
iones ~e(III) están coordinados tetraédricamente y fo~an ~ 
algún· tipo de estructura polinu.clear. 

Dimeros de Fe(III) Puentes ·Oxo 

Las invé$tigaciones estructurales de·Fe(III) poli 
merizado hidrolíticamente ·no s·e· han limitado a los sistemas 
de pesos moleculares altos tales como l'a "bolai• de Saltman
Spiro. En realidad mu.chas de las investigaciones se han .
co~centrado en el área de los ·complejos ·de Fe(II~) binucle~ 
res relativamente simples,, Los ligandos polifuncionales y
quelatos del Fe(III) EDTk (.etilendiaminotetracetato) y HED-
TA (hidroxietiletilendiaminotriacetato) así es, efectivame_E; 
te en una hidr6lisis básica so;!.'~ 'una posici6n de coordina..,
ci6n es _acct:5ible par_a el pu~te, y l~s d:íineros del tipo -
(EDTA Fe)2o y (HEDTA F.e\o lo forman, pero no polímero$ 
superiores. Como un resultado, EDTA y HEpTA son excelentes-
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agentes solubilizadores del Fe(III) sobre un amplio rango -
de pH extendiéndose hasta soluciones muy básicas. 

Sales de red cristalina pueden ser obtenidas de -
las soluciones que· tienen el compl~io dimérico.. En· particu
lar se ha in2.:stigado la sal. en H2 ( etilendiamonío). der. -
(HEDTA Fe)2o . La estructura de este compuesto se conoce~ 
de los análisis cristalog,r.áficos de rayos· X. El aspecto más 
tmportante de la estructura de coordinación se muestra en -

la figura 47 .. _ Las unidad~s ~onoméricas (F~(III)o4N )oct_ se 
reparten en. un puente casi lineal oxo, el angulo _Fe fnr J....;0-
Fe( III) es de 165°, La distanciad~ Fe(III)...;o~o es 1,8 Aº, 

un número que puede ser considerado como -una indicación de:... 
unión p1t--:-> dTt si· no fuera por él hecho de que una. d1st~ 
cia corta de l, 68 Aº similar, se hq observado en una estruc 
tura Al(III)-0-Al(III). 

. 2-
: El complejo (HEDTA Fe) 2o posee una banda de ab-

sorción IR cerca de los 840 cm-1 que es característica de -
una unidad Ee(III)-0-F~{III) casi lineal. Este espectro ca 
racterístico del complejo se muestra en la figura 48, La -
banda es señalada para el movimiento de estiramiento antis.f 
métrico en el si.stema de tres átomos. El hecho de que la -
banda de 840 cm~ 1 esté presente en un cristal y en ·una so1u· 
ción D20 de (~nH2)-(HEDTA Fe) 2o)·.6H2o establece que_la es-=
,tructura de·puente oxo persiste en un medio acuoso. Medí-..; 
cienes magnéticas y datos de espectro electrónico también~ 
confirman· la identidad esencial de la estructura en sólidos 
y so_lucione·s acuosas. 

Volviendo a los datos magnéticos, la figura 49 
muestra la gráfica de .).(eff'contra temperatura para un -ejem-
plo sólid~ de (enH )~((HEDTA Fe)2o).6H2o y una referencia -
de alto espín (S=5J'2) del complejo monómero de :Efe(III). El 
complejo binuclear presenta conducta antiferromagriética, el 
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,A.\eff por goteado de.Fe(III) es de 1,9 BM a 300ºK hasta el
cero· efectivo cerca de los· 30°K. Lo excelente y convenien
te de este dato es producido por suponer que los iones ,con-
5=5/2 son de espin acoplado, con J=-95 cm-1·. Ev:idenciks -
que apoyan fuertemente a este modelo son proporcionadas por 

d·atos de espéctros electr6:hicos _que serán discu.tidos más ade--
·1ante. / 

Un examen de los artícu.los en este campo revelan
que los puentes oxo están bien establecidos en varios com-
plejos binucleares de Fe(III). Los complejos de Fe(III) 
con puente oxo que han sido estudiados cu.idadosantente, to--. ' 1 . 
dos.presentan valores J en el rango -85 a -105 cm-· En ~ 

claro contraste, el dímero de Fe(III) de puente dihidroxo -
ha sido aislado y caracterizado completamente 
el (Fe(pe_c)20H)2 '1-chos acoplamient9s· débiles 
(J=,.:;IJcm-i '"'<eff (3001?K)=5.'2 BM). 

por mostrar -
espin-espin -

. 2-
Fuertes evidencias de que el (HEDTA Fe)?.O· tiene 

acoplamiento antiferromagnético de unidades octaedricas -
~==:5/2 pued~ ser. extr~id.as de su espectro de absor<?i6n ele_s 
tr6nica que_ se mú.estra en la figura ,_50. El HEDTA es. un. 
1::>uen ligando para estos estudios porque no absorbe- aprecia-. ,. / . 

blemente en el IR cercano, visible y UV cercano. No menos-
de _8 picos de absorción ap.arecen antes de ],a absorci.ón de -
transferencia de carga e intraligando. ·El espectro se divi. . . . .. -
de en.dos partes, un grupo de cu.atro picos de baja energía~ 
(a-d) con co~ficientes de extinción bajos o ~oderados, y un 
grupo de picos más intensos de alta energía (e-h). 

Las. bandas de .a-d están colocadas propiamente por 
s~r las primeras ·CU:atro transiciones d~ campo ligé;Uldo en ca 
da unidad· S: 5/2 ( Fe ( IIÍ) o4N '-) .. ( ver fig. 4Ó) . A~e~os ra-:_ 

· , · 2 oct · 
zonables entre ·1a teoria y los experimentos son obtenidos -

·para los valores de los pará¡netr.os del campo ligando ~oct = 

/. 

!. 
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-1 V -1 10900 cm , e B:2.4 y B-:-950 cm La diferencia principal-
entre e·l espectro de campo 'ligando en los dímeros puente -
oxo y un c9mplejo monómero octaédrico de Fe(III) es la in-
tensidad de las bandas, Los coeficientes de ~xtinción mo2: 
lar de las cua~ro bandas de campo ligando en (HEDTA Fe)2o 
por ejemplo, son dos veces de mayor magnítud más que aque-
llas para un complej~ monomérico como el Fe(H2o)i:• Es~a i~ 
}ens~dad mejora l~s band~s de· C?lfilpo ¡ig?llldo de prohi
bido y es una consecuencia esperada del acoplamiento antif!:, 
rromagnético en el sistema de puente oxo; .el acoplamiento -
relaja parcialmente la regla de se.lección del esp1n y ad- -
quiere algunas transiciones de carácter permitido; La se
.lección del acoplamiento .espin-espin por el aumento de in-
tensidad de las bandas de campo ¡igando de espin prohibido
han sido trabajadas con algo de profundidad en·e1 caso de -
MnF2 y otros materiales antiferromagnéticos que tienen Mn·
(IIJ. La observación en el sistema Fe(III)-0..,Fe(III) lógic~ 
mente tiene la misma explicación. 

Las cuatro bandas relativamente intensas del UV -
(e-h) son resueltas en un tiempo largo, Basado~ sobre los
estudios de complejos monómeros parientes, energéticamente
ellos son también bajos para ser atribuible a transiciones
de transferencia de carga del ligando--~ Fe(III); es más,
hay también muchas bandas para una explicación de transfe-
rencia de carga. Las bandas son rrru.cho mu.y intensas para 
ser las band~s de campo ligantlo de alta energía, conforme a 
lo permitido por el aumento de intensidad en un dímero aco
plado antiferromagnéticamente, La eliminación de lós tipos 
usuales de transición ha conducido a sugerir que el espec-
tro de UV consista -a.e exc:i t.ación sirrru.l tánea de pares elec-
trónicos (SPE). Esto es, transiciones de campo ligando si-
rrru.ltáneas sobre los dos centros de Fe(III) pueden. ser aco-
pladas cuando la excitación del par es de espin permitido.
Esta explicación no es sin precedentes-Varsanyi y Dieké pr,2 
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pusieron primero una explicación similar para una parte del 
espectro de excitación de fluorecencia del Prc13 , y para es 
te sistema Dexter ha discutido excitaciones SPE desde un 
punto de vista teórico. Cada transición en la mezcla de 
fluoruros de Mn(II)-Ni(II) y el dímero acetato de Cu.(II) 
también ha sido sugerido en la interpretación del espectro
de absorci6n. 

Suponiendo una:·.aditividad sin\ple, las posiciones
de las cuatro excitaciones SPE en el (HEDTA Fe)2o2- concue!_ 
dan mu.y bien con las posiciones de las bandas e-h y propor
cionan ayuda ponsiderable para la interpretaci6n. Esta se
mejanza se mu.estra en la figura 50 y es incluido en el resg_ 
men de la interpretación del espectro de absorción electró
nico del (HEDTA Fe)2o2- ag~pados en la tabla V. 

En resumen, se está sobre el camino para el enten 
dimiento de las propiedades magnéticas y espectrales de 
ciertos tipos de complejos binucleares de Fe(III). Dímeros
de puente oxo de alto espin y fuonómeros ~e Fe(III) ,mu.estran 
como mínimo cuatro características distin'tas: una banda IR
cerca de 840 cm-1; de condücta· -~tif'éromagnética con-·:J en .:.. 
e1·· rango· -85 a -105 cm-1 ; bandas de campo ligando con aum~ 
to de intensidad; y una rica serie d_e bandas UV que son in
terpretadas como _excitacd:ones SPE. 

Heineritrina 

Las propiedades espectroscópicas y magnéticas ob-
, ( ) 2-servadas para el modelo dimero puente oxo, HEDTA Fe 2o , -

ha proporcionado datos en intentos por entender la estruc~ 
ra de coordinación de la proteína hemeritrina, que une oxí
geno reversiblemente. La proteína se ha estudiado desde 
sipunculid Golfingia gouldii mu.y ampliamente por Klotz y c,2; 
laboradores. Ocho ~bunidades, cada uno conteniendo dos áto 
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mos de Fe capaces de unir una mólécula de oxígeno asociada
con el total de la proteína para dar un peso molecular de -
cerca de 108000. Mediciones magnéticas mostrar.en que la 
forma deoxi de la proteína contiene Fe(II) de alto espin.
El es~ectro de absorción electrónico de esta forma es rela
tivamente claro abajo de los- 300 mn.; en el UV, aparece el
pico característico de tirosina cerca de los 280 nm.. 

Oxidando la proteína a met Fe(III) ,· aparecen pi-
cos de absorción en la región visible. Cada subunidad de -
la met proteína une ligandos_ como Cl-, Br - , y N; _ en un· com 
plejp de Fe( III) 1 : 2, y las posiciones del pico visible de
~stos derivados met que varían ligeramente. El espectro de 
absorción electrónico de metclorohemeritrina se muestra en
la figura 51, En adición, para las bandas mostradas hay al 
gunas evidencias de un pico debido a una transición electró 
nica en la región de los 900 mn. Este pico está sumamente
sobrepuesto por bandas atribuibles a vibraciones armónicas
Y así, no es bien caracterizado, Las bandas a 668 y 500 
nm., ~in embargo, pueden ser señaladas como bandas de campo 
ligando -en un ·complejo de Fe(III.) .... Su_s .intensidades moder~ 
das son consistentes con un modelo en el cual dos iones de
Fe(III) son de espi'n acoplado en un dímero de puente oxo 
del tipo ( c1 .... Fe ( III )-O-Fe ( III)). Datos de sensibilidad ma~ 
nética son discutidos actualmente en apoyo de esta proppsi
ción. 

Las bandas a 384 y 331 nm. en el derivado metclo
ro deben ser atribuidas a alguna clase de transición elec-
trónica involucrando a uno o ambos iones de Fe(III). Sus -
posiciones e int$'.lsidades pueden ser racionalizadas si 
ellas son señaladas como excitaciones SPE en un dímero de -
puente oxo. Al terna ti vamente, transicione·s de trans.feren-
cia de carga ligando ---> Fe(III) son·::-. también explicaciones
posibles. A longitudes de onda más bajas de 331 nm. se 



72· 

considera que ha~ absorción de tirosina, y picos adiciona-
les causan que se tape el Fe(III). 

El espectro de absorción electrónica de oxiheme:r,i 
trina se mu.estra en la figura 52. Este e~pectro 1se parece
mu.cho al de metclorohemeritrina, ex~epto por la gréall inten
sidad en la banda de 500 nm. El espectro puede ser consid!:, 
rada como una evidencia razonable de una sugerencia hecha ..., 
por Klotz, que en la forma oxi amb~= fierros han sido .oxida 
dos a Fe(III) y el o2 reducido a o2 • La gran i:r;i.tensidad a 
500 nm. puede ser entendida en este'modelo porque una banda 
de absorción ~imilar ha sido obse~vada en el complejo form_! 
do entre (Fe(III)-EDTAf ~ ·H2o2 en solución básica. Presu
miblemente, esta banda es atribuida ·a una transición de 
transferencia de. c~rga o~- --l Fe(II¡) 6 HOO- -,...~Fe(III). 

Las bandas a 370 y 317 nm. en oxh:i,l1emerit.rina son 
similares a las bandas de 384 y 331 nm. en el derivado met~ 

.. cloro y con mu.chas probabilidades señalamientos análogos 
son apropiados. 

Los datos espectrales para el metcloro y prot'eí-
nas oxi sugieren estructuras de coordinación involucrando -
unidades diméricas de Fe(III). Experimentos de sensibilidad 
magnética sobre un rango de temperatura limitado para ambas 
proteínas arrojan un peso considerable para esta sugeren~ -
cia. Estos datos se mu.estran en la figura 53.. Aunque los.
límites de error son grandes, parece que en cada c~so el ..., 
.lfeff por goteo de Fe(III) ·es reducido grandemente del valor 
de alto espinN"6 BM. Además, en el rango de 300 a, 100°K ..., 
hay algunas evidencias·de que ambas proteíµas presentan con 
ducta antiferromagn~tica. 

Los datos e~pectrales y magnéticos apuntan a una
estructura de dímero puente·oxo Fe(III) para· la proteína 
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metcloro. Un modelo de puente ÓXO es también atractivo para 
la oxiheme;ritrina, con la posible alte_rnativa de un puente
per6xido-Fe(III) que no puede ser dese.chada. Preferimos l,i 
ger~ente el modelo de puente oxo para la forma oxi, porque 
naturalmente corresponde en las series met como un derivado 
metperoxi -0 methidroperoxi. Se han obtenido evidencias pr~ 
'liminares que ambas proteínas oxi y met muestran la absor-
ci6n característica de 840 cm-1- de una estructura Fe(III)-0 

Fe(III). Como a·1a temperatur·a de l,a.-celda IR hay problemas -
serios de descomposición d.e la proteína o:ki, estos resulta
dos son mu.y tentativos actualmente. 

-.. ·---::;_;:. _.:.- ..... 
., ~·:'' .. 
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figura 39. Espectro de abs.orci6n electr6nica de Fe(82o)ten sultato.de 
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T"ABLA III . l+ . 
Datos de Espectro Electrtinico para Fe {H2o)6 en Fe2{so ~ ;(NH) 
S0.24HO . 43 42 

4-~ 2 · 'Ar-• •, cm:-•• ~ 
'T,: 12,600. \ 0.05 
'T, 18,200 0.01 

(+A,, 'E) 
24,200 
2.J,600 1.3 
2i>,400 

'T, 27,700 
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•,A.,-+ ·Y, cm-1 

•T, 22;soo 
. 'T, 23,~00 

(•A,,''E) 26,500 
"T• 

0.73 
'0,76 
4.i 
0,1 

e~ 
22,150 
24,550 
26,560 / 
28,940 
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TABLA IV. Datos de Espectro Electr6nico de (Fe(nr)o4) e>t 

.Feldespato Ortoclasa. 
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Figura 40. Nivel.es de energía de campo ligando calculados para (Fe{III)0~)0 ct. 
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Figura 43. Espectro de absorción electrónica 
de la bola .de Sal tman-Spfro. 
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TABLA V. Datos de Espectro Eleo
tr6nic;;, para en H2((HEDTAFe)2o). 
6K2o 

·Ba?lda Señal 

,~(Jtld (1Ci4 v;;. .. , cni-1(1} .ASBignmenl 

a II.2 (2.0) 'A1-:+ •T1 
b 18.2 (40) 1A1.:..... :'T1· 

e 21.0 (25) 1A1 -+,(•A1, •E) 
d 2-U (120) 1A1--+ :'T1 . . 

e 29.2 a+b=29.4 
I 32.5 a+c=3U 
g 36.8 b +b = 36.4, 
h 42.6 li+d=42.0 

20 ...... ----_;,""'-'-----'-----. 
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2 

21111 31KJ 41JO 51JO lillll 71111 HIIII · · 900 · 

A.(11111) 

Figura 52. Espectro de absorción -
electr6nica del. OJ9:hemeritrina. 
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Figura. 51. Espectro de absorc.i6n electr6Jiii::a 
de metclorohemeritrina. 
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IV 

GRUPO DE . LA FERRODOXINA 

Este grupo de proteínas tienen Fe y S·inorgánico 
(ácido labil) en los centros activos como 4Fe-4S 6 2Fe-2S, 
también como en el caso de la rubredoxina con únicamente un 
átomo de Fe .. ~1 Fe está siempre unido al S de una cisteina. 
A ~i.feren:cia de las proteínas de los grupos anteriores, el
Fe no se encu.entra unido a· ·un anillo\ por.firina. 

Las proteínas de Fe-S· se agrupan usualmente en 
cu.atro clases diferentes, en .1~ siguiente .forma: 

a) Centros qu.e tienen 4Fe-4S 
.b) Centros qu.e tienen 2Fe,..2S. 
c) Centros que tienen sólo u:ri 1átomo de Fe. 
d) Proteínas complejas de Fe-S 

Uno d~ .los. grupos mejor, .conocidos de .... las ... pr.oteí-
nas de Fe-Ses el de las .ferrodoxinas. Estas son pequeñas
proteínas -qu.e tienen relativamente pocos ácidos amino, eri-
tré 55 'y cerca de 120 (peso molecu.lar 6000-14000). Contie
nen cu.alquiera de los centros activos 4Fe-4S ó 2Fe-2S, qu.e
pUeden ser extraídos intact9s de la proteína en presencia -
de rigandosydisolventes ·apropiados por la técnica llamada -
"expulsión del centro". Otro aspecto importante del movi-
miento del centro activo es que la apoproteína formada pue
de ser r.econsti:tuida bajo condiciones no enzimáticas y anae
róbicas por simple adición de sulfato de amonio .ferroso y -
'SUl.fi to de sodio. r 

La secu.encia de amino ácidos en las .ferrodoxinas
es completamente dif~rente·; la posición de las cisteínas 
qu.e se unen a los .fierros en un medio específico no varía -
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en diferentes clases de ferrodoxinas. Esta poca variación -
en las posiciones de los amino,ácidos principales ha sido -
muy usada. en el estudio de ia evolución de ferrodoxi"nas. 

El estudio de las proteínas de Fe-S- ha sido .fuer
temente apoyado por el reconocimiento de la señal de EPR -
g =l. 94 . que generalmente parece estar en la _forma reduci-
da. Sin el u..so de la técnica de EPR el estudio de las pro
teinas de Fe~S se hace muy difícil por su bajo coeficiente
de extinción y su amplia absorción en la región visible. 
Trabajos que·usaron espectroscopia Mossbauer, CD, resonan-
ciá magnética· de protón, sensibilidad magnética etc., han -
apoyado el estudio de partes específicas de la proteína so
bre los mi'smos centros activos. La figura 55 muestra el e~ 
pectro'.EPR. característico de las proteínas Fe-'S representa
tivas, incluyendo proteínas de Fe de alto potencial (HiPIP), 
las cuales tienen una señal de espectro EPR g =2~02 en esta 
.do oxidado·~ 

La existenc:i,a 4e :proteínas con la estructura tipo 
HiPIP f'u.é el principio de un desarrollo interesante en el -
estudio del centro activo S-Fe. La cristalografía de rayos
X o.emostró que hay poca diferencia entre .el agrupamiento -
4Fe-4S en una ferrodóxina (E'=-400 mV) y en una HiPIP (E'=+ 
350 mV). Esta anomalía f'u.é ~clarada por la llamad.a hip6~e
sis del estado "C" de Car:t;:er:y .~olab_orád:ores (Fig .• 5~), que po~ 
tularon l~ existencia de una HiPIP super-redud.da y una .fe
rrodoxina super-oxidada. Cammack demostró la -;_existencia -
de la HiPIP super-reducida utilizando 80% de dimetilsulfoxi 
do (DMSO) para distorsionar el medio de la proteína HiPIP.: 
Fué detectada en este caso una señal de EPR d'e la HiPIP su
per-reducida similar a la dé una .ferrodoxina 4Fe. Una fe~~ 
rrodoxina super-oxidada .fué reportada por Sweeney. 

El uso de agentes como el DMSO también han facili 
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tado el estudio de las proteínas· S-Fe cu.yo centro activo no. 
ha sido determinado. En este caso la proteína en cuestión
es examinada usando EPR en la presencia y ausencia de una -
concentración dada de DMSO (Fig. 57 )~ La dependen.cia de t~ 
peratura de estas señales es también un criterio de diagnós 

! -

tico como lo es la .forma de la señal de EPR. D.e este modo·, 
un centro con 2 ó 4 Fe puede ser distinguido rápidamente. -
Esto también puede ser resuelto por los experimentos de ex
pulsión del centro de Holm y Orme-Jolmson. La ven,taja de -
la técnica del DMSO, es que el tipo de centro en -µna prote,i 
na.unida a una membrana t.ambién-pu'éde ser distinguido, ce>mo 
ha sido el caso con las membranas de cloroplastos, donde un 
centro de 4Fe-4S .fu.é detectado como el aceptor primario del 
transporte de electrones. 

Está bien establec'i.do qu.e las proteínas tienen 2, 
4, 6, u 8 átomos de Fe (ver tabla Vi),dependien~o de su ori 
gen, y con un igual número de átomos de S lábiles y·un núme 
ro ccmsiderable de residuos de amino ácido cistei~a. 

Es lógico principiar los estudios de modelos con
compuestos de cisteína-Fe, sin embargo trabajos en esta 
área han sido mínimos. Este campo puede ser muy prometedor 
en- la obtención de datos del espectro de absorcipn de···solu
ciones de cloruro de Fe, mercaptoetanol y Na2S <JU:e tienen'."" 
una e~trecha semejanza con las proteínas de S-Fe. 

Se propuso al persul.fu.rci unido al átomo de Fe pa-:
ra sistemas biológicos, y en apoyo de esto, fué citadq como 
un ejemplo el compuesto Fe(S2cc6H4CH) (S CC6H4CH3). Par~ 

, F S 3,2 3 "d las proteinas 2 e-2 , la estructura mas .favoreci a se mues-
tra en la .figura 54 y es apoyada por el conocido puente sul
.furo (FeS(s2c2Ph2))2 y el puente mercapto (Fe(SR)(s2csR2))2 . 
La geometría del Fe en estos compuestos parece ser cu.adrada 
planar, aunqu.e evidencias recientes indican qu.e las .ferrodo 
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·xinas, probablemente rubredoxina, contiene Fe en sitios te
traédricos. 

La equivalencia.del número de átomos de Fe y SS}! 

giere un alto orden estructural,· y para las proteínas 4Fe--
4S, el arreglo 16gico es la e~tructura del pseudo-cu.bo. Com 
puestos que tienen alternativamente un inétal y un·no metal
en las esquinas de un rubo son mu.y comunes a través de la .;.. 
tal:>la periódica. Como estos, son los complejos s:.a.Fe; cóino
( ( c5H5 )feS )4, que consisten de un ~b~ distorsionado Fe4S4-
con los grupos ciclopentadienilo pr6ximos a la:s esquinas .;;; . \ 

del Fe. Este complejo puede'ser oxidado y-reducido en el -
estado de oxidación 5, en un paso de un electrón sín .fiSi6n 
qel complejo, 16gicamente una caracterís·tíca atrayente para 
comparar con el .sistema enzimátíéo. Algunas evÍdencias ap,2 
yan esta estructura para el sistema enzímá~'ic;_:o pe:t'o con S :
de cisteína en lugar de los grupos ciclopentá.cií;eniio. ·Es:t-a 
estructura da un arreglo resultante pseudo-tetraédríco p-ará 
ei átomo de Fe. 

Pocos sistemas son utilizados- como inódelos para ...; 
las proteínas- -6Fe-6S y:. 8f'.e. E!3tudios sofisticados de rayos 
X de una proteína 8Fe-8S muestran un agrupamie:nt9/ de alta ...; 
densidad electrónica con una forma cábí-ca.- Ei model.o .favo
rable para este . proteína consiste de dos uhÍdades pséudo-::· -
cu.bos separados por 12 A O ,· 

La rubredoxina tiene un átomo de. Fe ród'eado tetraé. 
dricamente por:4 átomos de ~zu.fre, aunque la. bája _it'esolu- -
ci6n de los rayos X no, eliminan la posibiiídad de- un' a·chat~. 
mientó del tetraedro.. Mu.chos minerales de sulfuro de .Fe -
tienen los átomos de S arreglad·os tetraédricamente alr"ede-
dor de los átomos de Fe, p.or ejein~lo:. MF'eS2 (M=K, Rb,· ds:) -· 
que consiste de una cadena iIJ..fini ta: de iqiú~$ FeS2 .formados 
de unidades· repetidas FeS4 con el tetraedro- unido por· las -
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esquinas opuestas. Recientemente, un complejo .de coordina
ción de Fe con este medio ha sido caracterizado. .~ste com
puesto es (Ñ(PMe2S))2Fe(II) que ha· mostrado tener una es::...:.
tructura igual aunque no inte:r;'acciona estéricamente, e impi 
de adopta:r;- el arreglo planar más común. Aunque este es un-· 
caso donde la soluci~n directa del próblema f'ué obtenida 

'-desde un modelo preparado anteriormente, es interesante no-
tar que am:t,os' la rubredoxina \ reducida y su modelo poseen .7" 

la banda de absorción del espectro IR cercanQ_esperada para 
un med.io tetraédrico ,del" Fe(II). La alta energía de ia b~ 
dp. para la enzima ha sido explicada sobre las bases de li--. . . . 

g~dos fuertes, sin embargo,·un achatamiento del tet!aedro
puede producir:. un efecto similar. Se ha propuesto que las-

• • ~ 1 • . • 

dps emisiones ob_servadas a 365K y _31 fK en el espectro Raman 
de la rubredoxina son la .forma aia.rgada de Fe-S, y se hici~ 
rpp. _comparaciones con las bandas a ·3_60K y 3_03K d_el e.?pect,ro 
de ·KFeS2,-
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TABLA VI, Propiedades de Proteínas Representativas 
de Azuf'rE:-Fierro, 

4FC'. + 1S rC'nt~r 
SFe ÍC'rr<'tloxins 

C/osfrirli11111 (oblig:tt<' nnncrohic hnt•terium) 
Cl,lorobium (gre('n photo~ynthctic burtcrium) 
Cliromatium (rC'd ~ulfur phutosynthctir. hnrt,•rimn) 
Jlhorlo.•pfrill11.111 rutm,m I 11·,•cl n011~•ulf111·, photosynthctk., ba~tcrimn) · 
Az(llol>n.cter HI (aC'ruhir ~~ fixh1g h:1cterium) · 

Active Grou.p Uolecu.lar 
( atoms/molecule) ll'eight 

1 

8Fe;8S 6,000 
8Fe,8S 6,000 
8Fe,8S 10,000 
8Fe,8S 
.8Fc,8S 

13,000 
15,0CíO 

No.o/ Redo:z; 
Amino Potential 
Acids (Eo'inmV) 

55 :-395 
60 -
81 -490 
- -

130 .,-420 

Fcrl'C'llnxins with I SFc + 8$ ha Ye nlso hcen r<·1iortc,I in: (', pn•lr11ri-
G. then110•11cclwrulyticu111, l'cptocuccus f1Crogc11cs, J>,•¡1tostrcpto-

a1)u.71i, C. acidi u.rici, C. bu.tyricu.m, C. tartarivoru.m, C: tetanomorphum, 
coccus elsdenii, Veillonella · alcalescens. 

r 

CD 
O\ 



TABLA VI, Continu.aci6n 

·, 

4Fe ferredoxins 
Desulfovibrio (anaerobic S04 reducing bacteriwn) 
Bacillus (facultative N 2 fixing bacterium) 

4FeHiPIP 
Chromatium 
Fcrredoxins with, (4Fe + 4S) have also been reported in B. poly

membrane, D .. gigas, D. desulfuri<;ans, Rhodospirillum ,:ubrum. 
,nonas. 

2Fe + 2S center 
2Fe ferredoxins 

Spinach (higher plant) 
Microcystis (blue-green alga) 
Scenedesmus (green alga) 
Azotobacter I (acrobic N2 fixing bacterium) 
Pseudomonas putida (aerobic bacterium) 
E. coli (aerobic bacterium) -
Pig adrenals (mammal) 
Mitochondria, complex III (mammalian) 

Ferredoxins with (2Fe +- 2S have also b~en reported _in: ,Aethusa, 
sica, Botrydiopsis, Bumilleriopsis, Chenopodium, Chlamydomonas, 
locasia Cyanidium, Cyperus, Datura, Equisetum, Euglena, Gossy
Phaseolus, Phormidium, Pinus, Pisum, Polystichum, Porphyrid
Zea, pig adrenals, pig testes. 

lFe center 
lFe rubredoxin 

Clostridium 

Rubredoxins have also been reported- in: Chloropseitdo,nonas ethyl
sulfuricans, Desulfovibrio gigas, Peptococcus aerogenes, Peptoco-

Complex Fe-S proteins 
Mitochondrial succinate dehydrogenase -(mammalian) 

Mitochondrial NADH dehydrogenase · (mammali'an) 
Xanthine oxidase (milk, bacteria) 
Nitrogenase {Clostridium ~r Klebsiella): molybdenum iron protein 

No.·of Redo:r: Active Group .\folecular Ainino Potential ( atoms/moleculé) .Weight Acids {Eo'inmV) 

/ 

4Fe,4S 6,000 56 -330 
4Fe,4S 8,000 78 -380 

4Fe, 4S . 9,650 - 86 +350 
my:r:a, B. stearothermophilus, Spirochaeta aurantia, spinach chloroplast 
High-potential. iron_;sulfur protein has been , reported in R hodopseu,,lo, 

2Fe,2S 10,600 97 -420 2Fe,2S 10,300 98 
2Fe,2S·, 10.600-r 96 
2Fe,2S 2(000 181 -350 2Fe,2S 12,500 114 -240 2Fe,2S. 12,600 - -360 2Fe,2S 12,500 115 -270 2Fe,2S 30,000 - +280 

Agrobacterium, Amaranthus . .-t11abaena, Anacystis, Aplia»olh«:e, B,·as
Chlorella, Cladophora, Clostridium (azoferredoxin and EPR protcin), Co
pium, Laminuin, Le11cae11a, .llcdicago, Navicula, .Vosloc, Petroselenium, 
ium, Porphyra, Rhizobium-, Snmb11c11s, Spfrulina, S/el/m·ia, Tolypolhl'i:r, 

lFe 6,000 54 c-60 

ica, Clostridii11n butyricum. Closhidúmi strickÍandii, Desulfovibrio tle
ccus glycinophilus, Peptostreptococc1ts elsdenii, Pseudomol>Qs oleot•o1•a11s. 

8Fe, SS, lFAD 

28Fe, 288, 1Fl\1N 
8Fe, SS, 2F AD, 2l\1o 

18 or24Fe, 
18 or 24S, 2Mo 

. 97,000 
(dimer) 

275,000 
220,000 . 

-343 and -303 
-60and -280 

~ 
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V 

GRUPO DE LOS SIDEROFOROS 

Practicamente todas las especies microbiales aeró 
bicas críticamente examinadas presferitan excreción de sider,2 
foros. Estos cqmpúestos son llamados también, transportad,2 
res de Fe y siderocrqmos, pero fué prime~o Lankford quien.::. 
propuso el nombre de sideroforo y es preferido, ya que su-
giere la .función y es consistente con la te:rininolog;~ usé:l:(ia. 
para los agentes complejos de cationes metálicos alca,linos, 
los ionoforos. Sin embargo, en contraste con lo anter,ior.,'::'. 
el papel natural de los sideroforos ha sido establecido co~ 
un gr8:h· esfu~rzo por la rigurosa me~od~le>gía de la bioquími 
ca genética. 

Los sideroforos son agen,te~ quelatos de bajo peso 
mÓlecular que son producidos· por mi~obi~i y -~stfu.i i~voiu~~ 
erados en el transporte de Fe en la célula. Los siderof~;,-
ros son 'todos ligandos queiatos, que forman· complejós octai 
dricos extremadamente. estables con los iones férricos de aí . . . . . . . -
to espin. Los átomos ligandos ·a1 át'omq de Fe ,en los sider.2, 
foros son oxígenos, excepto en micobactina, donde un nitr9-
geno heterocícl:ico participa uniéndose a~ Fe. Dos clases~ 
importantes de estos compuestos, los ferricromos y las fe-
rrioxaminas, son áéidos trihidroxamicos los cuales. (excepto 
para aquellos que tienen substituyentes car,gad~os) forman~ 
complejos neutros usando tres mono aniones hidrox~ato bi~~ 
dentados. Estos complejos de Fe(III) son todos cüiéticame!!_ 
te ·lábiles. También los grandes ligandos hexad~t_ados como 
los ferricr.omos encierran completamente al ion·Iérrico en -
u;na cavidad octaé_~~ica,. tienen u.Aa vel~cidad de cambioj d_~l
orden, de varios min¡itos a cond:icione~ fisiológic~s d·e pH y
temperatura. ·En contraste complejos en ],os cuales el ion ~ 
crómico es substituido por "el ic;>n férr~co J aµnque la estru,2 
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tura siga siendo la misma, son cinéticamente inertes. Esto 
ha sido demostrado ~ara modelos de complejos hi~roxamato, -
des.ferri.ferricromos y .ferrioxaminas. Se han usado en estu
dios de transporte de Fe varios de.estos complejos círiética 
mente 1.nertes. / 

Otro grupo funcional como ligando común descubie!: 
to en los sidero.foros es el catecol (o- dihidroxibenceno) • ....: 
El catecol es similar a los hidroxamatos como ligando bide.!!, 
tado ya que coordina a través de dos átomos de oxígeno, pe
ro es un dianión. Excepto por la sensibilidad al oxígeno -
de los complejos de catecol (porque .fácilmente se oxida el
ligando) estos son muy· similares en propiedades cinéticas y 
espectroscópicas a los complejos hidroxamato. 

Estructura, y Propiedades de los Complejos Férricos de Side;.. 
ro.foros·; 

'Qu.imica Gen~ral de los Qu.elatos de Fierro. La 
química acuosa del Fe(III) es dominada por los ácidos de 
Lewis. Alguna:s' unidades de pH 'abajo de las soluciones .fi..:.
siol6gicas, se e.fectúan hidrólisis y reacciones de polimeri_ 
zación del ie>n .férrico. A.pH .fisi'ol6gico el ion .férrico es 
cuantitativamente in.soluble como hidroxilo. El Ksp para 

( ) -39 '( .) Fe OH 3 es 2 x 10 , mientras el Ksp para el Fe OH 2 es 
2 x 10-16. Las consecuencias biológ~cas de estos números -
son profundas, porque desde entonces este planeta produce -

. ' una atmos.fera oxidante, la última fuente de Fe para todos -
los sistemas biológicos ha sido el F~(III) inorgánico. Tam_ 
bién, la complejación del ion férrico no es siempre su.fi- -
ciente para hacer usada por los sistemas biol6gicos, enton
ces la hidrólisis de tales complejos .frecuentemente produce 

. . 
polímeros dé puente hidroxi de alto peso molecu.¡ar -que su -
transporte al cruzar las membranas de la célula es imposi-
ble. 
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Durante los últimos 10-15 años un número de com-
puestos de bajo peso·molecu.lar de origen natural han sido -
descu.biertos que unen ~specÍficamente Fe(III) y lo transpo!_ 
tan en los sistemas biológicos. Mu.ches, si no es que todos..: 
los compuestos de este tipo, incluyen hidroxamatos o grupos 
fenolatos como ligartdos, Por pérdida de un protón, el 
anión es un agente quelato muy fuerte con una asombrosa eS'
pecificidad por el Fe3+ La química general de los ácidos
hidroxarnicos forma una parte de la quirn.ica orgánica clási---
ca. La reacción con el ión 'férrico es una prueba estandar
para el grupo funcional ~idroxamato.- La disociación ácida
de los 'ácidos_ hidr_oxámicos da pKas típicos del orden de 9.
La reacción Siguiente, con.el ion férrico d~ un anillo de -

O OH O O 
,, t 1t 1 . H+ 

R-C-N-R 1 ----..1o-R-C-N-R 1 + ~----

Complejo Hidroxamato Férrico 

Ji'ig. 58 

cinco miembros muy estable. A pH muy ácidos, tres ácidos -
hidrox~icos .se unirán para formar un complejo octaédrico -3+ . ' . 
neutro de Fe . Las constantes de formaci6n ha,sta para el-
sencillo ácido ~~nohidroxámico tienen una completa especifi 
cidad, por el Fe ~' Para el ácido ácetohidrox&mico (R=CH3.,
R1 = H) .el pKa es 9.35 y los logaritmos de l

1
as constantes -

de forma~ión K1, K2 ,.y K3 del paso ciave son 11,42 9.68, y-
7. 2. para un mecani~mo,.de constimtes de formac::ión ~ 3 , del
comp_lejo tris de 2 x 1028 , En contraste, el mecan,ismo q.e -
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constantes de formaci6n, ~2, para el complejo bis del ion~ 
ferroso es sólo de 3 x 10. Esta sensiqilidad es causada .::. 
más por el tamaño del ion que su carga y pueden ser observ!_ 
dos, en los valores de ~ 3 para el complejo de tris Al 3+ -
(3 x 1021 ) y el La3+ (8 x 1011 ). La gran disparidad entre
la fuerza de complejaci6n de los ácidos hidroxámicos por el 
Fe3+ y Fe2+ probablemente es la propiedad más importante P!. 
ra el transporte de Fe, puesto que la reducci6n del comple
jo férrico dentro de la célula proporciona una forma e·fecti 
va de li~erar el Fe acom~¡ejado y dejar al ligando libre pa 
ra otro transporte de Fe 

Las estabilidades de los complejos ácidos· trishi
d~oxániicos naturales·son las más conocidas. Por ejemplo, -
el muy poderoso y usado quelato hexadentado EDTA tfene un -

1.og·aritmo de constante de formaci6n K de 25.1, mientras que 
para desferriferricromo (fig .. 59) es 29 .1 y desfer.riferrioxa
mina E (fig. 60) ~s 32.4. L~s compl~jos tris (hidroxamatos) 
típicos son solubles en agua y son compuestos neutros. En
todos estos compuestos el fierro está en el estado de Fe 
(III) de alto espin, en contraste con el fierro de las pro
teínas heme, que es rápidamente cambiado. Esta labilidad -
es, desde 1U:ego esperada para complejos de alto espin d5 , -
aunque la cin~tica de cambio para es·tos ligandos hexadenta
dos es mucho más lenta, que por ejemplo, complejos tris bi
dentados. El ion férrico puede ser removido del complejo~ 
de los ácidos trihidroxámicos tratando~os con base diluida
º por reducción del.Fe(III) a Fe(II). 

La estructura del sencillo complejo hidroxamato -
tris (benzohidroxamato) Fe(III) (R,;,¡1 , R'=H fig. 58.) ha mos
trado la forma crist~lina más estable del sólido por ser el 
:j.sómero racémico cis. (La convención para símbolos de confi 
guraciones absolutas A y A son aquellos propuestos por la -
IUPAC). El isómero cis es definico como el que tiene sime-
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tría en el c3 . Desde luego, ambos isómeros cis y trans del 
complejo crómico han sido aislados, las geometrías simila-
res de los compuestos férricos y crómicos puede indicar que 
los complejos cis y trans férricos probablemente están en -
solución en aproximadamente la misma proporción (60%, 40% -
respectivamente) y predomina el isómero cisque es el que -
cristaliza. En los complejos férricos, la rapida isomeriza 

' -ción de los .complejos en solución .de este modo produce ex--
clusivamente la cristalización del isómero cis. 

Muchos de los ácidos hidroxámicos naturales tie-
nen tres grupos de ácido hidroxámico por molécula. Los com 
plejos de Fe de e.stos ácidos trihidroxámicos tienen una ban 
da ancha característica de absorción a 420-400 nm. y de es
ta forma ori~inalmente les dieron el nombre genérico de si
derocromos. Los tres grupos hidroxamatos son semejantes a
cualquiera de las ramas laterales de un péptido cíclico (co 
mo en lo~ ferricromos, fig. 59) o como parte de una cadena = 
lineal o cíclica ( como en la ferrioxamina, fig. 60}. Aque-
llos que estimulan el aumento de la actividad fueron llama
das sideraminas y aquellas que son antibióticos fueron lla
madas sideromicinas. 

Los Sideroforos que Tienen Hidroxamatos. Ferri-
cromos y Ferrioxaminas. Los ferricromos son todos ácidos -
trihidroxamicos producidos por hongos· como Ustilago sphaer.2. 
gena. Las ferrioxaminas son producidas p9r varias especies 
de Nocardia y Streptomyces. En contraste a los ferricromos, 
las ferrioxaminas son lineales y cíclicas (fig. 60) tienen
los tres grupos ;hidroxamatos como parte de una cadena po
liamida equivalente a una cuenta de un rosario. Otra dife
rencia mayor es que los ligandos de las mismas no son ópti
camente activos. Sólo si un grupo substituyente tiene un -
centro óptico, como en las ferrimicinas, -que hay actividad
óptica en la molécula. Los ferricromos tienen una activi--
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dad óptica natural asociada con el ligando, excepto en 
aquellos casos donde el ligando es ópticamente inactivo (en 
tal caso los complejos son mezclas racé~icas), los comple-
jos siderocromos anteriores se ha descubierto que tienen ~ 

una configuración absoluta Acis (fig. 59). Así, mientras -
f~rrioxamina E. es racemica, análisis estructurales de rayos 
X de ~erricromo A y ferricrisina han-mostrado ambas tener -
isómeros l\cis, Un análisis estructural reciente de la mez 
cla de sideroforo imida ~ fenol hidroxamato producida por :
la bacteria micótica, micobactina, ha·mostrado que la mico
bactina férrica también ti~e configuración absoluta /\cis. 
Las otras propiedades físicas de los ferricromos han sido -
estudiadas usando varias técnicas. El espectro de NMR.de -
los deri~ad6s de Al (III) y Ga(III), comparados con los li
gandos libres han mostrado un profundo cambio de canforma-
ción que acompaña a la formación del complejo. 

Sin embargo, a pesar de las grandes diferencias -
en la estructura molecular de los ·1igandos ,. todos los side
roforos hidroxamatós cuyas estz:'Uc~uras han sido determina-
das pór-los datos, se ha descubierto que son complejos cis
can una geometría de coordinación del ion férrico -que es 
substancialmente idéntica a la del c-0mplejo simple tris 
(benzihidroxamato)-Fe(III). Así, mientras la ferrioxamina
E es racémica pero con geometría cis, análisis estructura-
les de rayos X de ferricromo y ferricrisina han mostrado~ 
bas ser isómeros A cis. 

Los Sideroforos que tienen Catecol.- En:terobacti
na. Le!- aislación y caracterización del triester cíclico 
2,3-i:lihidroxi-N-benzoil-1-serina, un sideroforo tricatecol, 
fué reportado independientemente por Pollack y Neilands, y
O 'Brien y Gibson. Los ligan.dos fueron aisl~dos de cultivos 
Salmonella typhimurium y Escherichia coli y les dieron los
nombres de enterobactina y enteroquelina res~ectivamente. -
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La enterobactina es un agente ef~ciente ~n el transporte ce 
lular, pero a,diferencia del ferricromo, la liberación in-
tracelular del fierro implica hidrólisis enzimática de la -
enterobattina a el monómero 2,3-dihidroxi-N-benzoil-1-seri
na, 

Puede observarse desde modelos molecu.lares que 
dos diasteroisómeros son posibles para el complejo de ente
robactina férrica /\ cis y Ácis. No hay imágenes en el e~ 
pejo por la actividad óptica de los ligandos. La similitud 
de las .funciones de los ferr"icromos y· enterobactina prestan 
un interés adicional esperulativo por la configuración abs.Q. 
luta probable del complejo de Fe. Los estudios estructura
les de los complejos tris-catecol y las propiedades espec-
troscópicas del complejo enterobactina cr6mica han conduci
do. a una asignación de la geometría para el isómero más es
table del complejo enterobactina féTrica (fig. 6~). 

Cambio del Ion Férrico por el Ion Crómico en Sideroforos. 

Sideroforos Hidroxamato, .Isómeros Geométricos. 
Mu.chas de las preguntas en cu.anta a la relación estructura
función de los sideroforos no pueden ser contestadas con d!:, 
talle por la labilidad cinética de estos complejos de alto
espin Fe(III). Esta labilidad sie~pre deja ambigüedades,
por ejemplo, si ó no.ocurre el transporte del metal vía el
complejo molecu.lar intacto. Sorprendent.emente la. química -
de coordinación de los ligandos sideroforos con otros iones 
metálicos aparte del ion férrico, f'u;é muy desconocida. (Ha~ 
ta la aparición de un reporte muy breve del espectro CD del 
complejo desferriferricrisiná de Cr(UI). Sin embargo, el
complejo aparentemente no fué aislado, y el espectro CD no
fué interpretado). De esta forma se empezo a investigar la 
geometría de coordinación de los. ligandos s¡ideroforos o 
cu.alquier mitad de ligando con iones metálicos trivalentes-
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cinéticamente inertes como el Co(III) y Cr(III). Desde lue
go, los ácidos hidroxámicos son ligandos asimétricos biden
tados, y tienen ambas isomerías, geométrica y óptica en CO!r!, 

plejos tris (hidroxamato). Como anotamos al principio para 
un complejo octaédrico formado con tres aniones hidroxamato 
equivalentes, ópticamente activos, hay dos is6meros geomé-
tricos posibles, cis y trans. Cada isómero geométrico con
siste de un is6mero ópt~_~o /\ y otro A . Con frecu.encia, e~ 
tos son diasteroisómeros por la actividad. óptida del ligan
do, en tal caso hay cu.atro isómeros posibles, /\cis,/\trans, 
. .ó,cis, y /l. trans. 

Investigaciones exploratorias preliminares se di
rigieron hacia la preparación y. caracterizaci6n de los com
plejos de Cr (rnJ ó Co(III). Este;,? co~ iones metálicos de
bajo espin d3 y d respectivamente, que tienen las posibili 
dades mayores de energía de estabilización de campo ligando 
y por lo tanto son cinéticamente inertes en cu.ante a subst!. 
tución de ligando y reacciones de isomerización. Esto es -
en contraste a los iones férricos de alto espin d5 que tie-

_nen una energía de estabilización de campo ligando de cero. 
Así, en contraste al complejo sideroforo férrico, complejos 
substituidos con iones crómicos o cobalticos deben ser ciné 
ticamente inertes. 

Modelo de Complejos Hidroxamato. El intento de -
preparar el complejo tris (hidroxamato)-Co(III) con ácido -
benzohidroxámico o su derivado N-metilo, resulto en la.oxi
dación del ligando acompañado de la reducción del Co(III) a 
Co(II). La .:preparación del tris _(benzohidroxamato)-Cr(III), 
Cr(benz)3 , fue afortunada y resulto en la separación y ca-
racterizaci6n de sus isómeros geométricos. La vida media -
para 1á isomerización de estos complejos a condiciones fi-
siológicas apróximadas es del orden de horas. Para facili
tar la separación de los cuatro isómeros 6pticqs del compl!:. 
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jo modelo simple tris (hidroxamato)-Cr(III), fu~ preparado
(usando 1-mentol como substituyente) e1 ácido hidroxfunico -
ópticamente activo, N-metil-1-mentoxiacetihidrox'funico (men). 
Esto resultó en la separación de los dos diasteroisómeros -
cü¡ del tris (N-metil-1-mentoxiacetihidroxamato)-Cr(III) de 
los diasteroisómeros trans y de sus propiedades por espec-
tro de absorci6n elettróriica-y CD. 

En la cromatografía de capa delgada del complejo
tris (benzohidroxamato)-Cr(III) resultaron dos bandas ver-~ 
des, correspondientes a los isómeros trans y cis, cu.yes va
lores R t de dilución precisan a una de las bandas anchas 

s . 
café-rojizas del complejo de Fe(IIr-) • Como justamente se ha 
descrito, los isómeros geométr::i.cos del complejo de Fe(III)
se encuentran en solución en un equilibrio rápido, y como -
un resultado, la mezcla de estos isómeros aparece como una
banda con un valor R~t que es un peso promedio de los dos -
isómeros individuales. 

Los complejos tris (N-meti1~1-mentoxiacetihidrox_! 
mato)-Cr(:i:n), y el de Fe(II), con los de Cr(men)3 y Fe: .. 
(men)3t?1Jlbién fueron purificados por cromatografía de capa
delgada. El complejo de Fe da una banda ancha café-rojiza, 
cuyo valor de disolución Rst es.precisado por la banda.ver
de azul de los isómeros cis y trans del complejo de Cr(III). 
Como ,e.on el complejo tris (benzohidroxamato) esta conducta
es causada por el equilibrio rápido d~ los complejos férri
cos cinéticamente lábiles. 

Los isómeros de·er(men)3 , isomerizan con vidas me 
dias de varias horas igualmente que los complejos de Cr 
(benz)3 • La velocidad de isomerización de los canplejos 
tris (hidroxamat_o) por lo tanto, no es sensible particular
mente a la sub,stitución de los átomos de nitrógeno del hi-
droxamato' desde luego el ligando "men1' tiene un /átomo ni--
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tr6geno alquilado. En la ausencia de una .fuerza inductora, 
los complejos sideroforos correspondientes deberan isomer,i 
zarse mu.ches más lentamente por las contracciones estéricas 
de los ligandos. 

Aunque cuatro disterois6meros (l\cis, Atrans, b -
cis, b trans) son esperados para el Cr (men) , en la cromat.2. 
grafía de capa delg.ada de los corp.plej os proJucidos s6lo apa 
recen tres bandas verde•azuL Dos .de estas son las resuel
tas para los isómeros 1\-cis (10%) yA-cis (21%), y la ter_ 
cera (69%) es una mezcla sin resolver de los is6meros /\ -
trans (31%) y b-trans (' 8%). 

Otra diferencia importante entre los iones férri
cos y cr6micos son sus propiedades espectrosc6picas5 Desde 
luego, los iones.férricos son iones d€ alto espín d en los 
com_plej os sideroforos, no hay transición electr6nica d-:d de 
espín permitido. Así, los espectros de absorción vis.ille-
UV de los sideroforos no son todos causados por los centros 
cromoforos del metal sino también por las transiciones me--: 
tal-ligando y ligando-ligando (grandes transferencias de 
carga)' que varían enormemente de un compuesto a otro, aun--: 
que la coordinación goemétrica del Fe(III) puede ser la mis 
ma. En contraste,; complejos octaédricos (o aproximadamente-:
octaédricos) de Cr(III) tienen dos bandas de absorción d-d
bien establecidas que son localizadas. sobre el cromoforo me 
tálico y así son insensibles a cámbios:en el complejo metal 
ligando que están .fuera de la esfera de coordinacióµ inme-
diata del metal. 

Complejos Ferricromos Cr6micos. El espectro para 
el modelo de complejos hidroxamato cr6micos se reproduce en 
la figra 63. Desde luego, el espectro visi.ble y CD de los -
isómeros son totalmente dominados por el cromoforo metálico 
.del complejo_, este dato puede ser usado pa;ra caracterizar y 
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para identificar isómeros de coordinación de complejos for
mados por los sideroforos. La preparación y caracteriza- -
.ción de los complejos crómicos de desferriferricromo pan si, 
do reportados. Aunque un examen de los modelos moleculares~ 
para ambos complejos mu.estra que dos isómeros de coordina-
ción son posibles ( I\ cis, ¿.cis~ambos complejos crómicos 

J consisten exclusivamente del isómero /\ cis. Este resulta
do concuerda con investigaciones cristalográficas de rayos
X de ferricrisina y ferricromo A qúe demuestran que crist~ 
lizan :únicamente como _el tsómero A cis. Los dos complejos
cr6micos tienen idéntico espectro CD el cual es el mismo 
que el del espectro I\ cis Cr(mén)3 (fig. 63). 

Complejos F~rrioxaminas Crómicas. La preparación 
y caracterización de los complejos crómicos de ferrioxamina 
B (fig. 60) han sido reportadas: Un examen de modelos mole
culares, mostrado en la °f'igura64 describe cinco is6meros 
geométricos posibles (uno cis.y cuatro trans). Cada uno .de 
estos isómeros existe como una mezcla racémica, y se llevo
a cabo la separación de los isómeros geométricos cis. Una
segunda fracción .f\1.é aislada, la cualconsistede uno o más
isómeros trans. Los isómeros geométricos fueron asignados
sobre la base de sus espectros visible y UV (fig. 65) los 
cuales están superpuestos sobre aquellos de los complejos -
cis y trans de Cr(men)3 (Fig. 63). 

Los dos isómeros geométricos cis y trans de la 
isomerizada ferrioxamina B crómica eri soluciones en equili
brio con vidas medias de varios días a un rango d.e. tempera
tura. Estos son considerablemente más lentos que los encon 
trados para los complejos tris (hidroxamato) como Cr(men)3: 
y son causados p:or las contracciones estéricas del lig~do
ferrioxamina By su quelación hexadentada. 

Sideroforos Catecolato. Complejos Catecol Simples. 
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Como anotamos anteriormente, los sideroforos comunes de 
bact.erias entéricas son los. tricatecol, enterobactina . 
(fig. 61). En orden hacia una síntesis perfecta y para usar 
técnicas ·de separaci6n con pequeñas cantidades de enteroba.f 
tina útil, complejos de catecol simples fueron preparados -
c,omo ·compuestos modelo~ Datos espectrosc6pic:·os. de estos 
compuestos modelo pueden ser u,saq.os en el señalamiento d_e -
geometrías para is6meros enterobactina. La literatura quí
mica anterior de complejos tris (catecol) de .iones metáli-
cos de .transici6n es clave. La sola referencia reportada -
de un complejo c_r6mico que fue rápidamente hidrolizado en -
solucí6n diluida acuosa. Esto, de hecho, pudo impedir una
pista de, separaci6n de los is6meros 6pticos del tris quela
to. Nunca antes estos complejos fueron reinvestigados, an
tes ·de preparar el complejo enterobactina cr6mica. Se des
cubri6-4!1e los complejos son muy estables en\la ausencia de 
oxígeno. La usuai sensibilidad del diani6n catecol al oxí
geno se descubri6 que se incrementaba subst~cialmente en -
el complejo de cromo. (La fácil oxidación del catecol coor
dinado y de ligandos conexos ha sido demostrada para una se 
rie de comp.lejos metálicos (Ni2+, eu.2+, Zn2+ etc.) por -

Holm y colaboradores en: relación al análogo 1 , 2 bencenodi tiol_! 
to). Esta oxidaci6n del complejo de cromo es la que causa
el cambio de color de verde a rojo que se reporto previame.!! 
te como hidrólisis. Todas las_preparaciones y manipulacio
nes del complejo catecol de cromo se llevaron a cabo en CO!! 

diciones de atmosfera inerte. 

Aunque únicamente resoluciones parciales de solu
ciones .-de ( Cr( cat)3)3- fuer.on conseguidas a pH neutro, res,2, 
luciones completas se al_canzaron a pH 13 y_ a 5ºC. La velo
cidad •de pérdida de actividad 6pt.ica para el (Cr(cat)3)3- -
resuelto, se encontró que deRendía de la·fuerte concentra-
ci6n del ion hidrógeno, v~riando la vida media desde varios 
minutos a horas entre pH de 7 a 13. 
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Comparación con Enterobactina,crómica. Los espec 
tras visible y CD.del (cr(cat)3)3- y (cr(enterobactina))3..:.:
se muestran en las figuras 86 y 67. Los ·~spectros de absor-. 
ción son similar~s excepto por la transición del ligan~o 1~ 
calizado que ocurre a baja energía en el complejo enterob.ac 
tina, y así enma.scara la transición d-d 4A2g --~ ~g (pa:
ra simetría 11t), que aparece como un borde en la transición. 
1t·· ..:.-,¼ 1't* más interna del ligando. Esto es aparentemente - · 
causado por el hecho qué la enteroba,.ctina tiene an~llos ca.;; 
tecol substituidos en la posición orto por un gru:po' acilo. 

)3-
Así, los· espectros visible y UV de (cr(<;=á.t)3 Y , 

(cr(eriterobactina))3- son tampién-diferentes para permitir
comparaciones detall~das y p;edicciones confiables de es..:.. -

tructu:ra. Sin embargo, hay una situaci6n diferente encon-
trada en la comparación del espectro dD del (cr(cat)3)3- y-
( Cr(entrobactina) )3- y esta es que s.on substancialmente -
idénticos (fig. 67). Esto e~ porque la inter'fereri~ia de la
band~ de transferencia de carga no está asociada con el c~ 
tro cromo.foro y entonces no contribuye a la actividad 6pti
ca. 

La estructura molecular y cristalina de\una sal -
de (cr(cat)3)3- y la conocida configuración absoluta del -
(cr(cat) 3)3- dan los siguientes señalamientos: el isómero -
predominante de los complejos monoméricos de enterobactina
·crómica tiene una ·configuración absoluta A cis (fig. 62). -
La similitud de los complejos férricos y cr6micos permite -
estos señalamientos por estar hechos para el complejo férri 
co también. Esto es·· la configuración absoluta opuesta.del
otro sidero.foro ópticamente activo caracterizado p:or los d~ 
tos. La configuraci~n absoluta opuesta de enterobactina 
crómica y .ferricromo crómico, puede ve~se claramente en CO!!!, 

paracióri de sus espectros CD (fig. 67). El papel de los si
dero.foros como permeasas celulares por el ion .f'érrico en 
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conseCL1encia no depende siempre del complejo el que·tenga -
una con.figuración l\cis, aunque esta con.figuración u otras
pueden ser especí.fica,nente transportadas en sistemas indivi 
duales microbio-ligando. 

La estructur~ moleCL1lar de la enterobactina no ha 
sido establecida por técnicas de di.fracción y aunque la 
coordinación del ion .férrico en la eriterobactina previamen
te. ha sido supuesta -que es un complejo octaédrico que iil.vo-

1 

lucra sólo a las mitades de los ligandos catecol, eviden- -
cfas·estructurales poco .firmes fueron utilizadas para esto. 
,Además, el uso de Cr(III) en lugar de Fe(III) para .facili-
tai los estudios de transporte de .complejos siderocromos 
ópticamente activos han sido justi.f~cados sobre la base de
que e:ada complejo puede ser isoestructural. El Fe(III) y ..,. 
Cr(III) de alto espin tienen aproximadamente 0.03 Aº de di
.ferenda en radio iónico uno del-otro· pero la energía de e~ 
tabilización de campo cristal (CFSE) para el complejo crómi 
co ,( 12 pq) es considerablemente mayor que para el ion .férri 
co de alto espin (o Dq). Cualquier cambio del complejo cr~ 
mi.cOi:de la coordinación octaédrica hacia la de prisma trig.2_ 
nal como se ve por la torsión del ángulo trigonal, puede 
ser atribuido a este efecto de campo cristal. 

Geometría de los Complejos Cateco1· MetaL Las ge,2. 
·metrías de coordinación de (Fe(cat)3)3- y (cr(cat))3- han
sido determinadas por simples estudios de cristales de las
s~les K3(M(cat)3). 1,5H2o (M=Cr, Fe) en orden para explo-
rar el efecto de.campo cristal del ión cr6mico en la geome
tría de coordinación e ·indirect.amente para det~minar la , -
geometría de coordinación de.la misma enterobactina. 

Los complejos (M(cat)3) 3- (.fig. 68) son distorsi.2_ 
·nades de la geometría octaédrica con aproximadamente D3 PU!! 
to simétrico moleCL1lar. Los.parámetros es~ructurales de -
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los complejos tris (catecol) por los datos reportados son -
comparados en la tabla VII. El ligando se sujeta (la propor
ción de la distancia 0-0 del anillo a la distan_cia M-0), al 
ángulo torcido trigonal, y la distancia de plano a plano -· -' 
trigonal varía uniformemente a través de la tabla con incr!:_ 
mento del radio iónico. La gometría final representa un ba 
lance entre la distorsión del ángulo 0-M-O y la distancia -

·o-o del anillo y variaciones de la torsión del ángulo desde 
el octaedro a el prisma trigonal. En comparaci6n las estru_f 
turas del catecol crómico y férrico, la diferencia en la 
longitud de unión M-0 no es lo suficientemente grande para
causar la diferencia apróximada en grados qe la torsión del 
ángulo. Esto debe ser atribuido a la diferencia en energía
de estabilización de campo cristal ( A CFSE) entre las geo
metrías octaédrica y prisma trigonal. Aunque significativo 
en términos de la precisi6n de las determinaciones estruc't!:!, 
rales, los complejos .férricos y crómicos son completamente
cercanos en geometría para relacionarlos con los complejos
similares sidero.foros substituidos con cromo con idéntica -
estructura a los complejos .férricos naturales con propósi-
tos biológicos. 

Constante_,de Formación del Catecolato-Férrico. 
La alta a.finidad por el ion .férrico que todos los sidero.fo
ros demuestran es esencial para cualquier acción de obten-
ción del .Fe para los microorganismos que usan el ligando. -
Este es siempre acompañado en un medio que también contiene 
muchos btros agentes complejantes para el ion .férrico. En--

-·" tonces una constante de .formación muy alta para el complejo 
sidro.foro es esencial para la supervivencia en el mundo CO!!!, 

petitivo de los microorganismos. Como se describió ante- -
riormente, los sidero.foros hidroxamatos tienen constantes -
de formación p\ara las reacciones del tipQ: 
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3+ [ J. ~ -------~ t-N, ~.;1] 
Fe + ~-t t------- Fe . 

., 0-C¾ 3 

30 32 
en el rango entre 10 y 10 : Estos valores son de aos a~ 
tres veces mayores en magnitud que los de las constantes de 
formación de los mecanismos, ~ 3 , para los complejos tris -
(monohidroxamato). 

En contraste a los sideroforos hidroxamato, poco
o nada es conocido de la constante de estabilidad para los
sideroforos catecol enterobactina. Antes de determinar la
constante de formación de la enterobactina (para lo cu.al la 
hidrólisis de los ligandos presentan un problema especial), 
la reacción del mismo catecol con el ion férrico ha sido in 
vestigada. 

El catecol es un ácido !ffllY débil y entonces a pH
bajos es un ligando pobre. La cinética y el equilibrio de
sus -reacciones con el ion férrico bajo condiciones ácidas -
también se ha investigado. Bajo tales condiciones, igual -
qu.e con exceso de catecol, el ion férrico forma un complejo 
transitorio 1: 1, qu.e eventualmente -sufre una reacción de 
oxido-reducción para dar el ion ferroso y ortoquinona como
produ~tos. Esta reacción tiene un potencial de óxido-red~ 
ción mayor de cero a pH de 1 . A pH altos la constante de -
formación es extremadamente grande del complejo tris cate-
col férrico~ invierte .fuertemente el potencial, cada ion -
ferroso reducirá ortoquinona a la forma·del complejo tris -
catecol férrico. En ausencia de aire, los complejos tris -
catecol férrico y crómico son estables indefinidamente en -
solución acu.osa básica. 

La constante de equilibrio involucrada en la rea.s, 
ción: 
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3+ 2- -----~ 3-
Fe + 3cat E----- Fe(cat) 3 

fu.e determinada de la siguiente forma. Una solución acuosa 
de Fe3+ (5.5 x 10-3 M) y catecol (1,48 x 10·2 M), inicial-
mente se hizo básica, con la adición de KOH, fu.é valorada -
con HCl 1.24 Nen atmosfera libre de oxígeno a 22ºC y poten 
cial iónico (KCl) 0.16-0.22 M(fig. 69). La constante de di 
sociación ácida para el catecol fu.é determinada independi~ 
temente (bajo condiciones experimentales similares) para -
ser pKal = 9.38 y pKa2= 13.28 (todas las estabilidades y 
constantes de asociación mencionadas están corregidas por -
potencial iónico 0.1 M). Usando estas constantes y valores 
de literatura ~ara las co~stantes de hidrólisis de Fe(III)
(FeOH2+, Fe(OH2), Fe2(oH) 2+), una gráfica clásica es la de-
Bjerrum de ñ contra pL que produjo valores apróximados de -
la constante de estabilidad metal-ligando. _Mínimos cuadra
dos clasificaron¡1a constante de estabilidad a'cumula.tiva -
que converge con los valores log ~ 1=21.5, log~ 2=36.6 y -
l~g~ 3=45. 9. La inclusión de la hidrólisis de Fe en la pu
rificación del modelo primario afecto los valores calcula-
dos de ~ 1 . La distribución de varias especies en solución 
como una función del pH se muestra en la figura 7ó, 

La débil acidez del catecol hace es.ta constante -
de formación efectiva mucho menos de 1045,9 aproximadamente 
a pH fisiológico. Sin embargo, un efecto quelato deberá 
tender hacer la constante de formación para e~terobactina -
más grande para ~ 3 de catecol. Así 1045 pued; ser cg~sid~ 
rado como una unión debil para la reacción Feª + ent 
----~ . 3 
{---- Fe(ent) -. 
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Resumen 

Es_te :é!-punte. se ha enfocado sobre . la química de -
coordinación de los sidero.f'oros con las siguientes conclu-
siones: 

(1) Los complejos sidero.f'oros substituidos con 
cromo pueden ser preparados, en cons~raste a los complejos
.férricos naturales y son cinéticamente inertes por isomeri
zación o substitución del ligando. 

(2) Los espectros visible y CD de los complejos -
sidero.f'oros crómicos son muy parecidos a los espectros co-
rrespondientes de los modelos complejos de ligandos hidrox,! 
matos o catecolatos. Estos proporcionan pruebas. espectros
cópicas para la estructura que indican la geometría de los
complejos sidero.f'oros. 

(3) La estructura y unión de los complejos .férri
cos y crómicos (a pesar' de sus. diferencias en propiedades -
cinéticas) son su.f'icientemen:i:e semej ~tes para considerar-
los como idénticos para sistemas biológicos .. 

(4) Los sidero.f'oros substituidos con cromo pueden 
ser usados para estudiar el mecanismo de transporte de Fe~ 
microbial. Estos estudios cuentan con la inactividad de 
los complejos crómicos y podrá ser imposible llevarlos a ca 
bo usando otras técnicas o pruebas. 
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Figura 60. Estructura de las .fe
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Figura 61 .• Diagrama est'ru.ctural 
de enterobactina. 
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Figura 62. Esquema del is6mer'o A cis de la -
enterobacti~ Eérrica y cr6mica. El metal se 
ápoya en el centro de un octaedro-·distorsio-

. nado· Eormado ·por los átomos de oxigeno dé -
los tres dianiones catecol. 
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F~gura 68. _una perspectiva3~lecular-·en el esp.!, 
cio del a;ii6n (M(o2c~4)3) , M= Cr, Fe. 
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TABLA VII. Par'1rietroi; Estructurales para C0l)1plej'os (M(cat)3)n-

p• 
Char¡i:e,n- 1 

Average M-0 distance (A.) .. 1.723(4) 
Average ring O-M-0 angle (º) 91.4(2). 
Average 0-0 ring distance (A.) 2.466(6) 
Ligand bite' 1.431 
Trigonal twist angle (º)' 58.9. 
Plane-to-plane distance (A.)• 1.940 _ 
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Figura 69. CUrva de valoración. Solución básica de Fe3+ 
(5.5 X 10-3 M) y catecol (1.84 X 10-2 M) valorada con -
HCl 1.24 M-a 22ºC en atmosfera libre de .o2 (;;¡,_;). 

\. 
¡ ·si' ·As" Cr' Fe' 

' S, . 1 s s 
1.784(18) 1.843(5) 1.986(4) 2.015°(6) 

88.7(2) 88.2(5) 83.56(14) 81.26(7) 
2.490(6) 2.565(7) 2.646(6) 2.625(2) 
1.396 l.392 1.333 1.303 

l;i5.9(5) 55.2(10} 50.5(6)· 44.7(10) 
2.093 2.194 ~.247 2.303 
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QUIMICA BIONIORGANICA DEL COBRE 

I 

HEMOCIANINA 

112 

La hemocianina _rué llamada de esta forma por el -
fisi6logo belga León Fredericq en 187-8, cuando demostr6 que 
el color azul de la proteína era causado por la oxigenaci6n 
del cobre que contiene la misma, la unión con el oxígeno se 
investigó en las especies de anim~les que tienen la hemoc~_! 
nina que son moluscos y artrópodos. Entre los artrópodos -
se encuentran los cru.staceos decápodos (lang;ostas, cangre-
jos, camarones) y entre los moluscos todos ·1os cefalópodos
(pulpos, calamares), sin embargo, en estas dos especies lá
distribuci6n de hemocianina es muy variable. El caracol c,2. 
mestible "escargot" tiene gran cantidad de hemocianina, pe-

' ro el de agua "dulce" Planorbis rela'tivamente no tiene na-
da. 

· La hemocianina se encuentra en la sangre (sangre
azul o de cobre). A diferencia.de la hemoglobina de los 
vertebrados, no es confinada dentro de células especiales,'.'." 
pero existe como un s~luto disuelto libremente. Su conGen
tración puede ser apreciable en la sangre de algunos anima
les, por ejemplo, el pulpo y el cangrejo, pueden tener arri 
ba de 10 g de hemocianina/100 ml. Esto es aproximadamente
dos terceras partes de · 1a concentración de hemoglobina en -
la sangre humana. Hay una pro.funda diferencia entre las he 
mocianinas de los moluscos y artrópodos. La primera contie 
ne 0.25% de Cu en peso, y la segunda 0.17%, 

El nombre es engañoso. La hemocianina a diferen
cia de la hemoglobina, no tiene grupos heme; el cobre está
unido directamente a la proteína. La unión es fuerte; la -
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constante de disociación para qu.itar el prim.er átomo de Cu.
es del orden de io:-:20. El si tido de 1·a unión no es conoci
do, aunque por evidencias circunstanciales los grupos sul-
fhidrilos del ,amino ácido cisteína y los anillos imidazol -

. 1 

de histidina han sido sugeridos como posible ubicación del-
metal. 

El Cu en la hemocianina libre de oxígeno está en
el estado de oxidación de ·1 +. Hay varias evidencias de es
to. Agentes quelantes específicos para eu.+ pueden cambiar -
al metal de la proteína y la actividad fisiológica de las -
moléCU:la:s de hemocianina puede ser reconstituida cuando la
proteína a la -que se le ha quitado el Cu se trata con iones 
cuprosos. En los espectros visibles y UV no hay bandas ca'"" 
racterísticas del ion cúpucrico y no tiene señal° de reson~ 
cia de espin electrónico que se hayan detectado en el pig--

'mento deoxigenado (indicativo de configuración d 1º). 

En la oxihemocianina, la situación es mu.y confusa. 
La biquinolina, un reactivo que da un complejo rosa con los 
iones cuprosos, reacciona·· con una mitad de Cu de la hemociá ... 
nina, sugiriendo que la mitad del metal en el pigmento está 
como ·1+ y el restante en el estado -2+. En el espectro visi 
ble y UV hay bandas características de iones cúpricos que -
sugieren que un mínimo de Cu está en el estado de 2+. Las
dificultades ·aumentan en la interpretación del espectro de 
resonancia de espin electrónico. Los iones cúpricos tienen 
un número non de electrones debiendo mostrar una fuerte ab
sorción ESR, sin embargo, soluciones frias preparadas de ~ 

oxihemocianina no muestran tal absorción. La falta de una
señal de ESR se atribuye a un acomplamiento antiferromagné
tico entre los dos átomos de Cu. de un dímero. También es 
probable que el metal es parte de un arreglo covalente ya -
que se comporta comQ tal, y recuerda a los iones cuprosos -
en algunas instancias y a los iones cúpricos en otras. 
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Las bandas de absorción del espectro visible de -
1a oxihemocianina se encuentran a 100 ( t: 75), 570 ( E 500 ),-
440 ( é. 65) , y 34 7 nm ( € 8900) . La .forma de las bandas cer
ca de los 570 nm permite pocas dudas de que la oxihemociani 
na contiene Cu(II). El aumento en la intensidad de la band; 
de campo ligando sugiere un complejo dimérico de Cu(II). 
Por comparación con el dímero acetato Cu(II) tiene un aume!!_ 
to la intensidad de la banda de campo ligando y también ti!:, 
ne ·una banda:extra cerca de los 370.nm. El origen de esta 
banda ha sido muy debatido pero una posibilidad es una exci, 
tación simultánea de un par electrónico (SPE). La banda i,E; 
tensa a 347 nm en la oxihemocianina puede tener un origen -
similar¡ más probablemente, con O~~ presente en el sitio de 
unión, podemos esperar una contribución muy grande en esta
región qu.e viene de ia transferencia de carga O~~ --"'7 Cu 

(II). 

Los datos espectrales de la oxihemocianina son -
completamente consistentes con el modelo de adición oxidati, 
va de unión - o2 qu.e se mu·est.r:a·en :la:Eigüra :71. Como· en al ca 
so de oxihemeritrina, no es posible decir desde los datos -
espectrales-hasta donde es un puente o una unión, si es és
ta última probablemente otros gru.pos puente tales como el -
carboxilato deben servir para unir la unidad dimérica. 

-.-.La molécula de hemocianina tiene.N átomos de Cu,
cuando está totalmente. oxigenada, combinandose con N/2 molf 
culas.de oxígeno. Esta proporción, 1 02/2 Cu, no es única
entre los pigmentos respiratorios. De las seis moléculas -
respiratorias qu.e se encuentran en la naturaleza además de
la hemocianina, cuatro cont~enen un grupo heme, hemoglobi-
na, mioglobina; eritrocruorina, y clorocruorina, unen una -
molécula de óxígeno por átomo de metal. Pero la hemeritri
na un pigmento de Fe sin gru.po heme, de bajo peso molecular 
y que se encuentra en algunos-animales marinos primitivos,-
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torna dos átomos de metal para unir una molécul_a de oxígeno, 
justamente como la hemocianina. En cu.ante a la hemovanadi:... 
na, un pigme:r;i.to que contiene vanadio y que se encuentra en
los Ascidiella aspersa o tunicados, no se sabe cuantos vana 
dios son necesarios para unir una molécula de_oxígeno. 
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II 

PLASTOCIANINA AZURINA Y ESTALOCIANINA 

Las proteínas "azules de cobre" que se describen
en este capítulo son, Rlastocianina de haba (Phaseolus vu.1-
garis; peso molecular 10700; E 350 mV), azurina (Pseudomo
nas aeruginosa peso molecular 13900: E 330 mV), y estaloci~ 
n:i.na (Rhus vernicifera; peso molecular 20000; E 184 mV), se 
considera que todas tienen .funciones de transferencia de 
electrón, aunque un modelo fisiológico no se conoce para la 
estalocianina. La plastocianina acepta un electrón del ci
tocromo f en la cadena fotosíntetica de las hojas verdes, y 
la azurina se cree que es el oxidante fisioJ..6gico del ferr,2 
ci tocromo c 551 en las Pseudomona:S aeroginosas y bacterias
parecidas. Las proteínas "azules de Cu"· son particularmen-. . . 
te atrayentes para estudios cinéticos sistemáticos, ya que-
básicámente el mismo :cromdforo se extiende claramente en un 
amplio r_ango del potencial de reducción. El potencial que
es adoptado depende aparentemente de. finos detalles del me
dio de las proteínas "azules de eui•:, per;mitiendo una :opo:i:'tB_ · 
nidad para correlacionar la reactividad de transferencia de 
electrón con diferencias estructurales. 

Consideraciones Estructurales 

En un trabajo previo hecho por el mismo investig~ 
dor Harry B. Gray sobre las proteínas "azules de Cu" repor
tó lo siguiente: las proteínas azules tienen Cu(II), prese!!_ 
tan bandas de absorción en la región visible que son mucho
más intensas que.las bandas de campo ligando de los comple
jos modelo como ,Cu(NH3)2+. Medidas de resonaricia de espín -
electrónico demuestran que las proteínas azules de -Cu(II) -
también tienen constantes hiperfinas de poco Cu. 
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Las estruGturas diméricas son establecidas como -
una explicación del aumento de intensidad de las bandas de
campo ligando por que alg:i,mas de las proteínas tienen únic~ 
mente un átomo de C¡¡(II). El problema espectral es ilustr~ 
do por la proteína estalocianina que tiene un átomo de C¡¡ -
(-II), consiste de tres bandas en ei visible, a 850 ( g 790), 
604 ($· 4080) , y 450 nm (e 880). Es difícil pero no imposi
ble e~tender la intensidad· de la banda central (604 nm) d~ 
de se." puede suponer cualquiera de las dos coordinaciones, -
cuadrada planar u octaédrica distorsionada tetragonalmente. 
Además, la banda de campo ligando del sistema es de alta 
energía para ser eJq>licada por un modeló tetraédric·o disto!:_ 
sionado. 

Gray propone que las prot~ínas. azules tiene~un -
sitio de. C¡¡(II) penta coordinado. Esta propo~ición está ba 
sada sobre el hecho de que las tres bandas en posición e i!!, 
tensidad, son muy similares a el espectro de campo ligando
de varios complejos modelo penta coordinados de baj:o espin
de Ni (II). Recorriendo los si t:i.os desde los tetra coordin~ 
dos de bajo espin a los penta coordinados de bajo espin de
Ni(II), se observan corunmente grandes aumentos en la inteE; 
sidad de la banda de campo ligando. Basados en la experi~ 
cia de· 1os sistemas de Ni(II) confiamos en obt~r:.una sín
tesis de un complejo penta coord°inado de C¡¡(II). 

Hasta aquí, las primeras investigaciones de H.B.
Gray. Ahora veremos los resultados de las investigaciones
posteriores. Como ya se apuntó anteriormente, una proteína 
típica de Cu.(II) es caracterizada por un sistema de bandas
de absorción electrónica intensas, con picos próximos a 
los 600 nm, así como por un parámetro espectral A11 de reso
nancia paramagnética electrónica muy pequeño. Ninguna de -
estas propiedades espectrales ha si~o duplicqda satisfacto
riamente en complejos de C¡¡(II) de bajo p·eso moleC1.1lar. 
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Centros cuadrados,planares de Cu.( Ii), en particular, preseE:_ 
tan espectr9 óptico y resonancia paramagnética electróµica
mu.y diferentes de aquellos observados p~ra proteínas·azu- -
les, mu.ches modelos tienen geometrías semejantes basados s.2, 
bre coordinaciones 4 ó 5._ Se .han propuesto dos. explicacio
nes diferentes de la banda de absorción intensa a 600 ron. -
Una explica que la' banda se origina de una o m~s transicio
nes permitidas d-d en un centro asimétrico, y la otra atri
buye la .fuerte absorción a un proceso de tréallsferencia de -
carga, probablemente ~el .ligando al metal {IMCT). 

Estudios espectroscópicos de derivados de Co(II)
de estalocianina, plastocianina y azurina han establ~cido -
que la interpretación de transferencia de carga es la más -
probable. Bandas intensas (S ~ 2 x ~o3). parecen-·ser análo-
gas 
nm, 
300 
los 

a las del sistema de proteínas azules de Cu. en los 600-
observándose en los derivados de Co(II) en la región de 

\ 

a ·350 nm. El cambio de posición de las. bandas cerca de-
16 kK( Cu.(II) ((Co(II))) concuerda bien con lo esperado 

para una transición IMCT. La absorción del visible y IR 
cercano, rn, y espectro MCD de los derivados de Co(II) de -
estalocianina, plastocianina y azurina han. sido interpreta-- -
dos principalmente en términos de la tr.ansición d-d espera
da .para centros metálicos tetraédricos distorsionados · ( ta--

bla VI¡!). Promedios de parámetros· de· campo ligando son los -
mismos para las tres proteínas c~~ Co(II) (Dq=490, B:730 
cm-1}; lo cual sugiere .fuertemente qu.e el átomo· donador del 
gru.po de un sitio azul no varía de un caso a otro, aún a P!:. 
sar del potencial-. Cu.riosamente, la división del estado 
4T1. es más P.eqü.efia .para el derivado de Co(II) de est:alocia
nina, que es la proteína cuya forma natural presenta los b~ 
j os potenciales • 

. Nuevas absorciones y características espectrales
CD -que son atribuidas a las transiciones d-d se han, observ~ 
do en la región del IR cercano para estalocianin13:, plasto--
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cianina y '·azurina ( tabla. IX). Estas transiciones d-d se han
analizado principalmente en términos de una geometría te~ -
traédrica ligeramente achatada para centros azules de Cu., -
En cada una de las geometrías la energía electrónica (w) de 
los .. estados2de c~po ~igando de Cu.(II) se incrementa de -
acuerdo a¡ B2 ( ·E ( A , El valor del ángulo (') entre ..., 
el eje Z y las uniónes ¡etal-ligando (~ = 90 ° en el Iími te
n 4h) para estalocianina f'ué2fijadª en 60° en orden para dar 
valores razonab'ies paraAW( A1 - B2) en el tetra~dr~ y2e~
la geometría lim~ tante cu.adrado planar, TomandoOW( E- B2) 
= 5250 y 4W( 2B .;,. B )•8750 'Clll - 1 (Ds=765, Pt;=444 cm - 1), los -
valores -1e A1w(2i1-2B 2) s~ calcularon ··que son 22800 y ,... 
6915 cm en los límites D 4h y T d (' = 54. 74 º), res~ecti va-

· 2,ente. Las otras transiciones n4h, 2B1g --~ 2E y B --> 
B2 son pronosticadas a 24890 y 15550 cm-1 resiecti-v~ente. 

Todgs los valores calculados n4h deberan ser reducidos en -
aproximadamente 20% para permitir el ligero incremento -
(NO, 1 Aº) en la .longitud de _unión metal-ligando que es es
perada para acompañar ·un cambio del tetraédro a la coordin~ 
ci6n cu.adrado planar. Los valores ajustados para las ener
gías de transición d-d-D4h están en con~ordancia razonabl~
con las posiciones de las bandas observadas en complejos; -
cuadrados planares de Cu.(II) que tienen como ligandos dona-
dores a n1 trógenos. En contraste, parámetros de campo -li-
gando derivados de valores~ con algunos grados cerca de 
60° dan absurdas2dife2_encias de energía en el límite D4h. -
Por ejemplo, A.W( A - B ) se calcula que es 58800 cm-1 con 

1g( 1g - -1) 1 f =57 ° y parámetros Ds=2240, Dt=505 cm y 5050 cm- · con-
t=70º (Ds=77; Dt=320 cm-1). 

/ 

Los parámetros derivados de c~po ligando ( f =60?, 
Ds=765, Dt-444 cm-1) _Pr<:Fosticados para A1 ~on 11540 cm-1-
cercano al estado basal 2~2 para estalocianina. Se_obser-
van cercanos a esta energía una banda_de absorc~ón y un má~ 
ximo CD, La banda de absorció~ resuelta tiene un coeficien 
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te de extinción molar de 565 que es aproximadamente 5 veces 
más grande que la _observada para·el2máximo a 8750 ·an-1• Se 
esperaba que la transición 2B2 --~ A1 debiera ser más in-
~ensa, c~mo lo es el dipolo-eléctrico permitido, puesto que 
B --~ B no es 

2 7 ·1 • 

Niveles de energía d excitados para plastociani
na y ªzu2ina son ITU,ly similares, TomandoAW(2E-2B )=5500, -
AW(2B - B2)=10300 cm-1 y ('=60° para ambas proteínas, Ds 

y Dt s! calcu.lar~n que s~n 764 y 508 cm-1, respectiv~ente
y la transici6n B2 --~ A1 se pronostica a 12~20 cm 1• La 
plªstocianina presenta un pico Gausiano r 2suelto ~ 11940 -
cm-1 ( tabla I~) que puede ser atribuido a B2 --J A • En -
azurina, la banda relativamente intensa Na 13000 J-1 pro
bablemente traslapada extensivamente con absorción debida a 
2 2 
B2 --+ A,. 

1 

Inves:tigaciones dirigidas a identificar los lig.o.!! 
dos incluyendo el achatamiento del tetraédro del centro 
azul de Cu han sido ITU,ly intensas·en el caso de la plastoci~ 
nina. Hay evidencias'directas· de un ligando azufre que vi!;_ 
nen de experimentos espectrales fotoelectrónicos de rayos X 
(XPS) en plastocianina de haba, donde .fueron observados 
grandes cambios de energía del centro S2p del residuo cis-
teína (Cis-85) en la proteína sobre la incorporación del me 
tal (164,5 apo; 169.8 natural; 168.8 eV.derivado de Co(II)). 
Las dos histidinas en plastocianina de espinaca presentan -
valores,de pK entre 5 en exper~entos de valoraciones de r,!;_ 
sonancia magnética nuclear, sugiriendo que ellas están coo!:_ 
dinadas al Cu. Es razonable suponer, 41:1e también son liga!i 
dos los dos residuos análogos en la proteína del haba, His-
38 y His-88. El cu.arto ligando en el grupo donador propue~ 
to para plastocianina de haba ha sido identificado en·estu
dios extensos de espectro IR. Estos experimentos han reve
lado · que una sección corta de la helice ,.,-.. en apoplastocian,i 
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na está fuertemente perturbada por la incorporaci6n del me
tal (Cu.(II) 6 Co(II)), por lo tanto, implica un apoyo esqu!:_ 
lético de nitr6geno peptÍdico u oxígeno como ligando. La -
preferencia del-Cu. por donadores nitrógeno, así como eviden 
cias de espectro (vide infra) de transferencia de carga, fi 
vorecen la coordinación por un nitrógeno peptídico desprot,2 
nado (N*). Por consideración de la secuencia de lugares en 
la helice~de la plastocianina de haba, por el apoyo esque
lético del nitrógeno peptídico, y por los pocos residuos 
cercanos de His-38. 

El modelo tetraédrico achatado de CuN N*s tam-
2 

bién es razonable para la azurina~ Experimentos recientes-
de XPS han demostrado que un azufre está unido al Cu. en la-:
azurina y las propieda~es. espectroscópicas electrónicas de
las dos formas de la proteína con Cu. y Co son muy similares 
a aquellas de ios derivados análogos de la plastocianina de .. 
haba, 

Es probable que el sitio de uni6n tetraédrico ce.!:_ 
cano en cada proteína azul de Cu. es más rígido, como los 
factores de estabilizaci:6n de campo ligando favorecen fuer.:. 
temente a una geometría cuadrada planar para una coordi~a-
ción de 4 del Cu.(II). La rigidez de construcci6n del sitio 
en la estructura de la proteína debe vencer la energía de -
estabilización electrónica asociada con una distorsión de.
Jahn-Teller hacia la geometría cuadrada planar de Cu.(!!),~ 
de esta forma contribuye a la relativa inestabilidad del e~ 
tado oxidado del sistema. Así los relativamente altos po--:
tenciales de reducción de las proteínas azules de Cu. pueden 
ser atribu.idos, como mínimo en parte, a los factores elec--:
trónicos asociados con la rigidez forzada, en el sitio de la 
estructura del tetraédro achatado Cu.~2N*s. 

Se han obtenido fuertes evidencias de la coordin~ 
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ci6n de azufre de cisteína en la estalocianina en experime!!, 
tos de XPS. La coordinaci6n de un tioeter no es posible en 
este caso, ya que la proteína no tiene metionina, es proba
ble que los otros ligandos sean similares, pero no necesa-
riamente idénticos, a los de plastocianina de haba. 

Se ha presentado una interpretación de las bandas 
'· 

de absorción intensas cercanas a los 13000, 16000, 22000 
cm-1 en las proteínas azules de Cu.. El análisis está· basa
do en la suposici6n de que las energías más altas son ocup_! 
das por los orbitales de los ligandos en una unidad CuN2N*S 
y decrecen de acuerdo a 1tS. ) «"S)'ft'N*}11'N. Los estados -
excitados de transferencia de carga derivados de transicio
nes del tipo ft----) dx2 _ 2 las dos son dipolo-electríco y -
magnético permitidos. ta transici6n(J"S --i' d 2 2, en otro 
caso, es s6lo dipolo eléctrico permitido. Lax.fuirza rota-
cional .(R) de una banda CD es relacionada por los momentos
dipolo eléctrico (.ife1 ) y dipolo magnético ('7mag) por: 

donde 'y i y lf f son los es·tados inicial y final, respecti v_! 
mente. Taml?ién puede ser determinada la fuerza rotacional
desde las cantidades experimentales Af, ~ 1- E.r- de acuerdo
ª la ecuación 2: 

(2) 

Además, la fuerza dipolo (D) está relacionada por el coefi
ciente de extinción! por: 

-40 f >I D= 91.8 X 10 ('-,'Y )eí\i (3) 

y 4R/D '-, el factor de anisotropía de Kuhn. Moscowitz ha -
aproximado la integral J (é./v)aJI como el 1n2íltcºJo/v°,, 
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donde é,· 0 es el valor máximo de Í:, ,{ 0 es la mitad de la a!!!_ 

plitud de acu.erdo con la mitad del máximo, y Vº es la fre
cu.encia de(º. Suponiendo que ! 0 y 'V0 son las mismas para 
las absorciones correspondientes y bandas CD,J puede ser 
cal cu.lada de la ecu.ación 4: 

~=J.átJéf> 
.:';:r··:··::_., 

(4) 

las bandas asociadas con el dipolo magnético permitido, de
las transiciones de transferencia de carga 1't se espera ten-
gan valores l mucho más grandes que aqueilos atribuibles a-
<rs--~ d 2 2, como el mecanismo dado de intensidad en el

caso ante;i~~ es de orígen puramente dipolo eléctrico. Va
lores de K , á!, y E para los e.spectros electrónicos seme
jantes de estalocianina, plastocianina y azurina están en-
listados en la tabla IX. Los resultados indican claramente 
que las bandas próximas a los 13000 y 22000 cm-1 son señalE; 
das como transferencia de car·ga lt, de acu.erdo con que 
ellas tienen valores relativamente grandes de l{ . Señala-
mientes específicos son ·'tts --~ d 2 2 al 13000 cm-1 y"ltN*-

. -1 X -Y -1 --id 2 2 a 22000 cm . La banda a 16000 cm en cada pro 
teínaxp~~senta un valor t conveniente abajo de 0.005 y es:
atribuido a una transición de transferencia de.carga(ÍS---t 
d 2 2. 

X -y 

Espectrd Ultravioleta 

Este grupo de proteínas azules de Cu han sido sis 
temas convenientes para probar aspectos estructurales del -
sitio de unión del metal. Ahora, el problema se estudiará
monitoreando las pruebas intrínsecas de estas proteínas, 
por el' examen de.las propiedades espectrales en la región -
ultravioleta. 
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" 
Como ya se observ6 anteriormente es probable que-

un ligando azufre esté involucrado en la esfera de coordina 
ci6n del Cu., en estudios recientes se encontraron alte~aci,2 
nes características que son causadas probablemente por el -
cromoforo S-Cu.(I) con cambios de diferencias conformaciona
les entre los estados reducido y oxidado de la proteína, e~ 
tos estudios espectrales se hicieron en derivados donde .f'ué 
cambiado el Cu. por Co en la proteína natural, 

La naturaleza del sitio azul de Cu. puede ser com
prendida como el resultado de un ~ompromiso entre la en~r-
gía libre requerida para la estructura de coordinaci6n pre
ferida del ion metálico en sus dos estados de óxido-retluc-
ci6n y la conformaci6n óptima del polipéptido formado. Por 
lo tanto', se esperan cambios en el estado del Cu. que pueden 
ser expresados en algunas de las propiedades de J.as resi- -

I . \ , 

duos aminoácido, particularmente en aquellos que están rel~ 
cionados con el sitio de uni6n. Así, entre otros de los es 
tud;ios' realizados se ha d~mostrado una correlaci6n entre -
los·estudios de óxido-reducción del Cu. tipo I y la fluores
cencia esencial de Rhus lacasa. Se h~ comparado las pro-
piedades espectrales UV de tres proteínas azules de Cu. 
(Pseudomonas aeruginosa azurina, Alcaligenes faecalis azuri 
na, y Rhus estalocianina) en sus estados oxidado, reducido
Y libre de Cu., usando absorción, diferenc~a de absorción, -
dicroisma circular y fluorescencia. La comparaci6n entre -
las dos especies de azurina, es de especial significancia,
ya que son proteínas homólogas, sin embargo, ciertos resi-
duos son de particular interés (ej: el triptofano) que ocu
pa diferentes posiciones en la secuencia de amino ácidos. 

La figura 72 mu.estra el espectro de d:j.ferencia de
absorción de la azurina Pseudomonas aeruginosa reducida y -
oxidada, Como es bien sabido, en la regi6n visible la ban
da característica azul desaparece al reducirse, y no obser-
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va ningún otro cambio! Sin embargo, cambios complejos y 
pronunciados son observados en la regi6n UV. Al reducirse
se encuentra un de:cremento cerca de los 330 nm, mientras 
que debajo de esta lo~gitud de onda la azurina reducida. ti!:_ 
ne un coeficiente de extinción alto. Esto es consistente -
con el resultado de un experimento preliminar reportado por 
Yamanaka~ El pico en la diferencia de espectros a 294 nm -
es causado por un cambio pequeño a rojo de la banda fina e~ 
tructural bien resuelta de triptofano a 292 nm. Un incre-
mento uniforme en la extinción de la proteína reducida con
relación a ·1a oxidada se desarrolla en longitudes de onda -
b~qas prod~ciendo una diferencia de ,aproximadamente 5000 -
M a 250 nm. Este incremento. es modulado por ligeras, pe-

' ro claras variaciones en la estructura fina de las bandas -
de absorción aromáticas (275-290 nm) y por una banda ancha
o panza a 270 nm. Se h:an hecho medidas que son esencialme!! 
te similares en la proteína reducida y oxidada para azurina 
A. faecalis y estalocianina. ··Los puntos isobáticos están
un poco cambiados con el azul (324 nm para la primera, 304-
nm para la segunda), y el pico en 294 nrn es sólo una banda
achatada, que es una consecuencia de la transición del tri.E_ 
tofano a 292 nm no estando resuelto en estas proteínas. Pe 
ro un marcado incremento de la diferencia de extinción con
decremento de la longitud de onda y una banda achatada a 
270 nm están de acuerdo con las investigaciones previas. 
Además, los valores ( E - é . ) encontrados son totalmen-

red oxi 
te similares (tabla X). Los valores un tanto superiores p~ 
ra estalocianina ·a 260 y 270 nm son causados por una banda
achatada mucho más pronunciada a 270 nrn. 

También se han hecho medidas de espectro CD de -
las tres proteínas en sus formas reducida y oxidada; el es
pectro de dos de ellas son presentados en las figuras 73 Y 74~ 
El grupo complejo de las bandas dicroicas en la región de -
las transiciones aromáticas, es conservado totalmente en t.2, 
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dos los casos en la .reducción, y sólo la magnitud de las 
elepticidades es -afectada. La pequeña pero significativa -
diferencia a 310 y en 293 nm, lo mismo que el gran increm~ 
to de la elepticidad a 280 nm encontrado para azurina Ps. -
aeruginosa (fig. 73) son exactamente análogas a las cambios
encontrados para azurina A. faecalis reducida comparada con 
la proteína oxidada. · El espectro CD de azurina Ps. aérugi
nosa oxidada y azurina A •. Jfaecalis (fig. 73 y ·75) son ese~
cialmente similares. Presentan exactamente la misma forma
de la banda, excepto por algunos cambios pequeños y difie-
ren sólo en las elipticidades de varias Qandas. La mayor -
diferencia y la única en las propiedades del espectro CD de 
estas dos proteínas es la.respuesta de la banda positiva a-
260 nm en la forma reducida. Mientras en la azurina A. fa~ 
calis está banda- cambia poco en la reducción, un cambio pr,2 
nunciado ocurre hacia la elepticidad negativa en el caso de 
la azurina Ps~ aeruginosa (fig. 7~). El efecto de reducción 
en el espect;ro CD de estalocianina ( fig. 74) es limitado a ...: 
las amplitudes de las diferehtes bandas;manteniendo su pos,i 
ción practicamente inalterada. El incremento de más del do 

. . -
ble en la elepticidad de.la banda negativa punteada cerca -
.de. los 265 nm está probablemente relacionado a la misma 
transición que produce una banda achatada pronunciada a 270 
nm en el espectro de diferencia,de absorción reducido menos 

\ 

oxidado. 

Las propiedades espectrales de las. tres proteínas 
en e1·uv están fuertemente influenciadas por los estados de 
óxido-reducción del Cu. Aunque esto es probablemente ver-
dad para todas las proteínas azules de Cu, se ha.prestado -
muy poca atención a estos cambios. La similitud mecánica -
de la relación de cambios de óxido-r~ducción en el espec-
tro de absorción y el CD, sugieren que-muchos ele los cam- -
bies son comunes a las ·tres proteínas y están relacionados
con algunas propiedades estructurales c,omu.nes J involucrando 
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muy probablemente al sitio del Cu. Se han interpretado los 
resultados de varios estudios espectroscópicos y químicos -
que · indican que el Cu está coordinado con un S. Los descu
brimientos de estos estudios son consistentes con tales con 
ceptos. La conducta general de los espectros de diferencia 
de absorción de reducido menos oxidado es similar al espec
tro de absorción del cromoforo Cu(I)-S como se observa de -
sus valores de extinción (tabla X) derivados del espectro -
de tioneina-Cu(I). Sin embargo, la forma química del lig~ 
do Sen las proteínas azules no está totalmente estableci-
do, pero generalmente ha sido propuesto un grupo sulfhidri
lo de un residuo de cis-teína. Sin embargo, se deberá consl:_ 
derar la posibilidad de que la metionina puede servir como-

1 

ligando. Algunas suposiciones' para esta hipótesis vienen -
del estudio de un modelo donde el complejo quelato de un 
tioeter con 'Cu(!!) se ha descubierto que presenta una banda 
de absorción intensa, similar a la descubierta en las pro-
teínas de Cu. En nueve especies diferentes de azurinas 
(Pseudomonas, Bordetella, y Alcaligenes) y en ocho especies 
diferentes de plastocianinas (semillas, papas y algas ver-
des), metionina 121 (en la plastocianina es 97), está inva
riablemente, en la secuencia de la cadena y tiene algunos -
residuos distantes que conservan cualquiera de sus caracte
res aromáticos o hidrofóbicos (Tir 108, Fen/Tir 110, Fen/ -
Tir 111, Leu/Val/Ile 125, Leu/Val 127) aparte del invaria-
ble Gli 123 y del residuo cisteína 112. Esto puede indicar 
la involucración de ambas cisteína y metionina en la esfera 
de coordinación del Cu, hasta que son utilizadas. 

Los efectos adicionales en la región aromática de 
la diferencia de espectro (250-300:nm) son probablemente 
causados por transiciones aromáticas que están influencia-
das por el estado de óxido-reducción del Cu •. Las bandas 
achatadas que ocurren a :270 nm en las tres proteínas, pue-
den resultar de un incremento en la absorción de la tirosi-
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na. En este contexto,es interesante ~otar que la Tir 108-
(número de la azurina), que está relativamente cerca de los 
ligandos propuestos al Cu., Gis 112 y Met 121, son completa
mente invariables en la azurina y plastocianina y pueden ~ 

adem~s, ser un constituyente obligatorio del sitio del Cu.. 

Los cambios inducidos de 6xido-reducci6n en el es 
. . . -

pectro CD de la regi6n aromática no parecen est-ar relacion_! 
dos a un cromoforo de Cu., porque no son uniformes en las 
tres proteínas, En cai:nbio, probablemente ellos aparecen de 
las diferencias en los efect6$·conformacionales directos o
indirectos del estado de 6xido-reducci6n del Cu. en el di-:. -
croisma de varias transiciones aromáticas. Los cambios com 
parati ~amente ¡>equeños en el rango 285-29~ '. nm sugieren que: 
las t!ansiciones de triptofano 1son menos afectadas que aqu.!:_ 
l~as de tirosina y de fenilalanina. Los cambios cerca de -
los 250 nm pueden involucrar gru.pos.disulfu.ro que producen
efectos Cotton en esta; longi,tud e onda. 

Para ciertas proteínas azules de Cu. hace tiempo -
se propuso que un Cu.(II) o que la banda relacionada al Cu. -
(.II) estaba, presente entre 300 y 350 nm, pero a pesar de 
las implicaciones potenciales ha atraido muy poca atención
el estudio de oxidasas que tienen Cu.. Se presenta un resu
men de las medidas espectrales en la región 300-350 nm en_ -
la figura 76. Al cambiar el Cu. casi desaparece la absorción 
en esta regi6n. Esto es confirmado por el espectro CD don
de el problema de obtenci6n espect~al de soluciones muy el_! 
ras de holo y apoproteínas en igualdad de c6ncentraci6n es
menos decisivo que para el espectro de absorción o diferen
cia de absorción. La extinci6n de las proteínas naturales~ 

· -1 ~1 . 
en esta regi6n en el rango 200-700 M cm comparada con~ 
la ex!frici~~ de aproximadamente 1 x 104 (azurina) 6 2.3 x -
104 M cm (estalocinain~) en 280 nm. Estos probiemas -
experimentales hacen difícil obtener· datos precisos sobre-

, ' 
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la .forma de la.banda de Cu.(II) abado de 305 run, donde _prin
cipia la absorción aromática. Medidas de azurin'a reconsti
tuida se compararon con las·de apoazurina, se =stim~1que.la 
extinción dependiente del Ou. no excede a 450M 1 cm .en 
280 !lJ!l, pero .falta ser determinado si pasa a través de un -
máximo entre esta longitud de onda.Y 320 mn. Un candidato
probable para el ligando, que en cónjunción con el Cu.{II).:. 
da un aumento en la absorción en esta región, es un nitróge 
no peptíd1co. Varios complejos in;olucran la.coordinación: 
de un nitrógeno peptídico desprotonado con el Cu(II), se es 
');:aban investigando para ver si absorben en esta región. La 
banda moderadamente intensa se ha atribuido a una transi- -
ción· de trans.ferencia de carga ligando-metal. Un sistema :,..;_ 
modelo interesante presenta una banda similar., es el comple 
jo poli-L-histidina Cu.(II) formado en soluciones neutras o-:_ 
ligeramente ácidas. Este logro es de significancia e?pe- -
cial en vista de los datos de resonancia magnética nuclear
de las proteínas azules de Cu que sugieren a dos nitróge- -
nos, uno peptídico y el otro de imidazol como ligandos a el 
Cu. 

Considerando ahora el espectro de diferencia de -
abso:rción de reducido menos oxidado, se hq.Ce clar~ qu.e el -
punto isobático cambia a una longitud de onda corta cu.ando
vamos de la azurina a estaloci_a;nina, porque la absorbancia
d.e la estalocianina oxidada es más alta que ·la de las azuri 
nas oxidada,s. F\:L:ndarnentalmente, por supuesto, el espectro
del Cu(!) tiene una intensidad similar en las tres proteí--

·nas,como mínimo en esta región. La respuesta de la intensi, 
dad en la em~sión de fluorescencia para la reducción del Cu 
se puede explicar sobre.las mismas bases. La azurina Ps. -
aeruginosa tiene su emisión centrada cerca de ·1os 308 mn.-
Cuando la proteína está reducida, la absorbancía en estar~ 
gión de longitud de onda se incrementa. Además, algu.n efe_s 
to de extinción es originado desde la trans.ferencia de ener 
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gía interna no radioactiva entre el residuo excitado tript.2., 
fano y el cromoforo de Cu y se espera que se agrande, con -
lo que decrezca el quantum producido. Exactamente lo opue~ 
to sucede con la estalo.cianina, Aquí la proteína reducida
absorbe menos en la región de la emisión máxima, aumentando 
su intensidad, El espectro de emisión de azurina A. faeca
lis A =280 nm), dificilmente cambia en la reducción, proba 

ex -
blemente porque los efectos de extinción y aumento son apr.2., 
ximadamente compen_sados. Recordando que el residuo de 
triptofano de azurina A, faecalis no tiene homólogo a el 
triptofano de azurina Ps. aeruginosa, es un hecho que puede 
contribuir a la diferencia en el espectro de fluorescencia
de las proteínas naturales y en la diferente respuesta a la 
reducción. 

Al cambiar el ion Cu sólo se producen efectos mo
derados en la parte aromática del espectro CD (fig. 74 y 75), 
una región espectral que es en general menos afectada por -
el movimiento del Cu que por la reducción. Esto indica que
la integración estructural de las proteínas azules de Cu de 
penden poco de la prekencia del ion Cu. hasta que estos resi 
duos aromáticos son afectados, Un resultado similar se ha
obtenido de la comparación de la fluorescencia del triptof~ 
no en azurinas Ps. libres de Cu. y naturales. La conclu- -
sión es -que la interacción entre el· ion Cu. y la proteína, -
como se dijo al principio, es mu.y dominada por la conforma~ 
.ción de · 1a última. 



TABLA VIII • Energías del Estado de Campo Ligan--
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Figura 73. Espectro CD de azurina Ps, aerugi 
nosa oxidada(-) y reducida(••) con 1,2 x-::. 
10-4M. de proteina en 0,05 M de fosfato de -

·potasio pH 7, Reducci6n con ascorbato y diá
lisis extensiva, Fase 6ptica 10 mm,· 
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Figura 72, Espectro de diferencia de absorci6n oxidado menos 
reducido de azurina Ps, aeruginosa, Celda de referencia con-
6,8 x 10-5M de ·soluci_ones de proteina reducida y oxidada 
respec, Catalizador hidr6geno con platino negro, Medio fosf!!. 
to de potasio 0,1 M, pH 7, 

TABLA X, Extinci6n Ultravioleta de Proteinas de Cobre 
, Reducidas, 

l'alue Measured Wavelength (nm) 
Protein (M-1 cm-1) 250 260 270 280 

Ps. aeruginosa azurin t:rea - <o:r 5050 3450 3200 2350 A. faecalis azurin [re,d -"<os: 4250 3050 2950 2250 Stellacyanin <NNI - <o:a: 5150 4300 4250 3500 Cu' - thionein' ., .. 3650 3050 2650 2200 
• Values calculated írom spectral data reported by Rupp oDd Weser (f4). 
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Figura 74, Espectro CD de estalociani
na oxidada <->, reducida·(-), y libre 

--de eu(-,-), Soluci6nde proteina: 5 X 
10-5 M en f'osfato de potasio 0,1 M pH-
7, Fase 6ptica, 10 111111, 
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Figura 75, Espectro CD de azurina A, Faecalis 
natural (.w.) y libre de eu(-,-) Soluci6n: 9 X 
10-5 M en O, 1 M de fosfato de potasio pH 7, -
Fase 6p~ica, 10 111111. 
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Figura 76, Propiedades 6pticas de las tres proteínas azu
les de Cu en el rango 300-350 :nm. Proteina oxidada {-), 
reducida o libre de eu(-,-), 
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El cobre es un elemento esencial para muchas for
mas de vida. En los seres humanos es el tercer elemento 
más abundante en proporción de trazas; sólo el fierro y el
zinc están presentes en mayor cantidad. La utilización del 
Cu usualmente involucra un sitio activo de una proteína que 
cataliza una reacción de oxidación crítica, por ejemplo, c,i 
tocromo oxidasa, amino oxidasa, superóxido dismutasa, ferr.Q. 
xidasas, dopamina ~ · hidroxid.asas y t irosinasas. En efecto, 
los animales presentan un mecanismo único hemeostático para 
la absorción, distribución, utilización y -excreción del Cu. 
Además, como mínimo se conocen dos enfermedades heredita- -
rias potencialmente letales debido al metabolismo del Cu: -
la enfermedad de Wilson's y el Síndrome del Cabello de 
Menkes 1s Kinky. 

Los sitios del Cu(II) en las proteínas se han cla
sificado en tres tipos con base en sus propiedades espectr!, 
les. Los sitios tipo I de Cu(II) que son característicos -
por sus muy altos valores de absorbitividad molar por las -
bandas en el visible· cercanas a los 600 nm ( 165 kK). En 

efecto, las proteínas que tienen el sitio tipo I son llama
das frecuentemente proteínas azules de Cu ya que en cual- -
quier so~~ción :~n azules con concentraciones típicas de e!!_ 
zima (10 - 10 M). La banda en la región de los 600 nm -
se ha sugerido como orígen de una transferencia de carga 
n ---} 'tt* ( cr *) que implica una unión cisteína-Cu. Se han 
dirigido estudios de reemplazo del metal y de modelos re-.· -
cientes para establecer propiedades. Parámetros de resona!!_ 
cia· de espin electrónico para estos sitios de tip0 I son di 
ferentes que para los complejos de Cu p_articularmente los -
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bajos-valores in~suales para los parámetros de espin Hamil
tonianos Azz, qu.e son típicamente menores de 100 G. Los 
átomos de Cu.(II) se cree qu.e están en estos sitios en un me 
di o trigonal ( de coor_dinaci 6n 4 ó 5 ) y la actividad .f'unci ~=
nal está asociada con un cambio.en el estado de oxidación -
del Cu.. 

Las proteínas tipo II de Cu.(II), o proteínas azul 
debil de cobre, son menos c?loreadas· que las .de concentra--:
ciones comu.nmente investigadas. Este sistema ha recibido -
menos-atención que el tipo I .. Sin embargo, el Cu. cúprico -
azul débil puede igualmente poseer absqrbitividades molares 
altas comparadas contra complejos de coordinación de Cu.(II). 
Los sitios de.Cu.(II) en estas proteínas también producen V,! 
lol"es Azz normalmente grandes, más de 140 G,. más similares-· 
a- ios complejos cuadrados plan.ares de Cu.(II) de baJo peso -
molecular. La única proteína de Cu. utilizable en la estru~ 
tura crist~lina, . es aquella proteína azul débil de ~ri troci 
to bovino su.peróxido dismutasa. Los dos átomos.de Cu. en es . -
ta proteína, cada uno está coordinado por cuatro nitrógenos 
de histidina en un OJ;'den aproximado cuadrado plan.ar. 

Pocos ejemplos son utiles para las proteínas tipo 
III de Cu.(IIJ. Estos sistemas ·son inactivos en reso~ancia :.. 
de espin electrónico, aunqué el·Cu.(II) e~tá presente.no se
obt:i;ene espectro. Resu.1.tados recientes de sensibilidad ma.9:. 
néica indican que el tipo III de Cu.(II) eri Rhus lacasa es -
un acoplamiento antiferromagnético de un dímero de Cu.(II).
Poco, sin embargo,. es conocido de los ligan.dos al. Cu. ó de ,,... 
la naturealeza de· la interacción dimérica. 

El sitio activo metálico compl~to e:ri una metalo
protej,na consi~te del metal quelato más-positivo de.todos -
los grupos· en la _proteína qu.e con.tribu.ye á sus propiedades
espectrales y catalíticas. . Una proteína de _Cu. ti;ene. especi 
·ficidad catalítica y propiedades. espectrales mtiy espe'7ia- -
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les... La premisa de estas investigaciones es que ambas ,pro
piedades catalíticas y espectrales deben ref'lejar la m:isma
"y única característica d·e los _li~~dos al metal, 1a geome-
tría del complejo metálico, las propiedades del ·si_tio acti
vo y lo~ grupos de la pr?teína y el medio ·general del sitio 
activo. Como último objetivo es el -de descu.brir la interr!:_ 
lación pertinente entre estos parámetros. :La vari.aci6n én
uno o en .todos estos !'actores pt¡eden ser la base .f'µ.ndamen-
tal para distinguir las propiedades químicas y espectra~·es
de las dos clases de ·eu ·paramagnético en proteínas de Cu •. 

Galactosa Oxidasa-Anteced~~te~ 

Recientemente se ha eentrado el interés -sobre la
enzima de hong.o galactosa oxidas a,. que puede ser la única -
-proteinc:1. de .. Cu en un· sistema no azul de eu:(rr) (en la f'ami
·lia de las no azules) y que no tienen otros ·grupos prostéti 
cos. (Se han examinado los p~ámetros o.e ·re~-o:n~cia espin : 
el~ctrónico establecidos en las f'amil:J.a.!? de los sitios ctl::-"" 
pricos.. Operacionalmente_, una meta de las investigacio~e.s
de: las proteínas de Qu es la de .. determinar precis¡¡unente CU.,! 

les son las constantes y las variables ·en.t;r-e los dif'erentes 
ejemplos de cada_· tipo eri el Cu(II))~ Se pued.e hacer un. resu
men de las propiedades de esta enzima. La galactosa oxida
sa· fué aislada primeramente por Cooper en 1959·~ Cé:!.si tod~
lá literatura útil de la enzima fué. producida por Horec:ker. . . . . 

La enzima es producida por Dactylium dendroides y e.s una --
. proteína extracelular. Recientemente se ha establecido su
peso molecu.lar que es de 68000 :!:. 3000 dalton~. Se ha repo!_ 
tado un análisis de amino ácidos. La proteína tiene un PU!! 
to isoeléctrico cerca de un pH-12. El único átomo de Cu 
(II) puede ser rápidamente cambiado por coord~naci6n del 
dietÚ di tiocarbamato o por H2:S. La _apoenzima es estable,
y la re·c'?llsti tu:ci-ón de la enzima resulta en una total reác
tivaci6n .. Como su nombre lo indica, ia enzima cataliza la-
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oxidación de galactosa por oxígeno molecular como se indica 
en la reacción: 

CHO 

HQ·· .-~+ !H . 

H 

H O 
2 2 

Un. alcohol primario sirve como sustrato con la excepción 
del met~ol y el etanol. Ferricianuro, porfi;oxidá y hexa
cloroiridato. (IV) pueden reempiazar al oxígeno como oxidan"."' 
te. 1 

El hexacloroi~idato (IV) es consumido con la éii
minación de oxígeno en mezclas aeróbicas. Cl.tando el hexa-
clóróirida.to (IV) y el H2o2 sirven como oxidante y reductor 
respectivamente, la reacción normal, vis-a.::.:vis H202 es re-
versible y se p:roduce··oxígeno. 

El primer estudio espectral de galactosa oxidasa
fu.e el reportado de un espectro de resonancia espin electr,2 _.,,, 
nico por Blumoerg ... Y más recientemente Cievelahd reportó-
un espectro de resonancia espi:ri electrónico que se basó so
bre el acoplamiento del espectro a una computadora. Los 
dos concluyeron ·que· cuatro nitrógenos estaban unidos al áto 
mo de Cl.t(II). 

Ligandos al Metal en Galactosa. Oxidasa: Estudios de Modelo
Y de Resonancia Espin Electrónico. 

Los sistemas modelo pueden ser mu.y·. usados en las
investigaciones de los átomos ligados al Cl.t, pe ha propues
to un complejo como la base de Schiff N202 de CLt·como mode
lo pseudo cuadrado plan.ar para la coordinación ecuatorial -
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del Cu.(II) en galactosa oxidasa. Este complejo modelo imita 
algunas de las propiedades espectrales de la enzima de eu.· -
(II). En apoyo de este modelo, el espectro de resonancia -
espin electrónic.o de la enzima se ha obtenido totalmente r~ 
s.uelto. La figura 77 mu.estra ~1 tiempo p;romedio. del espec-;.,, 
tro de resonancia espiri electrónico de la galactosa oxidasa 
a 100°K. Una b~da con 5 líneas ~perfinas sobre las lí- ~ 
neas paralelas (Azz componente) causado por nit.i6,genos está 
clar?l7lente indicada. Estas conclus.iones demc:>$t.raron qu.e C.Q. 

mo mínimo dos átomos de nitrógen~ deben-estar' Ü.gados al 
átomo de Cu.; la presencia de cuatro nitrógenos pare~e po~o
probaple~ (Recfent.emente··se·han oót~;i.do datos de e_?pin 
que·son consistentes con la coordinación qe Cu.(II) con dos
átom~s de nitrógeno de imidazo1 de histidina. (irrab'áj~ en -
co¡aboración con J~ Peisac;h y W. Mims) '. 

Sin embargo, al· complejo de. b~se de SchifE le fa.!,. 
ta esta'E>ilidad en la reducció con CN- q1.1e es. lo c~acte:i;:-ís
tico del c{¡(II) de galactosa .oxidas?. Mie~tr~$ la-~nzima-~ 
une up CN- lo mismo que en im exceso de ci-f:-, el. Cu.(II.).en -
el modelo es reducido por el ·ligando. Para fijar i?s bases. 
estructurales 'de los componentes que es.tabilizan ¡a enz.imé;l
de Cu.(II) en la reducción con CN-, ,f':u.é p;reparadq un modei~ 
pe:nta coordinado (fig.78) que tie~e simet~ia cu.adrada bip1-
ramidal. (Las condicic,nes y proc~sos del sistema reportado~ 
por Busch,. para el complejo N S no producén el comp¡ejo re
p~rtado. Pero probablemente !1 complejo que ellos..obtuvie-

. . . . . : . . 
ron fué uno en el cual un lado del grµpo puente -O-C-C-S-C-
C-0- está atacando a la columna TAAB, y el otrc:> al fenol que 
está libre, probablemente comq ~lcohol. Un detalle de dis
cusión es la preparación en el proceso sintéticQ del compl~ 
jO} De un modo cu.alitativo, átomos de oxígeno.Y nitrógeno~ 
pro9-ucen uniones de ligazón iónicas con Cu(III). Así en un 
sistema N4S, que cfrléticamente es más faci1mente .aprovecll~
do, probablement~ servirá para el mismo propósito un sist~-
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ma N2o2s. -La utilidad del modelo radica en que circundan 
dos posibilidades importantes de aspecto estructural, liga
zón axial del 'S y una jaula prote.ctora sobre :,la posición 
axial de los lig andos exógenos. La tabla XI resume los da-
tos útiles de espectro de resonancia espin electrónico y 
CN-. En efecto, ninguno de estos complejos macrocíclicos ~ 
de Cu'.(II) unen CN- según todas las evidencias de estudios
de absorbancia óptica y de resonancia espin electrónico. 
Así, aunque sean estables en CN-, cualquier estabilidad es..;. 
causada por una falta total de reactividad hacia los CN , ·
muy poéo probable en la enzima. También como io índica la
tabla XI, hay pocas evidencias de iigazón axial por el S ó -
por O como lo prueban los'parámetros de resonancia espin -
electrónico. De estos datos se concluye qú.e . la. unión ,.,dé 
los ligandos exógenos requiere acceso en un sitio de coordi 
naci6n ecuatorial esencial y que ei ·macrociclo·también está 
rigido en estas substitución. La aparente falta de coordi~ 

\. ' 

nación axial por el S por los tioeteres un poco más debiles 
de afinidad al Cu.(II) no determ1ria la l:Lgazó:ri. ma:rcapturo
en la proteína. Sin embargo, la magn:i. tud de 1 los parámetros:... 
de espin Hamiltoniano cuando se comparan con otros sistemas 
y la falta de un efecto substancial de campo eléctrico li..;...;. 
neal (LEFE) sobre los valores g hace poco probable esa lig_! 
z6n de S, y si se presenta· es ecuatorial. · De esta forma li 
mitada, el sistema N4S ~s geométricamente, si no químicame!! 
te apropiado. 

Galact_osa Oxidasa: Transiciones Opticas y Unión de Anión. 

Dada alguna idea de la naturaleza de los ligandos 
endógenos.podemos preguntarnos como los ligandos exógenos -
perturban al átomo de Cu. y que puede significar en la tr·an..;. 
sición electrónica presentada: por el Cu.(II) en galactosa 
oxidasa. 
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Como mínimo cinco transiciones electrónicas pue-
den ser detectadas por absorbancia, diferencia de absorban
cia y por espectro dicroisma circular (CD) para galactosa -
oxidasa previo a la resolución .por análisis de la computado 
ra o estudios magnéticos d:Í:>. Esto ocurre con energías que=:
corresponden a 314, 395, 500, 630, y 775 nm (~aola: xrt). Not,e. 
bles entre estas band'as son las transiciones próximas a los 
650, 450, y 800 nm que son presentadas por todas ias protei 
nas de Cu; En un evento, por lo tanto sólo un máximo de 
~atro transiciones d-d- son permitidas, como mínimo una de
las transiciones presentadas por galactosa oxidasá debe de
ser de transferencia de carga en la proteí~a natural. Ade
más, aunque el sistema pseudo cuadrado planar que es proba
ble en la galactosa oxidasa pudiera no presentar.transicio
nes de baja energía, el CD y el espectro magnético CD·en la 
región del IR cercano se deberá obtener como se reportó re
cientemente en el sist:ema tipo I de Cu(II). 

Es interesante cónsideraz:, el efecto de los' ligan
dos ex6genos (lós cuales se ha derriost;ado ºprevi~ente q-µ.e .. .,.. 
se unen al átomo de Cu(íI) en la ~~.f'era interior :por ~stu-
dios de resonancia de espin electrónico) en el espectro óp
tico de la galactosa oxidasa. (Hasta que no fueron indica
dos en reportes previos, estudios de unión de anió~, como
ocurría la unión ·en la esfera de !=OOrdinación interior~ Y,..; 
más recientem:ente detección super.fina de ligan.dos éx6genos
ciertamente unidos que verifican este hecho: Además cam- -
bios en el componente Azz son totalmente similares en los -
estudios excelent_es de Coleman sc;,bre proteínas artif'iciale9 

. de Cu.(II), donde los ligandos exógenos dan estructura _supe!:, 
.fina en· el espectro de resonancia de espin electrónic:4. La· 
azida por ejemplo, con un exceso molar de 100:1 causa un -
cambio muy grande en el azul y la banda de los 775 nm aquí
no aparee~, las de absorbancia en los 630 nm y 44-5 nm (;t'ig. 
79.) también sufren caJnbi,os. :· La máxima absorbanciá cerca de 
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los 380 nm. con l_a azida se ha atribuido a un complejo de 
. \ , . 

transferencia de carga, en otras proteinas, el cambio en 
los 445 nm es el mi$mo como para la banda de los 630 nm en
términos de energía y que sugiere que esta banda a 380 nm -
es parecida a la banda. de los 450 nm. También el cianuro -
'cambia uniformemente el azul de las tres transiciones deba 
ja energía. Más importante, es que los ligan.dos exógenos -
como aniones comunes afectan principalmente la intensidad -
de laS transiciones en los 314 nm, pero no su energía. Ge
neralmente, la intensidaq de la transición se incrementa -
dos o tres veces con la unión de tales aniones. El simple
hecho de. que loa aniones afectan la energía de las transi-
ciones de baja energ-ia,±gualmente sugieren primero, que és
tas son de car~cter d-d· mientras las transiciones de los ~ 

314 nm pueden ser:.-una transic{ón con caracter único de 
transferencia de carga. 

Todos los aniones que se unen al Cu(II) en galac
tosa oxidasa bajan los valores gzz·Y A • Esto. es consis--zz 
tente (pero no neces~3io) con un cambio.azul en la transi--
c;i.ón d-d·. El Fe(CN)6 es el único anión entre los limita
dos que se han estudiado que produce un cambio rojo en las
bandas óp~;cas. En proporciones molares de 1:1 5:1 y 100:1 
de Fe( CN)6 a enzima se obtiene el mismo espectro ;de· dife
rencia de absorción,.y es consistente con la formación de -
complejos entre galactosa oxidasa y el ani6n. Las llama- -
das, bandas de diferencia positiva a 455, 830, y 650 nm in
dican cambio a rojo de las transiciones de Cu. Similarmen
te a los otros aniones estudiados, el ferricianurb también
produce un incremento relativamente grande en la absorban-
cía. Análogos a los efectos ~e la aztda, por ejemplo, los
efectos de intensidad del ferricianuro son más pronunciados 
sobre las transicior~s de los 445 y 775 nm que sobre la b~ 
da de los 63~~ La ·ey:i.dencia de apoyo para un complejo pro
teína-Fe( CN\ es la ob!;lervación de que el cambio de .anión 
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es mu.y dificil, por ejemplo, por tratamiento con una resina 
intercambiadora de aniones. 

·, 
. El Fe(CN)~4 también aparentemente se une a ~a pr.2, 

- teina; el espectro de diferencia d.e absorci6n (f'ig. 80_) indi 
ca un pequeño cambio rojo. Nuevamente, el incremento en la 
proporci6n molar· de .ferrocianuro.no causa cambios en la ab
sorbancia. Los dos. aniones adicionad·os en iguales propor-
ciones molares de .. 5: .1 a la enzima, causan un espectro dife
rente cons:j,stente con una uni6n comp.etitiva a la proteina;
la resultante diferencia de absorbancia es aquella· esperada 
para una igual proporci6n de la enzima entre los dos anio--
nes· (f'ig. sq),. ' 

Resultados similares se obtuvier,on por. monitoreo-
1~-:~lajaci6n del intermediario de Cu.(II) al adicionar 

F. o un volumen de H2o, ···Por ejemplo,, el Fe(CN)63 decre
ce la relajatividad del Cu.(II} hacia los .Protones· del· agua 
en ·60%" mientr.as ,el :Fe{CN)64: tiene poco efecto. La adición
de iguales cantidades molares de estos aniones produce un -
30% de reducción. . Efectos como estos ocurren hasta propor
ciones· molares de 1:1. 

Estos resultados pueden ser atribuidos·a un cam-~ 
bio en el estado de óxido-reducción de le:\. enzima de .. Cu. Sin 
embargo, el espectro·de resonancia·de espin electrónico en
proporciones molares· de 1 : 1 y 6 : 1 . de Fe. ( CN )-3 a enzima ihdi 
can pocos cambios. en la :intensidad del espeé!ro (fig. -81:). -
Asi, los efectos observados en abforbancia y·relajaci6nde
espin nuclear .en estas proporcion:es no pueden lógicamente -
ser- atribÚidos a una oxidaci6n del Cu.(II) a Cu.{III), por 
ejemplo. El hecho de que la diferencia de absorbancia·no.
cambia sobre una proporci6n molar de 100: 1 sugiere que al -
menos la energía de campo ligando .... del ·Cu. enzimático y las -
probabilidades dé 'tpa\?lsición son consideradas, la adición -
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de más Fe(CN)~3 es poco importante. Esto es de interés y -
entonces la señal de resonancia de e·spin electrónico del 
Cu.(II)(como en la fig.$1) desaparece en estas altas propor
ciones. Así, los efectos del ferricianuro sobre la absor-
bancia óptica y espín caracterí~ticos dei Cu.(II) son apare!!_ 
temente distintos. Si o no las diferencias son relaciona-
das a las diferencias en la observación de temperatura usa
déi, mientras una posible explicación, mantiene una cuestión 
intrigante s:i.n resolver. Además, información sobre ios -
ePectos dei Fe(CN)63 pueden ser probados por experimentos
de espectroscopia de rayos X actualmente en progreso. 

El tiempo· depende, aparentemente de la r.e~µcción..;.._ 
dei. Fe ( CN) ; 3 para la halo y apo:enzima y está indicado por ~ ·· 
medidas de diferencia de absorbancia, como en la figura 80. 
En una proporción molar de 1:1 de ferricianuro-ehzima, el -
espect:r_o diferente (fig. 80) cambia· l~támente ('f 1¡2=7 hrs) 
para producir una banda de diferencia negativa a 420 nm, la 
Ámax para F_e(CN}¡/. La soludón, pierde su característico 
color amarillo causado por el Fe(CN)63 d~rante este· perío
dQ, El hecho de esta reducción es independiente de la pre
sencia del Cu en la enzima y qu.e con la holoeriziina; la úni"
ca banda díferente es aqu.ella atribuible a la reducc:i.ón dei 
Fe(CN)63 (hay diferentes bandas qu.e rio son de Cu) :i.nd:i.can -
qu.e la proteína, y no el Cu(II ),_ está involucrada en la -
reacción de óxido-reducción. Este producto proteínico no :a.. 

se ha caracterizado, 

Grupos dei Sitio Activo No-Ligados 

Otros grupos proteínicos qu.e contrtibuyen a la di
námica molecular total del sitio activo de Cu deben ser co!!! 
plementarios a la coordinación de ligandos de la esfera in
terior.del átomo de Cu. Uno de los resultados más dramáti
cos, los cuales primero sugirieron qu.e un residuo de tript.Q. 
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fano pudierá estar dentro del foco del sitio activo fueron
los espectros del UV cercano y CD de la galactosa oxidasa ~ 
en la presencia de dihidroxiacetona (que es un excelente 
substr~to) o el aldehído producto de la reacción de la ga-
lactosa, cada uno en ausencia de .oxígeno. La unión de un -
substrato o producto tiene enormes efectos sobre la activi
dad óptica del triptofano e:r.r·.la regi6n 285.;..300 nm. Ademá$, 
la incorporación del Cu en la apoenzima causa un 29% de · re
ducción en fluorescencia del triptofano. Un espectro. de di 
ferencia de absorbancia de haloenzima-apoenzima también de
muestra claramente la perturbación del medio ambiente del -
tri;ptofano por el Cu. Al.mismo tiempo estos resultados·pu~ 
den ·reflejar interacciones mu.y indirectas, 1a·oxiqación se~ 
lectiva de los triptofanos en la galactosa oxidasa · con n .. 
bromosuccinamida .(NB.S} revelaron un papel crítico estructl.l
ra-.función para un mí:riinio de un residuo.. La galactosa oxi
dasa es inactivada cuando,exactamente dos de sus 18 tripto
fanos son oxidados. Además, el perfil de la inactivacipn -
implica que justo uno de los residuos más reactivos de la-
enzima está probablemente asociado c9:r¡.,la inactiv:a:ción. 
Una maníPestación de la especifidad de la reacción es la oE_ 
servación de que la actividad óptica del triptofano se aso
cia solamente a el extremo en.290 nm que es. dónde se afecta. 
L¡a banda a 295 nm no es afectada (fig. 8~). .. Un nuevo extre
mo en 250 :run refleja actividad óptica del oxindol producto
de la reacci6n de oxidación. L¡a fluorescencia también es -
notablemente afectada; el primero de los dos residuos oxid~ 
dos cuenta por un 48% del total de fluorescencia de la enz,i 
maque ad~ás indica que el residuo más reactivo de t~ipto
fano tiene propie~ades únicas. 

Lo más interesante de esta modificación es ·que S:!:!:, 

giere la interacción molecular dentro del sitio a~tivo del
Cu.. Experimentos previos establecieron que con la enzima -
natural, la galactosa en ausencia de oxígeno reduce marcada 
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mente laactividé:id óptica del Cu, pero el oxigeno eri la.au
sencia de galactosa no tiene efectos sig;nificativos.. El he 
cho de que la galactosa también reduce marcadamente la acti, 
vidad óptica del Cu_ .involucra un efecto sobre la catálisis
específicamente mejorando esta unión. La misma influencia
puede ser deducida de 10s datos de fluorescencia. Aquí, lo_ 
interesar.i,te es que mientras la'unión de los lig·andos exóge
no~ comunes, invariablemente producen ·una re~ucción unifor
me en cada una de las tr:ansiciones de actividad óptica, la
inactivación por oxidación selectiva, del triptofano está 
asociada con un decremento en 314 run, pero. un incremento en 
los 600 nm. - ~~tras varios aspectos alte.rnativos son posi, 
bles por el incremento en los 600 nm, una de estas pOsibili 
dades ·es cambio d~ · la :qui~ic:a d~l si t_io del Cu que es ejem:
plificada pqr la abolición. 'dé ·1a· catálisis que en esté ca:so 
.puede ref'lej ar _una conver-?ión de la ge9me·tria normal pseudo' 
cu.adrada plariar a un medio ambiente caracterizado por un .d!:, 
cremento en la densidad electtóÍiica desapºarecida . axial (ver 
tabla. XÚI).:Esto puede ser condfcionado por el cambio de 
uni6n y/o efe~tos estereoqui~icbS, los cuales pueden af'ec
tar la densi.dad. ~lectrónica axial. 

Es interesante, que el ion cúprico en esta prcte,i. 
na modÍfic;:ada es rápidamente reducido por el cianuro. Eri. -· 
una proporc;i.ón molap d~ 1 ó: 1 , los CN"'.'" efectúan una c·ompleta 
:reducción (.tabla.XI~Jj; Análisis de absorción atómica demos--'· 
traron que el Cu está también presente en la enzima. Estos 
dos hechos. se ajustan·con el incremento de intensidad en la 
región de los ~00 _nm y puedell, ser interpr_etados o sugieren
que una distorsió:n estereoquíinica acompañe a la oxidaci6n ...; 
del triptofano en la galactosa oxidaqa. Pof ejemplo, una -
depresión del medio_planar puede esp~rarse para bajar el P.Q; 
tencial de reducci6:n del acoplami~to de éu:(p) a Cu(I). 
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Se há examinado en· detalle ei sitio activo de una 
mitad, de la pr·otei;na. En el primer trabajo re.por·tado de g~ 
lactosa oxidasa, se obtuvieron datos de veloci'dad-pH.qu.e i!!!_ 
plicaban un grupo imidazoL La dependencia de pH de .la '
::reacción enzimática lo mismo que la inactivación de la enzi 
ma por iodoacetoamida refleja .la iónizaci6n esencial ·d·e un-=:
.ácido conjugado, pK'=6,3 ·(fig··. 83}. La inacti;vaci'ón es cau-

a. . 
sada por la a+quilación específica de u:ri.a histidina con sus 
3 nitrógenos. La dependencia del pH alcalino puede refle-
jar la ionizaci6n de una unfón de Cu eón ·una molécula de 
H O ·( vide supra). Probablemente la. protéína medif'icada --

2 . . . . . 
con NBS ,. la enzima alquilada también una al substrato azú--
car, como se indica en los experimentos de 'fluorescencia. ··
Así, unicamente es afectada otra ·ve-z. ia -catálisis. Además, 
los CN- se unen normalmente 'Y no reducen-al Cu(II). Corr.e
lacionado a ·esto es 'el parámetro 'de 'espi,n,m~mil'tb:µiano de -
las formas ·natural y alquilada· (tabla XII':!:): Adefuás,,la ¡:1:poen
zima no reacciona ·con iodoacetoamida. De este rilooo, .. el·:im.i 
dazol afectado mu.y probablemente; no está ·iigado al -Cu .. La -
apoenzil'ila resultante 'sugiere, . sin emba:rg·o'. ·~e existe ·un .e!!_ 

lace o relaci6n .entre la reacti vidad de la histidina_, y el -
átomo de Cu. Además, la proteína oxidasa· con N13S·no está a,! 
qu.ilada, lo cu.al esta,blece una· probabilidad crítica- entre -
el tr.iptofano reactivo y el ~esidil.o· de histidina, que: prob~ 
blemente están dentro del foco del sitio·· activo. 

Resultados con galact'osa ox:i.dasa ilustran que es
extremadamente peligroso confiar en un tnétodo. espectral pa-: 
ra evaluar una perturbación de un sistema metálico; La. z,e
sonancia de esp:i.n electr6nico ha sido una prueba sen'siti va
para ligandos de esfera de c:óOrdinación interior pero apa-
rent'emente de u.na relaÜva pobreza de inf'o:rmaci6n .del me-
tal qu.elato en galactosa oxidasa. La diB-erencia de espec-
tro que está registrada con la enzima alquilada como· re.fe-
rencia y la-'enzima natural como ejemplo es indistinguible -
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de los espectros de absorbancia de las enzimas naturáles, -
en. ·1a alquilación desaparece virtualmente la absorbancia 
del Cu (fig. 84). Se detectan algunas transiciones magnéti
cas y/o eléctricas con la enzima alquilada por medio de CD
(fig. 85:). La falta de cambios en las énergías de las· tran
siciones en la absorbancía del Cu y además argumentos con-
tra un cambio en la ligazón. El decremento en transición - -
probablemente puede estar mejor racionali_zado para el Cu 
quelato suponiendo una geometría más centrosimétr.ica. En -
un evento, en adición a-sus partes como una base específica 
catalítica, 1~ histidina afectada probablement~ también in
fluya la actividad a través de una par4e crítica en el man
tenimiento de ·1a conformac:i,.ón d·e1 quelato de Cu. 

La galacatosa oxidasa puede ilµstrar cuantos li-
.gandos, geometría y grupos del sitio activo que- simultánea
mente proporcionan las bases para las propiedades de estru.s, 

· tura-función de un sitio activo metálico. La figura 86 re
sume las interacciones recíprocas que pueden pertenecer·al
quelato de Cu y los grupos del sitio activo en la oxidasa. 

Una representación del sitio activo que tiene es
tos elementos estructurales se observa en la figura B7. De 
estudios espectrales y de modelos· se ha -sugerido a 1.os li-
gandos en-el· plano. La influencia del Cu en el triptofano
se mu.estra por dif~rencia de absorbancia y en el cuantum de 
fluorescencia producido.- En la modificación con .NBS se 
vuelve a ~emostrar la influencia ·crítica· del tri_ptofano en
el quelato de Cu. La sobreposición espectral .entre el e_s-
pectro de fluorescencia del triptofano y la absorb~cia·del 
Cu en los 314 ·nm ·permitió estimar. la distancia entre estos 
gruros por cálculos de transferencia de energía Forster. 
El triptofano probablem_ente está a 12 A O , pero a esta misma 
distancia pudiera haber un contacto de unión con un subs- -
trato de azúcar. Más probablemente·, el anillo indol es un 
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componente del agrupamiento de¡ sitio activo de las c~denas 
lateral"es hidrof6ticas que son críticas a la co:nforrrÍaci6n -
del sitio activo completo. 

Se ha sugerido que la actividad de la estructura
funci6n corresp9nde unicamente a los residuos de triptofano 
en otras proteínas de Cu. Además, el triptofano que es ex-
tinguido por la i:riducci6n del átomo de Cu. en la azurina no
está aparentemente en contacto con el anilló indol, como .es 
probado por el cambio del metal y los resultados de fosfo-
rescencia. 

La ~xidaci6n de este triptofano en la galactosa 
oxidasa también impide .la alquilaci6n del:residuo histidina 
que puede transformar notablemente y ._afectar la producci6n
del cuantum de fluorescencia de este triptofano y casi desa 

. • I -

pare~e la absorbancia del átomo de Cu, y este mismo átomo -
de Cu es esencial para la reactividad_de esta histidina. 
Así, parece que tenemos un grupo C:onsis.tente de componentes 
'7ltamente interd.ependientes. Inesperadamente el sitio de -
Cu no puede ser totalmente entendido sin considerar sus in
teracciones con.grupo? proteínicos no ligados. 

SUPEROXIDO DISMUTASA 

Hay uri gran interés en la bioquímica y ,en la rel~ 
vante química de c6ordinaci6n de las proteínas de Cu, las -
cuales están ampliamente distribuidas entre las plantas y -
animales im olucradas en el metabolism,o del oxígeno, en su
transporte y uso. 

Una de estas proteínas más activamente estudiadas 
es la super6xido dismutasa de eritrocito bovino. Esta enzi 
ma cataliza la dismutaci6n del i6n superóxido, como lo indi 
ca la siguiente reacci6n. 
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(a) 

Por la expulsión del O , se propuso a la superóxido dismuta 
2 

sa como la protectora respiratoria de las células contra la 
peligrosa reactivida~ de este ion. Conocida por sus propi!:_ 
dades antiinflamatorias la enzima es utilizada comercialmen 
te como la droga "orgoteina" usada para el trat.amiento de -
desordenes ortopédicos en caballos y perros. Actualmente~ 
es investigada para un posible uso humano bajo el nombre co 
mercial de "ontoseina". 

Probablemente se ha conocido más de la superóxido 
dismutasa que de cualquier otra proteína de Cu, y es sólo -
una de las cuales es utilizada para información estructural 
por rayos X ( tabla XIV). 

Estructura del Sitio Activo 

La secuencia de aminoácidos completa (tabla XV),
estructura de subunidad·es, y estructura cristalina de rayos 
X a una resolución de 3 A~ se conocen de la superóxido dis
mutasa de eritrocito bovino. La enzima consiste de dos sub 
unidades idénticas de un peso molecular de 15700 daltons, -
cada una de las cuales tiene un átomo de Cu y uno de Zn. 
Se muestra esquemáticamente una descripción de la cadena 
peptídica en la región del sito activo (fig.88). La geome
tría de coordinación del Cu es cu.adrada planar distorsiona
da con átomos donadores nitrógeno contribuyendo desde imid~ 
zoles de cadenas laterales de cuatro residuos de histidina. 
La cadena peptídica His-Val-His con His 44 y 46 en posición 
trans, bloquean completamente uno de los lados del plano de 
coordinación de ataques de ligandos. El lado opuesto es 
utilizado para unir un quinto ligando y hay evidencias de -
coordinación de anión y agua en.el sitio en la enzima natu
ral. El ion Zn tiene un medio tetraédrico, con cuatro áto-
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mos donadores, tres nitrógenos de histidina y un oxígeno de 
Asp 81. Ambos, Cu. y Zn pueden ser cambiados reversiblemen
te por diálisis contra EDTA a un.pH bajo para formar la ap~ 
proteína. 

Una característica notable de la estructura del -
sitio activo de la superóxido dismutasa bovina es el anillo 
imidazol desprotonado de His 61 que hace puente entre los -
dos iones metálicos: 

+3 

Los anillos imidazol de His 44, 46 y 118 son aproximadamen
te normales a el plano de coordinación del Cu., mientras la
mitad del imidazolato de His 61 está girado aproximadamente 
paralelo al plano y no pu·ede· ser precisamente coplanar con
el. Datos adicionales de rayos X de alta resolución debe-
rán proporcionar más detalles de la estructura del sitio ac 
tivo. 

Mecanismo y Cinética de la Enzima: Acci6n del Cobre 

El Cu. tiene·acción directa en el mecanismo catalí 
tico. El cambio completo del Cu. y el Zn destruye la activ,i 
dad de la enzima que puede ser restaurada por adición del~ 
ion cúprico pero no de otro metal. Se han usado métodos de 
pulso radiolítico para generar el ion superóxido y seguir -
la cinética de la enzima. La reacción es de s:qundo orden
coh una constante de velocidad de 2.37 x. 109 M seg-1 a -
25º, independiente del pH en el rango 4.8-9.5. El mecanis-
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moque ha sido propuesto se sigue en dos pasos para expli-
car la actividad de la enzima: 

ECu(II) + ·o- :¡:-----f ECu(I.) + o2 (b) 
ECu(I) + o2 + 2H ------+ ECu(II) + H202 (e) 

En este mecanismo, el cobre di valente es reducid'o por el ... 
ion super6xido. en el primer paso y reoxidado en el segun,do ... 
paso con el acompañamiento de la reducción del icm su~.:r(>xi 
do a peróxido de hidrógeno, La p?!oto11aci9n del ion o2 · gen~ 
rada, en la reacción. e prop'Orcio11a la .fuer;z;a de impulso te:r ... 
modinámico. Como ~e mü.estra·-en···1a tabla XVI, los.iqnes met! 
licos: tienen un potencial de reducción entre -0~3E> V (para.;_ 
~~ ac~plamiento o~o; · ) y + 0.90 V ·(para el acoplamien,t.o -
o;fH2o ) qu~ son capaces termod_inámicamente de ca.tal:Lz~:r la 
dismut~ción del ion superóxiq,o. Aml;>os., el ion cú.p:r;-.i_cc;> 1:i,.bre 
y de la enzima que une Cu caen en este rang-o, y son utiliz.!, 
dos discusiones de los hechos qu.e afecta?J. lo~ ~otenciales -. 
de reducción de los complejos de Cu. E1 peró~ido de hid~q.,. 
geno producido en la reacción e puede ser I_>eligroso para 
las· células vi vas, pero es expulsado por la enz_ima c_atala:-
sa, La. catalasa. y la superóxido di_smutasa se cree actúan. -
acopladas para proteger la respiración celular d.e los pro-.-. 
duetos tóxicos en el metabolismo de oxígeno. 

A.cción del Zinc 

Hasta entonces sólo ~1 Cu está involucrado en el:
mecanismo de la enzima, pero la acción.del Zn tambié:r¡.. es de 
interés. Una posibilida~ es qu.e principa_lmente tiep.e una -
acción estructural, organizando la cqnformación polipeptídi__ 
ca en· la región del sitio activo. Esta. pos~bilida,d. ~$ su--. 
puesta por estudios .de .estabilidad térmica y pqr. recie::r¡.tes
trabajos químicos de resonancia magn~tica nu.cJ.ear. JU 
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reactivo diet.ilpirocarbonato (DEP) reacciona con histidina
en las proteinas para producir una fuerte absorbancia en el 
UV a 242 :mn (.fig. 89). En el caso de la unión .de .histidi~a -
al Cu o Zn, es probable que la unión metal-imidazol se imp,i 
diera en esta reacción. ~1 doblamiento de la cadena tam- -
bién puede impedir o inhibir la reacción de.DEP con la his
tidina. ·Puesto que, seis de los ocho residuos de histidina 
por subunidad de superóxido disrnutasa est::án en el sitio ac.:.. 
ti vo ( tabla X!J, .fig. 88) , ,el reactivo DEP · o.frece un cami~o -
para P!obar la estructura química del sitio ~c:tivo. Como -
se ve en. la .figura:90,las 8 histidinas por subunidad están
etoxi.formiladas cu.ando al DEP se le permite reaccionar co~
la apoenziina. En la enzima natural sólo un residuo histidi 

. . •. 1 ·-

na p·or subunidad puede ser mOQ·i.ficado, como se .reportó ant~ 
riormente. .La modificación más probable ocurre en His 19,
la cµal por .e~tudios estructurales de rayos X ha .mostrad.o -
estar expuesta al solvente. La adición de uno o más equiva 
lentes por subuhidad d.e Zn di valente en la ap.oproteína redi 
c;:e el número ae resi.duos histidina etoxi.formilados a urio •. 
Este resultado .sugiere que el Zn sólo puede reconstruir mu.
cho de la estructura ·original de la cadena peptidica en la
:regi ón del sitio activo, bloque~do-·el';' acceso. al .reactivo -
DEP'~-

La mejor bas~ para esta interpretación, sin embar 
go, se deriva de e$tudios de resonancia magnética nuclear -
de protón MHz~220 de superóxido dismutasa bovina en H20. 
Como se ve en la .figura 91,resonancias bien resueltas son -
observadas entre 7 y 11 partes po:r millón en campo reducido 
desde el'disolvente. El espectro de r~sonancia magnética nu
clear de la enzima natural consiste de dos absorciones an-
chas características debidas a la presencia del ion Cu(II)..,. 
paréWagnético·.. En constraste, el espectro. de la .forma red:g_ 
cida Cu(I) de la enzima natural tiene varias bandas de reso 
nancia bien resueltas en -esta región. Estas son señaladas-
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como protones (pirrol) de histidina N"""H sobre las bases del 
efecto del ion paramagnético y el cambio ,químico. Puesto -
que., la His 19 está expuesta al disolvente,, su velocidad de 
cambio es probablemente muy rápida para.permitir la observ!_ 
ción de sus hidrógenos pirrólicos por ,resonancia magnética
nuclear. Esta conclusión es supuesta por el espectro de r~ 
sonancia magnética nuclear de la enzima natural etoxiformi- · 
lada reducida, que es idéntica a la superóxido disntutasa 
sin modificar. El espectro de resonancia magnética nuclear 
de protón de 1a aporpoteína es 'ancho y relativamente carac
terís_tico (fig. 91 }. En ausencia de los iones metálicos, 
ia estructura del sitio activo está ~parentemente desorgani 
.zada, 1o cual puede permitir rapiclo_s cambios de prot9nes de, 

: histidina y entonces las líneas se hacen anchas. La adi- .,..:, 
·-~ión de unicamente 1 mol d.e Zn(II) por subun,idad, resulta -

en una serie de líneas estrechas algo más similares a las -
-de la enzin:ta natural reducida y ayuda la adición de. Cu a la 
solución.para la reconstrucción del espectro de resonancia
magnética nuclear de la' super'óxido dismu.tasa oxidasa,, . Ade
mál¡l ,parece que el Zn sólo puede doblar la ·cadena pe,tíd:i.ca -
~lrededor del sitio activo en una conformación que recuerda 
a la proteína natural. Más aun, la ·cualidad del espectro -
mostrada en la figura 91 sugiere que la resonancia magnética 
nuclear de protón será usada en estudios futuros destinados 
para probar los detalles del ~ecahismo de la eriz"ima. 

Otra acción,del,Zn es sugerida por la conocida h,! 
bilidad de los iones metálicos para atenuar los valoref de
pKa de los hidrógenos pirrólicos, del gru?o imidazol, El 
pKa de estos hidrógenos es 14A en histidina, 11.7 en Cu 

(L-His)2 , y 10 .8 en ( (en) Pd(L-His) )+. La substitución del
hidrógeno pirrólico por un ion met~lico ocurre aproximada-
mente a un pH de 9.6 en·soiución neutra de complejos de 
Ni(II), eu(n}; y Pd(II) de glicil 1-histi~ina y a valores
de pH bajo para cationes como (Cti2_(bpirri)(i7!\))¿4 . Así en -
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la enzima, el Zn substituido en el anillo imidazol de histi, 
d:i.na 61 puede preferir unirse a _la: mitad ( (His) 3eu( I:C)) en
lugar de .a un protón,. pero puede unirse a un protón en pre
ferencia de ((His)3Cu(II)), e.l cual es el prod,ucto del paso 
de reducción en la reacción b. Esto probablemente requiera 
que el puente im~dazolato esté roto durante ia reorganiza-
ción de la enzima produciendo el mecanJsmo Jl!.OStrado en la -
íigura 92. No hay sin embargo una evidencia directa para -
este mecanismo, pero se ha sugerido que e¡ puente imidazol! 
·to en la enzima oxidasa puede estar roto a pH bajo. La. re.,.. 
ducción química dé la enzima es acom~añada por la captura ... 
de un protón. por s.uJ~,1.m:i.dad, y una reacción de desdoblamien-. 
to del puente pudiera concord~ con los resultados. El me
canismo mostrado en la figura 92 fue recientem~nte postulado 
independientemente de un :reporte de la inacti v~ción del pe
róxido de hidrógeno por superóxido d:ismutasa bovina. Una~-
véntaja en la abertura del puente du:rante la reacc.i.ón b es
que lá reacción c p-qedé pr"oceder por un mecanismo de trc;llls
ferencia de electrón en la esfera interior, con el ion su-
peróxido uniéndose en el sitio vacío en la esfera de c;oordi 

. '· -. 
nación ·del eu· antes de transferir su e;lectrón. Si. el puen-
te (o alguna otra).unión del Cu no es rota en la reacción -
b, el ion superóxido puede presumiblemente ser.reducido por 
un proces·o de esfera exterior en la reacción C·, puesto que
el Cu(!) es.poco probabl~ que se convierta al estado de 
transición penta-coordinado. Estudios cin€!ticos de la oxi
dación de compuestos cuprosos parecidos cpn o:x:ígeno, mostr~. ' . 

ron que la reacc~ón ocurre por un m~cani?mo de ·transferen--
cia el.e electr6n ~n la esfera interior. 

Puente Imidazolato con Complejos de Cu(II) 

Estudios cinéticqs · han mostraclo que el i.pn ~pri
co libre en solución acuosa puede catalizar la d~smu.tación
de1 ion superóxido a una velocidad con exceso de enzima. 
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La velocidad puede ser· subst~cialmente disminuida cuando -
el Cu está atacando a los ligandos aminoácidos quelatos, 
sin embargo, sugere~cias en algunos aspectos del sitio acti 
vo de la enzima que conserva la habilidad inherente del 
ion cúprico a catalizar la reacción a. La presencia de un
ligando imidazolato como puente es uno de tales aspe~tos 
que pueden ser probados en un . sistema modelo~, Estudio~ r~ 
cientes, sintéticos y estructurales del puente imidazolato~ 
en la e:specie II de dicobre(II) sugieren que la dimeriza- -
ción es.reversible en la presenciá de imidazol (imH) para -
formar rr¡, en la reacción d. 

Estudios estructurales de rayos X del (Cu(bpim)(im)) (NO) 
· . 2 3 4 

.4H2o establecen la presencia de puente·s imidazol.ato en -
III, figura 93. Soluciones de este c_om:puesto reversible t·o
man cuatro protones ·entre los puntos finales a pH 9·. 75 y 
4.25, consistente con la reacción d. Estudios de sensibili 
dad magnética mue~tran que los centros de eu'(II) en III es: 
tán acoplados antiferromagnéticarnente' como· un resultado 
análogo _al descubierto en la forma 4 de Cu(II) en Sl.l.per6xi~ 
do dismutasa bovina. Es'tudios continuados de esto y de so
lubilidad relativa, en ·1os complejos_ de puente imidazolato
pueden ayudar a proporcionar evidencias en el mecanismo ca
talítico de la histidina unida al cent:ro del sitio activo -
Cu-Zn de la superóxido-dismú.tasa boviná. 
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Figg.ra 77, ·Espectro ESR de· oxi.dasá g~lactosa a 5 X -
,o~M •. !=1DOºK en 6 registros.promedio, Arriba se -
inu.estra la segunda y tercera l!neas y las 5 ·11neas.
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Figura 78, Modelo Cu. (~4S) 
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' -·· 
Figura 79. Espectro de absorbancia de Cu. en oxidasa .ga
lactosa{-) y la enzma en presencia de azida de sodio 
(---), Registro en una celda de 5 en. 
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TABLA XI. Estereoquímica de la Ligadura del CN- (y Estabilidad de Oxido":' 
Reducci6n) de Complejos 4- y 5-Coordinados de Cu(n). 

Complex 

Cu(TAAB) [S(CH2CH20J.]' 
Cu (TAAB) [ O (CH2CH20).] 
Cu(TAAB) [CH3N(CH,CJ20)}. 
Cu(TAAB) [CH2(CH2CH20).] 
Cu(tren-OH)BPh,··• 
Cu(F3Ac).en' 
Cu(Achen' 
Cu (tren-NH2Ph) BPh, • 
Galactose oxidase 

• V~lueS in Gauss. 

LigandType 

N,S 
N,O 
N,N 
N, 
N,O 
N20 2 
N20 2 
N4N 
N202 (?) 

Symmetr¡¡ 

C.v (pseudo) 
c, ... (pseudo) 
c,,. (pseudo) 
C.,. (pseudo) 
Cav (pseudo?) 
rhombic ¡,lanar (C.v) 
rhombicplanar (C.v) 
Cav (pseudo) 
rhombic planar (C.v) 

• See Figure 2 and Reís. !3 and f4 for explanation of. tenninology. 
'tren-NH2Ph-(2,2' :i,• -triaminotriethylamine-phenylamine)copper(Il). 
'Ph=-CoHo, 

TABLA XIII, Transiciones Electrónicas Presen
tadas por Galactosa.Oxidasa. 

Absorbance 

>.(nm) 

314 
445 
630 
775 

v(c,n·') 

31,800 
22,500 
15,900 
12,900 

'Data Írom Ref.!7. 

. ,( M-' cm-') 

1,370 
1,155 
1,015. 

905 

>..(nm) 

314 
395 
500 
610 

Circular Dichroi,m 

v(cm-•) 

31,800 
25,300 

'20000. 
1úoo 

[6} 
[(degcm1)/ 

dMol] 

+18,900 
+3,000 
+1,500 
-8,200 

CN· Effects 

A.; - "'° 1 :1 Complez Ezcess 

144/2.160' no stable 
145/2.159' no stable 
179/2.171' no stable 
144/2.160' no stable 
163' ? reduces Cu (II) -+ Cu (1) 
187.2/2.220' no reduces Cu (II) -+ Cu (1) 
211/2.186' . no reduces Cu (II) -+ Cu (1) 
163/2.2«' ? reduces Cu (II) -+ Cu (1) 
173/2.273 yes stable 

• (FaAc)oen = N .N' -ethylenebis( trilluoroacetylacetoniminato) copper(II). 
' (Ac)2en = N ,N'-ethylenebis(acetylacetoniminato)copper(II). 
• Data in DMF solvent. 
• Data in C.HoOH solvent. 
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L.....__,4e.!00,,,....-,500:±,,-.,,,600.,.,,..-::7~00:---:B~00,,,....-:900~ 

WAVELENGTH,nm 

Figura 80, Espectro de absorbancia visible de g!l 
lactosa oxidasa (_) y espectro de diEerencia 
absorbancia con proporciones mol~s de 5:1 de -
Eerricianuro (-":'), Eerrocianuro ( •. ) ,. y de am.:. ~- . 
bos (-.-). 
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Figura 82, Espectro CD 
sa oxidasa en 0,1 M.de 
y la enzima modificada 

en el UV-cercano 
fosfato de sodio 
con NBS ( .. ), 

de galact.2, 
pH 7(_j 

TABLA XIII , Parámetros de Espín Hamiltoniano :¡,ara
Galactosa Oxidasa Natural Ligada y No-
Ligada, 

Enzy me Form/ Ligand. 
(Ratio) A= g.. _,!t.zz &.z A•• g., 

Native' 176.5 2.273 28.8 2.048 30.1 2.058 
CN· (1:1) 155.8 2.226 41.6 2.035 45.2 2.048 
N3 (100:1) 166.8 2.262 27.2 2.049 27.9 2.040 

NBS oxidized' 166.0 2.267 38.0 2.055 43.0 2.065 
CN· reduces Cu (11) ' 

Iodoacetamide 
alkylated' 177.8 2.268 30.5 2.035 30.6 2.064 
CN(l :1) 160.1 2.234 38.8 2.041 43.0 2.051 

• Spectra were obta.ined on a Varían E-9 X-bnnd Spectro,meter at no•K with a 
100-KHs modulation amplitude of 2 Gauss and a microwa\'e power of 30 mw at 9.6 
GH. with proton Gauss meter and írequcncy counter_for speclral markin'g. 

• (tt) . 
• (,4!). 
'(44).--

Figura 81, Espectro ES~ de galactosa oxidasa 
(A) y galactosa oxidasa con ferricianuro 1: 1 

·(s) y 1:6 (e, moles 
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V1 
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Figura 84, Espectro de absorbancia de Cu. de galacto~a 
(-) y diferencia de absorbancia con la enzima alqui
lada como referencia y sin modificar como problema -
(---). 
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Figura 85, Espectro CD de galactosa oxidasa (-) y -
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,Figura· 8!>. Resumen de ],as interacciones interdependientes e~ 
tre los tres grupos propuellti;,s·para el sitio a'.ct:i,vo. Q¡= Cllél:!!: 
tum de ·fluorescencia, AE= diferencia de absorbanc:ia. Al,., ·.· 
cambio. en elEpticidad (CD). La estimaci6n de la distancia es -
derivada de m~todos de transferencia de energía fluorescente. 

Figura 87. Representaci6n gráfica dél·sitio activo que·
incluye un complejo de Cu tetra-coordinado, unido a la -
es . .f;'era·exterior un Sllbstrato azi1car con el Cu, anillos -
imidazol e indol, y una lateral no polar (x). 
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TASLA XIV, Propiedades de Super6xido Dismutasa de Eritrocito Bovino, 162 

Molcular weight . 
Amino acids/subunit 
Metals/subunit 
Absorption epectrum 

EPR spectrum (77°K) 

Redox potential 
(pH dependent) 

31,400 
151 
1 Cu, 1 Zn 
,\,,, .. (nm) 
258 
270, 282, 289 
680 
gm2,080 

Eº'-0.42V 

'Data takl!ll. from Refa. ZI, 1/J, 14, 16, 16. 

two identical subunits 
isoelectric point (pI)-4.95 
color-blue-green 
,., .. (.11{·• cm·•¡ 
10,300 
shoulders 
300 
gil 2.265 
A 11 0.015 cm·1 

TABLA rv. Secu~ci~·de Amino Acidos de Super6xido-Dismutasa de 
.ata. CU2,r,...~"-...,.'s* s• 

e. ·z a· , • 
1 · 10 

Ac-Ala -Thr -Lys -Alá -Val -Croe-Val -Leu -Lys -Gly -Asp -Gly -Pro-

' 1' 20 
Val -Gin -Gly -Thr -lle :¡¡is~Phe -Glu -Ala -Lys -Gly -Asp -Thr-

30 ,,,, .. 

Val -Val -Val -Thr -Gly -Ser -lle -Thr -Gly -Leu -Thr -Glu -Gly-

i~p ~-Gly-Plie@-Val@-Gln·-Phe -Gly .fsp -Asn -Thr

Gln -Gly -Cmc-Thr-Ser -Ala -Gly _p5! @-Phe -Asn -Pro -Leu-

70 · 
Ser -Lys -Lys §3-Gly -Gly -Pro -Lys -Asp -Glu -Glu -Arg JHisJ 

· M 00 
Val -Gly JAsp!-Leu -Gly -Asn -Val -Thr -Ala -Asp .-Lys -Asn -Gly-

100 
Val -Ala -lle -Val -Asp -lle -~al -Asp_ -Pro -Leu -lle -Ser -Leu-

. •,' 100 
Ser -Gly -Glu -Tyr -Ser -lle -lle -Gly -Arg -Thr -Met-Val -Val-

Q 120 . 130 
~-Glu -Lys -Pro -Asp -Asp -Leu -Gly -Arg -Gly -GI~ -Aen -Glu-

. 140 
Glu -Ser -Thr -Lys -Thr -Gly -Asn -Ala -Gly -Ser -Arg -Leu -Ala-

. 150 
Cmc-Gly -Val -lle -Gly -lle -Ala -Lys 

TABLA XVI. Potenciales de Reducci6n de CU y Iones Super6xido, 

Hall Reaction 

02+e·~o.- ' 
Cu2' (aq) +e·~Cu' (aq) 
ECu(II)'+ e·~ECu(I) 
Oi + 2H" + e·~ H20 2 

'AtpH7.0. 
'In bo,·ine.er)·throryte SOD.-

Eº' (V) 

-0.36 
0.17 
0.42 
0.90 

ReferenC8 

/e6 
/e7 
16 
/e6 

Eritro-



Figura 88, Sitio activo de la super6xido
dismutasa mostrando la coordinaci6n de -
amino !cides y una parte parcial de la·C!, 
dena pept!dica, 

DEP HII 
-1 

• 241 =3200M 

Figura 89, Reacci6n del dietilpirocarbonato(DEP) -
con histidina, 

a = 2.7514M Apo + 1.2 equiv Zn2+, pH5.9 

0.0 ~ ........ __.___._.._-='="_,_---'.__..,__,___,__.__..,_....1.._ 
O 25 50 

[DEP] (mM) 

Figura 9D, La etoxiformilaci6n del residuo histidile 
en SOD bovina como f'unci6n de la concentraci6n ini-
cial de DEP, pH 5,9, Las· concentraciónes de proteína 
apo y natural_.fUeron 2,8 M y 2,2 M respectivamente, 
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11·0 7·0 

_Figura 91, Espectro de resonancia ¡agnética de 
protón de SOD bovina en agua, y fosfato a pH -
de 6, 

I[ d C Hlslfu- ~, -Zn(His)2(Asp) +o;+ Ht 

L-(Hislfu1 + ~ ~Zn(Hisl (Asp)+ O v- 2 2 

Figura 92. Mecanismo posible de abertura del 
• puente .. para la activaci6n de la super6xido -
di=tasa bovina. 
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IV 

COMPLEJOS PEPTIDICOS DE Cu(II) Y Cu(!II) 

Ya se conocía hace algún ti_empo la unión del Cu -
(II) a la cad~na polipeptid:i.ca_)>o! coordinación __ de ni tróge
nos peptídicos desprotonados, pero recientemente se ha des
cubierto que. esta coordinación facilita la formación de 
Cu(III). En este capítulo se consideran estudios de comple 
jos peptídicos de Cu(II ), en particular aquello$ reportado; 
de una revisión generai de este tema por Margerum y Dukes,
y resume el conocimiento presente de los complejos peptídi
cos de Cu (III ) . 

La presencia de L-histidina como el teircer resi-
duo aminoácido en complejos tripeptídicos de Cti._(II) decrece 
fuertemente su sensibilidad al ataque nucleo~Ílico y al·at_! 
que ácido. Así, el complejo doblemente desprotonado glicil 
glicil-1-histidina (Cu(H_2gli-gli-his)- se muestra en ia e,i 
tructura I y es relativamente lento para r~él.c_cfonar con el
nucleofilo trietilenotetramina (trien) por lo tanto esta 
reacción es siete veces más lenta que 3:-a reacción correspo!! 
diente con Cu(H_2gli"'-gli-gli)-. l;.a velocidad de disocia- -
ción _ácida del complejo gli-gli-his también es muchas veces 
más lenta que· la del complej ó gli~gli:-gli. Sin embargo_,_ se 
han descubierto caminos que son üna combinación de ataq¡ie -

+ H · +2 E . 1 ~'1· por H y 2 tr_1en . ste mecanismo nuc eo.1:1 1co con un -
protón asistente proporciona un tercer mejor camino para la 
transferencia del Cu(II) desde complejos peptídicos y es un 
buen camino para el cambio de ~ni6n del Cu(II) eri el suero
de albÚm;ina. Los complejos peptídicos que tienen histidina 
proporcionan evidencias de importancia de la coordinación -
axial al Cu(II) por grupos carboxilato. En adición, para -
las reacciones a pH bajo, ocurre protonación "exterior" P.!: 
radar (Cu(H_2gli~gli-his)H) y (Cu(H~2gli-gli~his)H2)+, don 
de el oxígeno peptídico agrega protones. 
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Se ha propuesto al Cu(III) como un intermediario
de alta. reactividad_ para un n~ero: de oxidaciones orgánicas 
donde se usa Cu. Se· han identificado pocos complejos de Cu 

(iII) ~n ~_st_ado sqlido; por ejemplo: KCu.02, K3CuF6 , NalJI3-
(Cu(Io6)J.14H2o y Cu.Br2 (S2CN(c4H9) 2)·; Se da una estructu
ra cristalina détallada para los compue~tos anteriores con
el grupo ditiocarbam~to (dtc) y dos Br- .formando una geome
tría cuadrada planar distorsionada alrededor·del Cu(III)~ -
En el complejo peryodato cuatro de·. los oxígenos .del peryod_! 
to forman un plano cuadrado alrededor del Cu ( III) (Cu-O, 1 . 9 
Aº), y·una molécula de H2o (Cu-O, 2,7 Aº) .forma.una qt;Linta
uni6n~ Excepto .para el CuF~3 los. complejos de Cu(IIi) pa
recen estar en bajo espin, aunq¡;Le Cu.Br2(dtc) tiene un mamen 
to magnético de 0.5 B.M. 

Olson y Vasilekskis oxidaron electr6qt;Limicamente
complejos macrocíclicos d~ tetramina en soluciones de acet,2 
ni tri.lo para ciar especies de Cu(IIIf q¡;Le son moderadamente
estables · pero sufrel,'.l reducción espontánea a .Cu(H). Mayers 
tein hizo complejos.de Cu(III) de aminas-y aminoácidos.ex~: 
tremadamente reactivos en solución··acú.9sa por:·pulsos d·e· ra
dióli~i.:·¿ En el trabajo de Levitski, An.bar y Be:rger· se uso 
el Irc16 como. oxidante de péptidos de Cu ( II). Los pépti-
dos de Cu(III) se propusieron cómo·intermédiarios de la es
pecie anterior en apoyo. de ¡a oxídaci.ón. y· .fragmentaci6n del 
péptido. Aislaron complejos cristalinos .de Cu(III) de biu
ret y oxamida Bour, Birker, y Steggerda y proporcionaron;... 
algunas de las primeras evidencias de q¡;Le el Cu(III) pµ.ede
ser estabilizado por desprotonaci6n de los grupos amida. T.2, 
dos los. compuestos fueron diamagnéticos. 

La tabla XVII: resume alguna:s· de las propiedades es-
pectrales del vi.sible y UV de complejos d~ Cu(!!!). Se nan 
observado bandas .:espectra.les de alta int~sidad, atribuida
ª 'transiciones de transferencia de carga, para todos ~os 
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complejos de Cu(III) en 360! _60 nm .. Sin hacer caso de los..,. 
grupos de coordinaci6n todos los complejos enlistados tie-
nen como mínimo una banda de absorci6n en esta región espes, 
tral. 

Bu:rce, Paniago y Margeruin .fueron los primeros-en
observar la ·f'orJTlaci6n de un .complejo p·eptídico de Cu(III) -
en la reacci6n de oxígeno con. tetraglicina (G4)-CU:(II) en -
so1Úci6n neutra. Anteriormente con la tetraglicina-:Ni(H)
se cat_alizo la captura de oxíge~o. La reacci6n de tetragli 
cina-Cu(II) con oxígeno es inusual ya que es inhib;i.da por: 
la luz. Falta que sea establecida la naturaleza exacta de
esta inhibid.6n fotoquÍrr\ica_, pero en la oscurfdad un color.
verde amarillo inten-so se forma al reaccionar con el_ :oxíge
no. Esta especie amarilla pasada continuamente por una co.,.. 
lumna intercambiadora de ion Chelex~ que cambia C:Uantitati,
vamente todas- las formas de .Cu(II). El líqu~do amarillo 
contiene Cu y tiene propiedades oxÍdantes. En -la .soluci6n
es_tandar se genera Cu(IÍ) y tetraglicina l·o mismo qu.e algu
nos productos de oxidaci6n.peptídica. 

Otros agentes oxidan y pueden ·convertir al ·(G4;)--
. -~ . 2 

Cu(II) a (G4 )-0t¡(:II) incluyendo .. al s2o8 y el· IrCl~ .- -La-
reacci6n con Irc16 

2 es !=llanti tati va· bajo- condiciones .. a.deet1~ 
das y se uso para probar que los complejos peptídicos. de 
Cu( III) pueden ser formados y ~aracterizados en ·soluc:iones
acu.osas. La oxidaci6n electroquímica es más ef;i.ciente y evi 

.. . .-
ta la necesidad de quitar el complejo de'Ir. Los co~plejos 
peptidicos de Cu(III) se han caracter.izado .,por: · · 

( 1) Perdida de bandas espectrales de Cú.(II) y l.a
.foi'maci6n de bandas de absorción int~sa.en 350-370mn. 

(2) Perdida de señal ·de· resonancia, par·amagnética
de electr6:n. , .. 
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, ... -
(3) Reacciones d~ 6xido-reducci6n reversibles Ir 

(IV)-Ir(III) como .función dei pH. 

(4) Reaccfones lentas con ácidos y con resinas -
cambiadoras de i9n Chelex. 

(5) 100% de re.rupera<:=ió:n del péptido original ·de~ 
pués de la reacción con agentes reductores. 

(6) Capacidad de 6xído~reducci6n ·con·u:na variedad 
de . substratos. 

(7) Determinaciones de absortióidad molar 

(8) Voltametría cíclica. 

(9) Cinética de descomposici6n en ácidos y bases. 

(10) Cambios espectrales y determinaciones·éie pK -
a 

.en base .f'uérte. 

Estos estudios mostraron que los complejos pepti
dicos,.de· Cu:{II;r} tienen potenciales de ~J~c~rodo relatiya-
mente bajos y su.gf~ren que el Cu(Iir) puede ser: un estado -
de oxidación mucho más común que los que se habían pensado
como posibles. Además, :¡.as reacciones de descomposición de: 
lbs péptidos d~ Cu(III') indi:can que ·1a transici6n de dos . 
electrones dan esp~·cies de cu.(I) qite son posib~es. Las 
reacciones de 6xido-reducci6n·de dos electrones eh sistemas 
biológicos son intrigantes porque ti.enen alta energía, se -
evitan intermediarios de radicales libres. Sin embargo, se 
conoce muy poco de los posibles complejos de Cu.(I}. Son ne 
cesarios estudios con varios c:ompleJos moo·e10 ya qü.e el. es:.. 

: . . 

tado de oxidación es rnily poco c·a:racter1z'ado en solución 
aruosa. 

Ham:i.ltori ha sugerido al ÓU(III) como un probable
intermediario en la ::reacci6:h catalizaaa por gaiac:tosa oxida 
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sa. Kosman observa una variación con esta. inte:rpretación.
;Indi.f~r~ntes de los. éxitos de estas disputas y con.fiando en 
las pruebas de la existencia y propiedades de los complejos 
peptídicos de Cu.(III) se animaron má~ las investi~aciones -
de la presencia. de cobre trivalerite en sistemas biológicos; 
Los, trabajos demuestran que este estado de oxidación es al
canzado baJo condicion~s bio_l:ógicas. 

Complejos Peptídicos de Cu(II) 

Constantes de ~stabilidad. Se han revisado pre-
viamente las const~tes de .formación de poliglicina::..bu.(11). 
Se han redeterminádo algunas de estas constantes pero bási
camente están de acuerdo co:n ú,s trabajos originales. Nue
vas constantes son utilizadas para amidas peptidicas y para 
tripéptidos que tienen 'alanina y glicina .. La tabla XVIII r~
sume las constantes ácunruJ;ativas y de afinidad (.log. de 
cbnstantes de estabilidad y log de valores K para la forma 
.ción de especies desprotonadas); Se han detetminado algunas 
constantes para comple·jos bis...;.peptidicos. Lo.S tripéptidos
que t:i..enen 'alanina forman complejos más esta.bies que la~ 
especies correspdndientes de d- alanina o glicilo. Las esta 
biÍidades relativas de los sistemas de anillo .fundido en -
los qúelatos. despr·otonados están ~n·· el orden 5-6....:5(G. ~ :.:..A. 
G)~ 6-5--5 (~ -A"G"G)) 5-5.;;.6(G·G· ~-A)) 5-5-5(G;G·G). Es
te efecto es similar al observado en complejos poliam:i.na de 
óu(íI) y Ni(II} donde el quelato 5::..6-5 es mucho más estable 
que el quelato 5-5-5 con anillos consecutivamente unidos y:.:. 

·por la dificultad de formar la geometría Ol.adrada-planai' 
más favorable alrededor del ion metálico. 

Incluidas en la tabla XVÚI e~tán:l~s éphstantes de
estabilidad de 'gli-gli-L-His y sús der:i.vad~~· N-aceb.lo. En 
soluciones ácidas ambos ligandos usan el grupo imida~ol pa
ra iniciar cualquier· coordinaci6n con el Cu. Las únicas 
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constantes medidas para el modelo corresponden a la z:eac,- -
ción 1 donde tre~ protones (uno de grupos aminq protonados 

y dos de c~14~g5 3eptídicas) son perdidos simult:áneámente -
con 3=10 M. 

2+ -------~ ( )- + 
Cu(HGGhis) (------:-- Cu H_2GGhis + 3H ( 1) 

Aunque se estimaron constantes de afinidc3.d para las const.~ 
tes de ionización peptÍdica, estas se calcularon ~obre ba,...-:
_ses estadísticas. Los valores de las constap.tes para N-ac~ 
tilglicilglicil-L-:histidina sugieren qu~ estos calculos no
son válidos. Aqúi se estimo la constante. de estabilidad 
acumulativa para Cu(H_2GGhis)..á dad~ por la ecuación 2: 

(Cu(H_2GGhisf) (H+/ 

(Cu2+) (GGhis -) 

-2.2 
= 10 M (2) 

d~sde 1~ combinación de lá primera constante de compleja- -
., . 1 . d GGh" - (108 •22 ) 1·· .. t t cion para e grupo amino e . is · · , y a cons an e 

p~a51a.r.eacción 1. Así, el complejo Cu(H ·2GGh~s)..:. e: . ,... 
10 · '. veces más estable que el comp],ejo Cu{H . GG- A) (que . . . . -2 
también, tiene un sistema de anillos .5-5-6 miemb:r:-os) porque-
el nitrógeno del imidazol forma una fuerte unión con el Cu-
más que con el grupo carboxilato. 

Banda de Absorción d-d del Cu(II) 

Billa correlacionó datos espectrales qe los com-
plejos peptídicos de Cu.(II) con el tipo de grupos cc,-ordin_a
do.s. La longitud de onda de la banda de ·absorción observa
da entre 500 y 740 nm varía con el número de grupos pept:idi 
cos desprotonados y grupos amina. La Y'ni.áx (kK) de la ban: 
d_a d-d (espectro en scüución a_cuosa) puede estar expresada
como la suma de la contribución de cainpo ligando, individua:;¡. 
de los cuatro átomos donadores que defirien el plap.o cuadra-.. 
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do con el Cu. En la ecuaci6n 3 las n's se refieren al núme 
ro de cáda tipo de átomo donador. 

,J = n· Y ( , . ) + n V ·e . )+ n V (. . . ) + Yobs a N peptido b N amino c N imidazol 

n Y ' 
d o ( carboxilato + n Y ( . . 

: c o peptido, H O 6 OH"'") 
2 

(3) 

( n = 4), y.f r. . )=4.85,·YN( . ). = 4,53~ (· . ) . t' N ~peptido amino . N imidazol 

= 4,3 \I (. . ) = 3.42, y),I ( , . O, "'")=3.01, o carboxilato · o peptido, H o OH- . · 
El efecto de la coordinación axial por·hidróx~do, carboxil.§:. 
to o grupos amino es el cambio a energía baja de 1kK. 

Coordinación Axial para Complejos Peptídicos de Cu(II.) 

Aunque la coordinación en ün plano domina la ter ... 
modinámica, la cinética_y _ppopJed,ades espectrales de los -
péptidos de ··eu(II), la coordinaci6n axi~l también es -~mpor
tante. . Mi:n,tras los grupos carbo·xilato en Cu.(H,::.3G4). Y Cu 
(H.:..2GGhis) (estructura I) no pueden alcanzar un s1tio de -
coordinación axial, no es el caso para gli~gli-his-gli (es
tructura II) o para asp-:ala-his-lis ( estructura III) donde
la c:oordinación 'axíal cambia la reacti vidad qú;í.mica de los
complejos .. La constante ~e equilibrio para la proporción -
de· carboxi'lato ·unido-libre, Ku11:'tdo es aproximadamente 100 -

· . ire é E· .. para el coo- terminal en estos tetrap ptidos. 1. :aspartiló-
en ,la cadena lateral grupo COO- tiene un valor KUI_lido de libre 
30, pe~o se reduce hasta 4 cu.ando otro grupo coo- es trans-· 
como . ·en la estructura II I. Estas constan tes se determina-
ron en estudios cinéticos. 

Pr~tonación ".Exterior~'. Cuando Íos complejos 
peptídicos metálicos. son puest(?S en soluci6n á.cida, se dis,2 
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Los.íones metálicos qUe son inactivos en·sus reaccio 
substituci6n, ~omo Ni· (II~', Pd(II) y Co(IÍ) adicio-: 

nan protones a los oxígenos peptídicos antes de la, disocia
ci6n de la uni6n N-peptídico-metal. Se ha observado que ci 
néticamente es suf'icientem~nt~ inactivo el Cu(II) (H _2GGhi-;)..: 
en sus reacciones con ácido para permitir prot6naci6n exte
rior. Se han medido const.arites de protonadón de 104 · 2 Y ":-
102·3 y se cree que corresponden.a las estructuras IV y V.
La unión interna del hidr6geno. del grupo carboxiláto del r~ 
siduo histidilo ayuda a e·~;té:!-bilizar la forma protonada ex.:..-
terna. 

Cinética de Substi tuci6:n de los Complejos Peptídicos de 
Cu(II). 

Se han descubierto tres caminos principales de 
reacción para ei desplázarn.ientó del Cu de los compi'ejos peE_ 
ticiicos-( 1) transf'erencia de protón al grupo p.eptídico, (2)
ataque nucleofilico sobre el Cu, y (3) una combinaci6n de -
trarisf'erencia de protón y ata9,Ue nucleof'ílit:o~ ·En cada ca
so hay iui acompañamiento o subsecuente ruptura de la unión
N~pept1dico-~etal. La velocidad d·e. reacci6n para los tres
mecanismos difiere en su dependencia del pH, general deperi.:.. 
déncia ácida, y dependencia nucleo.fílica. 

Mecanismo de Transferencia de Prot6n. Los ácidos 
l . 

pue.den reaccionar con el gr1i"po N"".peptídico:.:.metal por ádi- ..:. 
ci.ón rápida al oxígeno peptídico· dando una especie protona
da externa, que se rearregia por ruptura de la uni6n nitró
geno-metal. Alternativamente los ácidos pueden transf'erir
un prot6n directamente a el átomo de riitr6geno desprotonado 
acompañado por la ruptura de la uni6n nitr6genó.:..metái. La
reacción anterior. es más lenta que las velpcidades normales 
de ti-ansf'er~ncia::de protón pero ,puede a p~sar de esto ser -
el camino cinético pref'erido por la rápida ruptura de la 
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unió~ nitrogen-metal. Di.ferentes complejos peptídicos.de -
Cu(II.) mu.esi;ran. d:i.xerentes mecanismos. ~ando la reacción:
d~ :trans.ferE:mcia· de protón directa es el paso de veloc:idad
determinan~e' .también se obsérva una catálisis ácida gene-
ral ~ Este. es el caso para la reacción de Cu(H2H3r con áci 
dos. _ E;n. otr<:> caso las reacciones de Cu(~2G~hisJ:- ,_ Cu(H2GG 
his~) , y ~(H2asp--ala-h,i:s-lis) no son. ca~al.izadas genera,-1...: 
mente por ~cidos y en u:r;i. p:fl bajo muestran ~videncias.cinéti 
c~s de protonación externa como se observa ep. ia .figura 94. 
El paso determinante de la velocidad para estos.complejos -
peptidicos que tienen histidilo requiere dos protones que -
se adicionen a los nitrógenos peptídicos, mientras la amina 
y el imidazol .finales de los oligop~ptidos son. coordinados., 
así conio en la dis'ócia~ión, el CU:(II) puede ser descrito c,2. 
mo un "saltador" sobre el ligando para dar: la estructura -
VI. 

Ataque Nucleo.fílico~ Estas reacciones son cai-acte·. 
rizadas por una dependencia de ia: concentración ~el nU:cleo..::. 
filo y por un incremento de la velocidad debido a un incre
mento en el pH. La d~pendencia d-ei pH para la re'acción dé
trien con Cu(H2G3f es típica y está ·dad·~· por ·1a ,_?1rva A~. 
la .figura 95 ·para la reacción de 3 x 10-3 M de· trien. La: 
utilidad de un si tic écu.at:orial (de un grupo que es despla..;. 
zado .fac:i.lmente desde ·un sitio ecu.atoriai) es impo:t>tante en 
el ataque nucleo.fílico. Ligandos amina quelatos son parti
cularmente efectivos como nucle6.filos, pero estas réacdo-
nes son sensibles a los e.fectos estéricos bloqueando el si
tio ecuatroial útil. El correspondiente ataque·nucleo.fíli
co directo pro trien sobre ·Cu(H2GGhis)- es siete ve~es m~s:.:. 
ientó y está dado por la línea A, (pH 1CJ-l2) en la .figura -

. ~ 

95. Como resultado de la.lenta reacciór+ nucleo.fílica con Cu 

(H2GG-hisr y ~u inactividad a la reacción de. disociación -
ácida (cu.rva B;) es posible ob:Serv~r otro mecanismo de rea~ 
ción, el camino nucleo.fí,.i;icq de· asíste:rié::ia de protón, desde 
un pH de 6 a 9 ( curva :C)r 
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Mecanismo Nu.cleofílico de Asistencia de.Protón. 

La velocidad de reacción entre trien y Cu.(H Gghis)
se incrementa abaJo de un pH de 9 ( curva C, figura 95'1 en -
contraste a la conducta de Cu.(H2G3)- (curva'A). La veloci-
dad nucleof'ílica de asistencia de protón (M seg-1) es igual
a 1.7 x 109 (H+) (H2trien2+) (Cu.-(H2..GGhis)-). Como se incr!:_ 
menta la concentración de trien, la dependencia de la veloci 
dad en trien desciende directamente (fig. 96) y la velocidad:
de transferencia de protón se vuelve. lim.itada. Abajo de un
pH de 7 empieza a formarse H3trien, efectivamente cambiando
el nucleofilo y·en la vecindad de un pH de 5-6 el camino de
disociación ácida ( curva B I fig. 95) toma lugar sobre del ca
mino nucleof'ílico de asistencia de protón. El mecanismo to
tal se describe en la figura 97. La causa de qu.e el camino -
nucleofílico de asis·tencia de prot6n no fuera detectado para 
la reacción de trien con Cu.(H2G3 r puede- ser observada en la 
figura 95. El camino nucleofílico directo ( curva A) y el ca
minó de disociación ácida (curva B)" son también favorables y 
el camino nucleofílico· de asistencia. de protón contribuye 
muy poco. Sin embargo, para ~os péptidos que ti~e:ri. hi~tid'i
na el cainino de asistencia de prot.ón es mu.y import_an~e para
reacciones con trien, EDTA, e histidina. 

Transferencia del Cu.(II)'desde ·Suero de Albúmina.
La cinética de transferencia del Cu.(II) desde.·sus complejos
con suero de albi:unina humana, suero de albúmina bovina, gli
gli-his, gli-gli-his-gli, y asp:....ala-hiS-'-lis con trien, todos 
presentan conducta similar .... Los modelos péptidos' que ~ienen 
hist:i.dina en el primer sitio de unión del Cu.(II-) en lós ·,su.e
ros de albúminas, donde el Cu.(II} está coordinado a la terrn.i 
nal amina, a dos ni tr6g~os peptídicos desprotohados y· al ni 
trógeno del imidazol del,;esiduo histidilo. La coordinació;;:
de imidazol altera grandemente la conducta cinética del com
plejo de Cu.(II). Todos los complejos reacc:i,onari. por un mee~ 



nismo nucleofíiico· de asistencia de protón a un pH fisioló
gico y los complejos de suero de albúmina son más seguros -
para transferir Cu.(II) que los complejos tetrapéptidos. 
Así en la figura 98 la reactividad relativa a un pH de 7 a 8 
es gli-gli-his} BSA,) gli-gli-his-.gli) ~p.al~.his.lis. El 
sitio de unión del Cu.(II) en BSA. parece estar totalmente e~ 
puesto .a la solución igual que cuando ~a proteína experirnen . . -
ta el cambio conformacional N a B entre un pH ,de 7 a 9. ;Las 
reacciones con trien' y con otros nucl:eofilos intol~cran des 

• . -!"'!"'!"' 

plazamientos iniciado en posiciones peptídicás_ no· termina.,.-
les. Estas reacciones son se~sibles a los ácidos, sop relf 
tivamente ;insensibles a factores esté;ricos peptídic;qs y $On 
influenciadas ~or coordinación ax;i.al de gru~os Gari~oxilato
útiles. 

Complejos. Peptídicos de Cu.(III). El oxigeno mol~ 
cu.lar .reacciona con te:traglicina (G4 ) Ct.i(lI) ~ sol,µci.ón ,... 
neutra para producir una espcie amarilla coµ u,na banda in-
tensa de absorción en 362 nm. Como el oxíge,io es c;:onsumido 
en la solución, la can.ti.dad de la espec;i.e .amapilla decae -
( fig. 99}. El espectro v;i.si bl~ y UV, la al;>sortivio..ad rnolap, 
la cinética de .disociación en ácido y· en ba,se, y. la conduc ..... 
ta de óxido-reducción de esta.: especi~s am~illas son si~~.,.. 
lares a las de Cu.(III) (H3G4 ) , que es generada por IrCl.6 ..,,. 
o por oxidación electrolítica del complejo de Cu(II) corre~ 
pendiente. Los product_os pept;i.dicos despu-és del decaimien.., 
to.del oxígeno que genero-la especie amarilla también son~ 
sim;i.lares a los formados cuando el Cu.(III) (H 3G4 )- dec;:ae -
en solución neutra. Estos productos incluyen una recupera
ción substancial de G4 sin reaccion~. (50-70% dependiendo -
del pH) lo mismo que fragmentos peptídicos o~idados como ~ 
glicilglicilnamida y glioxilglicina. 

El complejª tetragl~cina de Cu.(II) es oxidado a -
Cu.(III) por el Irc16 (fig .,100) ~ ·· El equilibrio de óxido-re.-
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ducción es reversible con cambio del pH, La dependencia 
del pH es un resultado del grado variable de protonación de 
los complejos tetraglicina de Cu.(II), considerando qu.e el -
compiejo de Cu.(III) está presente :Sólo como complejo peptí
dico triplemente desprotonado, Las curvas en la figura 1. 00 

corresponden a el equ1.librio de ·óxido-reducción en la reac'"" 

ció~-4.balanceada ~~r el equili~rio áci~o-base y ~e la_com
pleJ ación entre Cu. y HG4 , Cu.G4 , Cu.H G , Cu.H · G , y CuH 3 -2 · -14 -2 4 -
G4. 

· II( )-2 -2 -2 K . III )-
·Cu. H_3G4 . + Irc16 + IrC16 ,:~Cu. (~3G4 . + 

-3 .... -.Ir.C16 (4) 

El valor de K es 2.7-x 104 , y el potencial_de electrodo -. ox . 
resultante para eu.III,II es dado en la reacción 5. El bajo 
potencial_ y la estabi~idad relativamente alta de esta espe
cie de Cu.(III) en solución acuosa -.es de interés especial. 

(5) 

Para confirmar que el Cu.(III) .estaba presente, 
se hicieron antes y después de la oxidación espectros de re 
sonancia paramagnética d~ electrón (fig. 10·1). En est~ caso:=
el complejo de pentaglicina se oxido electrolíticamente a -
pH. de 10 usando una columna con una capa de grafito traba-
jandó el electrodo con un voltaje aplicado de 0.9V. L~ ~e
saparición de la señal de :i:-e,sonanci~ paramagnética de elec
trón del Cu(II) sobre la correspondiente oxidación á la fo!_ 
maci6n esperada de un complejo_ d_e 1bajo espín d 8 de Cu.(IlI). 

El iridio puede ser quitado de las _soluciones pe.E, 
tídicas de Cu.(III) al pasarla cont:j.nuamente ,por, columnas 
cambiadoras de aniones. El complejo bu.(1II)(H_3G4 ) es mu.--
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cho más lento f~ª descomponerse en ácido que el complejo -
Cu(II) (H_3G4) • En soluciones neutras a 25ºC la vida me
dia del CutIII) (H 3G )- es aproximadamente de 1 hora. La
velocidad de desco;po1ición se incrementa lo mismo en la b_! 
se que en el ác~do. La cinética de substitución del compl.!:_ 
jo de Cu.(III) d es claramente más lenta que la correspon-
diente a los complejos Cu(II). Es.te hecho fue usado en la
selección de resinas cambiadoras de iones Chelex para qui-
tar el Cu.(II) del Cu.(III) y en orden para determinar ·1a ab
sortividad molar de Cu(III) (H 3G )~. Estos valores de 
7200±300 M-1 cm-1 a 365 nm fue;on4checados por otros méto-
dos. 

La voltametría cíclica es un camino conveniente -
para medir los valores de E O para el acoplamiento Cu. III, II. 
Un electrodo de pasta_ de carbono da una conducta cuasi-!e-
versible como se muestra en la figura 102. Para comprobar e~ 
tos valores de Eº se hicieron experimentos voltamétricos 
que son válidos, cinco complejos peptídicos fueron examina
dos por dos métodos con Irc162 -pH limitado y electroquími
camente (tabla XIX). El .acuerdo de los valores de Eº de-
terminados por los dos métodos es excelente igual que la S.!:_ 

paración de pico a pico de la oxidación y ondas de reduc- -
ción (JmV) que fueron signif'icativ~ente más grandes de 
60 mV. El efecto de variación, la naturaleza de los grupos 
coordinados sobre el euIII ,II y el potencial se observan en 
la tabla XX. Como el número de grupos peptídicos desproto
nados se incrementan, los valores de Eº decrecen. Los der,i 
vados N formilo con el equivalente de cuatro grupos peptíd,i 
cos desprotonados coordinados al Cu. tienen un valor Eº más
bajo de 0.55 V. Los deriva~os N-formilo consistentemente -
bajan los valores de Eº (~abla XXI). El uso de residuos ala
nilo y valilo en lugar de residuos glicilo en la cadena pe.E_ 
tídica también bajan los valores de Eº. Como se observa en 
la tabla XXII,:la efec;tividad relati;va dada en potenciales ba 
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jos es CH(CH3)2) CH3) H. El volumen del grupo R favorece
la coordinación al pequeño ion metálico (Cu(III)) que puede 
ser un factor, 

El efecto de pH alto sobre soluciones de comple-
jos poliglicina de Cu(III) es esencial porque hay un cambio 
de color amarillo a rojo en un pH de 11 a 12, Este cambio
de color puede ser observado hasta el cuarto y úl t_imo por -
adición alternativa de ácido y base. El espectro del com-
plejo rojo es difícil obtenerlo por los métódos convencion~ 
les por la rápida reacción de óxido-reducción de la especie 
de Cu(III) en pH alto, En 28 seg toda la especie de Cu(~II) 
desaparece. Sin embargo,la figµra 103 muestra el espectro~ 
obtenido por la técnica videcon de flujo-detenido. En.la· fi 
~ura ·103A. el espectro d~ Cu(III), (H'-3G3a) se muestra con :=
un pico de absorción en 365 nm. El espectro tomado 5 seg -
después de mezclar con 1,0 M de OH- tiene picos nuevos en -
310 y 525 nm y el pico inicial en 365 nin desapareció. Este 
cambio de e:~ectro no ocur::e cuando reaccionan el euII1 (H_4 
Nformil-G4 ) con 1M de OH (fig. 103B). Además, el cambio -
de amarillo a rojo·no ocurre con eu111 (H_3(cH3)2N-G4 )- do!!_ 
de no hay hidrógenos en la amina terminal. De este modo, -
el cambio de espectro a pH alto. es atribuido a la ioniza-·
ción de un hidrógeno de amina como se ve en la figura 1.04 pa 
ra CuII1 (H_3G3a). Un tipo similar de ionización y cambio= 
de espectro se ha reportado para (AuII1 (H:,_1dien)x)+. La fi 
gura 1"05 muestra que la constante de ionización del hidróge
no de ia amina puede ser medida desde cambios de absorban-
cia en 525 nm, y se obtiene por extrapolación del valor ini 
cial antes de mezclar eu111 (H3G3a) con cantidades varia-:
bles de NaOH. Los valores pK para pérdida de hidrógeno de . a 
amina para cuatro complejos peptídicos de Cu(III)(TablaXXI~t) 
son inferiores a 11.3, Es interesante, cbmo un gran efecto 
de coordinación al Cu(III) se ·tiene sobre esta reacción de-
1onización que es raramente observada en solución acuosa. -
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El potencial de reducción para este complejo eu.111 (H_4 L) d~ 
crece.con el incremento de pH porque el hidrógeno de la ami 
na no está ionizado desde el complejo de Cu.(II) correspon-
diente. Desafortunadamente la base fuerte necesaria para -
formar el complejo Cu.III:(H_4L) también causa una ráp.ida de~ 
composición porque se oxida el ligando ~ue cataliza la base 
por el ~obre. La reducción del Cu.(III:) no es causada por :_ 
la oxidación del disolvente :por.que· ni: el .i:>~íg~no :o peróxido 
pueden ser detectados. Sólo un 25% de los ligandos coordi
nados con oxidados en.el caso de G4 y el-75% es recu.perado
intat:to. Esta y otras peculiaridades de la naturaleza de -
los produ_ctos sugieren que las reacciones de cambio de elec 
trón ent~e los complejos peptídicos de Cu.(II) y Cu.(III) so;:;_ 
rápidas.· 

La reacción 6 de transferencia de electrón se mi
dio por el método flujo-detenido de dicroisma circular a un 
pH de 7. 7. Sólo el complejo de tetra-L-alanina es activo "'"·· 

CUIII(H 
. 3 

(6) 

en CD, y se muestra en la figura 106 el campio · de . e:spec.tro
CD cu.ando el complejo de Cu.(II) es oxidado a Cu.(III) ~ Bajo 
las condiciones usadas (pH 7,7 y 2 x 10-4 M de eu_III (H_ 3G5)
.la velocidad del mecanismo fué de primer orden con una cons 
tante de velocidad de 0.1 seg-1 , derendiendo unicamente d; 
la conversión de eu.11 (H_2A4 )- a eu:1 (H_3A4 )-2. De ahi que, 
la constante de velocidad del cambio de electrón debe de 
ser mayor de 104 M-1 seg-1 •. Estudios a<iicionales que han -
progresado confirman que la reacción del cambio de electrón 
de este tipo es muy rápida. 
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III( ,-Se ha examin~do la reducción d:l Cu H_3G4 )-
con un·número de substratos incluyendo I , Fe(CN)64, ~ter,! 
Bu)2No, ácido ascorbico, cisteína, hidroquinona, y so3 . -

· Todas las reducciones son rápidas y parece que proceden por 
el paso de uri electrón. Reac~iones de trasnferencia de 
dos electro~es entre el Cu(III) y el Cu(!) pueden ser muy -
interesantes, porque evitan altas energías é intermediarios 
de radical ·1ibre, pero sin embargo .no se tienen ejemplos -
de esta· _conducta de oxidación biológica. 

En resumen, el Cu(III) es estabilizado por· la 
uni6n de péptidos desprotonados y el ·estado de oxidación ~ 

trivalente es mu.cho mé.s accesible en solución á.Cllo-sa en la
Cllal se ha producido. Variaciones en los valores de Eº de
más-de-500 mV se producen en los acoplamientos de óxido-re
ducci6n del euIII ,II por ·1a naturaleza del cambio de grupos 
de coordinaci6n. Si el Cu(III} existe en la naturaleza, es 
probable como mínimo que esté coordinado a péptidos despro
tonados que juegan un papel importante en la estabilización 
del estado de oxidación trivalente. 
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TABLA XVII. Bandas de Absorci6n Visible y Ultravioleta de 
Complejos de Cu.(II~) 

. Culll Co1nplex A.,un111 (,,M"1 cm"1} Media .Re/eren.ces 

Cu(trans-tetriunine)ª' 425 (15,000) CH3CN B1 

Cu (trans-diene)3' 

375 (12,000) 
275 (6,700) 
395 (14,530) C~CN B1 
335 (12,690) 

H~O Cu(en)28' 300 (2,500) SS 
'Cu(gly)t 310 (7,800) H20 u 
Cu(IOe)l" 414 (12,000) H,O 19 
CuBr2 (dtc) 560 (2,400) CH.Cl2 so 

370 (26;500) 
BaSOt re- B4 KCu(bih • 244 (strong) 

flectance 
340 (v. strong) 

KCu(3-Rbi)2. 2H20 
461 (\\·eak, sh) 

miso B4 270 (5,000) 
373 (8,500). 
4!i(! (weak, sh). 

. ¡_" . 
1-l~li \1.-l=N¿:~~i~ ;oo1-) 

/ /"'- ./,'· \H 
H2C. / ./C/- / ·CH2 . 
. \1/ ~/ / ·, .. ,· 

N-------.;.-N-, 

~---------------~ a,"- 2+G' ·vA""-, 1 / 
. 1 ' 1 , 

H2 1 .. CH 
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Hi4·--------r·-:---lm: . 

Hf.··----------Ofla 

'" 20'1 
I C I 1/ U I 

' I 

H ' "'' ;N----.0-----lm é ., . 

~NHCH NHt2 
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TABLA XVIII, Constantes de Desp~otonaci6n y Estabi, TABLA XVIII, Continliaci6n, 

lidad· A~lativa de CO!llple~os P,pti-

Species 
do-·Ca(II) 

Ref~snc, loo P (or Pt.) loo K,(orK.) Specie, log p (""' pt.J lag K (orK.) References 
CuGa•· 5.29 5.29 S7" Cu(H.,GGA) -0.02 -5.10 Cu(Ga) 22• 9.45 4.16 Cu(H.2GGA)- .-6.91 -6.89 
Cu(H.,Ga) (Ga)' 2.54 ·-6.9.1 CuGAG' 5.18 5.18 ss·. Cu(H.,Gal, -5.58 -8.12 Cu(H.,GAG) ,-0.14 -5.32 
Cu(H.,Ga)' -1.63 -6.92 Cu(H.2GAG)· -6.76º -6.62 
CuG2a2' 4.88 4.88 S7' Cu(H.,GAG) (OH)•· -18.16 -1-1.4 
Cu(H.1G2a)' -0.19 -,-5.07 CuAGG' ·· 4.81 4.81 99• Cu(H.,G2a) -8.20 -8.01 CuCH.,AGG) -0.17. -4.98 
Cu(H.,G2a) (OHt -18.02 .-9.$2 Cu(H.2AGG)· . -7.01 -6,84 
CuGaa•• 4.77 4.77 S7" Cu(H . .AGG) (OH) 2• -18.2 -11.2 
Cu(H.,G1a)' -0.51 -5.28 Cu(HGGhis)8' -14.65 (Pa) ' -Cu(H.2Gaa) -7.50 -6.99 Cu(H.2GGhis)- -2.2(est.) • - 11,41• Cu(H.1G1a)· -16.19 -8.69 

SI,; SI,' s4• 
Cu (N-acetyl-GGhis) 4.24 4.24 41• CuG22• 5.56, 5.68, 5.50 5.56, 5;68, 5.50 CuH., (N-acetyl-GGhi~) -2.26 -6.50 

Cu(H.,G2)' L50, 1.47, 1.40 -4.06, -4-.21, CuH.2 (N-acetyl-GGhis) -9.61 -7.35 
-4.11>. CuH., (N-acetyl-GGhis) -18.86 -9.25 

Cu(H.1G2) (OH) -7.79, -7.77 -9.29, -9.24 S1,S4 .. 

K Cu(H.,G2) (G,)' 4.34 2.H• S1 . • Cu(B..1G2) + G1· ;¡::t Cu(H.1G2) (G2Í [Cu(H.1G2)].(0H)· -U4 2.15 .. S1 
eua.•· ~.12, 5.08, 5:25 5.12, li.08, 5.25 S1 ,· SI,' ss• K . 
Cu{H.,Ga)' 0.01, -0.08, 0.02 • -5.11, -5.16, •• Cu(B..1G2)0H· + Cu(H-102) ;¡::t [Cu(B..1G2)]20H· 

I -li.23 K 
CÍH.2Ga) -6.67, -6.82, -6:68, -6.M, :i: Cu<B..2Ga>- + o,- ;¡::t CuCH-,Ga) .. -

-6.7l -6.73 • 25.0" and 0.10M NaCI04 or KNOa 
Cu{H.:iGa) {OHt -18.68, -18.32 -12.0, -11.5 'O.lOM (NaCIO.l 
Cu{H.,Gal22" -4.43: . 2.24t. ss• - • 0.10M (KNOa) 

ªO.I0-0.17M (NaCIO.> CuG. 5.13, 5.16 5.13,5.16 s1,· ss• '0.16MKCI 
Cu{H.,G,) -0.28, -0.36 .-5.41, -5.52 1 See Reaction 1 
Cu(H.2G,)· -7.09, -7.14 ·.-6.81, -6.78 • See Equation 2 
Cu{H.aG,)•· -16.24, -16.30 -11.15,-9.16 

·cuo.· 5.32 5.32 SB" 
Cu{H.1Gs) -0.68 -6.00 
Cu(H.2Gs)· -7.58' .-6.90 
Cu{H.aGs) 2" -15.62 -8.04 
CuGGpA• 5.25 5.25 SI' 
Cu{H.1GG,8A) -0.02 -5.27· 
Cu {H.,GG,BA)- -6.10 -6.08 
CuGpAG' 5.60 5.60 SI' 
Cu(H.1G,8AG) 0.24 -5.36 
Cu(H.2G,8AG)- -5.50 -5.74 
Cu,BAGG' 5.28 5.28 · SI' 
Cu(H.1,BAGG) -0.04 -5.32 
Cu{H . .,aAGG)· -5.58 -5.54 ... CupAG' 5.50 uo ex,· 
Cu{H.1,BAG) uo -uo c.., 

CuGGA' 5.08 5.08 S9" 
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Figura 102. Voltamograma é:!clico de -
Ci.t(H G4) a 100 mV con electrodo de .
carJn y potencial de electrodo 0.63. 

Figura 101. Espectro EPB. fie pE:?J,taglicina de Cu a temperatu
ra de N,·l~quido y 9,075 GHz. (~} Después de la oxidaci6n -
electroiitica da Cu(III) (H3G5) ; (B) Antes de la oxidación 
Cu{II)(Hl5)2-



TABLA XIX, Potenciales de Electrod~ (vs, NHE) para eu.111 •11 

Cyclic l'oltainmetry' lr'" -pH Equil . 
Cu(IIIJ-Peptide .6.ml' Eº (l'J Eº (V) 

Cu (H.3hexnglycine¡- 95 0.67 0.67 
Cu (H.3Pentaglycine) • 80 0.66 0.65 
·Cu(H:3tetraglycine)· 85 -0.63 0.63 
Cu(H.3triglycinamide) . 72 0.64 0.64 
Cu (H.2di-L-alanylamide) (OH) 165 O.SO· 0.78 

TABLA. XX, El'ecto de Grupos de Coordinaci6n en Eº de_Cu.Ill,II 

t;u( 111)-Peptide 

Cu (H.2glycylglycyl-L-histidine) 
Cu (H.2triglycine) 
Cu (H:2diglycinamide)(OH) 
Cu (H;3triglycinamide) 
Cu (H.3tetraglycine) • 
Cu (H.4N-fonnyltetraglycine)1" 

pH 

7.5 
7.7 

·9.2 
9.5 
9.3 

11.5 

Eº (V) (NHE)' 

0.98 
0.92 
0.89 
0.64 
0.63 
0.55 

TABLA XXI, El'ect<i Derivativo de ~Formilo en Eº de Cu.llI,Il 

Cu(Ill)-Peptide 
Cu (H.3tetraglycine) • 
Cu (H.,.I\' -formyltétraglycine)1• 

. Cu (H.3triglycinamide) • 
·· ·eu (H.~N-formyltriglycinamide)2• 

Cu (H.2triglycine) 
Cu(H.3N-f.orinyltriglycine)· 

Eº (V)(NHE)" 

0.63 
o.5s• 
0.64 
·0.49. 
0.92' 
0.75 

TABLA xxn. Efecto del Ligando Grupo-R en la Substitución sobre -
gl Eº de eu.llI,II 

Cu(IIIj-Peptitie Eº (V) (NHE)' 

Cu (H.8tetraglycine) • 
Cu (H.3tetra-L-alanine) • 
Cu (H.atetra-L-vaJine) •. 
Cu (H.3pentaglycine) • 
Cu (H...,penta-L-alanine) • 

0.63 
0.60 
0.51 

· 0.66· 
0.61 

TABLA XXllI, Const~tes de Ionización de Hidrógenos de Amina 
Coordinados a CCllllp~jos P~ptido-Cu.(nI)'. 

Cu111 (H.3L) º ,.,t eum (H.,L)2 • + H' 

L 

º•ª º• G,. 
G, 

pK. 

12.6 
12.1 
11.6 
11.3 
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