»‘

HE I

~f

G

ol

GENCIAS QUIMICHS
£ 6@

-
2@ Universidad Nacional Autnoma de México

FACULTAD DE QUIMICA

QUIMICA BIOINORGANICA DE LOS METALES DE
TRANSICION FIERRO Y COBRE

r £ S I 3
TRABAJO MONOGRAFICO

Que para obtener el titulo de:

e v I M I € 0

P r e s e n t a

Héctor Ricardo Sanchez Barrera

México, D. F. 1981



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO

PRESIDENTE PROF. ALICIA BENITEZ DE ALTAMIRANO

VOCAL " ,ALBERTOMOBREGON PEREZ __
SECRETARIO " MAETHA RODRIGUEZ PEREZ

ler. SUPLENTE w _EMILIO BARRAGAN HERNANDEZ
2do. SUPLENTE "  GUILLERMO JOSE VALENZUELA

Sitio donde se desarrolld el tema:

FAGCULTAD DE QUIMICA CIUDAD UNIVERSITARIA
MEXICO D.F, B

Sustentante:

Asesor del tema: _ ;
MARTHA RODRIGUEZ PEREZ : -




Este trabajo lo dedico con mu-
cho carifio a mi Padre (+) y Ma
dre, a mi Esposa e Hijos, a -
mis Hermanos y aquellas perso-
nas que me brindaron su ayuda.
A todos les doy ‘las gracias -
por su apoyo y aliento en mis-
estudios profesionales.

MUCHAS GRACIAS.

IT



I1I

INDICE

Introducciébn...... 4

QUIMICA BIOINORGANICA

DEL FIERRO
I Grupo de las proteinas heme .. 10
IT Grupo de la transferrina 50
IIT Grupo de la ferritina. 61
IV Grupo de la ferrodoxina..... 80
V  Grupo de los sideroforos,.., 89

QUIMICA BIOINORGANICA

DEL COBRE
I Hemocianina.. . e 12
II' Plastocianina, azurina’y estalocianina.... 117
III Galactosa oxidasa y superdxido dismutasa..... 135

IV Complejos peptidicos de Cu (II) y Cu (III)... 166

Bibliografia ....... 190

NOTA: Gréaficas y dibujos'al final de cada capitulo.



INTRODUCCION

Las investigaciones de los sistemas vivos se ha-—-
bian desarrollado independientemente entre las ciencias, ya
que la Biologia por su parte habia tratado el problema estu
diando los diferentes sistemas vivos que existen en éste -
planeta y por otro lado la Quimica lo habiahecho 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 investigaciones tan profundas que dieron lugar a -
otras interdisciplinas.

[ En el momento en que se encontrd que la célula es
taba formada por moléculas y éstas a su vez por atomos na--
cid la BiOquimicg} que se desarrolld primero en la rama de-
Biorgénica, después en Biorganica metalica y por ultimo en-
Bioinorgénica, en cada una de éstas ramas se relacionaron -
las propiedades, procesos y funciones de los sistemas vivos
desde un enfoque bioldégico y quimico.

A la Biorganica le correspondio investigar 'y estu
diar las moléculas orginicas que fueron parte de la célula-
v que como tales tienen sistemas de &tomos de carbono (a1--
quilos, arilos, fenilos, etc.) que a su vez son unidades -
de moléculas més grandes como aminodcidos y proteinas.

Después se encontrd que éstas moléculas orgénicas
tenian interaccidén con los metales en los sistemas vivos y-
de aqui parti6 el desarrollo de la rama organo metélica, pe
ro ésta relacién también se encontrd en sistemas no vivos,- .
como en el petrdleo que ha sido base principal de su estu--

dio.
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LPor ultimo, se ha desarrollado la Quimica Bioinor

génica en la cual encontramos que los metales son un factor
basico importante en la organizaciém estructural de molécu-

las bioquimicas%

Entendiendo que los metales con su carga positiva
interaccionan con la carga negativa de otras moléculas como
proteinas, aminoacidos y enzimas, a través de uniones coor-
dinadas con atomos de nitrbgeno, oxigeno, carbono, azufre o

fésforo haciendo que la macromolécula resultante tenga acti

vidad biolédgica.

Enfocando nuestra atencidén hacia ésta ultima in--
terdlsc1p11natla Quimica Bioinorgénica podemos decir, que -
es la que estudia el papel de los metales en los sistemas -
biolégicos que forman compuestos complejos que son indispen
sables para la vida y rompe asi con las barreras existentes
entre las ciencias basicas independientes como la Biologia-
v la Quimica Inorganica que se relacionan por medio de las-
funciones de las macromoléculas bioldgicas en la vida;k

Los sistemas vivos estén rodeados por un medio am

biente inorgénico y mantienen interaccidén entre ellos y el-
medio que los rodea. A través de la historia de la evolu—-—
cibén en el planeta estos sistemas se han adaptado.al medio,
han desarrollado sus estructuras, funciones, procesos y me-
canismos de proteccion de acuerdo a las condiciones de la -
naturaleza. Son ejemplos, el sistema nervioso, toda cla-
se de mecanismos homeostaticos, mecanismos inmunoldgicos en
los animales superiores, produccién de enzimas y subsecuen-
te metabolismo de substancias extrafias.

En la actualidad la explotacidén de la naturaleza-
por el hombre a través de la tecnologia, ha creado cambios-
en el medio ambiente que han hecho que la vida se torne di-~



ficil 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 inorganico 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 rios coloan a los metales en un medio acuoso propicio
para que muchos sistemas vivos los utilicen. E1 hombre los
extrae de las minas y asi por un camino u otro encontramos-
a los metales en el medio ambiente y que serén usados por -
los sistemas vivos, voluntaria o involuntariamente ya que -
la accidén de los metales sobre éstos serd esencial o perju-
dicial para su existencia.

ELa accibén de los metales en los sistemas vivos se
ha estudiado en los Ultimos 10, afios por dos caminos que son:
a nivel biolégico y a nivel molecular.]

Biolégicamente los compuestos metdlicos son absor
bidos por los or ganismos y metabolizados por un camino u -
otro. Algunos iones metadlicos o sus compuestos pueden ser -
rapidamente excretados a travésde la orinha o excremento, -
mientras que otros pueden permanecer y asi acumularse en -
los cuerpos de los organismos.

Algunos organismos marinos acumulan elementos es-—
pecificos como Ca para formar conchas o caparazones (CaCO3)
y otros Si en forma de silicatos. Otros como los Radiora--
liam usan SrSO4 como material esquelético, los Ascidians -
(Tunicates) concentran V en sus células sanguineas, otras -
especies de Ascidians concentran Nb en lugar de V.

Es importante seflalar que hay una rigurosa especi
ficidad en la unién de los metales por los organismos mari-
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nos. Los moluscos son especialmente eficientes en enrique-
cerse de metales del agua de mary la razdén es que éstos or-
ganismos acumulan iones metdlicos selectiva o no selectiva-
mente ya que su mucosa superficial estéd expuesta directamen
te a el agua del mar y actia como adsorbente para los meta-

les.

LEn el hombre los iones metdlicos como Fe, Zn, Cu,
Mn, Mo, Co, Mg, Ca, K, Na, han sido considerados como esen-
ciales, asi el Co es un constituyente de la vitamina Bqp y-
sus derivados. El Si y B son considerados como esenciales-—
para las plantas. E1 Al, Pb, Ni, Cr, Cd y Hg se encuentran
igualmente en plantas y animales, sin embargo, no hay evi--
dencias definitivas para considerarlos esenciales. E1 Pb,-
Cd y Hg son notorios por sus efectos nocivoszj Los elemen--
tos considerados esenciales también pueden ser dafiinos cuan
do se encuentran en gran exceso Si éstos no son removidos -
eficientemente por los organismos. Una deficiencia de és--
tos metales lleva consigo sintomas caracteristicos en los -
organismos, ésto es conocido como "nivel de tolerancia" y -
difiere de un metal a otro y de un organismo a otroZ]

Otras interacciones de los metales con los siste-
mas vivos a nivel biolégico, son la de mantener[}a presion-
osmbtica constante en el interior y exterior de la pared ce
lular, funcién que llevan a cabo el Nat y K+, la sensitivi-
dad de las células nerviosas y musculares requiere de la =
presencia de cg* y M§+, el calcio también ayuda a mentener-
el ritmo cardiaco correcto, ademds es usado para la conver-
sidn de fibrégeno a fibrina y en la elaboracidén de la pared
celular como corteza o esqueleto en la estructura de la ce-
lulosa. E1 Mg+ se encuentra como complejo en los éacidos nu
cléicos en el interior de la célula y también es usado en -
el proceso de fotosintesis en las plantas ya que se encuen-
tra en la clorofilatj
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C.Metales de transicidén como el Fe y el Cu sirven -
para transportar O, en la hemoglobina de la sangre, el Zn y
el Co sirven como sitios cataliticos en las enzimas.] Otros-
metales como Hg, Pb y Cd tienen acciones inhibidoras en las
enzimas desactivéndolas, pero existen organismos como bacte
rias aerdbicas que convierten el Hg° en metil-Hg que es una
forma de detoxificacidn para ellas mismas. El metil-Hg y
sus derivados son. facilmente disueltos en medio acuoso y se
acumulan en los animales rarnivoros superiores en'su cadena
alimenticia. La bacteria Pseudomona K52 puede descomponer-:
compuestos orgénicos de Hg como el fenil acetato de Hg y -
producir benceno y Hgo.

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

{1La interaccién de los metales con los sistemas vi
vos a nivel molecular es principalmente con sus proteinas;}
Por ejemplo,[;os diez metales esenciales para la vida del -
hombre se podrian dividir en dgi grupos: el primer grupo -
compuesto por Na*, X*, Mg  y Ca que se unen unicamente al-
0 vy son mbéviles, y el seghndo grupo de la serie de transi-
ciéon Fe, Cu, Zn, Co, Mo, Mn, los cuales tienden a unirse co
valentemente al 0 , S y N v no se mueven. { Sin que ésta-
sea una clasificacidn estrictia, los metales dependen de la
misma para interaccionar con las proteinas. La valinomici-
na que es una proteina usada en experimentos de sistemas de
transporte ibnico en biofisica con férmula:

e
&

Me Me -CH CH-Me CH-Me
) 2 12y 2

{0-CH-CO-NH=CH-C0-0-CH-CO-NH-CH-CO )y

+
tiene una alta especificidad por el X con el cual forma -
un complejo alrededor de 2090 veces mas estable que con el-
N% . En éste complejo de X todos los grupos polares estén



alrededor del idn metédlico y éste queda en el centro de la-
molécula y los grupos no polares quedan hacia afuera de la-
molécula, sus uniones de hidrdgeno mantienen la molécula en
una conformacidn conveniente y el centro polar es formado -
del tamaiio justo para que entre el idon K , que es coordina-
do octaedricamente por seis dtomos -del carbonilo de un es--
ter (X-0 aprox. 2.8 A‘) por una atraccién de tipo ién-dipo-
lo. El mecanismo de movimiento de complejos de ésta clase-
a través de membranas biolégicas ha sido sugerido como una-
bomba para empujar los idnes alcalinos y vencer la supuesta
difusién en las células, siendo éste un campo importante pa
ra la investigacién.

Las enzimas de Zn actdan como catalizadores super
écidos y la geometria alrededor del metal puede ser descri-
ta como un tetraedro irregular. La substitucidén del Zn (II)
por Co'(II) mantiene la actividad enzimética y permite un -
registro del espectro de absorcibén visible debido a lazgrqg
sicion d-d de 1la enziga de Co (II) en solucién. E1 Cd" es
también similar al Zn , estéd situado en la base de una -~
grieta o abertura en la proteina y el substrato de geome- -
tria exacta puede entrar en la grieta y puede atacar al Zn
sobre el lado "abierto" o puede ocurrir en desplazamiento -
de H20 (aunque e€esto no sucede en todos 1los casos)'a la vez-
que la reaccién apropiada se efectdia., La naturaleza de la-
simetria del sitio en éstas enzimas puede ser estudiada por
los efectos inhibidores que tienen sus propiedades fisi- -

cas.

La principal protefna almacenadora de Fe se en- -
cuentra en el higado y vesicula del hombre, llamada ferriti
na, que consiste en una esfera, la cual tiene un centro muy
denso de electrones de hidréxido férrico y fosfatos. Se -
cree que hay cerca de 2000 &tomos de Fe en el centro los -
cuales estan unidos a una cubierta proteinica (apoferriti—-
na).
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El mecanismo por el cual el Fe de la ferritina es
movilizado se cree que es controlado por éxido-reduccién en
presencia de ciertos quelatos desconocidos. Sin embargo, -
en el flufido sanguineo, se piensa que la proteina que con-
tiene el Cu "azul" de 6xido-reduccibén la ceruloplasmina que
es la que controla el intercambio de Fe. de apotransferrina-
para formar transferrina, la cual juega un papel clave.en -
la utilizacién del Fe para la biosintesis de hemoglobinatj

Ahora, una vez vistas las interacciones que su- .-
fren los iones metédlicos a nivel bioldégico y molecular, ve-
remos cuales han sido los coriceptos bésicos de la Quimica -
Inorgénica més relevantes que se han usado en los estudios-
e investigaciones para esclarecer las interrogantes que -
plantea la interaccién de los iones met4dlicos con los siste
mas vivos.,

En el caso donde las fuerzas iénicas o electrosti
ticas son predominantes en la fuerte unién,'ésta es goberna
da por el potencial eléctrico del ién metdlico, que es Ze/}
(Zemcarga eléctrica y r= radio iénico). De esta forma, los
iones metédlicos con potencis%es eléctricos similares pueden
ser intercambiables. E1 Ca + en ggchos sistemas biolégicqs
puede ser substituido por Eu o Sr y éstos pueden ser uti-
lizados como cationes‘informadoreszgn la investigacién ge -
ciertas funciones bioldgicas del Ca . Si se utiliza Sr 1la
radioactividad de éste se hace detectable en los huesos, pe
ro esto puede producir efectos peligrosos en la médula de -
los huesos donde se produﬁgn las células sanguineas, El1 -
Be puede substituir al Mg aunque es mucho més pequefio pe-
ro tiene un alto potencial elécEEiqo y se une més fuertemen
te a algunas proteinas que el Mg y entonces bloquea su ac-
tividad. E1 mismo factor gobierna el nimero de coordina- -
cion y la energia de hidratacién de un catién,



La coordinacidén de otros ligandos es una substitu
cibn de moléculas de H20. Por ejemplo, el X es deshidrata
do y coordinado por ligandos hidrofébicos, mas rapidamente-
que el Na. Otro factor importante es el tamafio del catidnm.
Hay varios ligandos macrociclicos conocidos, biogenéticos y
sintéticos, los cuales se unen a un idén metédlico alcalino -
en particular debido a su tamafio, que es el caso de la valji
nomicina y el K+ del que ya hablamos.

La fuerza de los grupos coordinadores en orden -
bioldégico, son las moléculas N-imidazoles, NH, (1isina,etc.)
bases purinas y pirimidinas (DNA y RNA) etc. 0-OH (serina,-
tirosina, etc.), COO (&cido glutémico), PO3 etc.; S-SH (cis
teina), SR (metionina) y otros. Cada ién met&lico tiene una
relativa fuerte afinidad por ciertgi atomos coordinantes; -
por ejemplo, el CoO por el N, el Fe por el O etc. Sin em-
bargo, la especificidad no es muy estricta y tal vez débil-
en muchas proteinas. Entonces el problema es totalmente com
plejo.

Otros factores son la llamada energia de estabili
zacién de campo cristal y la covalencia. La anterior esté-
estrechamiente relacionada con los conceptos de dureza-sua-
vidad de la pareja idén metélico-ligando.

Los ‘métodos fisicos que se han usado para el estu
dio e investigaciones de la interaccitn de los iones metéli
cos con los sistemas vivos son métodos de estudio de com- -
puestos inorgénicos particularmente de los complejos de -
coordinacidén como los espectros visibles, infra-rojo, ultra
‘violeta, resonancia magnética nuclear, resonancia de espin-
electrén, dicroisma circular, electroquimica (polaragrafia-
y conductancia), susceptibilidad magnética, cristalografia-
de rayos X.



Por medio de estos métodos se han podido definir-
y aclarar las estructuras de los anillos porfirina, los si-—-
tios cataliticos de las metalo-enzimas, la localizacidén -
exacta del metal en 1s molécula, la geometria que tienen -
los ligandos alrededor del ién metélico, la substitucidén -
del idén metélico 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 Quimica Bioinorgénica, reconoce-
mos la importancia de ésta interdisciplina y prueba de esto
es que se han organizado en los Ultimos afios, dos congresos
sobre la materia, el primero efectuado en 1970 y el segundo
en 1977; en Universidades de Canadd y E.U. se han iniciado-
cursos de Quimica Bioinorgénica desde 1971 de licenciatura-
y doctorado.

E1l objetivo de éste trabajo es precisamente expo-
ner los avances que se han dado en el estudio e investiga—-—
ciones de la Quimica Bioinorgénica de los metales-de transi
citn Fe y Cu en los ultimos 10 afios, en lo que se refiere a
la localizacidn de los metales en la estructura de las pro-
teinas, la coordinacién de los ligandos, identificacidn de-
los mismos, estados de oxidacidén de los iones meté&licos, 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 &rea y esperamos -
que sea un trabajo bien logrado de tesis para examen de Li-
cenciatura.
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QUIMICA BIONORGANICA DEL FIERRO

I
GRUPO DE LAS PROTEINAS HEME

ggigé, el grupo de proteinas de Fe més estudiado-
son las hemeproteinas, las investigaciones y estudios que -
se han hecho sobre la estructura, comportamiento del metal-
y su funcibén se basan principalmente en la investigacidn de
datos espectroscopicos y magnéticos de las proteinas natura
les o de deriva os de las proteinas naturales y de compues-
tos complejos sintéticos semejantes a las proteinas.

En la medicidn y determinacidén de los datos de -
los diferentes métodos espectroscépicos y magnéticos se han
usado como variables; el cambio de estructura del anillo -
porfirina, cambio de estado de oxidacién del metal, cambios
de ligandos del metal, cambios de medio que rodea a la pro-
teina, cambio del metal, resultando en efectos significati-
vos sobre un nimero de parametros fisicos observables inde-
pendientemente que han servido para establecer con més deta
lle aquellos aspectos de estructura que determinan la fun--
cién de las hemeproteinas.

El anlllo porfirina o heme es un sistema que une-
cuatro anlllos pirroles a través de puentes meteno (= CH-) -
caracterizéndose éste sistema por las dobles uniones conju-
gadas. Los compuestos de porfirinas naturales son forma--
dos generalmente por adicidén de substituyentes en las posi-
ciones de la 1 a la 8 b bien a los puentes meteno o, e 1
d', y son Ilamados de acuerdo al numero y tipo de substitu
yentes. , Las profirinas sintéticas son formadas por adicidn
de substituyentes a los anillos de pirrol de la porfina.
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Quitando los protones del nitrégeno pirrélico, la
porfirina se comporta normalmente, como ligando tetradenta-
do y forma facilmente compuestos complejos con una variedad
de metales. La porfirina como se observa en la figura 1, -
es una molécula plana, los iones metdlicos al reaccionar -
con la porfirina ocupan el hueco en el centro del plano del
anillo.

En las hemeproteinas como la hemoglobina, mioglo-
bina, citocromo, es el Fe el que ocupa ese hueco.

Al cambiar los ligandos axiales del metal que son
el quinto y sexto sitios de coordinacién del Fe en la heme-
proteina y que quedan por arriba y abajo del plano del ani-
llo porfirina, afectan la fuerza de unidn entre el Fe y los
nitrbdgenos de la porfirina que son los primeros cuatro si--
tios de coordinacién en el plano; reciprocamente cambios en
los grupos de la periferia del anillo porfirina akteran a -
su vez la basicidad de los nitrdgenos de la porfirina, la -
unidén entre los nitrégehos del anillo y el Fe, y la unidén -
entre el Fe y los. ligandos axiales. Cada efecto cis y -
trans ha sido bien estudiado para porfirinas de Fe(II), pe-
ro en menor grado para hemeproteinas.

Sin embargo, muchos detalles de interpretacién de
los efectos en compuestos de Fe(III) se han obtenido recien
\

temente.

'La magnitud de cambios en varias propiedades fisi
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 may marcados-
de los ligandos sobre la banda del infrarojo cercano, el pi
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co cuédruple del espectro de Mossbauer, y picos de campo ce
ro medidos directamente en el infrarojo lejano, son ilustra
dos por datos en la tabla 1.

La figura 3 ilustra cambios en el espectro elec--
trénico 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 hemep{oteinas.
El cambio en el espectro electrdnico atribuido a el cambio-
en el ligando axial .sigue el mismo orden de ligando en las-
otras propiedadés fisicas incluyendo la resonancia de espin
electrénico (ESR), la cual 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 paramagnéticos varian.

\

El espectro de resonancia magnética de protdén se-
ilustra en la figura 5 para los derivados azida y fenoxo en
CDCl3. Son notables los grandes cambios paramagnéticos pa-
ra los protones porfirina y también para los protones del -
ligando fenoxo. No es dificil sefialarlo en las heminas y -
proporcionar una base para la aplicacidn de estudios de re-
sonancia magnética nuclear en hemeproteinas paramagnéticas.
Sin embargo, hacer sefialamientos en el caso de las protei--
nas es mas dificil; separacidén de contacto, seudo-contacto,
y efectos de campo de anillo comin representan un mayor pro
blema.

La magnitud de los efectos de campo de anillo co-
min es ilustrado por la influencia de concentracién en el -
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 CDCl,. (fig. 6). Como la concentracién es incre
mentada, el equilibrio entre especies monoméricas y diméri-
cas es desplazado en favor del dimero. La grafica de cam--
bios quimicos contra concentracién (fig. 7) revela que la -
resonancia del grupo metilo 5 es menos sensible a la forma-
cién del dimero que -los metilos 1, 3 y 8. Pueden ocurrir -
cambios en la frecuencia como un resultado de los efectos -
de campo de anillo comiin intermolecular presentes en el di-
mero pero no en el mondémero. Las técnicas espectroscdpi--
cas mencionadas se han aplicado a las hemeproteinas. Deter
minaciones de bandas de campo cero en el IR dejano se han -
hecho en fluoruro de mioglobina (11.9 em ') v fluoruro de -
hemoglobina (12.5- ) y se han comparado con fluoruro de pro
E?hemina (10.0 am ) y fluoruro de deuterohemina (11.1 cm -

). Fue encontrado un valor de E (E/D ca. 0.085) para la-
azida protohemina como base de una contribucidén del ligando
azida para la distorsién rdmbica en ausencia de cualquier -
proteina o una histidina trans, como en el caso de las azi-
das de mioglobina ylhemoglobina.

/

Es claro que estas aproximaciones a lo largo de -
las determinaciones de estructura de hemeproteinas con ra--
yos X representan pruebas altamente prometedoras, sin embag
go, pueden ser estrictamente limitadas en su interpretacién
en términos precisos para explicar la funcidén de la enzima.
La identidad de los ligandos axiales Umnidos al metal en una
hemeproteina dada, bajo un grupo de condiciones es frecuen-
temente oscura. Ademés, atn si los ligandos son conocidos,-
no se puede suponer conocimiento de la estereoquimica, fuer
za de unidén, y medio ambiente de los ligandos en el disolven
te o en la proteina, cualquiera de estos es un factor de im
portancia para las propiedades exhibidas por la hemeprotei-
na. Si el ligando tiene protones puede usarse el espectro-
de resonancia magnética nuclear. Recientemente se han pro-
bado técnicas de IR en ésta é&rea.
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El espectro IR de soluciones acuosas de hemoglobi
nas y mioglobinas presentan una "veg;ana" de absorcidén rela
tivamente baja entre 1750 y 2800 an . Bandas de ligandos-
como; mondxido de carbono azida, y cianuro unidos a éstas -
hemeproteinas 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 proteinas -
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 que sblo una banda de CO se -
encontrd para hemoglobinas normales. Asi, con los deriva-
dos de CO y N3, la mioglobina muestra una gran tendencia pa
ra unir ligandos por dos caminos, uno mas que la hemoglobi-
na. Se concluye de los datos del espectro IR que los ligan
dos CO y N3 forman significativamente uniones flexionadas -
Fe-ligando en hemoglobinas y mioglobinas (fig. 10). Las -
uniones aparecen mas grandes en la mioglobina, Por lo tanto
la,\)co es mayor de 1944 cm = para la COMbs comparada con -
1951 cm = de la COHbA; se espera que una frecuencia baja -
acompafie a una mayor desviacidon de la linealidad. La falta
de sensibilidad de la frecuencia del ligando a cambios de -
PH en proteinas normales, lo mismo que efectos de substitu-
cién de aminodcidos por la histidina lejana de hemoglobinas
anormales, sugieren una interaccidén de unidn entre la histi
dina lejana y el ligando, no una unidén hidrbgeno como se -
propone en un estudio de rayos X de N3Mb sino mejor una in-
teraccién n-@ donador-aceptor con la histidina como donador
y el atomo ligando unido al Fe como aceptor. Asi, la unién
marcada (?) en la figura 10 representa una unidn entre un-
carbdno de CO parcialmente positivo y un nitrdgeno de la -
histidina parcialmente negativo. Aunque bandas de IR para-
uinones de Oy no son utiles por su baja resolucidén, datos -
de rayos X han sido obtenidos para OgHb 6 OoMb, indudable--
mente que el Oy ocupa el mismo lugar que el CO y experimen-
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ta interacciones de unién con el Fe(II) y la histidina 1le-
jana similares. Una unién lineal Fe-O, es excluida por fun
damentos tebricos y estéricos. - Sin embargo, una unidn fle-
xionada de Fe-0Op es completamente consistente con los datos
disponibles. Y la mayor afinidad del Oo por la mioglobina-
més que por la hemoglobina esta de acuerdo con una mayor -
flexidén y una "cavidad estrecha" en el caso de la oximioglo
bina. En el otro caso, los datos titiles del IR y de rayos-
X no sugieren flexidén en el cianuro pero son mas compati- -
bles con la presencia de uniones lineales Fe-CN en las cia-
no mioglobinas y hemoglobinas.

La oxidacién de la oxihemoglobina diamagnética -
produce la ferrihemoglobina, un derivado paramagnético de =
alto espin y 5 derivados de bajo espin los cuales pueden -
ser estudiados con resonancia paramagnética de electrén -
(EPR). Para muchas proteinas heme, existen 5 combinaciones
de ligandos Z de bajo espin, cada combinacién tiene uh ran-
go de valores "g", pueden presentarse naturalmente o a tra-
vés de modificaciones quimicas, utilizando ligandos endége-
nos de la heme. Cuatro de estas combinaciones de ligandos;
tienen necesariamente un &tomo de nitrdgeno de una histidi-
na. Los otros ligandos Z posibles son OH , N histidilo, -
5 metionilo, y un ligando nitrogenado de composicidén quimi-
ca indeterminada. La quinta combinacidn de ligandos Z tie-
ne un S de cisteina y una base nitrogenada como las combina
ciones anteriores. En una mezcla se pueden separar cuanti-
tativamente cada especie de bajo espin y ensayar para todas
los citocromos paramagnéticos de hemoglobina en células ro-
jas intactas.

Existe un buen nimero de proteinas heme que se -
presentan en el estado ferroso y que son muy interesantes,-
pero estas no se pueden estudiar por resonancia paramagnéti
ca de electrén.
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Los compuestos férricos existen en sus dos esta-~
dos de espin:alto espin (5/2) y bajo espin (1/2). La reso-
nancia paramaghética de electrén de cada uno de ellos es -
muy diferente cuando son examinados a bajas temperaturas en
soluciones tipo congeladas de porfirinas o proteinas heme.-
La figura 11 es la gréafica de un espectro de EPR tipico de-
una absorcibén derivativa observado a bajas temperaturas en—
el aparato de banda X (900 Mc/seg.). E1 estado de alto es-
pin es el superior. Hay una extensién de la absorcién de -
los valores "g" desde 6 hasta 2. E1 valor "g" es un factor
de la escala,que es la inversa del campo magnético y es més
usado porque ya tiene dividida la frecuencia del espectrbéme
tro. Los ésPectros son tomados en la forma derivativa, y -
asi estas formas representan una absorcidén del rango "“g"-6-
2. Hay un espectro axial, que se puede esperar de una molé
cula como la porfirina que tiene simetria de dobles enlaces
si no se hace caso de la diferencia entre los grupos substi
tuyentes de la periferia. La curva de abajo es de un tipi-
co compuesto férrico de bajo espin y tiene tres absorciones
derivativas caracteristicas. Con suficiente precisibn, los
tres valores "g" pueden ser leidos a la derecha de los tres
lugares indicados.

Ahora examinemos un espectro EPR real de un ejem-
plo de porfirina. E1 cloruro de hemina disuelto en N,N-di-
metilformamida da el espectro formado en la figura 12. La-
curva de absorcidn de abajo se extiende en g-6-2 y la curva
superior (absorcién derivativa) es miy grande en g=6 y esca
samente perceptible en g=2. Hasta donde se puede decir de-
cada uno de los espectros, el sistema es axial; 9, 9 es-
tén en 6, mientras que g, estad en 2. Se puede convertir fa
cilmente a la hemina en un compuesto de bajo espin por adi-
cién de ligandos que reempiazaran al cloro. Uno de estos -
ligandos es el mercapto etanol, al adicionarlo al ejemplo y
congelando la solucidén 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 absorciém, la
curva superior es de absorcién derivativa). Se pueden -
leer los tres valores de "g", y la absorcidn 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
estd en g=2. Este compuesto bioldgicamente no es muy inte-
resante, .pero un compuesto exactamente anidlogo puede hacer-
se por adicionar simplementeé mercaptoetanol a una proteina-
heme, como la mioglobina. Al hacer esta operacidn se obtie
ne el espectro de EPR y es esencialmente idéntico, Asi se-
hace un compuesto mercaptoetanol heme interno en la misma -
proteina, y es exactamente como la serie de compuestos que-
se estan estudiando.

La mioglobina es una proteina heme que se encuen-
tra en los misculos rojos, une oxigeno y se presenta normal
mente en el estado ferroso, pero puede ser convertida rapi-
damente a el estado férrico. Se compone de una cadena poli
peptidica ¥y un grupo heme.

La hemoglobina es una molécula més complicada que
la mioglobina, aunque evolutivamente estém muy relaciona- -
das. La hemoglobina est& formada de cuatro cadenas polipep
tidicas y cada una tiene un grupo heme. Un par de cadenas-
és semejante entre si y se les 1llama alfa (o~ ) y el par -
restante también semejante entre si llamadas beta (e ). A
simple vista, las cadenas alfa y beta no pueden ser distin-
guidas de la cadena de mioglobina. Sin embargo, difieren -
en michos detalles, pero tiemen el mismo nimero de regiones
helicales que son ordenadas en la.estructura terciaria,

Ahora veremos un interesante experimento que sélo
tendréd una interpretacién fenomenolégica hasta que examine-
mos un modelo de esta molécula, Empezaremos con hemoglobi-
na A férrica, que es la forma oxidada de 1% hemoglobina nor



18

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-‘estable por un tiempo -
largo, y su espectro de EPR se muestra en la figura 15 (cug
va superior). Si adicionamos histidina a éste ejemplo, se-
ehcuentra que hay un cambio en la extensién. 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 hemoglobina anormal que consiste de cua-
tro cadenas beta.. No es muy estable a diferencia de la he-
moglobina A, pero da tiempo suficiente (aprox. 3 hrs.) para
producir un hemicromo que es el nombre que se les da a cier
tos compuestos férricos de bajo espin cuando se adiciona -
una histidina. Si manejamos dos experimentos paralelamen—-
te, la oxidacidén de la hemoglobina A no da productos que -
nos puedan ayudar, mientras la oxidacidén de la hemoglobina-
H produce productos que dan informacidn de la histidina adi
cionada a la hemoglobina A..

Si observamos el modelo de una cadena revelard -
que es lo que estd sucediendo. La figura 16 és el modelo-
de Dickerson sobre la mioglobina, pero se puede suponer que
es cualquiera de las cadenas de la hemoglobina. E1 ligando
cercano no porfirina al atomo de Fe es el &tomo de nitroége-
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 relativamente vacio en-
el cual se transporta oxigeno en estas moléculas cuando es-
tén en el estado ferroso. Mas alejado y fuera para hacer -
una unién, hay otro anillo imidazol con su atomo de nitrége
no dirigido hacia el heme. )

En este espacio se pueden adicionar moléculas muy
pequefias como el mercaptoetanol o la jistidina. En estas -
condiciones, la hemoglobina inestable reajustard la estruc-
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tura terciaria para que el atomo de nitrégeno enddgeno pue-
da coordinarse con el &tomo de Fe. Asi, la heme existe co-
mo un compuesto dihistidina. Se producen exactamente los -
mismos atomos ligandos como residuos de la lnica estructura
terciaria al adicionar otra histidina en espacio o cavidad.
Por lo tando el Fe es coordinado por la porfirina y dos ato
mos de nitrégeno de imidazol. Sin tomar en cuenta detalles,
estos dos compuestos.parecen idénticos en el espectro de -

EPR.

Se pueden hacer cualquier niimero de compuestos in
teresantes por este camino, con &tomos ligando exbégenos y -
endbégenos a la molécula. Por ejemplo, cadenas alfa oxida--
das de hemoglobina A que se separaron de las cadenas beta,-
muestran un espectro de EPR de alto espin similares a aque-
1llos que ya vimos. Cuando el pH es aumentadb,.gparece un =
compuesto que esta en equilibrio con el compuesto de alto -
espin. Este es justamente un compuesto hidréxido de la ca-
dena normal alfa férrica. El espectro EPR de un ejemplo ca-
si desplaza completamente a estas formas de bajo espin que-
se muestran en la figura 17. (A) Forma hidroxi: cadenas al-
fa oxi fueron o6xidadas con 5 proporciones moleculares de fe
rricianuro en solucién:reguladora 0.02 Mde tris-clorhidrato,
pH 8.0. Inmediatamente el ferricianuro fue eliminado y la-
solucidén reguladora cambiadapor tris-sulfato0.15 M, pH 8.7, =
por el paso en una columna pequefia de Biogel P-2. (B) For-
ma dihistidilo: las cadenas alfa férricas de alto espin se-
dejaron durante 1 hora en solucién reguladora de fosfato 0.05M,
PH 5.6. En un tiempo corto esto es espontaneamente reversi
ble favoreciendo a el compuesto’de alto espin y cambiando -
el pH. Sin embargo, en estas condiciones, éste compuesto,-
también, se reajustaréd exponténeamente para transformarse -
ren el mismo hemicromo con los mismos valores "g" que vimos-
antes para 1las cadenas "beta de hemoglébiné. H. El -
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mismo hecho sucede como en las cadenas beta; esto es, la es
tructura terciaria se relajahacia la histidina lejana que -
puede.volverse.y unirse al.Fe, produciendo un compuesto his
tidina de Fe. Se pueden hacer otros hemicromos bajo condi=
ciones seleccionadas.

;Que puede hacer un quimico teérico con.cada uno-
de Ios espectrds EPR de bajo espin para ordenar y deducir -
informacién estructural? Veremos la mecénica cuantica Hamil
toniana para sistema$ férricos de alto y bajo espin.

2 2 .2
H _ = g@H.S+D(S - 1/35(5+1)) + E(S »

H o= gQH.(S + L) +A(L.S + (A/A )}fz +(VA)(YZ+Y-:))

Los dos términos v representan simetriag del cam
PQ cristal electrostatico y son proporcionales a z wr'/% y-
x -y , respectivamente. Los términos H son términos de in-
teraccién de Zeeman y no dan informacién estructural. E1 -
término L. S. (el acoplamiento orbital espin) en los Hamil-
tonianos de bajo espin también no dan ninguna informacidm.
Los términos restantes son los que indican la geometria de-
la estructura. Los coeficientes D y 1%4& representan la di
vergencia o desviacién 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 desvia-
cidén de la simetria inferior tetragonal hacia la rémbica. -
Bajo las condiciones de E/D=1/3 6 V/p =2/3 la simetria ha -
sido determinada completamente rombica. Estos coeficientes
determinan completamente los tres valores "g" en cualquier-
caso de espin y es toda. la informacién que se puede extraer
de un espectro de EPR de una solucién congelada. E1 métqdo
de andlisis fu€ recopilado por Griffith y por Weissbluth. ‘
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Si tenemos los andlisis de un gran nimero de com-
puestos férricos de bajo espin, pueden ser resumidos conve-
nientemente en una grafica de campo cristal como la figura-
18. La abscisa es el campo tetragonal (A/A), y V/A llama
da rombicidad como ordenada. Todos estos compuestos, con -
la excepcién de alguno marcado con substancias exdgenas, es
tén formados con atomos que son enddgenos a la hemoglobina-
y asi representan varias clases de compuestos de bajo espin
endbgenos. 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 obtenidas de la oxihemo
globina H. La oxidacién 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 areas encerradas por las lineas punteadas defi--
nen las regionés y paréametros donde puedén entrar los 5 com
puestos diferentes al ser producidos. Los grupos marcados-
0.y H contienen los compuestos hidrbxido y dihistidina, res
pectivamente, y que se vieron anteriormente. El grupo mar-
cado P contiene los compuestos mercaptoetanol y otros éulfhi
drilos. El grupo marcado C contiene compuestos que tienen-
histidina por un lado y un tioeter de metionina en el otro-
lado, por analogia con el citocromo C que es donde se cono-
ce que existe ésta estructura. El grupo restante B, contie
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 rendimiénto del 100%,
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igualmente aunque no conozcamos su ligando lejano. La rece
ta es la siguiente: cualquier agente desnaturalizante rompe
la unidn hidrdfobica en las diferentes partes de la estruc-
‘tura terciaria conduciendo a estos compuestos. Muchas molé
culas aromdticas solubles en agua satisfacen estos requeri-
mientos. Asi, 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. ;Cual de estos hemicromos puede -
ser renaturalizado bajo condiciones apropiadas a hemoglobi-
na funcional? Los experimentos han demostrado que los ti--
pos O ¥ H hidréxilo y dihistidina pueden ser renaturaliza--
dos mientras los tipos C, B y P parecen tener puntos cruza-
dos que no son renaturalizables. Refiriéndonos otra vez,-
al modelo de la cadena de mioglobina (fig. 16), se puede -
ver que de los dos compuestos reversibles, uno como el hi--
dréoxido como el ligando lejano no necesariamente cambia la-
estructura terciaria del todo, y es comprensible porque es-
expontaneamente reversible. E1l otro, en el que el nitrége-
no del imidazol lejano viene para unirse al Fe, requiere de
un cambio muy pequefio para hacer posible esto, y también es
‘ comprensible porque puede ser reversible. Los étros‘requig
ren mucho més de un cambio en la estructura terciaria en el
orden que 1o requieran los atomos ligamdo lejanos para que-

puedan aprovechar al Fe,

‘ Hay varios conceptos tedricos que pueden ser sefia
lados en el diagrama (fig. 18). E1 primero es el camino -
que se ha elegido para trazar las constantes tebdricas donde
la abscisa es una funciéon del total de electrones donados -
por el Fe, pero quizé& no es una funcioétn lineal. A la extre
ma derecha, es la mayor distancia que se desvia de una geo-
metria cibica. La ordenada es la razén de dqs paréametros -
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simétricos o un nimero de significancia geométrica. De es-
te modo, los compuestos situados sobre la misma linea hori-
zontal pueden tener la misma geometria, mientras los com- -
puestos situados sobre la misma linea vertical pueden tener
la misma densidad de electrones en el atomo de Fe. Esta -
densidad de electrones es determinada por una propiedad de-
los seis &tomos ligando, la cual puede ser llamada vagamen-
te electronegatividad, aunque el uso puede ser impropio.

Es interesante notar que el centro de gravedad de
los cuatro compuestos C, B, Hy O'situados mas o menos en -
la misma linea horizontal comparten una cosa en comiin; to--
dos tienen un &tomo de nitrégeno de la histidina cercana -
que esté presente en la hemeprpteina natural y como que to-
dos aquellos compuestos estédn en la misma geometria.' Ade—-
més, el ligando determina casi completamente la geometria -
del compuesto. Cambiando el sexto ligando sélo cambia la -
densidad electrbnica y no destrﬁye.o distorsiona la geome--
tria. En el caso de los compuestos con mercaptida si se -
destruye la geometria. Esto es, la mercaptida no impone la
misma geometria en la lieme, como lo hace el &tomo de nitré-
geno de la histidina cercana. ElAimidazol y la azida aun--
que parezcan muy diferentes para un quimiép inorgénico, se-
comportan de una forma similar ante una poffirina de Fe. -
Todo lo que se sabe de estos compuestos es que hay una do-—-
ble unién con el nitrdégeno y de la geomettia de éste ligan-
do en'partiCular hay muy pocas observaciones. Aqui la geo-
metria estéd determinada por los otros ligéndos.

Seguiremos con compuestos de‘hemoglobiné 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 es particularmente notable -
en el grupo hidréxido, donde se han hecho los estudios més-
extensos. Posiblemente no se pueda decir desde estos com--
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puestos de bajo espin, cuales de estas cadenas estén presen
tes o si éstas fueron una mezcla de las dos, y es jus%b -
apuntar que el Fe en compuestos férricos de bajo espin casi
no interaéciona‘con la segunda esfera de coordinaciéon. In-
teraccionando sélo con la primera esfera de coordinacién que
es idéntica en todos estos compuestos que pertenecen a un =
grupo particular. La conducta en las propiedades méas impor-
tantes como poténcial de éxido-reduccién y cinética de reac
cibén son detérminados'reaimente por los efectos combinados-
de las esferas primaria y secundaria de coordinaciém.

El significado de las lineas que indican la sime-
tria "rémbica pura" requiere de una explicacidén. Si se tie-
ne mads o menos una geometria octaédrica de los ligandos se4
mejante a la estructura I flgura 19, donde el &tomo de Fe -
estéd coordinado por cuatro "Agh y por dos "Bs" ‘hay una cla
ray perfecta simetria tetragonal como se observa usualmen-
te en el caso de compuestos férricos de alto espin. Se pue
de dibujar un.cuadro conectando las "As" y decir, "eso es -
la heme" porque estos cuatro 4dtomos estaban en la molécula-
original que era esencialmente equivalente. ;En los com- -
puestos de bajo espin cercanos a la linea que indica campo-
rémbico total (estructura II) donde las "As" son diferentes
de las "Bs" y estas de las "Cs", donde estd el cuadrado?

Compararemos los compuestos de bajo esp1n de la -
hemoglobina con los de otras proteinas héme. La figura 20-
es una grafica de campo cristal para algunas proteinas hemeé
donde los contornos son los mismos que en la grafica de la-
hemoglobima. ;Que otros compuestos de bajo espin de protei.
nas heme son semejantes a los hemicromos de hemoglobina? Al
gunos_compuestos que son hemicromos diferentes como cianuro
de hemoglobina, de citocromo ¢, y de mioglobina muestran co
mo el ién cianuro es un. ligando diferente a cualquier otro-
ligando endégeno. Todos los citocromos P-450 que son cono-
cidos por ser compuestos heme mercaptida; caen en la misma-
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regién de los compuestos heme mercaptida de hemoglobina. -
Algunos compuestos hidréxido de mioglobina dan oportunidad-
para indicar los efectos de interaccién de la esfera de -
coordinacién exterior, usando la frase o expresidén indefini
da, que se tiene sobre estos compuestos. La mioglobina a -
pH de 10.17 y 12.8 lo manifiesta, y también hay puntos inter
medios. E1l campo cristal lleva a través de los puntos cono
cidos al aumento de pH en casi tres unidades logaritmicas.'

Se han estudiado dos citocromos naturales, los ci
tocromos by ¥ b5 que estén en la regidén marcada B. El cito-=
cromo c estéd en la regién C y tiene histidina y metionina -
como dos ligandos no porfirinicos del Fe,

La azida catalasa, por ejemplo, estd donde la azi
da -hemoglobina; con la misma geometria, y densidad electrd-
nica. La estructura es probablemente la misma. Nadie sabe
cual es el ligando cercano a la heme de Fe que estéd en la -
catalasa, pero podemos especular que es un imidazol, exac-
tamente como en la hemoglobina.

En informes anteriores, se especula con la configu
racién de la heme a. Dos compuestos de heme a3 se han ob-
servado en la mitad de citocromo c oxidasa reducida. Uno -
es un hidréxido normal, y cuando se adiciona azida, es un -
azida' ag normal. Esto significa que bajo estas condicio- -
nes, la heme a, se comporta como una heme aislada normal, y
no tiene una configuracién peculiar en el citocromo c oxida
sa bajo estas condiciones. '

La cuestién ha llamado la atencidén por la gran di
ferencia en reactividad entre varias proteinas heme: ;qué -
diferencia eseructural es responsable de esto? He aqui tres
ejemplos de citocromos (a, b, c) que tienen la misma esfera
de coordinacién interior como ciertos compuestos de hemaglo
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bina. Asi las grandes diferencias en las reacciones de los
citocromos son causadas por las diferencias en la estructu-
ra mis externa que la esfera de coordinacién interior. Cla
ramente, los citocromos y la hemoglobina difieren micho co-
mo un resultado del alejamiento del atomo 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 diferentes -
densidades electrénicas y se puede decir que no tienen el =
mismo ligando cercano como las proteinas que aparecen en el
diagrama.

Se han estudiado otros sistemas y se han propues-
to otros modelos de las estructuras de proteinas heme, por-
ejemplo: un modelo ingenioso ha sido el de preparar un com-
puesto donde son incertados grupos imidazol en poliestireno
y este reacciona con un ester heme. La estructura resultan
te se muestra en la figura 21. Esta especie absorbe oxige-
no molecular reversiblementeigual que en presencia de agua,-
asi no sélo imita el medio sino también las propiedades de-
la proteina heme.

Otro modelo es el complejo Fe (dmg)a(im)z donde: -
dmg-dimetilglioxima, im=imidazol, presenta una conducta si-
milar a la de las proteinas heme, bajo las siguientes condi
ciones de equilibrio en solucién:

Fe(dmg),(im), + X g=zz== Fe(dng),(im)X + im

co, CN
\
Puede ser absorbida una segunda molécula de X, -
iaunque cualquiera de las especies no contanga oxigerio s€ -
han aislado estequiometricamente en estado sélido. La simi

X=0,,
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litud con la heme por la relacién en estructura entre el -
sistema porfirina de Fe y la unidad plamar Fe(dmg)2 se ex--
plica y se muestra en la figura 22. Hay un marcado parale-
lismo en las propiedades fisicas de las dos especies cuando
se adicionan los mismos ligandos axiales que apoyan esta -
proposicién. Se han observado reacciones similares con 1,2-
ciclohexanodiona dioxima (nioxima) en lugar del dimetilglio
xima.
A El modelo que mis se asemeja al sistema heme como
minimo hasta donde la estructura molecular es considerada,-
es aquel de tetrasulfonato de ftalocianina Fe(II) que absor
be oxigeno molecular en solucidén y en estado sbdlido y se -
muestra en la figura 23.

Otros modelos propuestos que han ayudado a dedu--
cir la estructura de las proteinas heme, se basan en estu--
dio reailzados sobre metaloporfirinas. Hay un creciente -
interés en estos compuestos complejos metaloporfirinas en—-—
tre los quimicos por su naturaleza tnica en quimica de coor
dinacidén, tanto del ligando porfirina como del iéon metélico
de estas substancias. Se ha demostrado que el ligando por-
firina actiia como ligando bi, tri o hexadentado y como -
usualmente se encuentra en la heme, tetradentado Ademéas,-
se-ha otservado que el jion metadlico posee las coordinacio--

nes 4, 5, 6y 8.

Las porfirinas semejantes a otros macrociclos -
tienen un centro de tamafio fijo, que puede ser alterado por
el recogimiento de el macrociclo porfirina, limitado por un
rango pequefio de variacién. El rango de variacién estd en-
tre 2.098 y 1.929 A°, Es facil ver que en ciertos complejos
el ion metalico es incapaz de fijarse en este hueco, por lo
tanto, se coloca fuera del plano de los nitrbdgenos del pi--
rrol. Este fendémeno se presenta en el sistema ibénico ferro
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so-férrico. Tomando la diferencia entre el radio idnico em
Pirico de las porfirinas ferrosas y férricas como 0.12 A°, -
para un numero de coordinacién de 6 para las porfirinas fe-
rrosas de alto espin y 2.19 A° para la longitud de unién -
compleja con los atomos de nitrééeno. Tomando también un -
radio del centro como de 2.01 A°, todo esto produce un des-
plazamiento calculado fuera del plano de 0.87 A° para el -
ion ferroso. Aunque estos valores son sobre estimados, la-
prediccién de que el ion férrico se sitia en el plano y el-
ion ferroso fuera del plano es valida. En la hemoglobina,-
en su forma oxigenada, el atomo de Fe se coloca en el plano
aproximadamente, mientras que en la forma deoxigenada, el -
metal se coloca fuera del plamno. , . )

Es muy importante este pequefio movimiento (de me-
nos de 1 A°) del Fe en relacién al plano de la porfirina en
la hem0910bina para conducir 02, cuando va de la forma-deo-
xigenada penta-coordinada de alto espin a la forma oxigena-
da hexa-coordinada de bajo espin moviendo una histidina proé.
xXxima al plano. iy

Para proponer los modelos en que el ion meté&lico-
estd fuera del plano del anillo porfirina, se han sintetiza
do compuestos con otros metales, tales como el Zr, Hf, Sn,-
U{ que parece que no tienen nada que ver con el tema que -
nos ocupa, pero que sin embargo, las estructuras que pfeseg
tan junto con el anillo porfirina tienen mucha semejanza -
con los compuestoé complejos de proteinas heme, en donde el
Fe es el ion metalico principal. Antes de seguir, explica-
remos la terminologia usada para describir los diferentes -
tipos de compuestos lo de mono y dinuclear se refiere a el-
nimero de anillos porfirina o tipo porfirina presentes en -
una unidad de la cadena del compuesto; mono, di y trimetali
co al numero de iones metdlicos presentes en el anillo o -
asociados con él.
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Se han projuesto dos modelos para complejos mono-
metalicos, mononucleares, complejos "sentado sobre" (sitting
atop) de Fleischer como intermediario en el mecanismo de in
sercion del metal (Fig. 24). En esta configuracién el ion-
metalico deforma la porfirina para facilitar su incorpora—-

cién.

Dos ejemplos de este tipo de compuestos son el Zr
(IV) en la figura 26, y el de HF(IV) que son formas esta- -
bles de complejos porfirinas monometadlices mononucleares -
fuera del plano y que tienen dos ligandos bidentados aceta-
to. Un analisis crlstalogréflco de difraccién de rayos X -
ha confirmado que el atomo de metal esta fuera del plano de
la porfirina y sobre el eje normal 32_a el plano de la por-
firina con los dos ligandos acetato sobre el mismo lado del
anillo porfirina, de acuerdo con los modelos propuestos deé=
Fleischer y el de Hoard's "piramide cuadrada" (fig. 25).

Otro tipo de complejo monometdlico - dinuclear y-
octacoordinado fuera del plano, es el “sandwich", compuesto
de ftalocianina Sn(IV) (fig. 27). Muevamente, un anélisis -
de rayos X mostrd temer el &tomo de Sn fuera de los dos pla
nos de las porfirinas y sobre el eje rnormal So a el plano -
de las mismas, de acuerdo también con el modelo propuesto.

PcSnIVC12+Na2P _95939§§533395° (Pc ) sn MVioNac1

Pc=Ftalocianina

Otros ejemplos de este tipo de compuestos se han=
reportado, como el bis (ftalocianina) U(IV); asi como una -
serie de complejos lantanidos de bis (ftalocianina) La, Ce,
Nd, Eu, Er, Yb.
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Recientemente, se han reportado un nuevo tipo de-
complejos fuera del plano, monometdlicos mononucleares y se
preparan de la siguiente forma:

+ 0.6M, (co) 283118 4 pon(m(co).)
27" 10 3
200°C h

1.0Por'—:H 5

donde M=Re, Tc y Por=H-MP, H-TPP., E1l Atomo de Re se sitda-
fuera del plano de la porfirina en el eje normal S (flg 28).
E1l complejo H-Por(Tc(CO) ) también ha sido preparado por es
te procedimiento y t1ene una estructura similar.

La segunda clase de metaloporfirinas fuera del -
plano, que también presentan varios tipos de estructura, -
son los'complejos dimeté&licos mononucleares. Hambright ha-
propuesto un modelo para este complejo (fig. 29) en donde -
los atomos del metal se colocan por arriba y abajo del pla-
no de la porfirina y sobre el eje normal 82. Tuitsui y com
pafieros han sintetizado el complejo dimetalico mononuclear-
del Re y Tc, como también el complejo heterodimetélico -
(Tc(CO)3)-Por—(Re(CO)3) (fig. 30).

- .6M (CO) = —mmmee H-Por (M(CO)
1.0Por-H, + 0 6M:2(co)10 3 H-Por (M( )3)

1.08-Por(M(C0),.) + O.6M;(CO)TO ------ a'(MKCO)3)-Por-(M(co)3)

donde M'=M=Re, Tc¢ y
1.0Por-H, + 1'OM2(CO)10 ______ > Por(M(CO)3)2

Analisis de rayos X han mostrado que los atomos del metal -
se colocan arriba y abajo del planc de la porfirina de -
acuerdo con el modelo propuesto por Hambright, pero fuera -
del eje normal S a el plano de la porfirina (fig 30). la
distancia entre los atomos de metal es de 3.1 A° aproximada
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mente: larga para una unién formal, pero corta para permi--
tir alguna interaccién del metal.

Yoshida'y colaboradores usaron el método del carboni
lo para preparar un complejo.similar con dos &tomos de ro--
dio (Rh) por porfirina (fig. 31). Comprobandose el modelo-
por analisis de rayos X, Lappef y colaboradores. reportaron-
un analisis estructural del que es propuesto como interme--
diario, o el primer producto formado en esta reaccidén, una-
sal semejante al cdmplejo dimetalico mononuclear (OEP—H4) -
2-(Cis-(RnC1,(C0),) (£ig. 32), este complejo se reordena en
solucioén para producir el complejo de la figura 31 con la -
liberacién de HCI.

También se demostrd que el complejo de carbonilo-
metélico prefiere coordinarse con atomos de nitrégeno adya-
centes (fig. 31), que con &tomos de nitrdgeno alternados co
mo fuera propuesto en las figuras 24.y 29, causando que los
dtomos del metal se desvien del eje normal S, del pland de-
la porfirina. Se debe seiialar, que para el caso del atomo-
de Re la coordinacién es octaédrica, distorsionando drasti-
camente el anillo porfirina. E1 valor éptimo para el didme
tro del centro de un complejo metaloporfirina sin distorSig
nar se ha estimado en 4.02 A°. Los diémetros para los com-
plejos u-(?or)-(Re(CO)3)2 y u—(Pop)-(Tc(CO)3)2 son de 4.52-
A° para el primero y de 3.65 A° para el segundo, que son -
inusualmente largo y corto. E1 di&metro largo es causado -
por la gran desviacién de los anillos pirroles del plano -
inferior del macrociclo (fruncido, recogido, plegado del -
anillo). E1 didmetro corto presenta aparentemente como pue
-de ser alcanzada la coordinacién octaédrica por el atomo me
talico. Es importante seflalar que las.distancias entre los
centros metédlicos son normales y aproximadamente las mismas
y también que hay muchos complejos porfirina en los que el-
dtomo de metal es coordinado por los cuatro nitrdgenos de -
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los pirroles y en los complejos de Re, Tc, y Rh la coordina
cidén es por 2 6 3 atomos de nitrdégeno, esta coordinacidn es
predicha por la regla de los 18 electrgnes con el metal en-
un estado de oxidacion bajo (+1, a®, da°). Medidas de suscep
tibilidad magnética para el complejo de Re, conducen a supo
ner que el metal se encuentra en 4~ diamagnético. Ademas, -
las profirinas y otros ligandos insaturados (ej: bipiridi--
lo) se distinguen por su sistemaldeslocalizado. EL trasla
pe entre orbitales de electrones W deslocalizados sobre la-
porfirina y los orbitales del metal de simetria propia, pro
ducen una fuerza moderadamente alta de campo ligando.. Tam-
bién, por aceptacién posterior de la densidad electrénica -
de los complejos metélicos, la porfirina facilita la reduc-
cidén del complejo metalico a un estado de oxidacién bajo. -
Sin embargo, no todos los estados de oxidacién poco usuales
de las porfirinas son facilmente explicables. Por ejemplo;
la porfirina de planta mas estable, tiene al metal-en un es
tado de oxidacién de 2+ y no en 1+. No se ha propuesto nin
guna explicacién.

Una tercera clase de complejos fuera del plano -
son los trimetalicos dinucleares, un ejemplo es la prepara-
cién de un complejo de mercurio que presenta la posibilidad
de formar polimeros agrupados de metales de transicién (fig.
34) que contiene uniones metal-metal. La figura 33 muestra
la estrustura+més probable para el complejo tipicamente io-
nico; Ag , Hg , etc., mientras la figura 34 muestra la es--
tructura mas probable para los complejos de metal de transi
cién unidos mas covalentemente,

Se ha propuesto que en un estado de oxidacién ba-
jo del metal es necesario un requerimiento para la forma- -
cién de una unién metal-metal. Este hecho considerado con-
la presencia de anillos con una gran deslocalizacién de -
electrones, vida supra, debe hacer a las metaloporfirinas -



33

polinucleares fuera del plano buenas conductoras de electro

nes,

Ahora veremos de que forma afecta y como ayuda el
cambio de metal en las proteinas heme para la interpreta- -
cién de su estructura: Muchas proteinas son incoloras, pe-
ro algunas tienen una pequefia molécula que las ataca y hace
que sean rojas o cafés déndoles habilidad para hacer una -
pasmosa variedad de quimica especial con moléculas pequetias
como el oxigeno y el perdxido de hidrégeno, o sirven como -
receptores o senderos de electrones. Esta molécula colorea
da es la heme. La estructura del anillo sin el metal es -
llamada protoporfirina IX (PPIX) y es purpura. El color ro
jo en heme ferrosa surge desde una banda de absorcién a 550
nm en la regibén visible. Un pico aproximadamente a 410 nm-
en el UV cercano llamado la banda de Soret, tiene aproxima-
damente 10 veces el coeficiente de extincién de la banda de
la regibn visible y es caracteristico de macrociclos porfi-
rina. Las bandas de Soret y la del visible cambian con el-
cambio del metal estado de oxidacién o ligando del metal -

central.
]

Anteriormente, se han descrito estudios sobre la-
estructura de proteinas heme como la hemoglobina y mioglobi
na principalmente y tambiéh un poco sobre los citocromos, -
si este Gltimo lo consideramos como el prototipo de la Uni-
ca clase de proteinas heme en que el anillo esta unido a la
cadena de la proteina a través de dos fuertes uniones cova-
lentes los grupos vinilo (fig. 35) son reducidos por gru--
pos sulfhidrilo de dos cisteinas de cadenas laterales sepa-
radas sobre la cadena de la proteina para formar una unidn-
tioeter y un grupo metilo. Esta unién no se rompe a pH ba-
jo, por lo que cambios en la heme demandan una quimica dife
rente que con la hemoglobina. El citocromo c natural a pH-
neutro tiene un grupo imidazol unido al Fe como en la hemo-
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globina; sin embargo, la posicion del sexto ligando del Fe-
es ocupada por el azufre de una metionina de una cadena la-
teral. En condiciones fuertemente basicas, la metionina es
reemplazada por coordinacién de un grupo amino de una lisi-
na adyacente de una cadena lateral. Con el incremento de -
un medio acido, ambos ligandos son reemplazados por agua. -
Los aniones o pequefias moléculas semejantes al Oo NO, y CO-
no se unen al citocromo ¢ 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 citocromos).

Los estudios cristalograficos de rayos X y una -
gran abundancia de estudios quimicos mostraron que el cito-
cromo c oxidado y reducido tiene diferente conformacién pro
teinica. En términos simples, una grieta es abierta en la-
formd oxidada y se cierra em la forma reducida.

‘Otras proteinas heme menos estudiadas son las pe-
roxidasas 'y catalasas, las primeras catalizan la descomposi
cién del destructivo perédxido de hidrégeno que es el produc
to de algunas-reacciones en la célula. Las peroxidasas usan
el H,0, para oxidar moléculas orgénicas (ej: fenoles). Las
catalasas descomponen el H20 y el 02, facilmente se obtie--
nen de cualquier heme en solucion 4cida, lo mismo que las -
peroxidasas del rébano. Peroxidasas de leucocitos y de le-
che no tienen heme acidas lébiles.

La preparacidon cuidadosa de hemoglobina reconsti-
tuida que fue indestinguible de su fuente .original, alentd-
grandemente el desarrollo del cambio de metal en proteinas-
heme. La produccion de hemoglobina a partir de hemoglobina
no fue un ejercicio trivial, sbélo poniendo gran.atencién a-
las propieades de preparacién de apo-proteinas, fue regene:-
rada satisfactoriamente la hemoglobina.
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La témica general y una descripciéon histbérica -
del desarrollo de cambios de metal en proteinas son expues-
tos en seguida: cambios en la heme involucra adicién de pro
teina heme acuosa en medio acido con acetona o metil-etil--
cetona. Para lo anterior, la heme se disuelve en acetona y
la globina preecipita como un sélido blanco 'y puede ser cen-
trifugado y redisuelta en agua. Con la. segunda, metil-etil
cetona que c€s parcialmente miscible con aguia; la heme esté-
en la capa superior de cetona y la globina en la capa infe-
rior de agua. ,

La adicién de la metaloporfirina deseada hacia -
dentro de la globina es en general un proceso totalmente es
ponténeo, que pué&e ser monitoreado. por el cambio de la ban
da de Soret de la metaloporfirina cuando se une a la histi-
dina de la proteina. La metaloporfirina es disuelta en uha
base diluyente apropiada y se adiciona a la solucién regula
da de ‘globina.

El desarrollo de hemoglobina de cobalto es histé-
ricamente interesante. Aparentemente los primeros en intro
ducir CO(III)-protoporfirina IX en apohemoglobina fueron -
Thiele, Behlke y -Scheler en 1963. Sin embargo, fueron inca
paces de reducir el producto al estado de Co(II) y desde -
cualquiera de los espectros UY/Visibie, parece que a los —-
productos les falta la fuerte unidén asociada con la protei-
na heme pura. En 1969, Hoffman y Petering, ignorantes to--
talmente de estos trabajos, que no eran atractivos, prepara
ron hemoglobina Co(II) y observaron que cualquier prepara--
cién unia oxigeno reversiblemente. Ademés, en algunas de -
las preparaciones se comportaba la hemoglobina Co(II) coope
rativamente. Estas observaciones fomentaron trabajos de -
Yonetanij?colaboradores y de Dickinson y Chien explorando en
detalle la estereoquimica y estructura electrénica a través
de resonancia paramagnética de electrén en cristal y de va-
rios estudios quimicos.
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El manganeso se ha usado para reenplazar al Fe en
la heﬁqglobina y mioglobina aunque sus derivados se oxidan-
rapidamente a el estado de Mn (III) y no Gnen oxigeno rever
siblemente. Aunque algunos trabajos anteriores reportaron-
adicién de Mn a la hemoglobina y mioglobina sus derivados -
han sido inVestigados my recientemenfe por estudios exten-
sos de resonanciamagnética.de subunidades interdependientes
e interaccionantes, y por cristalografié de rayos X que re-
velan la identidad de conformacién 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. El1 €u y Ag mues—
tran estructuras hiperfinas en el espectro de resonancia de
espin electrén, el Ni estd en el estado de alto espin y el-
Cr muestra diferente espectro que el de los compuestos modg
lo, empleando una interaccién poco usual con lavprbteina en
ambos casos.

También entre las proteinas heme que pueden ser -
preparadas por tratamiento de &cido-cetona estan peroxida--
sas de citocromo c y de rébano.

La sintesis de reemplazo de metal en citocromo c-
es un poco mas 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 protei-
na. Robinson y Kamen descubrieron que cuando el citocromo-
c es disuelto en fluoruro de hidrégeno anhidro, la Unica mo
dificacién quimica es el cambio del ion Fe del anillo porfi
rina. El producto porfirina citocromo c puede reaccionar -
con una variedad de metales para producir el cambio del me-
tal en el cjtocromo~¢, sin embargo, la adicidén del ion meté
lico generalmente requiere de disolventes (c}oroformojééido
acético glacial, dimetilformamida) y condiciones (100°C o-
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mas por extensos periodos de altas concentraciones de ion =
metdlico) que generalmente precipitan proteina irreversible
mente o sujetan-el ataque del ion metdlico. Légicamente, -
las condiciones necesarias son desarrolladas para cada caso

especifico.

La adicidén de Co a la porfirina citocromo c ha si-
do satisfactoria y el producto investigado con détalle. De
la reaccién entre acido acético diluido, NaCl acuoso, NaHo-
PQ4 y acetato de Co~se'@escubrieron dos productos. Uno de-
los productos sufre cambio iénico por electroféresis, y pa-
rece que tiene los mismos ligandos metionina e histidina -
que el citocromo c de Fe natural. Esta forma conserva el -
40% de la velocidad de reaccidén con la enzima oxidasa, pero
no es reducida enzimiticamente por la reductasa. E1 cito--
cromo c de Co muestra un cambio de ligando completamente di
ferente con el pH, comparado con el citocromo ¢ de Fe; a -
pH de 12.9 sblo la histidina est4 ligada, a pH de 1, sbélo -
la metionina. Es curioso, como en estudios de modelos de -
Fe no se puede experimentar con los dos ligandos histidina-—
y metionina a la vez, pero con el compuesto modelo de Co se
forma rapidamente el complejo con la proteina.

El caso favorable de la adicién del metal a porfi
rinas citocromo c es el del Cu(II) donde la reaccién se pro
duce durante " la noche con un exceso bajo de Cu a 4°C. Pa-
ra la insercién de Ag(I), Mn(II), y Ni(II) .se esté&n desarro-
1lando otros métodos actualmente en investigacién.

’ Una &rea de investigacién de las proteinas heme -
es como compuestos de coordinacién con ligandos extraordina
riamente complejos, pero las prbpiedades de estos- complejos

“no pueden ser duplicadas por otros sistemas. Sin embargo, -
el cambio de metal en proteinas heme contribuye al entendi-
miento de la estructura en las mismas, un ejemplo de ésto =-
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es. la claridad que abre sobre la locallzac1on de los elec--
trones en la ox1mloglob1na. Un examen dlrecto de la. den31--
dad electronlca por crlstalografla de rayos X parece estor-
bar la den31dad de electrones en el anlllo porflrlna y por-
la raplda autoox1dac1on de la mlogloblna crlstallna a el -
estado férrlco. La oximioglobina es dlamagnétlca y no es -
sensible a estudlos de resonancia de esp1n electron, pero -
la ox1m10glob1na de Co es paramagnét1ca y se ha estudlado z
por resonanc1a de espin electrén en crlstal para obtener 1n.
formac1on estereoqulmlca (0-0 eJe paralelo al plano de la =
heme) y den51dad electrénlca con varios nucleos. “En ausen-
cia de una respuesta directa para el caso del Fe, es muy s
satlsfactorlo saber que esto acontece en el otro caso cono-
c1do de la oxlgenac1on reversible a un rango de temperatu—-
ra. Similarmente se puede elaborar la estructura del com--
pleJo peroxidasa de rébano de Mn-hldroperox1do r) la rela— -
cién de baja cooperat1v1dad del Co con la hemogloblna de Fe
expresado por la corta dlstanC1a de la un16n metal-nltroge-
no de histidina en el modelo. El estudlo termodlnémlco de—
la unién de oxigeno en la ‘mioglobina de Co es 1mportante en
comparacién con los compuestos modelo que no ex1sten para -

el Fe,

Los resultados descritos del cambio del metal en-
protelnas heme se resumen en la tabla II Es claro que hay-
muchas mas p031b111dades y desaflos en la qu1m1ca ‘de cambio
de metal en las protelnas ‘heme.
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Figura 3. Espectro de absorcién de
los derivados de deuteroporfirina-
IX dimetil ester Fe(III) en cloro-
formo; los ligandos corresponden a
"X" de la figura 2.

Figura 2. Deuteroporfirina IX -
dimetil ester Fe(III) (deuterohe
mina dimetil ester).
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Figura 4., Espectro de absorcién de los
derivados de deuteroporfirina IX dime-
til ester Fe(III) en benceno. Los valp
res 2D se refieren al desdoblamiento-
del campo magnético-cero.. Los ligandos
corresponden a "X" de la figura 2.



TABIA I. Propiedades Espectroscépicas de Compuestos Deuteropor-
firina IX Dimetil Ester Fe(III)
Banda IR ‘E 2D
Ligando méx. (c1{013) 298°K  4.2° K

m " Mm/Seg Cm

- 800 0.59 1.1~
é[- 910 0.91 17.9
Br- 034 112 23.6
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B Figlira 5. Espectro de resonancia magnét_ica de protén -

a 100 MHz de los derivados azida (arriba) y fenoxo (aba
jo) de deuteroporfirina IX dimetil ester Fe(III) en -

CDCl3 a 35° C.
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Figura 6. Espectro de resonancia magnética de protén a 60 MHz
del 2,4-dipropionil-deuteroporfirina IX dimetil ester a dife-
rentes concentraciones en ®013,a 35°C.
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Figura 7. Gréfica de cambios quimicos con Figura 8. Espectro de diferencia IR,
tra ‘concentracién para protones de los me- Arriba: de azidametmioglobina vs. -
tilos del anillo y de NH desde el espectro metmioglobina., 02M. Intermedio: de -

de resonancia magnética de protén de 2,4-- azidamethemoglobina vs, albimina de-
dipropionil-deuteroporfirina IX dimetil es plasma bovina. 01M. Abajo: de azida-
ter con CDCl3 a 35°C, de sodio en solucién reguladora de -

citrato. 0.5M vs. solucién regulado-
ra de citrato.
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EPR Absorption Derivative

Magnetic Field

Figura 13. Espectro de resonancia para--
magnética de electrén de cloruro de hemi-

na al cual se adicioné mercaptoetamol. \
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-EPR Absorption Derivative
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Figura 14. Espectro de resonancia pa-
ramagnética de electrén de mioglobina-
al cual se adicion$ mercaptoetanol.
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magnética de electrén de hemoglobina A -
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mo ejemplo mas histidina (intermedio) y-
més hemoglobina H (abajo).



Figura 16. Diagrama de carbono-¢hde la molécula
de mioglobina obtenida desde un anélisis de 2 a°
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Figura 17. Espectro de resonancia paramag-
nética de electrdn de formas de bajo espin-
aisladas de cadenas alfa férricas de hemo-—
‘globina A.
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f‘igura 24, Complejo "sentado sobre" -
de Fleischer's

Figura 29. Modelo de Hambright's para '195 com
plejos porfirina dimetdlicos mononucleares.

Figura 25. Complejo pirémide cuadrada
de Hoards!
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Figura 32. Estructura de 1la sal porfirina
( \=(OF 2+

de (Rh(CO)QCJ.z)'z:(OEP-{{ 4)

- . |°°°s

polimeros en pila de porfirinas.

.. OCoem
‘Figura 33. Estrfuctura propuesta para el -
complejo porfirina de Hg trimet&lico dinu-
clear.
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Figura 35. Estructura de 1a molécula
heme.

Figura 26. Estructura propuesta de -
(0EP) Zr(1Iv) ¥ (OEP) hf(IV) {OEP=oceto
etilporfina). i
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Fig'ur& 34, Estructura propuesta para los- .



TABLA II"

Resumen de Resizitados del Reemplazo de Metal en. Hemeproteinas

49

“Valor funcién

- Hemeproteina - Metal Funcién preservada
Hemoglobina Co. i) Oxigenaciém reversi- pl/2=105 (5)mm
(humana, caba- ble.
11o). ii) Cooperatividad n=2;2 (2.3)
Cu ;Mn,Ag .Ninguna
- Cr4Ru,Rh "
Mioglobina Co Oxigenacién reVe/rsi- p1/2=50 (@.65)mm
(esperma de ba- o ble.
llena). ' Ci1,Mn,Ag Ninguna
Cr,Ru,Rh "
Citocromo ¢ Co i),Estado accesible de E, 4= -140 (+250)mv
(corazén de ca- oxidacién +II/+IIT o
ballo) ii) Actividad de oxida- K = 40% (100%)
sa indeterminada,
Mn,Cu,Ag
Ni
Citocromo c ¥n Reduccién cataliti- V= 5.5 x 102,
peroxidasa = ° ca del peréxido. (5.5 x 103)8-.l
(1evadura para }
hornear) k=9 (20) M
—
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II
GRUPO DE LA TRANSFERRINA

Este grupo de proteinas lo componen la transferri
na, lactoferrina y conalb@imina, la transferrina proporciona
Fe para la biosintesis de hemoglobina y probablemente para-
otras proteinas esenciales de Fe. El Fe se une fuertemen-
te en los dos sitios activos para resistir la hidrdélisis de
manera que experimente muchos ciclos de transporte de Fe. -
Estos sitios no existen a menos que una esterioquimica con-
veniente del anidén sea aprovechada para estabilizarla'y que
probablemente actda como un puente ligando entre el metal y

la proteina.

En el reino de los vertebrados, donde un sistema-
circulatorio elaborado sirve a los tejidos con una extensa-
variacién de requerimientos de Fe, las transferrinas com= =
prenden una clase .ingeniosa y caompleja de moléculas unido--
ras de Fe. El suero de transferrina es el prototipo y el -
miembro mis estudiado de este grupo.

La lactoferrina o lactotramsferrina es una protei
na extensamente distribuida en las células y fluidos de se
crecibén externa, como lo es la leche humana y bovina, Se -
cree que hidroxilos de tirosina son los quelatos del Fe(III)
en esta proteina. El Fe esta mas fuertemente unido que en-
la transferrina.

La conalbfimina u ovo-transferrina se encuentra en
la clara del huevo de las aves, la funcién bioldgica de es-
tas dos ultimas proteihas es poco conocida, la lactoferrina
aparte del transporte de Fe en la leche se le consideran -
igual que a la conalblmina, propiedades bacteriostaticas -
por cualquier huésped secuestrante del metal haciéndolo in-
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capaz para el desarrollo microbial en el metabolismo.

La transferrina es una glicoproteina con una com-
posicidén irremarcable de aminoécidos, con un peso molecular
entre 76000-80000. Consiste de una cadena polipeptidica so
bre la que estan dispuestos dos sitios activos de unién del
metal. Si estos dos sitios son idénticos en estructura y -
equivalentes en funciones, es aun, después de 30 atios de -
descubierta la transferrina una cuestién controversial. -
Considerada como un elipsoide prolato hidrodinédmico de revo
lucién, la proteina es asimétrica, con una razén axial en—-
tre 2.5 0 3 a 1 para la aproproteina, la cual decrece cuan-
do estd wunido el Fe. La interaccién responsable por el -
cambio de forma depende del metal, y su significado fisiold

gico aun permanece desconocido.

Tal vez la propiedad quimica més sorprendente de-
la transferrina es que su actividad unidora de Fe es exhibi
da s6lo cuando un anidn apropiado estd disponible para la -
unién concomitante. El1 carbonato o bicarbonato probablemen
te son los aniones preferidos por la proteina, pero cuando-
todas las formas hidratadas del diéxido de carbono son ex--
cluidas de la solucién, otros aniones pueden activar: el si-
tio de unién del metal. Esto incluye pero no son limites a,
oxalato, malonato, tioglicolato, glicinato. EDTA, y posible
mente citrato. Un anién es obligado a unirse a cada ion me
tdlico. La fisiologia y quimica de la funcién de unir el -
anién por la transferrina es actualmente una de las grandes
&reas de interés para invgstigar.

La aparicion de los dos sitios de unién del Fe so
bre la cadena de profeina ha genefédo muchas especulaciones
de la posibilidad de duplicacién del gene y de la fusidn de
la evolucién bioquimica de la tramsferrina. Trabajos basa-
dos sobre desdoblamiento quimico y mapeo peptidicp han sido
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poco convincentes, andlisis de secuencia de .aminoadcidos han
revelado homologias internas que parecen suponer la hipbte-
sis de fusibn-duplicacidén del gene.

Los residuos carbohidratos del suero transferrina
de ser humano estén dispuestos en dos secciones de cadena -
idénticas atacando a un residuo asparginilo y terminando en
un residuo de acido sidlico, pero estudios recientes de su-
estructura primaria hechos por Spick y colaboradores discrepan
con el modelo propuesto anteriormente por Jamiesony colabora
dores. Una de estas cadenas esté localizada cerca del carbo-
no terminal de la cisteina de la mitad de la cadena peptidi
ca, mientras la otra est& sobre la parte interior de la ca-
dena proteinica. La eliminacién enzimética del residuo de-
4cido sidlico terminal no parece afectar la unidn con el Fe
o las propiedades donadoras del Fe de la proteina. En con--
traste con otros sueros gliCoproteinicos, los cuales son ré
pidamente liberados de la circulacién en el higado, la vida
media biolégica de la homologa asiolotransferrina es ligera
mente inferior comparada con la proteina natural. Experimen
tos con transferrina tratada con glicosidasa han fallado -
para demostrar inequivocamente un papel funcional para el -
carbohidrato principalmente en la interaccién de la protei-
na con las células blancas, los reticulocitos.

Aunque el Fe(III) es el m&s importante, si no el-
Unico ion metadlico unido bajo circunstancias fisioldgicas,-
los dos sitios especificos de tramsferrina acomodarén una -
variedad de iones metélicos multivalentes los cuales han si
do usados como pruebas espectroscdpicas de los sitios. De-
talles conocidos del mecanismo quimico fundamental de la -
unién compacta pero fisiolbégicamente reversible del Fe por-
la transferrina, probablemente tendran que esperar a estu—-
dios cristalogréaficos, péro ya se han obtenido por varios -
métodos espectroscdépicos. En algunos de los primeros estu-
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dios de las transferrinas, fue notable que el complejo fe-
nélico de Cu(II) era amarillo, mientras que los de Fe(III)-
son rojos.'fioa%QOmplejos correspondientes de las transfe--
rrinas tienen colores similares. Sobre estas bases, y por-
que algunos de los grupos unidos a la proteina tienen pKs -
mis grandes de 10, Warner y Weber sugirieron que residuos -
tirosilo pueden estar coordinados a los iones metélicos. Es
to fue posteriormente demostrado para cada una de las trans
ferrinas por diferentes valoraciones esﬁectrofotométricas -
de las proteinas con metal y libres del metal, las cuales -
revelaron dos o tres més residuos de tirosina en la ausen-—
cia de la unién especifica de los iones metdlicos. El es-—-
pectro de resonancia magnética-.de protén de los complejos -
de transferrina y conalbumina de Fe comparado con complejos
de galio diamagnéticos y las apoproteinaé, muestran cambios
en las regiones arométicas, presumiblemente por el resulta-
do del ensanchamiento de la resonancia del protén del tiro-
silo, por la proximidad del ion férrico paramagnético. Un

aumento marcado de la fluorescencia del ion terbio cuando -
se une a una trsnfserrina fue interpretado como resultado -
de transferencia de energia de un ligando tirosilo. Finalf
mente Gabery colaboradoresidentificaron cuatro bandas aumeh-
tadas de resonancia Raman en los complejos de transferrina-
de Cu(II) y de Fe(III), los cuales se asemejan mucho a las-
bandas dadas por un compuesto modelo de fenolato Fe(III). -
Observaciones similares fueron reportadas también por Tomi-
matsu y colaboradores.

Estos estudios espectroscopicos, tomados conjunta
mente proporcionan evidencias de la involucracidén del resi-
duo tirosilo en el sitio activo de la transferrina. La mo-
dificacidn quimica del residuo tirosilo, datia o anula las -
propiedades unidoras del metal de las transferrinas, ofre--
ciendo ademé&s una base para esta descripcién. E1 nimero de

grupos tirosilos que participan en la unjén con el ion metéd
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lico es mas dificil de determinar. En estudios de titula--
ciones espectrofotométricas, habian sido considerados tres-
grupos fenblicos OH coordinados por el Fe(III). Sin embargo,
otros trabajos basados sobre espectrofotometria de diferen-
cia-UV indican que sbélo dos grupos pueden estar involucra--
dos. Pueden ser apropiadas dos regiones homblogas en la es- \
tructura primaria de la molécula tramsferrina, las cuales -
pueden ademés representar las partes correspondientes de =
los sitios activos, cada una conteniendo sélo dos residuos-

tirosilo.

La bnimera.sugerencia de que ligandos nitrégeno -
también pueden estar coordinados y especificamente unidos a
16s iones férricos viene desde 16s estudios de titulacién =
del idn hidrdgeno de la transferrina. Para cada sitio acti
vo, dos grupos, presumiblemente residuos.histidilo, fueron-
titulados con un pH aproximado de 6 en la apoproteina pero
no-en la molécula que tiene Fe. Estudios de modificaciones
quimicas (las cuales deben de ser cautelosamente 1nterpreta
das y esto puede ser dificil para distinguir el rango de -
efectos conformacionales desde influencias muy especificas-
en el sitio activo) y espectroscépicas de resonancia Raman-
también implican residuos histidilo como ligandos del me-= -
tal. Una demostracién directa de que hay un ligando nitré-
geno como minimo en cada uno de los sitios de unidn especi=
ficos del metal ha sido proporcionada por espectroscopia de
resonancia paramagnética de .electrén (EPR) de complejos de-
transferrina de Cu(II), pero no es claro si este nitrégeno-
est& sobre el anillo imidazol de la histidana. Aunhque estu
dios primarios de EPR fueron interpretados como demostra- -
cién de la influencia de dos ligandos nitrégerio, el uso de-
Cu isotopicamente puro y similacién espectral por computado
ra indicaron esa interaccién del .espin electronlco del Cu -
(II) con solamente un niicleo de 14N es probablemente sufi-
ciente para considerarla la caracterlstlca més notable del-
espectro.
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‘En’ estudios detallados de la frecuencia dependien
tes de la Veloc1dad de relajacidn del protén del agua en so
luciones de transferrinas de Cu(II) y Fe(III) se cree que-
una molécula de agua esté lo.suf1c1entemente cerca al -ion -
metdlico (aprox. 2A° para la distancia de Fe-protén) 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 nitrbégeno (pOSiblemente de-
anillo imidazol de residuo histidilo), y una molécula de -
agua. Entonces el ntimero de.coordinacioén usual del Fe es -
6, pudiera parecer posible para satisfacer los requerimien-
tos del Fe(III) con estos Unicos ligandos. Las caracteris-
ticas notables en la unidn especifica dél Fe con la transfe
rrina sin embargo, es la cooperacidén mostrada entre el me--
tal y las funciones de unién del anién de la proteina; nin-
guno parece unirse fuerteméhte en la ausencia de los otros.
Esta interdependencia de unién del metal y el anién puede -
indicar, que el anién es también un ligando obligatorio del
ion metadlico, tal vez por sérvir como un puente ligando en-
tre el metal y la proteina. Estudios de resonancia magnéti
ca de 13¢c- y aniones con'espin. marcado esPec1f1camente uni-

dos a transferrina apoyan este modelo.

El papel del anién puede ser mejor apreciado des-
de simples consideraciones cuantitativas. En la ausencia -
de un anidén conveniente; la unidén especifica del Fe con la-
transferrina no ocurre del todo; la constante de unidn efec
tiva es cero. Sin embargo, a un ﬁH fisiolégico y concentra-
ciones de b1carbonato la constante de unién efectlva es- -
aprox. 5 x 1023 M~ 1 Esto significa que en un litro de -
plasma sanguineo, en el cual la transferrina esté solamen-
te en un 30% saturada con Fe; tendrad muchos menos iones fé-
rricos libres sobre una molécula del complejo transferrina-
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férrica y serd disociado esponténeamente en unos 10000 afios.
Después de que el Fe es facilmente cambiado de la molécula-
de transferrina durante su interaccibén con los reticuloci--
tos exteriores rompiendo la estructura proteinica, debe -
existir un mecanismo fisiolégico especifico para efectuar
este cambio. Estudios preliminares sugieren que el anidn
puede ser el corazdn de tal mecanismo.

Considerando las bages estructurales para la sor-
prendente interdependencia de las funciones de unidon del Fe
'y el anién de la transferrina, Schlabach y Bates trataron -
tres modelos posibles:

a) E1 anidn unido sélo al ion metélico.

b) E1 anién unido sbdlo a la proteina, ejerciendo-
su influencia sobre la unidén del metal por un efecto confor
macional o alostérico.

c) El anién unido a la proteina y al ion met&lico
en un arreglo entrelazado.

Desde un andlisis estereoquimico de los enlaces -
de aniones, el modelo del sitio entrelazado es el mas con--
sistente con los datos obtenidos. Se ha propuesto que la re
lacién espacial del ion metédlico ¥ el anién en transferrina
humana sea estudiada a través de espectroscopia de resonan-
cia magnética nuclear y electrodnica.

Cuando centros no paramagnéticos estén cerca, la-
unién de la transferrina con el carbonato marcado con C -
deberéd dar un aumento en la banda de resonancia igual que -
en el espectro de desacoplamiento del progén. ‘Sin embargo,
en la presencia de un ion metédlico pargmagnético cercano, -
la sefial del C[puede ser empleada. La dimensidén de esta-
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\

ampliacién puede proporcionar una medida de la distancia -
del metal al ~C. En efecto, el sitio especifico de unién-
del metal en tramsferrina fue ocupado con Fe(III) paramagné
tico o con Co(III) diamagnético y Ga(III). En cada uno de-
los casos el requerimiento de unién del anién fue encontra-
do con 13603, un carbonato estaba unido con cada uno de los
iones metélicos. Una sefial relativamente aguda-de NMR de -

C, cambio unas 5 ppm bajo campo desde el bicarbonato li--
bre de “C en la misma solucién, fueron observados en los -
complejos de Seo -transferrina-Co(III) diamagnético y ! COg
transferrina-Ga(III) (fig.36) contra los antecedentes de re
sonancia amplia del- abundante ~C natural de la proteina. -

En contraste, no hay sefial para la unibén del ~CO e pue-
da ser localizada en el complejo paramagnético de COg- -

trans ferrina-Fe(III) dentro de } 400 ppm de su posicién en-
el espectro de las proteinas diamagnéticas.

La ausencia de una sefial detectable del 1306 de-
los complejos paramagnéticos de transferrinas de‘Fe(III) -
probablemente reflejan ampliaciones caﬁsadas por interaccio
nes de-espin miclear con el espin electrénico del ion meta-
lico. De la ecuacién de Solomon Bloembergen para T2¢ el -
tiempo de relajacidn transversal del micleo del ~C, es po-
sible estimar la distancia méxima que debe de separar a los
dos espines para la _resonancia de la unidn especifica del -

°C0. para volverse indistinguible esparciéndose en el es—-—
pectro. Esta distancia tiene un médximo en la unién de 9 A°
pero puede ser més pequefia.

Estos resultados son interesantes pero tal vez -
no muy satisfactorios, ya que se pone un limite superior so
bre la distancia de la unidén anién-metal sin revelar rnequi
vocamente si el anién estd directamente coordinado a el ion
metdlico. Para lograr esta cuestidn, se atacé un.anidn ni-
troxilo de transferrina con espin marcado para determinar -
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si su sefial de resonancia paramagnética electrbénica era am-
pliada por interaccidén con la unién especifica del Fe(III).
El mecanismo de las ampliaciones puede ser similar a los -
de experimentos de NMR, pero ahora hay una interaccidn elec
trén-electrén mayor que la interaccidén niicleo-electrdn ante
rior.

Ya que el malonato (estructura I) es capaz de cum
plir el papel del anidén en transferrina, parecera 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--
trametilpipiridina-1-oxil) malonamida) y III (N-4-(2,2,6,6-
tetrametilpipiridina-1-oxil) malonato). Resultados simila-
res fueron obtenidos con cada uno de los de la figura 37. -
Con una mezcla de Fe(III), transferrina, y II a un pH bajo,
y aumentando el pH cerca de la neutralidad con amoniaco li-
bre de COy, el color rojo naranja caracteristico del comple
jo ternario anidn-transferrina-Fe es rapidamente manifesta-
do. Sin embargo, la sefial anticipada de EPR del nitréxide -
con espin marcado no es observada, probablemente porque es-
ampliada mas allé de lo detectable por su cercania a el -
gran momento magnético del Fe(III). La adicién de bicarbo-
nato a la preparacién, causa una sefial intensa del radical-
libre nitrdxido y como el derivado malonato es desplazado4-
de la proteina por la unidn mis cercana del carbonato para-
volverse libre en solucibn.

Célculos de la distancia de la unidén nitrodxido-me
tal, usando los an&lisis de Leigh's o la ecuacién de Solo--
mon—BiOembergen, indican que el metal y gl radical estéan -
separados por 11 A° aprox. Ya que modelos en el espacio, -
muestran que la distancia del &tomo de nitrdgeno del nitrd-
xido & cualquiera de los dos 4tomos de pxigeno del carboxi-
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1o puede variar de 6 a 12 Ab, parece probable que el malona
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 anidn acttia como un puente ligando entre-
el metal y la proteina. h
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I1I
GRUPO DE LA FERRITINA

En este grupo de proteinas de Fe que probablemen-
te se comportan como polimeros lo forman la ferritina como-
proteina principal la fosvitina y la hemeritrina.

Las propiedades magnéticas y espeCtrosc6picas de-

algunos sistemas modelo de Fe(III) han sido investigadas y-

comparadas con aquellas de ciertas proteinas que tienen Fe.

Los ‘datos espectrales muestran una coordinacién del (Fe(III)

0,) octaédrica, que esti presente en el polimero de Fe(1IT)

de Saltman-Spiro y también probablemente en el centro ferri.

‘tina. El polimero (Fe(III)O ) de coordinacién tetraedrlca-

es compatible con los datos espectrales y magnetlcos encon-

trados para la.fosvitina Fe(III). Se han reunido muchos da
tos sobre dimeros de-puentes oxo de Fe(III)i Un modelo es-

tructural electrénico involucra un acoplamiento moderado an
tiferromagnético de los dos centros de alto espin de Fe(III)
que explica satisfactoriamente el espectro-de campo ligando.
Evidencias de excitacidén de pares electrénicos simulténeos—

también estén presentes. Los datos espectrales 'y maghéti—-

cos para hemerltrlna son interpretados en términos de un mo

delo dimérico de Fe(III).

Se ha dirigido un gran esfuerzo hacia el entendi-
miento del espectro electrobnico de complejés de alto espin-
d’ del tipo estructural (Fe(III)0g)oct v (Fe(III)04)¢er- La
situacién interesante con respecto a la transicidn de campo
ligando (LF) para estos dos tipos'de complejos se muestra -
en la figura 38. No hay transicién dg campo ligando de es—-
Pln permitido desde el estado basal A1 y las dos tramsicip
nes bajas de espin prohlbldo decrecen en energia cuando el-
campo ligando cibico se incrementa répidamente. Ademis, la-
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primera de las dos bandas de campo ligando de espin prohibi
do para (Fe(III)06) debe encontrarse a mis baja energia,
que las bandas anélogas de (Fe(III)04)tet-

Espectros experimentales de dos sistemas modelo -
bien definidos estructuralmente ilustraron esta diferencia.
El espectro superior de la f1gura:39es el de un créstal de-
sulfato de amonio férrico el cual contiene Fe(HQO) , el es
‘pectro de abajo es el de una pasta de feldespato ortoc%asa-
Fe3 . En este ejemplo los iones Fe” reemplazan al Al
un cierto porcentaJe de los sitios tetraédricos del bdxido -
donador. Los dos espe tros muestran my glaramenze e las
dos bandas mis bajas, A1 - T ( G) 1 -9 T2( G) -
son substancialmente bajas en energla en el caso del (Fe -
(III)O ) : Este espectro fue seleccionado porque cuatrg -
bandas de campo ligando son resueltas en cada caso. La ter
cera banda estd totalmente definida en cada espectro y es -
seflalada. para la trans&c1on en la cual no. se requiere promo
cién orbital, A -2 A E( G). La cuarta banda en cada

1
caso est& sefialando 6A1 -3 4T (4D)

Se da un resumen de los datos espectrales para -
Fe(H, 0) y (Fe(III )O ) . enlas tablas IITy IV respectiva--
mente. Los coef1c1entes de extincidn. molar de las ‘bandas "=
de campo ligando de espin prohibido son relativamente peque
flos, como se esperaba. Las bandas para (Fe(III)O4)~ son—
aproximadamente un factor de diez veces més 1ntensos que -
aquellos para Fe(H 0)2 porque la transicién de campo ligan
do en el Gltimo complejo son ambos de espin y orbital prohi
bido. Los diagramas de nivel de energia computados, mostra
dos en las figuras40 y 41 estén basados sobre los datos experi
mentales para los dos complejos modelo. E1 valor de BAgct-
es con31derablemente mayor que el de Aiet de acuerdo con -
lo esperado. Es de 1nteres la gran diferencia en la razén-
del parémetro Racah Q/B para el caso octaedrlco esta razdn
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es de aproximadamente 3, mientras para la coordinacidn te--
traédrica es cerca de 8.

E1l Nicleo Ferritina

Un sistema biolégico interesante que tiene Fe3+ -
en un medio estructural de. coordinacibn (Fe(III)O ) es la -
proteina almacenadora de Fe, ferrltlna. El nucleo o centro
.de la ferritina consiste de un fosfato, con dxido hldratado
u bxido-hidréxido de Fe(III). Se han sugerido modelos para-
el niicleo ferritinade los cuales los principales medios de
coordinacién del Fe(III) son, (Fe(III)06) ot ¥ una mezcla-
de (Fe(III)o ) -(Fe(III)O )

Un modelo sintético particularmente interesante -
del niicleo ferritina es el polimero de Fe(III) obtenido por
Spiro,Saltman y colaboradores en soluci én de nitrato férrico-
hidrolizado con bicarbonato. E1 polimero tiene un peso mo-
lecular aproximado de 150000 y un diémetro de cerca de 70A°.
Estudios analiticos indican una camposicién de Fe40 (OH)4 -
(N0)2 1.5H,0 para el polimero. En forma y tamafio flSlCO -
la "bola" de Saltman-Spiro es notablemente similar a el ni-
cleo ferritina. La estructura que se ha sugerido para la -
"bola" de Saltman-Spiro y empleado para la ferritina se -
muestra en la figura42. Los 1ones de Fe(III) estan unidos-
a la vez en una red de puentes oxo e hidroxo con una estruc
tura de coordinacién tetraédrica (Fe(III)O4) En este mode
lo, las moléculas de Hp0 y los iones NO, cubren la "bola"-
principal para.la analogia gréfica de Saltman's con los dul
ces M y M', La base principal para el modelo estructural -
-de coordinacibn (Fe(III)O ) es un angulo pequefio en un -
experimento de’ dlsper31on de rayos X, v un andlisis subse--
cuente de la funcién de distribucién radial. Este es un ex
perimento dificil para analizar y en nuestra opinién la es-
pectroscopia electrénica ofrece una ruta de prueba mas evi-

7
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dente para la estructura de coordinacién.

Se ha examinado, el espectro electrénico de la -
“bola" de Saltman-Spiro. En el espectro- (fig. 43) se mues-—

-tra un modelo de cuatro bandas débiles con la banda mas ba-

ja cerca de los 900 nm., en concordancia con la coordina- -
citn (Fe(III)O ) ot La derivyada de los pardmetros de campo
ligando son l& = 11260 cm_1, C/B=3 y B=815 cm_1f Se pue-
de decir con .confianza que muchos de los iones Fe(III) ocu-
pan sitios de coordinacidén octaédrica. No hay indicios de-
bandas atribuibles a (Fe(III)O4) et ¥ COmo estas bandas -
son propiamente mas intensas que aquellas sefialadas para -
(Fe(III)O ) podemos efectivamente ordenar nuestra coordi
nacién. tetraedrlca en estos compuestos sintéticos modelo.

Los estudios espectrales de absorcién electrdnica
sobre el niicleo ferritina son menos definitivos. Porque de
una fuerte cola de absorcién’a través del visible sdlo se -
ha resuelto a 918 nm. la banda de campo ligando. Esta ban-
da es diagnéstico de coordinacidn (Fe(III)OG)bct’ pero sin-
mejorar el espectro en la regidén de 400-700 nm. no se puede
distinguir entre las estructuras de coordinacidén exclusiva-
mente de (Fe(III)O ) y la mezcla (Fe(III)O ) -(Fe(111)
0, )t £ Hay, sin embgrgo evidencias negatlvas gtla presen
cia de unidades de (Fe(III)O ) en el nitcleo y de la pri-
mera analogla con la "bola" de Saltman—Splro se prefiere un
modelo con la coordinacién (Fe(III)OG)oct

Otro aspecto estructural importante en la "bola"-
de Saltman—Splro y el nicleo ferritina que podemos examinar
por mediciones espectroscépicas, es la cuestidén de si la -
red polimérica de Fe(III) se mantiene continua con los puen
tes oxo e hidroxo, como se sugiere en la figura42 é si sdlo
uno de los puentes oxo o hidroxo es suficiente. Estudios -
de espectro IR de varios éxidos de fierro hidratados de es-
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tructura conocida han mostrado que puentes hidrodoxido absor-
ven invariablemente en la regiém 900-1200 cm . Ni la "bo-
la" de Saltmen-Spiro, ni el nlcleo ferritina muestran una -
banda en el IR atribuible a los puentes hidrbdxido, aunque -
la absorcién se debe respeCtivamente‘a-Nog y POy~ en la re-
gidén de vibracién que interesa sobre la conclusién. Sin em
bargo, parece muy probable que ambos, la "bola de Saltman--
Spiro y el nticleo ferritina contienen una red polimérica de
sordenada con unidades de (Fé(III)OG) . primeramente unida
por puentes oxo.. Presumiblemegte, gogglementan-ééta red po
limérica moléculas de H.0 y NO3 (6 PO 4) que estén unidos a
algunos.de los centros de Fe.

Fosvitina Fe(III)

Otra proteina de Fe(III) gn la cual la coordina--
cién (Fe(III)On) es semejante, es la fosvitina Fe(III). El
hecho de que 46 iones de Fe(III) estén unidos por una molé-
cula de fosvitina ha sido establecido récientemente por -
Saltman y Multani. E1 espectro de absorcién electrénico de-
la proteina de'Fe(III)_se muestra en la figura 44. Tres ban
das débiles de campo ligando en el espectro, aA447, 426, y-
420 nm. a 150°K. La energia relativamente alta de la primg
ra de las dos bandas de campo ligando proponen una coordina
cibn (Fe(III)O4)tet y en.realidad es muy satisfactorio y -
apropiado el espectro -que se obtiene con_los parémetros de-
campo ligando litet=5270'cm_ , B=495.cm” ', y C/B=8. Nota--
blemente el  espectro esté aparentemente libre de picos en -
la regién 800—1000 nm. donde aparecexinvariablemente el -
(Fe(III)O6)oct' Asi se sugiere que Ia fosvitina Fe(III) pro
porciona un ejemplo bioldgico de la favorablemente rara -

‘coordinacién (Fe(III)O4)tet'
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Dos fragmentos mis de informacién inducen y con--
tribuyen a los detalles del modelo. Mediciones de sensibili
dad magnética de fosvitina Fe(III) sobre-el rango de tempe-
ratura 85-300°K, se encontraron evidencias de conducta anti
ferromagnética (fig.45). E1 momento magnético por goteo de
Fe desde 4.45 .a 3.39 BM sobre el mismo rango de temperatura
investigadb Asi, es muy probable ‘que como minimo alguna -
de las unidades de (Fe(III)04) son puentes ligando de in
teraccidén continua. Como hay 100 residuos de fosfato seri-
na en la fosvitina, o aproximadamente dos por cada Fe(III)
una posibilidad interesante es una estructura.del tipo mos-
-trado en la. figura 46. .

Son posibles otros modelos. Por ejemplo, un pe--
quefio porcentaje de iones Fe(I;I) coordinados octaédricamég
te pueden escapar a la deteccidén de los experimentos espec-
troscépicos. Enfatizando la mejor conclusidén: muchos de los
iones Fe(III) estén coordinados tetraédricamente y forman =
alguin tipo de estructura polimuclear.

Dimeros de Fe(III) Puentes -Oxo

Las investigaciones estructurales de’Fe(III) poli
merizado hidroliticamente no se han limitado a los sistemas
de pesos moleculares altos tales como la "bola" de Saltman-
Spiro. En realidad michas de las investigaciones se han .-
concentrado en el &rea de los complejos de Fe(III) binuclea
res relativamente simples.. Los ligandos polifuncionales y-
quelatos del Fe(III) EDTA (etilendiaminotetracetato) y HED-=
TA (hidroxietiletilendiaminotriacetato) asi es, efectivamen
te en una hidrélisis basica solo una posicién de coordina--
cibn es acq2§1b1e para el pu éte, v los dimeros del tipo -
(EDTA Fe)2 y (HEDTA Fe)20 lo forman, pero no polimersds
superiores. Como un resultado, EDTA y HEDTA son excelentes-
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agentes solubilizadores del Fe(III) sobre un amplio rango -
de pH extendiéndose hasta soluciones muy béasicas.

Sales de red cristalina pueden ser obtenidas de -
las soluciones que tienen el complejo dimérico. En particu-
lar se ha investigado la sal.en H2 (etilendiamonio) deé -
(HEDTA Fe) 0 . La estructura de este compuesto se conoce-
de los anélisis cristalogréficos de rayos X. El aspecto mas
importante de Ié estructura de coordinacidén se miestra en -
la figura 47. Las unidades monoméricas (Fe(III)O N )
reparten en.un puente casi lineal oxo, el angulo Fe III 0—
Fe(III) és de 165°. La distancia de Fe(III)-oxo es 1.8 A°,
un numero que puede ser considerado como una indicacidén de-
unién pW--3 dW si no fuera por €1 hecho de que una distan
cia corta de 1.68 A° similar, se ha observado en una estrqg

tura A1(IIT)-0-A1(III).

: El complejo (HEDTA Fe)202— posee una banda deé ab-
sorcién IR cerca de los 840 cm~! que es caracteristica de -
una unidad Fe(III)-O-Fe(III) casi lineal. Este espectro ca
racteristico del complejo se muestra en la figura 48. La -
banda es sefilalada para. el movimiento de estiramiento antisi’
métrico en el sistema.de tres atomos. El hecho de que la -
banda de 840 Cmf1 esté presente en un cristal y en una solu’
cién D0 de (enH )-(HEDTA Fe) o) 6H,0 establece que la es—-
(tructura de: puente 0X0 per51ste en un medio .acuoso. Medi-=
ciones magnéticas y datos de espectro electrbénico también -
confirman la -identidad esencial de la estructura en sdlidos
y soluciones acuosas.

Volviendo a los datos magnéticos, la figura 49 -
muestra la graflca de. Jidwcontra temperatura para un -ejem—-
plo sélido de (enH,)-((HEDTA Fe)20) 6H20 y una referencia -
de alto espin (S— ﬁé) del complejo monémero de Fe(III) El
complejo binuclear presenta conducta antlferromagnetlca el
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M, Por goteado de ‘Fe(III) es de 1.9 BM a 300°K 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-
'S=5/2 son de espin -acoplado, con J=-95 cm~1. Evidencias -
que apoyan fuertemente a este modelo son proporcionadas por
datos de espectros electrbénicos que serén discutidos mas ade--
lante. f

Un examen de los articulos en este campo revelan-
que los puentes oxo estén bien establecidos en varios com--
plejos binucleares de Fe(III). Los complejos de Fe(III) -
con puente oxo que han sido estudiados cuidadosamente, to--
dos presentan valores J en el rango -85 a -105 cm . En -
claro contraste, el dimero de Fe(III) de puente dihidroxo -
ha sido aislado y caracterizado completamente por mostrar -
el (Fe(pec) OH), muchos acoplamientos débiles espin-espin -’

(J==8am T, "{eff (300°K)=5.2 BM).

Fuertes evidencias de que el (HEDTA Fe) 0%~ tiene
acoplamiento antiferromagnético de unidades octaédricas -
S= 5/? pueden ser extraidas de su esPectro de absorc1on elec
trénica que se miestra en la flgura 50. El HEDTA es.un. -
buen ligando para estos estudios porque no absorbe aprecia-
blemente en el IR cercano, visible y UV cercano. No menos-
de 8 picos de absorcién aparecen antes de la absorcidén de -
transferencia de carga e intraligando. -El espectro se divi
de.en.dos partes, un grupo de cuatro picos délbaja energia;'
(a-d) con coeficientes de extincién bajos o moderados, y un
grupo de picos mis intensos de alta energia (e-h).

Las bandas de -a-d estén colocadas propiamente por
ser las primeras cuatro transiciones de campo ligando en ca
da unidad 8_5/2 (Fe(III)O N ) (ver fig. 40). Acuerdos ra—
zonables entre la teoria y los experlmentos son obtenidos -
‘para los valores de los parémetros del campo ligando ,,Aoct =
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10900 cm_1, Q/B=2.4 v B~950 cm_1. La diferencia principal-
entre el espectro de campo 'ligando en los dimeros puente -
oxo y un complejo mondmero octaédrico de Fe(III) es la in--
tensidad de las bandas. Los coeficientes de extincién mo--
lar de las cuatro bandas de campo ligando en (HEDTA Fe),0°
por ejemplo, son dos veces de mayor magnitud mas que aque--
llas para un complejo monomérico como el Fe(HQO)gT. Esta in
tensidad mejora las bandas de campo ligando de prohi-
bido y es una consecuencia esperada del acoplamiento antife
rromagnético en el sistema de puente oxo; el acoplamiento -
relaja parcialmente la regla de seleccién del espin y ad- -
quiere algunas transiciones de cardcter permitido:. La se-
leccidén del acoplamiento espin-espin por el aumento de in--
tensidad de las bandas de campo ligando de espin prohibido-
han sido trabajadas con algo de profundidad en el caso de -
MnF, y otros materiales antiferromagnéticos que tienen Mn -
(II%. La observacién en el sistema Fe(III)-O-Fe(III) légica
mente tiene la misma explicacidn.

Las cuatro bandas relativamente intensas del UV -
(e-h) son resueltas en un tiempo largo. Basados sobre .los-
estudios de complejos mondmeros parientes, energéticamente-
ellos son también bajos para ser atribuible a transiciones-
de transferencia de carga del ligando --% Fe(III); es mis,-
hay también muchas bandas para una explicacidén de transfe--
rencia de carga. Las bandas son mucho muy intensas para -
ser las bandas de campo ligando de alta energia, conforme a
lo permitido por el aumento de intensidad en un dimero aco-
plado antiferromagnéticamente, La eliminacién de 1lés tipos
usuales de transicidn ha conducido a sugerir que el espec—-
tro de UV consista de ex¢itacién simulténea de pares elec--
trénicos (SPE). Esto es, transiciones de campo ligando si--
multaneas sobre los dos centros de Fe(III) pueden ser aco--
pladas cuando la excitacién del par es de espin permitido.-
Esta explicacibén no es sin precedentes-Varsanyi y Dieke pro

-
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pusieron primero una explicacién similar para una parte del
espectro de excitacidén de fluorecencia del PrCl3, Yy para es
te sistema Dexter ha discutido excitaciones SPE desde un -
punto de vista tebdrico. Cada transicidén en la mezcla de -
fluoruros de Mn(II)-Ni(II) y el dimero acetato de Cu(II) -
también ha sido sugerido en la interpretacién del espectro-
de absorciédn.

Suponiendo una-aditividad simple, las posiciones-
de las cuatro excitaciones SPE en el (HEDTA Fe)202' concuer
dan muy bien con las posiciones de las bandas e-h y propor-
cionan ayuda considerable para la interpretacién. Esta se-
mejanza se muestra en la figura 50 y es incluido en el resu
men de la interpretacién del espéctro de absorcibén electrod-
nico del (HEDTA Fe)202' agrupédos en la tablaV.

En resumen, se estd sobre el camino para el enten
dimiento de las propiedades magnéticas y espectrales de -
ciertos tipos de complejos binucleares de Fe(III). Dimeros-
de puente oxo de alto espin y fondmeros de Fe(III) muestran
como minimo cuatro caracteristicas distintas: una banda IR-
cerca de 840 an 1, de condicta antiféromagnética con'J en -
él rango -85 a -105'cm71; bandas de campo ligando con aumen
to de intensidad; ¥ una rica serie de bandas UV que son in-
terpretadas como excitaciones SPE,

Hemeritrina

Las propiedades espectroscépicas y magnéticas_ob-
servadas para el modelo dimero puente oxo, (HEDTA Fe)20 -,
ha proporcionado datos en intentos por entender la estructu
ra de coordinacibén de la proteina hemeritrina, que une oxi-
geno reversiblemente. La proteina se ha estudiado desde -
sipunculid Golfingia gouldii muy ampliamente por Kiotz y co
laboradores. Ocho éubunidades, cada uno conteniendo dos ato
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mos de Fe capaces de unir una molécula de oxigeno asociada-
con el total de la proteina para dar un peso molecular de -
cerca de 108000. Mediciones magnéticas mostratron que la -
forma deoxi de la proteina contiene Fe(II) de alto espin.-
El espectro de absorcién electrénico de esta forma es rela-
tivamente claro abajo de los 300 nm.; en el UV, aparece el-
pico caracteristico de tirosina cerca de los 280 nm.

Oxidando la proteina a met Fe(III); aparecen pi--
cos de absorcién en la regién visible. Cada subunidad de -
1la met proteina une ligandos.coho Cl—, Br_, y N, en un com
plejo de Fe(III) 1:2, vy las posiciones del pico visible de-
estos derivados met que varian ligeraﬁente. El espectro de
absorcidén electrénico de metclorohemeritrina se muestra en-
la figura 51. En adicibén, para las bandas mostradas hay al
gunas evidencias de un pico debido a una transicién electrd
nica en la regibén de los 900 nm. Este pico esti. sumamente-
sobrepuesto por bandas atribuibles a vibraciones arménicas-
y asi, no es bien caracterizado., Las bandas a 668 y 500 -
nm., sin embargo, pueden ser sefialadas como bandas de campo
ligando en un ‘complejo de Fe(III).. Sus intensidades modera
das son consistentes con un modelo en el cual dos iones de-
Fe(III) son de espin acoplado en un dimero de puente oxo -
del tipo (C1-Fe(III)-0-Fe(III)). Datos de sensibilidad mag
nética son discutidos actualmente en apoyo de éesta proposi-

cién.

Las bandas a 384 y 331 nm. en el derivado metclo-
ro deben ser atribuidas a alguna clase de transicién elec—-—
trénica involucrando a uno o ambos iones de Fe(III). Sus -
posiciones e intensidades pueden ser racionalizadas si -
ellas son sefialadas como excitaciones SPE en un dimero de -
puente oxo. Alternativamente, transiciones de transferen--
cia de carga ligando --9 Fe(III) son, también explicaciones-
posibles., A longitudes de onda més Bajas de 331 nm. se -
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considera que hay absorcibén de tirosina, y picos ad1c1ona——
les causan que se tape el Fe(III).
)

El espectro de absorcidn electrénica de oxihemeri
trina se muestra en la figura 52. Este espectro se parece-
mucho al de metclorohemeritrina, excepto por la éran inten-
sidad en la banda de 500 nm. El espectro puede ser conside
rado como una evidencia razonable de una sugerencia hecha -
por Klotz, que en la forma oxi ambgs fierros han sido oxida
dos a Fe(III) y el 0, reducido a 02-. La gran intensidad a
500 nm. puede ser entendida en este modelo porque una banda
de absorcibén similar ha sido observada en el compleJo forma
do entre (Fe(III)-EDTA)” y H202 en solucién bésica. Presu-
miblemente, esta banda eg atribuida a una tramnsicién de -
transferencia de carga 02_ --3 Fe(III) 6 HOO --3Fe(III).

Las bandas a 370 y 317 nm. en oxhihemeritrina son
similares a las bandas de 384 y 331 mm. en el derivado met-
.cloro vy con muchas probabilidades sefialamientos analogos -
son apropiados.

Los datos espectrales para el metcloro y protei--
nas oxi sugieren estructuras de coordinacibén involucrando -
unidades diméricas de Fe(III). Experimentos de sensibilidad
magnética sobre un rango de temperatura limitado para ambas
proteinas arrojan un peso considerable para esta sugeren- -
cia. Estos datos se muestran en la figura 53. Aunque los-
limites de error son grandes, parece que en cada caso el -
4, pp POT goteo de Fe(III) ‘es reducido grandemente del valor
de alto espin®™~6 BM. Ademas, en el rango de 300 a 100°K -
hay algunas ev1denc1as de que ambas proteinas presentan con

ducta antlferromagnetlca

Los datos espectrales y magnéticos apuntan a una-
estructura de dimero puente oxo Fe(III) para la proteina -
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metcloro. Un modelo de ﬁﬁénte oxo es también atractivo para
la oxihemeritrina, con la posible alternativa de un puente-
peréxido-Fé(III) que no puede ser desechada. Preferimos 1i
geramente el modelo de puente oxo para la forma oxi, porque
naturalmente corresponde en las series met como un derivado
metperoxi o methidroperoxi. Se ham obtenido evidencias pre
‘liminares que ambas proteinas oxi y met muestran la absor--
cién caracteristica de 840 cm | de una estructura Fe(III)-0
Fe(III). Como ala temperatura de la. celda IR hay problemas -
serios de descomposicién de la proteina oki, estos resulta-
dos son muy tentativos actualmente.
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TABIA III
Datos de Espectro Electrénico para Fe (H20) en Fe2(30 4)'3 (v 4)

. 24H,0 2

4 N 4, 3 m-te W,
Ty 12,600. 005
T, 18,200 0.01
24,200
(*A,, ‘E) 24 ,600 1.3
25, 400

‘T, 217,700 1
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A,— 3, em— 3 Calcd”
7T, 22,500 0.73 22,150
AT, 23,900 '0.76 24,550
(*A1,E) 26,500 4.1 26,560 (
T, 29,200 0.1 28,940

TABLA IV. Datos de EspectrquectrtSnico de (Fe(III)04),en
. Feldespato Ortoclasa.

E/B e
8= 3.00
6o}
q.; _é /
0 ]

L
£

! ' 2 . Dy/B L
Figura 40. Niveles de energia de campo ligando calculados para (Fe(III)OG)oct._
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o ’ \ Figura 41. Niveles de ener-
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c 21.0 (25) *A; — (‘A,, ‘E) .
d 24.4 (120) 8A; — T,
e 29.2 a+b=294 /
f 325 a+c=322
7 36.8 b+b=364 v
h 42.6 b+ d =426 500 (¢ = 350)
a0 30 A0 B0 W0 700 80 90
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GRUPO DE LA FERRODOXINA

Este grupo de proteinas tienen Fe y S inorgénico
(4cido 1abil) en los centros activos como 4Fe-48 § 2Fe-28S,
también como en el caso de la rubredoxina . con Unicamente un
4tomo de Fe. El Fe esté siempre unido al S de una cisteina.
A diferencia de las proteinas de los grupos anteriores, el-
Fe no se encuentra unido a un anillo porfirina.

Las proteinas de Fe-S se agrupan usualmente en -
cuatro clases diferentes, en la siguiente forma:

a) Centros que tienen 4Fe-4S

b) Centros que tienen 2Fe-2S. .

c) Centros que tienen sélo un ‘atomo de Fe.
d) Proteinas complejas de Fe-S

Uno de los grupos mejor:.conecidos de.las.protei—-
nas de Fe-S es el de las ferrodoxinas. Estas son pequefias-
proteinas que tienen relativamente pocos 4cidos amino, en--
tre 55 y cerca de 120 (peso molecular 6000-14000). Contie-
nen cualquiera de los centros activos 4Fe-4S 6 2Fe-2S, que-
pueden ser extraidos intactos de 1la proteiﬁé en presencia -
de ligandosydisolventes apropiados por la técnica llamada -
"expulsidén del centro". Otro aspecto importante del movi--
miento del centro activo es que la apoproteina formada pue-
de serreconstituida bajo condiciones no enziméticas y anae-
rébicas por simple adicién de sulfato de amonio ferroso y -
‘sulfito de sodio. .

La secuencia de amino &acidos en las ferrodoxinas-
es completamente diferente; la posicién de las cisteinas -
que se unen a los fierros en un medio especifico no varia -
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en diferentes clases de ferrodoxinas. Esta poca variacién -
en las posiciones de los aminodcidos principales ha sido -
muiy usada en el estudio deé la evolucién de ferrodoxinas.

El estudio de las proteinas de Fe-S ha sido fuer-
temente apoyado por el recondcimiento de la sefial de EPR -
g =71.94 que generalmente paréce estar en la forma reduci--
da. Sin el uso de la técnica de EPR el estudio de las pro-
teinas de Fe-S se hace muy dificil por su bajo coeficiente-
de extincién y su amplia absorcién en la regidén visible. -
Trabajos que usaron espectroscopia M&ssbauer, CD, resonan--
cia magnética de protén, sensibilidad magnética etc., han -
apoyado el estudio de partes especificas de la proteina so-
bre los mismos centros activos. La figura 55 muestra el es
pectro EPR caracteristico de las proteinas Fe-S representa-
tivas, incluyendo proteinas de Fe de alto potencial (HiPIP),
las cuales tienen una sefial de espectro EPR g =2.02 en esta
do oxidado.

La existencia de proteinas con la estructura tipo
HiPIP fué el principio de un desarrollo interesante en el -
estudio del centro activo S-Fe. La cristalografia de rayos-
X demostrd que hay poca diferencia entre el agrupamiento -
4Fe-48 en una ferrodoxina (E'=—400 mV) y en una HiPIP (E'=+
350 mV). Esta anomalia fué aclarada por la llamada hipéte-
sis del estado "C"de Cartery colaboradores (Fig. 56),que pos
tularon la existencia de una HiPIP super-reducida y una fe-
rrodoxina super-oxidada. Cammack demostrd la -eXistencia -
de la HiPIP super-reducida utilizando 80% de dimetilsulfoxi
do (DMSO) para distorsionar el medio de la proteina HiPIP,-
Fué detectada en este caso una sefial de EPR de la HiPIP su-
per-reducida similar a la de 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 proteinas S-Fe cuyo centro activo no
ha sido determinado. En este caso la proteina en cuestion-
es examinada usando EPR en la presencia y ausencia de una -
concentracidén dada de DMSO (Fig.57)* La dependencia de tem
peratura de estas seflales es también un criterio de diagnés
tico como lo es la forma de la sefial de EPR. De este modo,
un centro con 2 6 4 Fe puede ser distinguido répidamente. -
Esto también puede ser resuelto por los experimentos de ex-
pulsién del centro de Holm y Orme-Johnson. La ventaja de -
la técnica del DMSO, es que el tipo de centro en una protei
na unida a una membrana tambiénvpuéde ser distinguido, como
ha sido el caso con las membranas de cloroplastos, donde un
centro de 4Fe-4S fué detectado como el aceptor primario del
transporte de electrones.

Estéd bien establecido que las proteinas tienen 2,
4, 6, u 8 atomos de Fe (ver tabla VI),dependiendo de su ori
gen, y con un igual nimero de &tomos de S labiles y un nﬁmg
ro considerable de residuos de amino acido cisteina.

Es légico principiar los estudios de modelos con-
compuestos de cisteina-Fe, sin embargo trabajos en esta -
adrea han sido minimos. Este campo puede ser muy prometedor
en la obtencién de datos del espectro de absorcién de solu-
ciones de cloruro de Fe, mercaptoetanol y Na,S que tienen -
una estrecha semejanza con las proteinas de S-Fe.

Se propuso al persulfuroc unido al atomo de Fe pa-
ra sistemas biolégicos, y en apoyo de esto, fué citado como
un ejemplo el compuesto Fe(32006H4CH ) (S3CC6H4CH ). Para
las proteinas 2Fe-2S, la estructura mas favorecida se mues-
tra en la figura 54y es apoyada por el conocido puente sul-
furo (FeS(Szczth))2 y el puente mercapto (Fe(SR)(SacSR2))2
La geometria del Fe en estos compuestos parece ser cuadrada
planar, aunque evidencias recientes indican que las ferrodo
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xinas, probablemente rubredoxina, contiene Fe en sitios te-
traédricos.

La equivalencia del nimero de &tomos de Fe y § su
giere un alto orden estructural, 'y para las proteinas 4Fe—-
48, el arreglo légico es la estructura del pseudo-cubo. Com
puestos que tienen alternativamente un metal y un no metal-
en las esquinas de un cubo son muy comunes a través de la -
tabla periédica. Como estos, son los complejos S-Fe; como-
((C.H.)FeS)s, que consisten de un cubo distorsichado FeqS4-
con”1os grupos ciclopentadienilo préximos a las eSquinas =
del Fe. Este complejo puede’ser oxidado y redicido en el -
estado de oxidacioén 5, en un paso de un electrédn sin fisién
del complejo, lbgicamente una caracteristica atrayente para
comparar con el sistema enzimatico. Algunas evidencias apo
yan esta estructura para el sistema enzimdtico pero con S =
de cisteina en lugar de los grupos ciclopentadienilo. Esta
estructura da un arreglo resultante pseudo-tetraédrico para
ei étomo de Fe.

Pocos sistemas son utilizades como modelos para =
las proteinas. 6Fe-6S y.E6Fe. Estudios sofisticadcs de rayos
X de una proteina 8Fe-8S muestran un agrupamiento, de alta -
densidad electrdnica con una forma cibica. El modelo favo-
rable para este proteina consiste de dos unidades pseudo-: -
cubos separados por 12 A°.

La rubredoxina tieneun &tomo de Fe rodeado tetraé
dricamente por: 4 atomos de azufre, aunque la baja resolu- -
cién de los rayos X no eliminan la posibilidad de un achata.
mientd del tetraedro. Muchos minerales de sulfuro de Fe =
tienen los &tomos de S arrégladbs tetraédricamente alrede--
dor de los &tomos de Fe, por ejemplo: MFeS, (M=K, Rb, Cs) -
que consiste de una cadena infinita de iones FeSy; formados
de unidades repetidas FeS; con el tetraedro unido por las -
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esquinas opuestas. Recientemente, un complejo de coordina-
cibén de Fe con este medio ha sido caracterizado. Este com-
puesto es (N(PMe,S))oPe(II) que ha mostrado tener una es-.-
tructura igual aunque no interacciona estéricamente, e impi
de adoptar el arreglo planar més comin. Aunque este es un-
caso donde la solucidén directa del problema fué obtenida -
desde un mo&élo preparado anteriormente, es interesante no-
tar que ambos, la rubredoxina.reducida y su modelo poseen -
la banda de absorcién del espectro IR cercanowesperada para
un medio tetraédrico del Fe(II). La alta energia de la ban
da para la enzima ha sido explicada sobre las bases de li--
gandos fuertes, sin embargo, un achatamiento del tetraedro-
puede produc1r un efecto similar. Se ha propuesto que las-
dos emisiones observadas a 365K y 311K en el espectro Raman
de la rubredoxina son la forma alargada de Fe-S, y se hicie
ron comparaciones con las bandas a 360K y 303K del espectro
de XFeSs.
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TABLA VI. Propiedades de Proteinas Representativas
de Azufre-Fierro.

4Fc + 48 center
‘8Fc ferredoxins
Clostridium (obligate anacrobic bacterium)
Chlorobium (green photosynthetic bucterium)
Chrematium (red sulfur |)|IO(0~\'nlll(".l(‘ bacterium)

Rhodospirillum rubrum I tved non=sulfur. photmynlllctw,b.lctcrlum) '

Azololm('lcr III (acrobic Ny fixing bacterium)

I'euoulmms with (8Fc 4 8% have also been rejiorted in: €. pasteuri-
C. thermosaccharolyticum, Peptococcus acrogenes, Peplostrepto-

Active Group Molecular
( atoms/molecule) Weight
8Fe, 8S 6,000
8Fe, 83 6,000
8Fe, 83 10,000
8Fe 8S 13 000
8Fc, 85 15,000

No. of
Amino
Acids

55
.60
81

130

Redoz
Potential
(E,/ inmV)

—395
—490
—420

anum, C. acidi urici, C. butyricum, C. tartariworum, C: tetanomorphum,

coccus elsdenii, Veillonella- alcalescens.

98



TABLA VI, Contimiacién

4Fe ferredoxins
Desulfovibrio (anaerobic SO4 reducing bacteriym)
Bacillus (facultative N, fixing bacterium) -

- 4Fe HiPIP
Chromatium
Ferredoxins with. (4Fe - 4S) have also been reported in B. poly-
membrane, D..gigas, D. desulfuricans, Rhodospirillum rubrum.
monas.

2Fe + 2S center
2Fe ferredoxins

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

Ferredoxins with (2Fe +-'2S have also. been reported in: Aethusa,
stca, Botrydiopsis, Bumilleriopsis, Chenopodium, Chlamydomonas,

locasia Cyanidium, Cyperus, Datura, Equisetum, Euglena, Gossy- .

Phaseolus, Phormidium, Pinus, Pisum, Polystichum, Porphyrid-
Zea, pig adrenals, pig testes. :

1Fe center
1Fe rubredoxin
Clostridium

Rubredoxins have also been reported in: Chloropseidomonas ethyi?
sulfuricans, Desulfovibrio gigas, Peptococcus aerogenes, Peptoco-

Complex Fe—S proteins
Mitochondrial succinate dehydrogenase (mammalian).

Mitochondrial NADH dehydrogenase (mammalian)
Xanthine oxidase (milk, bacteria)
Nitrogenase (Clostridium or Klebsiella) : molybdenum iron protein

. No:
Active Group Molecular Ami:z Pﬁzl:gle
(atoms/moleculé) ‘Weight Acids (E,’ inmV)
- .
4Fe, 4S 6,000 56 —
4Fe, 45 8,000 78 —3

4Fe, 4S8 9,650 86 4-350
myza, B. stearothermophilus, Spirochaeta aurantia, spinach chloroplast
High-potential . iron-sulfur protein has been ‘reported in Rhadopseudo-

2Fe, 28 10,600 97 -

2Fe, 28 10,300 98 4?—0
2Fe, 28 10,600 96 —
2Fe, 25 21,000 181 —350
2Fe, 28. 12,500 114 —240
2Fe, 2S. 12,600 — —360
2Fe, 28 12,500 115 —270
2Fe, 28 30,000 — +280

Agrobacterium, Amaranthus, Anabaena, Anacystis, Aphan th y

Chlorella, Cladophora, Clostridium (a_zof’erredoylein and ]%PR“];)I‘O::(;;I)B’C("::

pium, Laminum, Leucaena, Medicago, ‘Navicula, Nostoc, Pelrasel‘en,ium

wum, Porphyra, Rhizobium, Sambucus, Spirulina, Stelluria, Tolypolhrix,'
“» -

1Fe 6,000 54 ~60

ica, Clostridim butyricum. Clostridium strickiandii, Desulfovibrio de-
ccus glycinophilus, Peptostreplococru; Isdenii, P d u;:.:;.j%y;g::m(ylxi.

8Fe, 85, 1IFAD 197,000 — _
’ (dimer)
FYEEN mm S e
e, 85, ,2Mo 275,000 — —343 and —303
18or24Fe, ~  220,000. — 60 and —
18 or 245, 230 00 60 and —280

8



Formal
Iron
‘State’  Valences HiPIP 8Fe Ferredozin
_g 3Fe® 4 1Fe™ super-reduced reduced ferredoxin

HiPIP 1

:add subtract | | add
l electron electron | | electron

OA - C 2Fe* 4 2Fe™ reduced HiPIP oxidized ferredoiin

I
subtract || add : subtract |
electron electron electron |

. R
C' 1Fe* 4 3Fe* oxidized HiPIP  super-oxidized’
) 1 = ' ferredoxin
4500 mV | v

Figura 56. Los tres estados hipotéticos de los potenciales de -
oxi-reduc de la transferencia de electrén en los centros acti--

vos 4Fe=48 de ferrodoxinas y HiPIP, Los potenc1a1es difieren en

un rango de 1-V. .
) lue . g-valus ~

(22 ?.l -go 19 L§_.,_ _QL..__._,_Q_,_,._,_

‘fi Adrenodoxin

Ty

=
st

‘030 032 03 a% 038 030 - o2 054 - L
magnetic fleld (T) magnetic_field (T)
;

Figura 57. Efecto del dimetilsulfoxido 80% sobre proteinas
reduc1das de Fe-S (...), y naturales '(—-—) Centros 2Fe-28
(izquierda); centros 4Fe-45 (derecha).

88



89
v
GRUPO DE LOS SIDEROFOROS

Practicamente todas las especies microbiales aerd
bicas criticamente examinadas presentan excrecién de siderd
foros. Estos compuestos son llamados tamblén, transportado
res de Fe y siderocromos, pero fu€ prlmero Lankford quien -
propuso el nombre de sideroforo y es preferido, ya que Su--
giere la funcién y es consistente con la terminologia uéada
para los agentes complejos de cationes meté&licos alcélinbs;
los ionoforos. Sin embargo, en contraste con lo anterior,-
el papel natural de los sideroforos ha sido establgcido con
un gran‘eéfugrzo por la rigurosa metodologia de la bioquimi
ca genética.

Los sideroforos son agentes quelatos de bajo peso
mélecular que son producidos por microbios y -estén ihvoiue—
crados en el transporte de Fe en la célula. Los siderofo--
ros son todos ligandos quelatos, que forman complejos octaé
dricos extremadamente estables con los iones férpiéds de al
to espin. Los &tomos ligandos al 4tomo de Fe en los sidero
foros son oxigenos, excepto en micobactina, donde un nitré-
geno heterociclico participa uniéndose al Fe. Dos clases -
importantes de estos compuestos, los ferricromos y las fe--
rrioxaminas, son &tidos trihidroxamicos los cuales (excepto
para aquellos que tienen substituyentes cargaddos) forman -
complejos neutros usando tres mono aniones hidroxamato b1--
dentados. Estos complejos de Fe(III) son todos cinéticamen
te ‘1abiles. También los grandes ligandos hexadentados como
los ferricromos encierran completamente al ion férrico en -
una cavidad octaédrlca _tienen una velocidad de camblo del-
orden de varios mlnutos a condiciones fisiolégicas de pH y-
temperatura. En contraste complejos en los cuales el ion -
crémico es substituido por el ion férrico, aunque la estruc
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tura siga siendo la misma, son cinéticamente inertes. Esto
ha sido demostrado para modelos de complejos hidroxamato, -
desferriferricromos y ferrioxaminas. Se han usado en estu-
dios de tramsporte de Fe varios de estos complejos cinética
mente inertes. ;

Otro grupo funcional como ligando comin descubier
to en los sideroforos es el catecol (o- dihidroxibenceno).-
El catecol es similar a los hidroxamatos como ligando biden
tado ya que coordina a través de dos &tomos de oxigeno, pe-
ro es un dianion. Excepto por la sensibilidad al oxigeno -
de los complejos de catecol (porque farilmente se oxida el-
ligando) estos son muy similares en propiedades cinéticas y
espectroscépicas a lds,complejos hidroxamato.

Estructura y Propiedades de los Complejos Férricos de Side=
roforos:

‘Quimica General de los Quelatos de Fierro. La -
quimica acuosa del Fe(III) es dominada por los &acidos de -
Lewis. Algunas unidades de pH ‘abajo de las soluciones fi--
siolégicas, se efectian hidrélisis y reacciones de polimeri
zacién del ion férrico. A pH fisiolégico el ion férrico es
cuantitativamente %nSoluble como hidroxilo. E1 Kg sp Para -
Fe(OH)3 es 2 x 10 ~7, mientras el Kgp para el Fe(OH) es -
2 x 10716, 1las consecuenc1as blologlcas de estos numeros -
son profundas, porque desde entonces este planeta produce -
una atmosfera oxidante, la dltima fuente de Fe para todos -
los sistemas biolégicos ha sido el Fe(III) inorgénico. Tam
bién, la complejacién del ion férrico no es siempre sufi- -
ciente para hacer usada por los sistemas biolégicos, enton-
ces la hidrblisis de tales complejos frecuentemente produce
polimeros de puente hidroxi de alto peso molecuiar que su -
transporte al cruzar las membranas de la célula'es imposi--
ble.
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Durante los Ultimos 10-15 afios un nimero de com--
puestos de bajo peso molecular de origen natural han sido -
descubiertos que unen especificamente Fe(III) y lo tramspor
tan en los sistemas bioldégicos. Muchos, si no es que todos-
los compuestos de este tipo, incluyen hidroxamatos o grupos
fenolatos como ligandos. Por pérdida de un protén, el -
anidén es un agente quelato muy fuerte con una asombrosa es-
pecificidad por el Fe~ . La quimica general de los &cidos—
hidroxamicos forma una parte de la quimica orgénica clési--
ca. La reaccién con el idén férrico es una prueba estandar-
para el grupo funcional hidroxamato.” La disociacién éacida-
de los 4acidos hidroxamicos da pKas tipicos del orden de 9.-
La reaccién siguiente, con el ion férrico da un anillo de -

g 90 i
R-C-N-R' c=z=a R-C-N-R' + H

=y

F
/
P
’.‘\.f'l 1‘\].

\

R RY
Complejo Hidroxamato Férrico

Fig. 58

cinco miembros muy estable. A pH muy &cidos, tres Acidos -
hidroxdmicos_se unirén para formar un complejo octaédrico -
neutro de Fev+. Las constantes de formacidén hasta para el-
sencillo éacido Snohidroxémico tienen una compléta especifi
cidad. por el Fe~ . Para el acido acetohidroxdmico (R=CH3,—
R' = H) el Pk, es 9.35 y los logaritmos de las constantes -
de fonmaqién K1, K2,.y K_ del paso clave son 11742 9.68, y-
7.2. para un mecanig_mo:.czle consténtes de formacidn QS’ del-
complejo tris de 2 x 10, En contraste, el mecanismo de -
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constantes de formacién, %2, para el complejo bis del ion -
ferroso es sblo de 3 x 10. Esta sensibilidad es causada =
mas por el tamafio del ion que su carga y pueden ser observa
dos. en los valores«ﬂe 6 para el complejo de tris Al -
(3 x 10 21) y el La’ T (8 x 1011) La gran disparidad entre-
la fuerza de complejacién de los &acidos hidroxamicos por el
Fe” y Fe  probablemente es la propiedad mas importante pa
ra el transporte de Fe, puesto que la reduccién del comple-
jo férrico dentro de la célula proporciona una forma efecti
va de liberar el Fe acomg}ejado y dejar al ligando libre pa
ra otro transporte de Fe .

Las estabilidades de los complejos acidos trishi-
droxamicos naturales son las mis conocidas. Por ejemplo, -
el muy poderoso y usado quelato hexadentado EDTA tiene un -
logaritmo de constante de formacién K de 25.1, mientras que
para desferriferricromo (flg 59 es 29 1 y desferriferrioxa-
mina E (f£ig.60) es 32.4. Los complejos tris (hidroxamatos)
tipicos son solubles en agua y son compuestos neutros. En-
todos estos compuestos el -fierro estd en el estado de Fe -
(I1I1) de alto espin, en contraste con el fierro de las pro-
teinas heme, que es rdpidamente cambiado. Esta labilidad -
es, desde luego esperada para complejos de alto espin 47, -
aunque la cinética de cambio para estos ligandos hexadenta-
dos es mucho més lenta, que por ejemplo, complejos tris bi-
dentados. El1 ion férrico puede ser removido del complejo -
de los &cidos trihidroxdmicos tratandolos con base diluida-
o por reduccién del Fe(III) a Fe(II).

La estructura del sencillo complejo hidroxamato -
tris (benzohidroxamato) Fe(III) (R=¢ , R'=H fig.58) ha mos-
trado la forma cristalina més estable del sbdlido por ser el
isémero racémico cis. (La convencién para simbolos de confi
guraciones absolutas & y A son aquellos prdpuestos por la -
IUPAC). E1 isémero cis es definico como el que tiene sime-
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tria en el C,. Desde luego, ambos isdmeros cis y trans del
complejo crémico han sido aislados, las geometrias simila--
res'de los compuestos férricos y crémicos puede indicar que
los complejos cis y trans férricos probablemente estén en -
solucién en aproximadamente la misma proporcién (60%, 40% -
respectivamente) y predomina el isémero cis que es el que -
cristaliza. En los complejos férricos, la rapida isomeriza
cién de los complejos en solucién de este modo produce ex--
clusivamente la cristalizacién del isémero cis. ‘

Muchos de los &cidos hidroxamicos naturales tie--
nen tres grupos de acido hidroxamico por molécula. Los com
plejos de Fe de estos acidos trihidroxamicos tienen una ban
da ancha caracteristica de absorcién a 420-400 nm. y de es-
ta forma originalmente les dieron el nombre genérico de si-
derocromos. Los tres grupos hidroxamatos son semejantes a-
cualquiera de las ramas laterales de un péptido ciclico (qg
mo en los ferricromos, fig.59) 0 como pafte de una cadena -
lineal o ciclica (como en 1la ferrioxamina, fig.60), Aque--
llos que estimulan el aumento de la actividad fueron llama-
das sideraminas y aquellas que son antibiéticos fueron lla—
madas sideromicinas.

Los Sideroforos que Tienen Hidroxamatos. Ferri--
cromos y Ferrioxaminas. Los ferricromos son todos &cidos -
trihidroxamicos producidos por hongos: como Ustilago sphaero
gena. Las ferrioxaminas son producidas por varias especies
de Nocardia y Streptomyces. En contraste a los ferricromos,
las ferrioxaminas son lineales y ciclicas (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 4pti-
camente activos. 8S6lo si un grupo substituyente tiene un -
centro 6ptico, como en las ferrimicinas, que hay actividad-
6ptica en la molécula. Los ferricromos tienen una activi-—-
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dad éptica natural asociada con el liganda, excepto en -
aquellos casos donde el ligando es opticamente inactivo (en
tal caso los complejos son mezclas racémicas), los comple--
jos siderocromos anteriores se ha descubierto que tienen -
una configuracién absoluta A cis (fig. 59). Asi, mientras -
ferrioxamina E. es racemica, anédlisis estructurales de rayos
X de ferricromo A y ferricrisina han mostrado ambas tener -
isémeros Acis. Un andlisis estructural reciente de la mez
cla de sideroforo imida % fenol hidroxamato producida por -
la bacteria micética, micobactina, ha'mostrado que la mico-
bactina férrica también tiene configuracién absoluta A cis.
Las otras propiedades fisicas de los ferricromos han sido =
estudiadas usando varias técnicas. El espectro de NMR de -
los derivados de Al (III) y Ga(III), comparados con los li-
gandos libres han mostrado un profundo cambio de conforma--
cién que acompafia a la formacién del complejo.

Sin embargo, a pesar de las grandes diferencias -
en la estructura molecular de los ligandos, todos los side-
roforos hidroxamatos cuyas estructuras han sido determina--
das por-los datos, se ha descubierto que son complejos cis-
con una geometria de coordinacién del ion férrico que es -
substancialmente idéntica a la del complejo simple tris -
(benzihidroxamato)-Fe(III). Asi, mientras la ferrioxamina-
E es racémica pero con geometria cis, andlisis estructura--
les de rayos X de ferricromo y ferricrisina han mostrado am
bas ser isémeros Acis.

Los Sideroforos que tienen Catecol.- Enterobacti-
na, La aislacibén y caracterizacidén del triester ciclico -
2, 3-dihidroxi-N-benzoil-1-serina, un sideroforo tricatecol,
fué reportado independientemente por Pollack y Neilands, y-
O'Brien y Gibson. Los ligandos fueron aislados de cultivos
Salmonella typhimurium y Escherichia coli y les dieron los-
nombres de enterobactina y enteroquelina respectivamente. -
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La enterobactina es un agente eficiente en el tramsporte ce
lular, pero a diferencia del ferricromo, la liberacién in--
tracelular del fierro implica hidrdlisis enzimatica de la -
enterobactina a el monomero 2,3—dihidroxi-N—benzoil—1-seri—

na.

Puede observarse desde modelos moleculares que -
dos diasteroisdédmeros son posibles para el complejo de ente-
robactina férrica /N cis y Acis. No hay imagenes en el es
pejo por la actividad éptica de los ligandos. La similitud
de las funciones de los ferricromos y -enterobactina prestan
un interés adicional especulativo por la configuracién abso
luta probable del complejo de Fe. Los estudios estructura-
les de los complejos tris-catecol y las-pgopiedades espec--
troscopicas del complejo enterobactina croémica han conduci-
do a una asignacién de la geometria para el isémero mas es-
table del complejo enterobactina férrica (fig. 62).

Cambio del Ion Férrico por el Ion Crdémico en Sideroforos.

Sideroforos Hidroxamatb..IsémerQs Geométricos. -
Muchas de las preguntas en cuanto a la relacibdn estructura-
funcién de los sideroforos no pueden ser contestadas con de
talle por la labilidad cinética de estos complejos de alto-
espin Fe(III). Esta labilidad siempre deja ambigﬁedades,-
por ejemplo, si 6 no ocurre el transporte del metal via el-
complejo molecular intacto. Sorprendentemente la. quimica -
de coordinacién de los ligandos sideroforos con otros iones
metalicos aparte del ion férrico, fué muy desconocida. (Hqg
ta la apariciétn de un reporte muy breve del espectro CD del
complejo desferriferricrisina de Cr(III). Sin embargo, el-
complejo aparentemente no fué aislado, y el espectro CD no-
fué interpretado). De esta forma se empezo a investigar la
geometria de coordinacién de iosnligandos sideroforos o =
cualquier mitad de ligando con iones metadlicos trivalentes-
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cinéticamente inertes como el Co(III) y Cr(III). Desde lue-
go, los acidos hidroxamicos son ligandos asimétricos biden-
tados, v tienen ambas isomerias, geométrica y éptica en com
plejos tris (hidroxamato). Como anotamos al principio para
un complejo octaédrico formado con tres aniones hidroxamato
equivalentes, Opticamente activos, hay dos isdmeros geomé--
tricos posibles, cis y trans. Cada isémero geométrico con-
siste de un isémero 6ptj:.¢o/\y otro A . Con frecuencia, es
tos son diasteroisdémeros por la actividad. éptida del ligan-
do, en tal caso hay cuatro isbmeros posibles, /\cis,/\trans,

.Ad&yAWm&

!

Investigaciones exploratorias preliminares se di-
rigieron hacia la preparac1on Yy caracterizacién de los com-
plejos de Cr (III) 6 Co(III). Estos con iones metalicos de-
bajo espin a3 y 4 respectivamente, que tienen las posibili
dades mayores de energia de estabilizacibn de campo ligando
y por lo tanto son cinéticamente inertes en cuanto a substi
tucién de ligando y reacciones de isomerizacién. Esto es -
en contraste a los iones férricos de alto espin d~ que tie-
nen una energia de estabilizacidn de campo ligando de cero.
Asi, en contraste al complejo sideroforo férrico, complejos
substituidos con iones crdémicos o cobalticos deben ser ciné
ticamente inertes.

Modelo de Complejos Hidroxamato. El1 intento de -
preparar el complejo tris (hidroxamato)-Co(III) con &cido -
benzohidroxamico o su derivado N-metilo, resulto en la oxi-
dacién del ligando acompafiado de la reduccién del Co(III) a
Co(II). La preparacién del tris (benzohidroxamato)-Cr(III),
Cr(benz) fue afortunada y resulto en la separacién y ca--
racterlzac16n de sus isémeros geométricos. La vida media -
para la isomerizacién de estos complejos a condiciones fi--
siolégicas aproximadas es del orden de horas. Para facili-
tar la separacidn de los cuatro isbémeros Opticqs del comple
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jo modelo simple tris (hidroxamato)-Cr(III), fué preparado-
(usando 1-mentol como substituyente) el &cido hidroxfmico -
dpticamente activo, N-metil-1-mentoxiacetihidroxamico (men)
Esto resultdé en la separacidén de los dos diasteroisdmeros -
cis del tris (N-metil-1-mentoxiacetihidroxamato)-Cr(III) de
los diasteroisémeros trans y de sus propiedades por espec—-
tro de absorcién électrénica y CD.

En la cromatografia de capa delgada del complejo-
tris (benzohidroxamato)-Cr(III) resultaron dos bandas ver—-
des, correspondientes a los isbémeros trans y cis, cuyos va-
lores R, de dilucibn precisan a una de las bandas anchas
café-rojizas del complejo de Fe(III). Como justamente se ha
descrito, los isbémeros geométricos del complejo de Fe(III)—
se encuentran en solucién en un equilibrio répido, y como -
un resultado, la mezcla de estos isbémeros aparece como una-
banda con un valor R st que es un peso promedio de los dos -
isémeros individuales.

Los complejos tris (N;metila1-mentoxiacetihidroxg

mato)-Cr(III), y el de Fe(II), con los de Cr(men), y Fe -~
(men) también fueron purificados por cromatografia de capa-
delgada. El complejo de Fe da una banda ancha café-rojiza,
cuyo valor de disolucién R st €S precisado por la banda ver-

de azul de los isdémeros cis y trans del complejo de Cr(III).

Como €on el complejo tris (benzohldroxamato) esta conducta-
es causada por el equilibrio répido de los complejos férri-
cos cinéticamente labiles.

Los. isémeros de'Cr(men)3, isomerizan con vidas me

dias de varias horas igualmente que los complejos de Cr -
(benz) . La velocidad de isomerizacibén de los camplejos -~
tris (hidroxamato) por lo tanto, no es sensible particular-
mente a la substitucién de los &tomos de nitrégeno del hi--
droxamato, desde luego el ligando "men!" tiene un 4tomo ni--
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trégeno alquilado. En la ausencia de una fuerza inductora,
los complejos sideroforos correspondientes deberan isomeri
zarse muchos mas lentamente por las contracciones estéricas
de los ligandos.

Aunque cuatro disteroisémeros (Acis,Atrans, D -
cis, & trans) son esperados para el Cr(men),, en la cromato
grafia de capa delgada de los complejos progucidos sblo apa
recen tres bandas verde=azul. Dos de estas son las resuel-
tas para los isémeros A-cis (10%) y A-cis (21%), v la ter
cera (69%) es una mezcla $in resolver de los isémeros A -
trans (31%) y D -trans (" 8%). ‘

Otra diferencia importante entre los iones férri-
cos y crdémicos son sus propiedades espectroscdpicas, Desde
luego, los iones férricos son iones de alto espin d” en los
complejos sideroforos, no hay transicién electrdnica d-d de
espin permitido. Asi, los espectros de absorcidén visitle--
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 varian enormemente de un compuesto a otro, aun—-
que la coordinacién goemétrica del Fe(III) puede ser la mis
ma. En contraste, complejos octaédricos (o aproximadamente-
octaédricos) de Cr(III) tienen dos bandas de absorcién d-d-
bien establecidas que son localizadas sobre el cromoforo me
tédlico y asi son insensibles a cambios.en el complejo metal
ligando que estén fuera de la esfera de coordinacién inme--
diata del metal.

Complejos Ferricromos Crémicos. E1 espectro para
el modelo de complejos hidroxamato crémicos se reproduce en
la figra 63. Desde luego, el espectro visible y CD de los -
isdémeros son totalmente dominados por el cromoforo metadlico
del complejo, este dato puede ser usado para caracterizar v
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para identificar isémeros de coordinacién de complejos for-
mados por los sideroforos. La preparacidén y caracteriza- -
cién de los complejos croémicos de desferriferricromo han si
do reportados. Aunque un examen de los modélos moleculares-
para ambos complejos muestra que dos isémeros de coordina--
cién son posibles (A cis, Decis) ambos compléjos crémicos
consisten exclusivamente del isémero A cis. Este resulta-
do concuerda con investigaciones cristalograficas de rayos-
X de ferricrisina y ferricromo A que demuestran que crista
lizan tnicamente como eljsbémero A cis. Los dos complejos-
crémicos tienen idéntico espectro CD el cual es el mismo -
que el del espectro Acis Cr(men)3 (fig. 63).

Complejos Ferrioxaminas Cromicas. La preparacidn
y caracterizacién de los complejos crdmicos de ferrioxamina
B (fig.60) han sido reportadas. Un examen de modelos mole-
culares, mostrado en 1a'figuraé4-describe cinco isdmeros -
geométricos posibles (uno cis y cuatro trans). Cada uno de
estos isbmeros existe como una mezcla racémica, y se llevo-
a cabo la separacién de los isbmeros geométricos cis. Una-
segunda fraccidén fué aislada, la cualconsiste de uno o mas-
isémeros trans. Los isdmeros geométricos fueron asignados-
sobre la base de sus espectros visible y UV (fig. 65) los -
cuales estén superpuestos sobre aquellds de los complejos -
cis y trans de Cr(men)3 (Fig. 63).

Los dos isdémeros geométricos cis y tramns de la -
isomerizada ferrioxamina B crobmica en soluciones en equili-
brio con vidas medias de varios dias a un rango de. tempera-
tura. Estos son considerablemente mas lentos que los encon
trados para los compléjos tris (hidroxamato) como Cr(men)3—
y son causados por las contracciones estéricas del ligando-
ferrioxamina B y su quelacién hexadentada.

Sideroforos Catecolato. Complejos Catecol Simples.
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Como anotamos anteriormente, los sideroforos comunes de -
bacterias entéricas son los. tricatecol, enterobactina -
(fig. 61). En orden hacia una sintesis perfecta y para usar
técnicas de separacidén con pequetias cantidades de enterobac
tina ttil, complejos de catecol simples fueron preparados -
como compuestos modelo. Datos espectroscépicos de estos -
compuestos modelo pueden ser usados en el sefialamiento de -
geometrias para isémeros enterobactina. La literatura qui-
mica anterior de complejos tris (catecol) de iones metéli--
cos de transicién es clave. La sola referencia reportada -
de un complejo crémico que fue répidamente hidrolizado en -
solucién diluida acuosa. Esto, de hecho, pudo impedir una-
pista de separacidén de los isbmeros opticos del tris quela-
to. Nunca antes estos complejos fueron reinvestigados, an-
tes -de preparar el complejo enterobactina crémica. Se des-
cubrid -que los complejos son muy estables en 'la ausencia de
oxigeno. La nisual sensibilidad del dianién catecol al oxi-
geno se descubrid que se incrementaba substancialmente en -
el complejo de cromo. (La facil oxidacidén del catecol coor-
dinado y de ligandos conexos ha 51do demostrada para una se
rie de complejos metalicos (NiZ2t, cu?t, zn2t etc.) por -
Holm y:colaboradores en relacién al analogo 1,2 bencenoditiola
to). Esta oxidacidn del complejo de cromo es la que causa-
el cambio de color de verde a rojo que se reporto previamen
te como hidrbdélisis. Todas 1as_preparacionés y manipulacio-
nes del complejo catecol de cromo se llevaron a cabo en con
diciones de atmosfera inerte.

Aunque Unicamente resoluciones parciales de solu-
ciones -de (Cr(cat) )3‘ fueron conseguidas a pH neutro, reso
luciones completas se alcanzaron a pH 13 y a 5°C. La velo-

cidad de pérdida de actividad éptica para el (Cr(cat)3)3—
resuelto, se encontrd que dependia de la fuerte concentra--
cién del ion hidrégeno, variando la vida media desde varios
minutos a horas entre pH de 7 a 13.
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Comparacién con Enterobactina Crémica. Los espec
tros visible y CD. del (Cr(cat)3)3‘ y (Cr(enterobactina))3--
se muestran en las figuras 66y 67. Los espectros de absor-
cién son similares excepto por la transicidén del ligando 1o
calizado que ocurre a baja energia en el complejo enterobac
tina, y asi emmascara la tramsicién d-d 4A2 -3 4Tg (pa_
ra simetria Dh) que aparece como un borde en la transicidén
T --) W* mas interna del ligando. Esto es aparentemente -
causado por el hecho que la enterobactina tiene anillos ca-
tecol substituidos en la posicidén orto por un grupo acilo.

Asi, los espectros visible y UV de (cr(cat) )
(Cr(enterobact1na))3' son también -diferentes para permltlr-
comparaciones detalladas y pred1cc1ones confiables de es- -
tructura. Sin embargo, hay una situacién diferente encon--
trada en la comparacién del espectro CD del (Cr(cat),)3~ y-
(cr(entrobactina))3- y esta es que son substancialmeate -
idénticos (flg 67) Esto es’ porque la 1nterferenc1a de la-
banda de transferencia de carga no esté& asociada con el cen
tro cromoforo y entonces no contribuye a la actividad opti-
ca.

La estructura molecular y cristalina de‘una sal -
de (Cr(cat),)”” y la conocida configuracién absoluta del -
(cr(cat),)3™ dan los siguientes sefialamientos: el isémero -
predominante de los complejos monoméricos de enterobactina-
crémica tiene una configuracidén absoluta & cis (fig. 62).-
La similitud de los complejos férricos y crémicos permite -
estos seflalamientos por estar hechos para el complejo férri
co también. Esto es’la configuracidn absoluta opuesta. del-
otro sideroforo 4pticamente activo caracterizado por 1los da
tos. La configuracidén absoluta opuesta de enterobactina -
crémica y ferricromo crémico, puede verse claramente en com
paracién de sus espectros CD (fig. 67). El papel de los si-
deroforos como permeasas celulares por el ion férrico en -
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consecuencia no depende siempre del complejo el que ‘tenga -
una configuracién Mcis, aunque esta configuracién u otras-
pueden ser especificamente transportadas en sistemas indivi
duales microbio-ligando.

La estructura molecular de la enterobactina no ha
sido establecida por técnicas de difraccidén y aunque la -
coordinacidén del ion férrico en la enterobactina previamen-
te ha sido supuesta que es un complejo octaédrico que invo-
lucra sblo a las mitades de los ligandos catecol, eviden- -
cias -estructurales poco firmes fueron utilizadas para esto.
Ademas, el uso de Cr(III) en lugar de Fe(III) para facili--
tar los estudios de tramsporte de complejos siderocromos -
opticamente activos han sido justificados sobre la base de-
que eada complejo puede ser isoestructural. El Fe(III) y -
Cr(III) de alto espin tienen aproximadamente 0.03 A° de di-
ferencia en radio ibnico uno del-otro pero la energia de es
tabilizacién de campo cristal (CFSE) para el complejo crémi
co (12 Pq)‘es considerablemente mayor que para el ion férri
co de alto espin (0 Dq). Cualquier cambio del complejo crd
mico:de la coordinacién octaédrica hacia la de prisma trigo
nal como se ve por la torsidn del a&ngulo trigonal, puede -~
ser atribuido a este efecto de campo cristal.

Geometria de los Complejos Catecol Metal. Las geo

“metrias de coordinacién de (Fe(cat)3)3— vy (Cr(cat)3)3- han-

sido determinadas por simples estudios de cristales de las-

sales K3(M(cat)3). 1.5H,0 (M=Cr, Fe) en orden para explo--

rar el efecto de. campo cristal del ién crémico en la geome-

tria de coordinacidn e -indirectamente para determinar la -
geometria de coordinacién de la misma enterobactina.

3- ) . .
Los complejos (M(cat)3) (fig. 68) son distorsio
‘nados de la geometria octaédrica con aproximadamente D3 pun
to simétrico molecular. Los. pardmetros estructurales de -
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los complejos tris (catecol) por los datos reportados son -
comparados en la tabla VII. E1 ligando se sujeta (1a propor-
cién de la distancia 0-0 del anillo a la distancia M-0), al
sngulo torcido trigonal, y la distancia de plano a plano - -
trigonal varia uniformemente a través de la tabla con incre
mento del radio idnico. La gometria final representa un ba
lance entre la distorsién del &ngulo 0-M-0 y la distancia -
'0-0 del anillo y variaciones de la torsidn del &ngulo desde
el octaedro a el prisma trigonal. En comparacidn las estruc
turas del catecol crdmico y férrico, la diferencia en la -
longitud de unidon M-0 no es lo suficientemente grande para-
causar la diferencia aproéximada en grados de la torsién del
dngulo. Esto debe ser atribuido a la diferencia en energia-
de estabilizacién de campo cristal ( A CFSE) entre las geo-
metrias octaédrica y prisma trigonal. Aunque significativo
en términos de la precisién de las determinaciohes estructu
rales, los complejos férricos y cromicos son completamente-
cercanos en geometria para relacionarlos con los complejos-
similares sideroforos substituidos con cromo con idéntica -
estructura a los complejos férricos naturales con propdsi--
tos biolégicos.

Constante de Formacidn del Catecolato-Férrico. -
La alta afinidad por el ion férrico que todos los siderofo-
ros demuestran es esencial para cualquier accién de obten--
cidén del Fe para los microorganismos que usan el ligando. -
Este es siempre acompafiado en un medio que también contiene
muchos otros agentes complejantes para el ion férrico. En—-
tonces una constante de formacibén muy alta para el compleJo
sidroforo es esencial para la supervivencia en el mundo com
petitivo de los microorganismos. Como se describid ante- -
riormente, los sideroforos hidroxamatos tienen constantes -
de formacidén para las reacciones del tipo:
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en el rango entre 1030 y 1032: Estos valores son de dos a=
tres vecesAmayores en magnhitud que los de las constantes de
formacidén de los mecanismos, ﬁ?B’ para los complejos tris -
(monohidroxamato).

En contraste a los sideroforos hidroxamato, poco-
0 nada es conocido de la constante de estabilidad para los-
sideroforos catecol enterobactina. Antes de determinar la-
constante de formacién de la enterobactina (para lo cual la
hidrélisis de los ligandos presentan un problema esPecial),
la reaccién del mismo catecol con el ion férrico ha sido in

vestigada.

El catecol es un acido muy débil y entonces a pH-
bajos es un ligando pobre. La cinética y el equilibrio de-
sus reacciones con el ion férrico bajo condiciones &cidas -
también se ha investigado. Bajo tales condiciones, igual -
que con exceso de catecol, el ion férrico forma un complejo
transitorio 1:1, que eventualmente sufre una reaccibén de -
oxido-reduccién para dar el ion ferroso y ortoquinona como-
productos. Esta reaccidén tiene un potencial de dxido-reduc
cion ﬁayor de cero a pH de 1. A pH altos la constante de -
formacién es extremadamente grande del complejo tris cate--—
col férrico e invierte fuertemente el potencial, cada ion -
ferroso reducird ortoquinona a la forma del complejo tris -
catecol férrico. En ausencia de aire, los complejos tris -
catecol férrico y crémico son estables indefinidamente en -
solucidn acuosa bésica.

La constante de equilibrio involucrada en la reac

cién:
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fue determinada de la siguiente forma. Una solucidn acuosa
de Fe3 (5.5 x 10-3 M) y catecol (1.48 x 10 2 M), inicial--
mente se hizo basica, con la adicibén de KOH, fué valorada -
con HC1 1.24 N en atmosfera libre de oxigeno a 22°C y poten
cial iénico (KC1) 0.16-0.22 M(fig. 69). La constante de di
sociacién &cida para el catecol fué determinada-independien
temente (bajo condiciones experimentales similares) para -
ser pK,; = 9.38 y pKy,= 13.28 (todas las estabilidades y -
constantes de asociacidn mencionadas estén corregidas por -
potencial iénico 0.1 M). Usando estas constantes y valores
de literatura para las c Estantes de hidroélisis de Fe(III)-
(FeOH2™, Fe(0H2) Fe 2(OH) ) una grafica clésica es la de-
Bjerrum de #i contra pL que produjo valores apréximados de -
la constante de estabilidad metal-ligando. Minimos cuadra-
dos clasificaronwla constante de estabilidad atumulativa -
que converge con ‘los valores log Q =21.5, log?2=36.6-y -
logQ =45.9. La inclusién de la hlglrélisis de Fe en la pu-
r1f1cac1on del modelo primario afecto los valores calcula--
dos de Q La distribucién de varias especies en solucidn
como una func1on del pH se muestra en la figura 70.

La débil acidez del catecol hace esta constante -
de formacién efectiva mucho menos de 1042-2 aproximadamente
a pH fisiolégico. Sin embargo, un efecto quelato deberd -
tender hacer la constante de formacidén para enterobactina -
més grande para Q3 de catecol. Asi 10% puedi ser cgns:.de
rado ,como una unién debil para la reaccién Fe® + ent -
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Resumen

Este :apunte. se ha enfocado sobre la quimica de -
coordinacidén de los sideroforos con las siguientes conclu--
siones:

(1) Los complejos sideroforos substituidos con -
cromo pueden ser preparados, en constraste a los complejos-
férricos naturales y son cinéticamente inertes por isomeri-
zacidén o substitucién del ligando.

(2) Los espectros visible y CD de los complejos -
sideroforos crémicos son muy parecidos a los espectros cCo--
rrespondientes de los modelos complejos de ligandos hidroxa
matos o catecolatos. Estos proporcionan pruebas. espectros-
cbpicas para la estructura que indican la geometria de los-
complejos sideroforos.

(3) La estructura y unién de los complejos férri-
cos y crdmicos (a pesar de sus diferencias en propiedades -
cinéticas) son suficientemente semejantes para considerar—-
los como idénticos para sistemas bioldgicos.,

(4) Los sideroforos substituidos con cromo pueden
ser usados para estudiar el mecanismo de transporte de Fe =
microbial. Estos estudios cuentan con la inactividad de .-
los complejos crémicos y podrd ser imposible llevarlos a ca

bo usando otras técnicas o pruebas.
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Figura 63. Espectro de absorcién de Cr ( g ‘)3
en 17% de ETOH/cloroformo y espectro de absor
cién CD de Cr(men); en la misma soluc. al 3%.

Figura 62, Esquema del isémero O cis de la -
enterobactina férrica y crémica. El metal se
apoya en el centro de un octaedro distorsio-

.nado formado por los Atomos de oxfgeno de -

los tres dianiones catecol,
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Figura 66. Espectro de ‘absorcién visible del K3(Cr
(c'at)a) en agua (arriba). Espectro CD de las solu- L

ciones de 8-y A';x3 (cr(cat)s ).



Figura 68. Una perspectiva mqleculaz;“gn el espa
cio del anién (M(0206H4)3) , M= Cr, Fe,
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Figura 67. Espectro de absor-
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TABLA VII. Pardmetros Estructurales para Complejos (M(cat)a')

P* 3 ‘Sit As* crt Fe*
Charge, n — 1 2 . 1 3 s
Average MO distance () 2w, 21.723(4) L784(185 1.843(5 1.98 {
Average ring 0-M-0 angle (°) 91.4(2) '88.7(2) 88.2(5)( ‘ 83:56?{3 . S?gé?;()i)
Average 0-0 ring distance (R) 2.466(6) 2.490(6) 2.565(7) 2.646(6) 2.625(2)
Ligand bite* - 1.431 1.396 1.392 1.333 1.303
Trigonal twist angle (°) 589 55.9(5). 55.2(10) 50.5(6) 447(10)
_Plane-to-plane distance (X)* 1940 2.093 2,194 2.247 2.303
— 10
_ ol
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Figura 69. Curva de valoracién. Solucién bésica de Fe: PH
(5.5 x 1073 M) y catecol (1.84 x 102 M) valorada con - o
HC1 1.24 M.a 22°C en atmosfera libre de 0, () o Figura 70, Curva de distribucién, como una funcién

de pH, de las especies formadas en la valpracién - R
de catecol—férr_ico. a
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QUIMICA BIONIORGANICA DEL COBRE

I
HEMOCIANINA

La hemocianina fué llamada de esta forma por el -
fisidlogo belga Ledén Fredericq en 1878, cuando demostrd que
el color azul de la proteina era causado por la oxigenacién
del cobre que contiene la misma, la unidén con el oxigeno se
investigd en las especies de animales que tienen la hemocia
nina que son moluscos y artrdpodos. Entre los artrbépodos -
se encuentran los crustaceos decépodos (langostas, cangre--
jos, camarones) y entre los moluscos todos los cefaldpodos-
(pulpos, calamares), sin embargo, en estas dos especies la-
distribucién de hemocianina es muy variable. E1 caracol co
mestible "escargot" tiene gran cantidad de hemocianina, pe-
ro el de agua "dulce" Planorbis relativamente 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 soluto disuelto libremente. Su concen-
tracidén puede ser apfeciable en la sangre de algunos anima-
les, por ejemplo, el pulpo y el cangrejo, pueden tener arri
ba de 10 g de hemoc¢ianina/100 ml. Esto es aproximadamente-
dos terceras partes de la concentracién de hemoglobina en -
la sangre humana. Hay una profunda diferencia entre las he
mocianinas de los moluscos y artrdpodos. La primera contie
ne 0.25% de Cu en peso, y la segunda 0.17%.

El nombre es engafioso. La hemocianina a diferen-
cia de la hemoglobina, no tiene grupos heme; el cobre esta-
unido directamente a la proteina. La unidén es fuerte; la -
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constante de disociacién para quitar el primer atomo de Cu-
es del orden de 10-20, E1 sitido de la unién no es conoci-
do, aunque por evidencias circunstanciales los grupos sul--
fhidrilos del amino Acido cisteina y los anillos imidazol -
de histidina han sido sugeridos como posible ubicacién del-
metal.

El Cu en la hemocianina libre de oxigeno esté en-
el estado de oxidacién de 1+. Hay varias evidencias de es-
to. Agentes quelantes especificos para Cut pueden cambiar -
al metal de la proteina y la actividad fisiolbgica de las -
moléculds de hemocianina puede ser reconstituida cuando la-
proteina a la que se le ha quitado el Cu se trata con iones
cuprosos. En los espectros visibles y UV no hay bandas ca-
racteristicas del ion clpucrico y no tiene sefial de resonan
cia de espin electrdénico que se hayan detectado en el pig--
‘mento deoxigenado (indicativo de configuracién d' ).

En la oxihemocianina, la situacidn es muy confusa.
La biquinolina, un reactivo que da un complejo rosa con los
iones cuprosos, reacciona con una mitad de Cu de la hemocia
nina, sugiriendo que la mitad del metal en el pigmento esta
como 14+ y el restante en el estado 2+. En el espectro visi
ble y UV hay bandas caracteristicas de iones cipricos que -
sugieren que un minimo de Cu est&d en el estado de 2+. Las-
dificultades aumentan en la interpretacidén del espectro de
resonancia de espin electrénico. Los iones clpricos tienen
un mimero non de electrones debiendo mostrar una fuerte ab-
sorcién ESR, sin embargo, soluciones frias preparadas de -
oXihemocianina no muestran tal absorcibén. La falta de una-
sefial de ESR se atribuye a un acomplamiento antiferromagné-
tico entre los dos atomos de Cu de un dimero. También es -
probable que el metal es parte de un arreglo covalente ya -
que se comporta como tal, y recuerda a los iones cuprosos -
en algunas instancias y a los iones clOpricos en otras.
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Las bandas de absorcién del espectro visible de -
la oxihemocianina se encuentran a 700 (£75), 570 (€ 500),-
440 (€65), y 347 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 banda
de campo ligando sugiere un complejo dimérico de Cu(II). -
Por comparacién con el dimero acetato Cu(II) tiene un aumen
to la intensidad de la banda de campo ligando y también tie
ne 'una banda:-extra cerca de los 370.nm. El origen de esta
banda ha sido muy'debatido pero una posibilidad es una exci
tacién simulténea de un par electrénico (SPE). La banda in
tensa a 347 nm en la oxihemocianina puede tener un origen -
similar; mas probablemente, con ng presente en el sitio de
unidén, podemos esperar una contribucién muy grande en esta-
regién que viene de la transferencia de carga ng -—5 Cu -

(11).

Los datos espectrales de la oxihemocianina son -
completamente consistentes con el modelo de adicién oxidati
va de unibén -0, que se muestraenlafigura71. Como-en al ca
so de oxihemeritrina, no es posible decir desde los datos -
espectrales hasta donde es un puente o una unidn, si es és-
ta lltima probablemente otros grupos puente tales como el -
carboxilato deben servir para unir la unidad dimérica.

" la molécula de hemocianina tiene N &tomos de Cu,-
cuando est4 totalmente. oxigenada, combinandose con N/2 molé
culas de oxigeno. Esta proporcién, 1 02/2 Cu, no es unica-
entre los pigmentos respiratorios. De las seis moléculas -
respiratorias que se encuentran en la naturaleza ademds de-
la hemocianina, cuatro contienen un grupo heme, hemoglobi--
na, mioglobina, eritrocruorina, y clorocruorina, unen una -
molécula de éxigeno por atomo de metal. Pero la hemeritri-
na un pigmento de Fe sin grupo heme, de bajo peso molecular
¥y que se encuentra en algunos-animales marinos primitivos,-
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toma dos &tomos de metal para unir una molécula de oxigeno,
justamente como la hemocianina. En cuanto a la hemovanadi-
na, un pigmento 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 oxigeno.
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II
PLASTOCIANINA AZURINA Y ESTALOCIANINA

Las proteinas "“azules de cobre" que se describen-
en este capitulo son, plastocianina de haba (Phaseolus vul-
garis; peso molecular 10700; E 350 mV), azurina (Pseudomo-
nas aeruginosa peso molecular 13900: E 330 mV), y estalocia
nina (Rhus vernicifera; peso molecular 20000; ‘E 184 mV), s
considera que todas tienen funciones de transferencia de -
electrén, aunque un modelo fisioldgico no se conoce para la
estalocianina. La plastocianina acepta un electron del ci-
tocromo f en la cadena fotosintetica de las hogas verdes, y
la azurina se cree que es el oxidante flSlOlOglCO del ferro
citocromo c 551 en las Pseudomonas aeroginosas y bacterias-
parecidas. Las proteinas "azules de Cu" son particularmen-
te atrayentes para estudios cinéticos 51stemét1cos, ya que-
bésicamente el mismo cromoforo se extiende claramente en un
amplio rango del potencial de reduccién. El potencial que-
es adoptado depende aparentemente de finos detalles del me-
dio de las proteinas "azules de Cu™, permitiendo una oportu -
nidad para correlacionar la reactividad de transferencia de
electrtn con diferencias estructurales.

Consideraciones Estructurales

En un trabajo previo hecho por el mismo investiga
dor Harry B. Gray sobre las proteinas "azules de Cu" repor-
té lo siguiente: las proteinas azules tienen Cu(II), presen
tan béndas de absorcién en la regién visible qﬁé son mucho-
més intensas que las bandas de campo ligando de los comple-
jos modelo como Cu(NHS) . Medidas de resongncia de espin -
electrénico demuestran que las proteinas azules.de Cu(II) =
también tienen constantes hiperfinas de poco Cu.



118

Las estructuras diméricas son establecidas como -
una explicacién del aumento de intensidad de las bandas de-
campo ligando por que algunas de las proteinas tienen tnica
‘mente un 4tomo de Cu(II). E1 problema espectral es ilustra
do por la proteina estalocianina que tiene un &atomo de Cu -
(II), consiste de tres bandas en el visible, a 850 ( € 790,
604 (& 4080), y 450 nm (8 880). Es dificil pero no imposi-
ble entender la intensidad de la banda central (604 nm) don
de se puede suponer cualquiera de las dos coordinaciones, -
cuadrada planar u octaédrica distorsionada tetragonalmente.
Adem4s, la banda de campo ligando del sistema es de alta -
energia para ser explicada por un modelo tetraédrico distor

sionado.

Gray propone que las proteinas azules tienen un -
sitio de Cu(II) penta coordinado. Esta proposicién esti ba
sada sobre el hecho de>que las tres bandas en posicién e in
tensidad, son muy similares a el espectro de campo ligando-
de varios complejos modelo penta coordinados de bajo espin-
de Ni(II). Recorriendo los sitios desde los tetra coordina
dos de bajo espin a los penta coordinados de bajo espin de-
Ni(II), se observan comunmente grandes aumentos €n la inten
sidad de la banda de campo ligando. Basados en la experien
cia de los sistemas de Ni(II) confiamos en obtener una sin-
tesis de un complejo penta coordinado de Cu(II).

Hasta aqui, las primeras investigaciones de H.B.-
Gray. Ahora veremos los resultadoé de las investigaciones-
posteriores. Como ya se apunté anteriormente, una proteina
tipica de Cu(II) es caracterizada por un sistema de bandas-
de absorcién electrbénica intensas, con picos prbdximos a -
los 600 nm, asi como por un parémetro espectral A, de reso-
nancia paramagnética electrénica muy pequefio. Ninguna de -
estas propiedades espectrales ha sido duplicada satisfacto-
riamente en complejos de Cu(II) de bajo peso molecular. -
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Centros cuadrados.planares de Cu(Ii), en particular, presen
tan espectro éptico y resonancia paramagnética electrénica-
muy diferentes de aquellos observados para proteinas azu- -
les, muchos modelos tienen geometrias semejantes basados so
bre coordinaciones 4 & 5._ Se han propuesto dos- explicacio-
nes diferentes de la banda de absorcidén intensa a 600 nm. -
Una explica que la banda se origina de una o mis transicio-
nes permitidas d-d en un centro asimétrico, y la otra atri-
buye la fuerte absorcién a un proceso de transferencia de -
carga, probablemente del ligando al metal (LMCT).

Estudios espectroscépicos de derivados de Co(II)-
de estalocianina, plastocianina y azurina han establecido -
que la interpretacién de transferencia de carga es la mas -
probable. Bandas intensas (€ ® 2 x 103) . parecen ser anélo-
gas a las del sistema de proteinas azules de Cu en los 600-
nm, observéindose en los derivados de Co(II) en la regién de
300 a 350 nm. E1 cambio de posicién de las bandas cerca de-
los 16 XK( Cu(II) <€ Co(II))) concuerda bien con lo esperado
para una transicién IMCT. La absorcién del visible y IR -
cercano, CD, y espectro MCD de los derivados de Co(II) de -
estalocianina, plastocianina y azurina han.sido-interpreta--
dos principalmente en términos de la transicién d-d espera-
da para centros met&licos tetraédricos distorsionados (ta--
bla VIII).Promedios de par&metros de campo ligando son los -
mismos para las tres proteinas con Co(II) (Dg=490, B=730 -
cm_1); lo cual sugiere fuertemente que el &tomo- donador del
grupo de un sitio azul no varia de un caso a otro, ain a pe
sar del potencial. Curiosamente, la divisién del estado -
' T1,es més pequefla para el derivado de Co(II) de estalocia-
nina, que es la proteina cuya forma natural presenta los ba
jos potenciales.

.Nuevas absorciones y caracteristicas espectrales-
CD que son atribuidas a las transiciones d-d-se han observa
do en la regidén del IR cercano para estalocianina, plasto--
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/
cianina y‘azurina (tabla IX) Estas transiciones d-d se han-
analizado principalmente en términos de una geometria te- -
traédrica ligeramente achatada para centros azules de Cu. -
En cada una de las geometrias la energia electrénica (W) de
los..estados, de cgmpo %igando de Cu(II) se incrementa de -
acuerdo a; B_€ “E {“A . E1 valor del angulo (§ ) entre -
el eje Z y las uniones metal-ligando (% = 90° en el limite-
D4h) para estalocianina fué_fijadg en 60° en orden para dar
valores razonables para&W( A1 - "B_) en el tetraédro y en-
la geometriazlim%tante cuadrado planar. Tomandotsw(2E- B2)
- 5250 y AW(°B_-“B_)=8750 em” | (Ds=765, Dt=444 cm '), los -
valores de A W(2 - _°B ) se calcularon‘que son 22800 y -
6915 cm_ | en los limited Dyn ¥ Ty (8= 54.74°), res ectiva-

ente. Las otras transiciones D4h’ 2B1 —?) 2Eg vy B1 -
B_ son pronosticadas a 24890 y 15550 cm™ respectivamente.
Todgs los valores calculados D n deberan ser reducidos en -
aproximadamente 20% para permitir el ligero incremento -
(~0.1 A°) en la longitud de unién metal-ligando que es es-
perada para acompatiar un cambio del tetraédro a la coordina
cién cuadrado planar. Los valores ajustados para las ener-
gias de transicién d-d- D, estén en concordancia razonable-
con las posiciones de las bandas observadas en complejos -
cuadrados planares de Cu(II) que tienen como ligandos dona-
dores a nitrbgenos. En contraste, parémetros de campo 1li--
gando derivados de valoresQ con algunos grados cerca de -
60° dan absurdas2dife§encias de energia en el limite Dgp. -
Por ejemplo, AW(“A_ - B ) se calcula que es 58800 cm~1 con

=57° y parémetrosg(Dsl§240, Dt=505 cm_1) y 5050 em~ 1 con~
8=70° (Ds=77, Dt=320 am-1).

Los parametros derivados de cappo ligando (@:60?,
Ds=765, Dt—444»cm-1) pronosticados para A1 son 11540 cm™ -
cercano al estado baéélnng para estalocianina. Se obser--
van cercanos a esta energia una banda de absorcifn y un mé-
ximo CD. La banda de absorcidén resuelta tiene un coeficien
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te de extincidn molar de 565 que es aproximadamente 5 veces
mas grande que la observada para el _méximo a 8750 cm- . Se
esperaba que la transicién ‘B, --3 “A_ debiera ser mis in—-
Eensa, cgmo lo es el dipolo-eléctrico permitido, puesto que
B2 -3 31 no es,

Niveles de energia d excitados para plastociani-~
na y azupina son miy f;i.milares, Tomando AW(“E-“B_)=5500, -
& ( B1- B2)=10300 an ¥ =60° para ambas proteinas, Ds
y Dt se calculargn que sgn 764 y 508 cm'1, respectivimente—
y la transicién B2 -3 A1 se pronostica a 12520 an . La
plgstocianina‘presenta un pico Gausiano rgsuélto 3 11940 -
L (tablaIIX)que puede ser atribuido a B2 -3 A . En -
azurina, la banda relativamente intensa & a 13000 cm-1 pro-
bablemente traslapada extensivamente con absorcidn debida a
B2 -—3 Aﬁ.

2

Investigaciones dirigidas a identificar los ligan
dos incluyendo el achatamiento del tetraédro del centro -
azul de Cu han sido muy intensas en el caso de la plastocia
nina. Hay evidencias directas de un ligando azufre que vie
nen de experimentos espectrales fotoelectrémnicos de rayos X
(XPS) en plastocianina de haba, donde fueron observados -
grandes cambios de energia del centro S2p del residuo cis--
teina (Cis-85) en la proteina sobre la incorporacién 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 experimentos de valoraciones de re
sonancia magnética nuclear, sugiriendo que ellas estén coor
dinadas al Cu. Es razonable suponer, que también son lig;g
dos los dos residuos andlogos en la proteina del haba, His-
38 y His-88. E1 cuarto ligando en el grupo donador propues
to para plastocianina.de haba ha sido identificado en-estu-
dios extensos de espectro IR, Estos experimentos han reve-
lado ‘que una seccidén corta de la helice ~ en apoplastociani
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na estéd fuertemente perturbada por la incorporacién del me-
tal (Cu(II) 6 Co(II)), por lo tanto, implica un apoyo esque
lético de nitrégeno peptidico u oxigeno como ligando. La -
preferencia del Cu por donadores nitroégeno, asi como eviden
cias de espectro (vide infra) de transferencia de carga, £§
vorecen la coordinacidén por un nitrbgeno peptidico desproto
nado (N*). Por consideracién de la secuencia de lugares en
la helicedde la plastocianina de haba, por el apoyo esque-
lético del nitrbgeno peptidico, y por los pocos residuos -
cercanos de His-38.

'E1 modelo tetraédrico achatado de CuNzN*S tam- -
bién es razonable para la azurina. Experimentos recientes-
de XPS han demostrado que un azufre esté unido al Cu en la-
azurina y las propiedades espectroscépicas electrénicas de-
las dos formas de la proteina con Cu y Co son muy similares
a aquellas de los derivados andlogos de la plastocianina de.
haba.

Es probable que el sitio de unidén tetraédrico cer
cano en cada proteina azul de Cu es mas rigido, como los -
factores de estabilizacién de campo ligandb favorecen fuer=
temente a una geometria cuadrada planar para una coordina--
citn de 4 del Cu(II). La rigidez de construccién del sitio
en la estructura de la proteina debe vencer la energia de -
estabilizacién electrbénica asociada con una distorsién de. -
Jam-Teller hacia la geometria cuadrada plamnar de Cu(II), -
de esta forma contribuye a la relativa inestabilidad del es
tado oxidado del sistema. Asi los relativamente altos po--
tenciales de reduccién de las proteinas azules de Cu pueden
ser atribuidos, como minimo en parte, a los factores elec--
trbénicos asociados con la rigidez fofzada,en el sitio de la
estructura del tetraédro achatado CuN2N*S.

Se han obtenido fuertes evidencias de la coordina
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cién de azufre de cisteina en la estalocianina en experimen
tos de XPS. La coordinacién de un ti‘.oeter no es posible en
este caso, ya que la proteina 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 interpretacién de las bandas
de absorcién intensas cercanas a los 13000, 16000, 22000 -
cm_1 en las proteinas azules de Cu. El andlisis est& basa-
do en la suposicién de que las energias mas altas son ocupa
das por los orbitales de los ligandos en una unidad CulN N*S
y decrecen de acuerdo a NS > €S?WN*DNN., Los estados -
excitados de transferencia de carga derivados de tramsicio-
nes del tipo T=--) d,2 _ 2 las dos son dipolo-electrico y -
magnético permitidos. Ya transicién @S --3d_2 2, en otro
caso, es sblo dipolo eléctrico permitido. Laxﬂ—:.erza rota—-
cional (R) de una banda CD es relacionada por los momentos-—
dipolo eléctrico ('qel) y dipolo magnético (Zmag)' por:

= m(YE oo fWF T wear) (1)

donde \‘V’i y (.Vf son los estados inicial y final, respectiva
mente. También puede ser determinada la fuerza rotacional-
desde las cantidades experimentales AE, £ 1-61‘- de acuerdo-
a la ecuacidn 2:

R 22.9 x 1010 ,f (AEfv)av (2)

Ademés, la fuerza dipolo (D) estd relacionada por el coefi-
ciente de extinciénﬁ por:

D= 91.8 x 100 f (&Y )av (3)

y 4R/D , el factor de anisotropia de Xuhn. Moscowitz ha -
aproximado la integral j €/v)Y como el 1n2q “:&";‘;’7;)"/ , -
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donde £° es el valor maximo de £, & ° es la mitad de la am
plitud de acuerdo con la mitad del méaximo, y V° es la fre-
cuencia de £°. Suponiendo que & ° y ¥° son las mismas para
las absorciones correspondientes y bandas CD,a'puede ser -
calculada de la ecuacibén 4:

¥ =ﬁvﬁ‘¢/5% (4)

las bandas asociadas con el dipolo magnético permitido, de-
las transiciones de transferencia de cargat?se espera ten--
gan valores X mucho mds grandes que aquellos atribuibles a-
g S5--9 4, 2 2, como el mecanismo dado de intensidad en el-
caso anterlor es de origen puramente dipolo eléctrico. Va-
lores de & , Ae, v Epara los espectros electrdnicos seme-
jantes de estalocianina, plastocianina y azurina estén en--
listados en la tabla IX. Los resultados indican claramente
que las bandas prbéximas a los 13000 y 22000 an™1 son sefiala
das como transferencia de carga 'W’ de acuerdo con que -
ellas tienen valores relativamente grandes de g Sefiala—-
mientos especificos son - 1TS e dx2 2 al 1300? cm~1 y Wx-
" d 2 2 2 22000 cm '. La banda a 16000 cm ' en cada pPro
teina presenta un valor 5 conveniente abajo de 0.005 y es -
atribuido a una transicién de transferencia de carga §S---3
a2 2. '

X -y

Espectro Ultravioleta

Este grupo de proteinas azules de Cu han sido sis
temas convenientes para probar aspectos estructurales del -
sitio de unién del metal. Ahora, el problema se estudiara-
monitoreando las pruebas intrinsecas de estas proteinas, -
por el examen de .las propiedades espectrales en la regibn -
ultravioleta.
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« Como ya se observd anteriormente es probable que-
un ligando azufre esté involucrado en la esfera de coordina
cién del Cu, en estudios recientes se encontraron alteracio
nes caracteristicas que son causadas probablemente por el -
cromoforo S-Cu(I) con cambios de diferencias conformaciona-
les entre los estados reducido y oxidado de la proteina, es
tos estudios espectrales se hicieron en derivados donde fué
cambiado el Cu por Co en la proteina natural.

La naturaleza del sitio azul de Cu puede ser com-
prendida como el resultado de un éompromiso entre la ener--
gia libre requerida para la estructura de coordinacién pre-
ferida del ion metdlico en sus dos estados de bxido-reduc—-
citn y la conformacién éptima del polipeptido formado. Por
lo tanto, se esperan cambios en el estado del Cu que pueden
ser expresados en algunas de las propiedades de los resi- -
duos aminoécido, particularmente en aquellos que estén rela
cionados con el sitio de unién. Asi, entre otros de los es
tudioé realizados se ha demostrado una correlacidn entre -
los estudios de éxido-reduccidén del Cu tipo I y la fluores-
cencia esencial de Rhus lacasa. Se han comparado las pro--
piedades espectrales UV de tres proteinas azules de Cu -
(Pseudomonas aeruginosa azurina, Alcaligenes faecalis azuri
na, y Rhus estalocianina) en sus estados oxidado, reducido-
y libre de Cu, usando absorcién, diferencia de absorcidn, -
dicroisma circular y fluorescencia. La comparacién entre -
las dos especies de azurina, es de especial significancia,-
ya que son proteinas hombdlogas, sin embargo, ciertos resi--
duos son de particular interés (ej: el triptofano) que ocu-
pa diferentes posiciones en la secuencia de amino &cidos.

La figura 72muestra el espectro de diferencia de-
absorcién de la azurina Pseudomonas aeruginosa'reducida y -
oxidada. Como es bien sabido, en la regién visible la ban-
da caracteristica azul desaparece al reducirse, y no obser-
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va ningin otro cambio, Sin embargo, cambios complejos y -
pronunciados son observados en la regién UV. Al reducirse-
se encuentra un decremento cerca de los 330 nm, mientras -
que debajo de esta longitud de onda la azurina reducida tie
ne un coeficiente de extincidn alto. Esto es consistente -
con el resultado de un experimento preliminar reportado por
Yamanaka, El1 pico en la diferencia de espectros a 294 nm -
es causado por un cambio pequefio a rojo de la banda fina es
tructural bien resuelta de triptofano a 292 nm. Un incre--
mento uniforme en la extincidén de la proteina reducida con-
relacién a la oxidada se desarrolla en longitudes de onda -
bajas produciendo 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 absorcién aromaticas (275-290 nm) y por una banda ancha-
o panza a 270 nm. Se han hecho medidas que son esencialmen
te similares en la proteina reducida y oxidada para azurina
A. faecalis y estalocianina. "Los puntos isobaticos estén-
un poco cambiados con el azul (324 nm para la primera, 304-
nm para la segunda), y el pico en 294 nm es sb6lo una banda-
achatada, que es una consecuencia de la transicién del trip
tofano a 292 nm no estando resuelto en estas proteinas. Pe
ro un marcado incremento de la diferencia de extincidén con-
decremento de la longitud de onda y una banda achatada a -
270 nm estén de acuerdo con las investidaciones previas, -
Ademas, los valores (& & € ) encontrados son totalmen-
te similares (tabla X). eLos 3§iores un tanto superiores pa
ra estalocianina a 260 y 270 nm son causados por una banda-
achatada mucho mas pronunciada a 270 nm.

También se han hecho medidas de espectro CD de -
las tres proteinas en Sus formas reducida y oxidada; el es-
pectro de dos de ellas son presentados en las figuras 73y 74.
El grupo complejo de las bandas dicroicas en la regién de -
las transiciones aromiticas, es conservado totalmente en to
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dos los casos en la reduccibén, y sélo la magnitud de las -~
elepticidades es afectada. La pequeila pero significativa -
diferencia a 310 y en 293 nm, lo mismo que el gran incremen
to de la elepticidad a 280 nm encontrado para azurina Ps. -
aeruginosa (fig.73) son exactamente anilogas a las cambios-
encontrados para azurina A, faecalis reducida comparada con
la proteina oxidada. ‘El espectro CD de azurina Ps. aerugi-
nosa oxidada y azurina A. faecalis (fig. 73 y 75) son esen-
cialmente similares. Presentan exactamente la misma forma-
de la banda, excepto por algunos cambios pequeiios y difie--
ren sdlo en las elipticidades de varias bandas. La mayor -
diferencia y la Unica en las propiedades del espectro CD de
estas dos proteinas es la respuesta de la banda positiva a-
260 nm en la forma reducida., Mientras en la azurina A. fae
calis esta banda cambia poco en la reduccién, un cambio pro
nunciado ocurre hacia la elepticidad negativa en el caso de
la azurina Ps. aeruginosa (fig. 73). El efecto de reduccidn
en el espectro CD de estalocianina (fig.74) es limitado a -
las amplitudes de las diferentes bandas,manteniendo su posi
cién practicamente inalterada. El incremento de més del do
ble en la elepticidad de la banda negativa punteada cerca -
de los 265 nm estid probablemente relacionado a la misma -
transicién que produce una banda achatada pronunciada a 270
nm en el espectro de diferencia de absorcién reducido menos

oxidado.

Las propiedades espectrales de las tres proteinas
en el UV estén fuertemente influenciadas por los estados de
éxido-reduccién del Cu. Aunque esto es probablemente ver--
dad para todas las proteinas azules de Cu, se ha prestado -
muy poca atencidén a estos cambios. La similitud mecénica -
de la relacidén de cambios de bxido-reduccién en el espec--
tro de absorcién y el CD, sugieren que muchos de los cam- -
bios son comunes a las ‘tres proteinas y estén relacionados-
con algunas propiedadeé estructurales comunes, involucrando
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muy probablemente al sitio del Cu. Se han interpretado los
resultados de varios estudios espectroscbépicos y quimicos -
que indican que el Cu estd 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 absorcién de reducido menos oxidado es similar al espec-
tro de absorcién del cromoforo Cu(I)-S como se observa de -
sus valores de extincién (tabla X) derivados del espectro -
de tioneina—Cu(I). Sin embargo, la forma quimica del ligan
do S en las proteinas azules no estéd totalmente estableci--
do, pero generalmente ha sido propuesto un grupo sulfhidri-
lo de un residuo de cisteina. Sin embargo, se debera consi
derar la posibilidad de que la metionina puede servir como-
ligando. Algunas suposiciones'para esta hipétesis vienen -
del estudio de un modelo donde el complejo quelato de un -
tioeter con Cu(II) se ha descubierto que presenta una banda
de absorcién intensa, similar a la descubierta en las pro--
teinas de Cu. En hueve especies diferentes de azurinas -
(Pseudomonas, Bordetélla, y Alcaligenes) y en ocho especies
diferentes de plastocianinas (semillas, papas y algas ver—-
des), metionina 121 (en la plastocianina es 97), esta inva-
riablemente, en la secuencia de la cadena y tiene algunos -
residuos distantes que conservan cualquiera de sus caracte-
res aromaticos o hidrofébicos (Tir 108, Fen/Tir 110, Fa@/-—
Tir 111, Lew/Val/Ile 125, Leu/Val 127) aparte del invaria—-
ble Gli 123 y del residuo cisteina 112. Esto puede indicar
la involucracién de ambas cisteina y metionina en la esfera
de coordinacién del Cu, hasta que son utilizadas.

Los efectos adicionales en la regién aromitica de
la diferencia de espectro-(250-300 nm) son probablemente -
causados por transiciones aromaticas que estan influencia--
das por el estado de dxido-reduccién del Cu.. Las bandas -
achatadas que ocurren a 270 nm en las tres protéinas, pue—-—
den resultar de un incremento en la absorcidn de la tirosi-
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na. En este contexto,es interesante notar que la Tir 108-
(ntmero de la azurina), que estéd relativamente cerca de los
ligandos propuestos al Cu, Cis 112 y Met 121, son completa-

mente invariables en la azurina y plastocianina y pueden =
ademas, ser un constituyente obligatorio del sitio del Cu.

Los cambios inducidos de éxido-reduccién en el es
pectro CD de la regidn aromética no parecen estar relaciona
dos a un cromoforo de Cu, porque no son uniformes en las -
tres proteinas. En cambio, probablemente ellos aparecen de
las diferencias en los efectos’ conformacionales directos o-
indirectos del estado de dxido-reduccién del Cu en el di- -
croisma de varias transiciones aromiticas. Los cambios com
parativamente ﬁéqueﬁos en el rango 285-295.nm sugieren que-
las transiciones de triptofano son menos afectadas que aque
llas de tirosina y de fenilalanina. Los cambios cerca de -
los 250 nm pueden involucrar grupos disulfuro que producen-
efectos Cotton en esta: longitud e onda.

Para ciertas proteinas azules de Cu hace tiempo -
se propuso que un'Cu(II) o que la banda relacionada al Cu -
(II) estaba presenté entre 300 y 350 nm, pero a pesar de -
las implicaciones potenciales ha atraido muy poca atencidén-
el estudio de oxidasas que tienen Cu. Se presenta un resu-
men de las medidas espectrales en la regidén 300-350 nm en -
la figura 76. Al cambiar el Cu casi desaparece la absorcién
en esta regién. Esto es confirmado por el espectro CD don-
de el problema de obtencibn espectral de soluciones miy cla
ras de holo y apoproteinas en igualdad de concentracidén es-
menos decisivo que para el espectro de absorcibén o diferen-
cia de absorcidn. La extincién de las proteinas naturales-
en esta regidn en el rango 200-700 M am comparada con -
la4exf%nci§? de aproximadamente 1 x 104 (azurina) 6 2.3 x-
10" M ' cm  (estalocinaina) en 280 nm. Estos problemas -
experimentales hacen dificil obtener datos precisos sobre-
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la forma de la banda de Cu(II) abajo de 305 nm, donde prin-
cipia la absorcidén aromatica. Medidas de azurina reconsti-
tuida se compararon con las de apoazurina, se estimb_que .la
extincién dependiente del Cu no excede a 450 M cm  en -
280 nm, pero falta ser determinado si pasa a través de un -
méximo entre esta longitud de onda y 320 nm. Un candidato-
probable para el ligando, que en cdnjuncién con el Cu(II) =
da un aumento en la absorcién én esta regién, es un nitrége
no peptidico. Varios complejoé involucran la coordinacién -
de un nitrégeno peptidico desprotonado con el Cu(II), se es
taban investigando para ver si absorben en esta regién. La
banda moderadamente intensa se ha atribuido a una transi- -
cidn de transferencia de carga ligando-metal. Un sistema =
modelo interesante pfesenta una banda similar, es el comple
jo poli-L-histidina Cu(II) formado en soluciones neutras o-
ligeramente acidas., Este logro es de significéncia espe- -
cial en vista de los datos de resonancia magnética nuclear-
de las proteinas azules de Cu que sugieren a dos nitrbge- -
nos, uno peptidico y el otro de imidazol como ligandos a el
Cu.

Considerando ahora el espectro de diferencia de -
absorcitn de reducido menos oxidadb, se hace claro que el -
punto isobdtico cambia a una longitud de onda corta cuando-
vamos de la azurina a estalocianina, porque la absorbancia-
de la estalocianina oxidada es mas alta que la de las azuri
nas oxidadas. Fundamentalmente, por supuesto, el espectro?
del Cu(I) tiene una intensidad similar en las tres protei--
‘nas,cono minimo en esta regidén. La respuesta de la.infensi
dad en la emisién de fluorescencia para la reduccidén del Cu
se puede explicar sobre las mismas bases. La azurina Ps. -
aeruginosa tiene su emisién centrada cerca de los 308 nm.--
Cuando la proteina estd reducida, la absorbancia en esta re
gién de longitud de onda se incrementa. Ademés, algun efec
to de extincién es originado desde la transferencia de ener
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gia interna no radioactiva entre el residuo excitado tripto
fano y el cromoforo de Cu y se espera que se agrande, con -
lo que decrezca el quantum producido. Exactamente lo opues
to sucede con la estalocianina. Aqui la proteina reducida-
absorbe menos en la regidén de la emisidén méxima, aumentando
su intensidad. El espectro de emisidén de azurina A. faeca-
lis )\ex=280 nm), dificilmente cambia en la reduccidén, proba
blemente porque los efectos de extincidén y aumento son apro
ximadamente compensados. Recordando que el residuo de -
triptofano de azurina A. faecalis no tiene hombélogo a el -
triptofano de azurina Ps. aeruginosa, es un hecho que puede
contribuir a la diferencia en el espectro de fluorescencia-
de las proteinas naturales y en la diferente respuesta a la

reduccidn.

Al cambiar el ion Cu sblo se producen efectos mo-
derados en la parte aromatica del espectro CD (fig‘743r75),
una regidn espectral que es en general menos afectada por'-
el movimiento del Cu que por la reduccién. Esto indica que-
la integracién estructural de las proteinas azules de Cu de
penden poco de la pregencia del ion Cu hasta que estos resi
duos aromadticos son afectados. Un resultado similar se ha-
obtenido de la comparacién de la fluorescencia del triptofa
no en azurinas Ps. libres de Cu y naturales. La conclu- -
sién es gue la interaccidén entre el ion Cu y la proteina, -
como se dijo al principio, es muy dominada por la conforma-
cién de la tdltima.



TABLA VIII. Energfas del Estado de Campo Ligan~
do de Derivados de Protefna Co (II) -

Protein T. ‘T, (*F) Avy. T, ("Py Arg.

.\'lvllu(jynnin 5000 G800 q700 ii??)() 15500 18500 17.000
Azurin " 6600 10150 8375 00 14200 17400
Plastoeyanin v G900 10,000 8&4450 152200 19700 17300

TABLA IX, Datos Espectrales CD y de Absorcién de Protefnas de Cu Azules,

0

Protein vem!) Ac(M™* emt) N em) y Aszignment
Sicilacynnin R 5250 045 ~ 100 ~ 0.018 - T
‘ 8750 —0.35 ~ 100 ~ 0014 = U1,
11,470 24 H65 0.017 2a— L,
13040 —5.0 341 0.059 sl
16.580 3.6 3549 0.0041 aN—=s il 2
17,840 0.75 1542 0.0019 *
22,570 —~7.35 042 0.031 AR
Pinslocyanin 5500 0.125 ~ 100 0.005 Ny — U
10,300 —0.165 : 200 0.0033 W=,
11,940 ~ 1 H 1162 0.0052 2, — 20,
13,740 « =3.78 H 1289 0.012 wS =il
16,600 4.08 i 4364 00087 P
L 18,140 0.4 ! 1163 0.0014 Lot
21,540 —1.32 : 300 0.018 aNE = s s
23,640 1.26 : ~ 100 ~ 1.050 *
Azurin 10,300 —0.475 . 82 0.023 2R, -,
12,940 —3.6 : G686 0.021 N N
15,940 3.96 ! 3798 0.0042 PN N
17.770 0.72 : 504 00057 » .
: 20840 —1.11 185 0.024 wN =
+ From itef. 13, Absorplion for each blue profein are taken from a Gaussian * Nol assigned. ) .

yesainton of the 45 1 nenv-infrared and visible absorption speetram,

eel
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Figura 72, Espectro de diferencia de absorcién oxidado menos
reducido de azurina Ps, aeruginosa. Celda de referencia con-
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Figura 73. Espectro CD de azurina Ps. aerugi

ncsa oxidada (__) y reducldav (+*) ‘con 1.2 X= TABLA X, Extincién Ultravioleta de Protefnas de Cobre

10~4M. de protefna en 0.05 M de fosfato de - Reducidas

-potasio pH 7. Reduccién con ascorbato y dis- ’ ’

lisis extensiva, Fase 6ptica 10 mm.- B Value Measured Wavelength (nm)

Protein (M1 cm) 250 260 270 280

Ps. aeruginosa azurin €red — €ox- 5050 3450 3200 2350
A. faecalzs.azunn €rea — €ox 4250 3050 2950 2250
Ste}lacyapm .. €red — €ox 5150 4300 4250 3500
Cu* — thionein €rea 3650 3050 2650 2200

¢ Values calculated from spectral data reported by Rupp and Weser (24)

eel
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"de_g"lg -.-2" ioilc.uc;én d: pz.'otgﬁ:a!:‘ 5Hx Figura 75. Espectro CD de azurina A. Faecalis

107~ M en fosfato de potasio 0.1 M PH- tural () y libre de Cu(~+-) Solucién: 9 X

7. Fase fptica, 10 mm. 10~5 M en 0.1 M de fosfato de potasio pH 7. ~
Fase éptica, 10 mm.
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Figura 76. Propiedades épticas de las tres proteinas azu-
les de Cu en el rango 300-350 rm. Protefna oxidada (_),
reducida o libre de Cu(-+~).
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III

GALACTOSA OXIDASA
SUPEROXIDO DISMUTASA

El cobre es un elemento esencial para muchas for-
mas de vida. En los seres humanos es el tercer elemento -
mas abundante en proporcién de trazas; sblo el fierro y el-
zinc estén presentes en mayor cantidad. La utilizacidn del
Cu usualmente involucra un sitio activo de una proteina que
cataliza una reaccidén de oxidacién critica, por ejemplo, ci
tocromo oxidasa, amino oxidasa, superdxido dismutasa, ferro
xidasas, dopamina @ hidroxidasas y tirosinasas. En efecto,
los animales presentan un mecanismo Unico hemeostatico para
la absorcidbn, distribucidn, utilizacidn y excrecién del Cu.
Ademé&s, como minimo se conocen dos enfermedades heredita- -
rias potencialmente letales debido al metabolismo del Cu: -
la enfermedad de Wilson's y el Sindrome del Cabello de -
Menkes's Kinky.

Los sitios del Cu(II) en las proteinas se han cla-
sificado en tres tipos con base en sus propiedades espectra
les. Los sitios tipo I de Cu(II) que son caracteristicos -
ﬁbr sus muy altos valores de absorbitividad molar por las -
bandas en el visible cercanas a los 600 nm (165 kK). En -
efecto, las proteinas que tienen el sitio tipo I son llama-
das frecuentemente proteinas azules de Cu ya que en cual- -
quier solucibn sgn azules con concentraciones tipicas de en
zima (1077 - 10" ' M). La banda en la regién de los 600 nm -
se ha sugerido como origen de una transferencia de carga -
n —-3 Tr* (q *) que implica una unién cisteina-Cu. Se han
dirigido estudios de reemplazo del metal y de modelos re- -
cientes para establecer propiedades. Parametros de resonan
cia de espin electrénico para estos sitios de tipe I son di
ferentes que para los complejos de Cu particularmente los -
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bajos -valores inusuales para los parametros de espin Hamil-
tonianos Azz, que son tipicamente menores de 100 G. Los -
dtomos de Cu(II) se cree que estén en estos sitios en un me
dio trigonal (de coordinacién 4 6 5) y la actividad funcib—
nal esta asociada con un cambio en el estado de oxidacién -
del Cu.

Las proteinas tipo II de Cu(II), o proteinas azul
debil de cobre, son menos coloreadas que las.de concentra--
ciones comunmente investigadas., Este sistema ha recibido -
menos-atencién que el tipo I. Sin embargo, el Cu ciprico -
azul débil puede igualmente poseer absorbitividades molares
altas comparadas contra complejos de coordinacién de Cu(II).
Los sitios de .Cu(II) en estas proteinas también producen va
lores Azy normalmente grandes, mas de 140 G, mas similares—
a los complejos cuadrados planares de Cu(II) de bajo peso -
molecular. La tinica proteina de Cu utilizable en la estruc
tura cristalina, es aquella proteina azul débil de eritroci
to bovino superéxido dismutasa. Los dos atomos. de Cu en es
ta proteina,.cada uno estéd coordinado por cuatro nitrégenos
de histidina en un orden aproximado cuadrado planaf..

Pocos ejemplos son utiles para las proteinas tipo
III de Cu(II). Estos sistemas son inactivos en resonancia -
de espin electrénico, aunque el'Cu(II) esta presente no se-
obtiene espectro. Resultados recientes de sensibilidad mag
néica indican que el tipo III de Cu(II) en Rhus lacasa es -
un acoplamiento antiferromagnético de un dimero de Cu(II).-
Poco, sin embargo, es conocido de los ligandos al Cu 6 de -
la naturealeza de la interaccién dimérica.

El sitio activo metdlico completo en una metalo—
proteina consiste del metal quelato mis.positivo de todos. -
los grupos en la proteina que contribuye a sus propiedades-
espectrales y cataliticas.. Una proteina de Cu tiene especi
ficidad catalitica y propiedades espectrales muiy especia- -
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les, la premisa de estas investigaciones es que ambas pro-
piedades cataliticas y espectrales deben reflejar la misma-
y Gnica caracteristica de los ligandos al metal, la geome--
tria del complejo meté&lico, las propiedades del sitio acti-
vo y los grupos de la proteina y el medio general del sitio
activo.' Como ultimo objetivo es el de descubrir la interre
lacién pertinente entre estos parémetros. La variacién eén-
uno o en todos estos factores pueden ser la base fundamen—-
tal para distinguir las propiedades quimicas y espectrales—
de las dos clases de ‘Cu paramagnético en protelnas de Cu..

Galactosa Oxidasa-Antecedentes

Recientemente se ha centrado el interés sobre la-
enzima de hongo galactosa oxidasa, que puede ser la Unica -
proteina de. Cu en un sistema no azul de Cu{II) (en la fami-
1lia de las no azules) y que no tienen otros ‘grupos prostéti
cos. (Se han examinado los parémetros de resonahcia espin -
electrénico establecidos en las familias de los sities ci-=
pricos.. Operacionalmente, una meta de las investigaciones-
de: 1as proteinas de Cu es la de .determinar precisamente cua
les son las constantes y las variables ‘entre los diferentes
ejemplos de cada tipo en el Cu(II)) Se puede hacer un resu-
men de las propiedades de esta enzima. La galactosa oxida-
sa fué aislada primeramente por Cooper en 1959. Casi toda-
la literatura utll de la enzima fué producida por Horecker.
La enzima es producida por Dactyllum dendroides y es una —

. proteina extracelular. Recientemente se ha establecido su-
peso molecular que es de 68000 + 3000 daltons. Se ha repor
tado un andlisis de amino acidos. La proteina tiene un pun
to isoeléctrico cerca de un pH-12. El Unico atomo de Cu -
(11) puede ser rapidamente cambiado por coordinacién del -
dietil ditiocarbamato o por HZS La apoenzima es estable,
y la reconstitucién de la enzima resulta en una total reac-
tivacién.. Como su nombre lo indica, la enzima cataliza la-
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oxidacién de galactosa por oxigeno molecular como se indica
en la reaccidn:

Un alcohol primario sirve como sustrato con la excepcibén -

del metanol y el etanol. Ferricianuro, porfiroxida y hexa-

cloroiridato~(IV) pueden reemplazar al oxigeno como oxidan-
1

te.

El hexacloroiridato (IV) es consumido con la eli-
minacién de oxigeno en mezclas aerdbicas. Cuando el hexa--
cloroiridato (IV) y el H,0, sirven como oxidante y reductor
regpectivamente, la reaccién normal, vis-a-vis H292 es re--
versible y se producé oxigeno.

El primer estudio espectral de galactosa oxidasa-
fue el reportado de un espectro de resonancia espin.elecfﬁé
nico por Blumberg.. Y mis recientemente Cleveland fepbrté—
un espectro de resonancia espin electrénico que se basd so-
bre el acoplamiento del espectiro a una computadora. Los -
dos concluyeron que cuatro nitrégenos estaban unidos al &to
mo de Cu(II).

Ligandos al Metal en Galactosa Oxidasa: Estudios de Modelo-
v de Resonancia Espin Electrénico.

Los sistemas modelo pueden ser muy, usados en las-
investigaciones de los &tomos ligados al Cu, Se ha propués—
to un complejo como la base de Schiff N202 de Cu como mode-
lo pseudo cuadrado plamar para la coordinacidén ecuatorial -
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del Cu(II) en galactosa oxidasa. Este complejo modelo imita
algunas de las propiedades espectrales de la enzima de Cu -
(II). En apoyo de este modelo, el espectro de resonancia -
espin electrénico de la enzima se ha obtenido totalmente re
suelto. La figura77 muestra el tiempo promedio del espec--
tro de resonancia espin electrénico de la galactosa oxidasa
a 100°K. Una banda con 5 lineas superfinas sobre las li- -
neas paralelas (AZ componente) causado por nltrogenos esta
claramente indicada. Estas conclusiones demostraron que co
mo minimo dos atomos de nitrégeno deben-estar 1lgados al -
4tomo de Cu; 1a presenc1a de cuatro nltrogenos parece poco-
probable. (Rec1entemente ~se-han obtenido datos de espin -
que -son con51stentes con la coordinacién de Cu(II) con dos-
4tomos de nitrbgeno de imidazol de hlstldlna. (TrabaJo en -
colaboracién con J. Peisach y W. Mims).

Sin embargo, al complejo de base de Schiff le fal .
ta estabilidad en la reducc1o con CN™ que es lo caracterls-
tico del Cu(II) de galactosa oxidasa. Mlentras la en21ma -
une un CN 1lo mismo que en un exceso de CN™, el Cu(II) en -
el modelo es reducido por el ‘ligando. Para fijar las bases
‘estructurales de los componentes que establllzan la enzima-
de Cu(II) en la reduccién con CN , fué preparado un modelo-
penta coordinado (fig.78) que tiene simetria cuadrada bipi-
ramidal. (Las condiciones y procesos del 31stema reportados
por Busch, para el complejo N S no producen el compleao re-
portado. Pero probablemente el complejo que ellos obtuvie-
ron fué uno én el cual un lado del grupo puente -0O- C-C-8-C-
C-0- esté atacando ala columna TAAB, y el otro al fenol que
estd libre, probablemente como alcohol. Un detalle de diS—
cusién es la preparacidén en el proceso sintético del comple
jo. De un modo cualitativo, &tomos de oxigeno y nitrégeno-
producen uniones de ligazén idénicas con Cu(III). Asi en un
sistema N,8, que cinéticamente es mas facilménte.aprbvecha—
do, probablemente serviréd para el mismo propdésito un siste-
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ma N O0_S. La utilidad del modelo radica en que circundan -
dos posibilidades importantes de aspecto estructural, liga-
zén axial del S y una jaula protectora sobre la posicién -
axial de los ligandos exdégenos. La tabla XIresume los da—-
tos titiles de espectro de resonancia espin electrénico y -
CN . En efecto, ninguno de estos complejos macrociclicos -
de Cu(II) unen CN seglin todas las evidencias de estudios-
de absorbancia éptica y de resonancia espin electrdénico. -
Asi, aunque sean estables en CN , cualquier estabilidad es-
causada por una falta total de reactividad hacia los CN , -
muy poco probable en la enzima. También como lo indica la-
tabla XI, hay pocas evidencias de ligazémn axial por el 8 6 -
por O como lo prueban los parametros de resonancia espin -
electrénico. De estos datos se concluye que la unién-de -
los ligandos exbgenos requiere acceso en un sitio de coordi
nacién ecuatorial esencial y que el macrociclo también esté
rigido en estas substituéiég. La aparente falta de coordi=
nacién axial por el S por los tioeteres un poco mas debiles
de afinidad al Cu(II) no determina la ligdzém marcapturo-
en la proteina. Sin embargo, la magnitud de los parémetros-
de espin Hamiltoniano cuando se comparan coh otros sistemas
y la falta de un efecto substancial de campo eléctrico li--
neal (LEFE) sobre los valores g hace poco probable esa liga
zén de S, y si se presenta-es ecuatorial. De esta forma 1i
mitada, el sistema N4S es geométricamente, si no quimicamen
te apropiado.

Galactosa Oxidasa: Transiciones Opticas y Unidén de Anidn.

Dada alguna idea de la naturaleza de los ligandos
endbégenos podemos preguntarnos como 1os ligandds exbgenos -
perturban al &tomo de Cu y que puedé significar en la tran-
sicidén electrénica presentada por el Cu(II) en galactosa -
oxidasa.
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Como minimo cinco transiciones electrénicas pue--
den ser detectadas por absorbancia, diferencia de absorban-
cia y por espectro‘dicroisma circular (CD) para galactosa -
oxidasa previo a la resolucién .por andlisis de la computado
ra o estudios magnéticos CD. Esto ocurre con energias que-=
corresponden a 314, 395, 500, 630, y 775 nm (tabla XII). Nota
bles entre estas bandas son las transiciones prdximas a los
650, 450, y 800 nm que son presentadas por todas las protei
nas de Cu:. En un evento, por lo tanto solo un méxlmo de -
cuatro transiciones d-d son permitidas, como minimo una de-
las transiciones presentadas por galactosa oxidasa debe de-
ser de transferencia de carga en la proteina natural. Ade-
mas, aunque el Sistema pseudo cuadrado planar que es proba-
ble en la galactosa oxidasa pudiera no presentar.transicio-
nes de baja energia, el CD y el espectro magnético CD en la
regién del IR cercano se deberd obtener como se reportd re-
cientemente en el sistema tipo I de Cu(II).

Es interesante considerar el efecto de los'ligan-
dos exbgenos (los cuales se ha demostrado prev1amente que. -
se unen al &tomo de Cu(II) en la esfera interior por estu--
dios de resonancia de espin electronlco) en el espectro 6p-
tico de la galactosa oxidasa. (Hasta que no fueron indica-
dos en reportes previos, estudios de unién de anién, como-
ocurria la unién en la esfera de coofﬁinacién interior, y -
mas recientemente deteccién superfina de ligandos exdgenos—
ciertamente unidos que verifican este hecho. Ademis cam- -
bios en el componente Az, son totalmente similares en los -
estudios excelentes de Coleman sobre proteinas artificiales
.de Cu(II), donde los ligandos exdgenos dan estructura super
fina en el espectro de resonancia de espin electrénicd 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 aqui-
no aparece, las de absorbancia en los 630 nm y 445 nm (fig.
79) también sufren cambios. ’La méxima absorbancia cerca de
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los 380 nm con la azida se ha atribuido a un complejo de -
transferencia de cérga, en otras proteinas, el cambio en -
los 445 nm es el mismo como para la banda de los 630 nm en-
términos de energia 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 tramsiciones de ba
ja energia. Mas importante, es que los ligandos exbgenos -
como aniones comunes afectan principalmente la intensidad -
de las transiciones en los 314 nm, pero no su energia. Ge-
neralmente, la intensidad de la transicidn .se incrementa -
dos o tres veces con la unién de tales aniones. El simple-
hecho de que loa aniones afectan la energia de las transi--
ciones de baja energia-igualmente sugieren primero, que és-
tas son de caracter d-d mientras las transiciones de los =
314 nm pueden ser:.una transicién con caracter dnico de -

transferencia de carga.

Todos los aniones que se unen al Cu(II) en galac-
tosa oxidasa bajan los valores g,, ¥ Azz' Esto. es consis—-
tente (pero no necesagio) con un'cambioﬂazul en la transi--
cién d-d. ElﬂFe(CN);  es el tnico anibén entre los limita-
dos que se han estudiado que produce un cambio rojo en las-
bandas 6p;§cas. En proporciones molares de 1:1 5:1 y 100:1
de Fe(CN); a enzima se obtiene el mismo espectro de dife-
rencia de absorcibn, .y es consistente con la formacién de -
complejos entre galactosa oxidasa y el anién. 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 ferricianuroc también-
produce un incremento relativamente grande en la absorban--
cia. Andlogos a los efectos de la azida, por ejemplo, los-
efectos de intensidad del ferricianuro son mas pronunciados
sobre las transiciones de los 445 y 775 nm que sobre la ban
da de los 630, La'éﬁidencia de apoyo para un complejo pro-
teina—Fe(CN); es la observacién de que el cambio de anién
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es.muy dificil, por ejemplo, por tratamiento con una resina
intercambiadora de aniones.
“

El Fe(CN) también aparentemente se une a la.pro
-teina; el espectro de diferencia de absorciébn (flg 80) indi
ca un pequefio cambio rojo. Nuevamente, el incremento en la
proporcibén molar de ferrocianuro no causa cambios en la ab-
sorbancia. Los dos aniones adicionados en iguales propor--
ciones molares de 5:1 a la enzima, causan un espectro dife-
rente consistente con una unién competitiva a la proteina;-
la ' resultante diferencia de absorbancia es aquella esperada
para una igual proporcién de la enzima entre los dos anio--
nes (fig. €0).. !

Resultados similares se obtuvieron por monitoreo-

ds relajacién del intermediario de cu(II) a1 ad1c1onar -
F o un volumen de H_O0. ““Por ejemplo, el Fe(GN) decre-
ce la relajatividad del Cu(II) hacia los protones del agua
en 60% mientras €l Fe(CN)‘ tiene poco efecto. La adicién-
de iguales cantidades molares de estos aniones produce un -
30% de reductidén. .Efectos como estos ocurren hasta propor-

ciones molares de 1:1.

Estos resultados pueden ser atribuidos a un cam--
bio en el estado de éxido-reduccidén de la enzima de~Cu. Sin
embargo, el espectro de resonancia-de espin electrdénico en-
proporciones molares de 1:1 y 6:1.de Fe(CN)=3 a enzima indi
can pocos cambios en la intensidad del espeftro (fig. 81).-
Asi, los efectos observados en absorbancia y relajacién de-
espin nuclear en estas proporciones no pueden logicamente. -
ser- atribuidos a una oxidacién del Cu(II) a Cu(III), por -
ejemplo. E1l hecho de que la diferencia de absorbancia no -
cambia sobre una proporcidén molar de 100:1 sugiere que al -
menos la energia de campo ligando .del Cu enzimatico y las -
probabilidades de ‘transicién son consideradas, la adicién -
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de méas Fe(CN);3 es poco importante. Esto es de interés y -
entonces la seflal de resonancia de espin electrénico del -
Cu(II) (como en la fig.81) desaparece en estas altas propor-
ciones. Asi, los efectos del ferricianuro sobre la absor--
bancia éptica y espin caracteristicos del Cu(II) son aparen
temente distintos. Si o no las diferencias son relaciona--
das a las diferencias en la obsérvacién de temperatura usa-
da, mientras una posible explicacidén, mantiene una cuestién
intrigante sin resolver. Ademéis, informacién sobre los -
efectos del Fe(CN) -3 pueden ser probados por experimentos-
de espectroscopia de rayos X actualmente en progreso.

E] tiempo depende, aparentemente de la reduccidén=.
del Fe(CN)_' para la holo y apoenzima y estd indicado por -
medidas de diferencia de absorbancia, como en la figura 80.
En una proporcién molar de 1:1 de ferricianuro-enzima, el -
espectro diferente (fig. 80) cambia lentamente (T-/é=7 hrs)
para producir una banda de diferencia negativa a 420 nm, 1la
Anax Para Fe(CN)23. La solucién, pierde su caracteristico
color amarlllo causado por el Fe(CN)63 durante este’ perlo—
do. El hecho de esta reduccién es 1ndepend1ente de la pre—
sencia del Cu en la enzima y que con la holoenzima; la tni-
ca banda diferente és aquella atribuible a la reduccibn del
Fe(CN) =3 (hay diferentes bandas que no son de Cu) indican -
que la protelna y no el Cu(II) estd involucrada en la -
reacclon de éxido-reduccidn, Este producto proteinico no =
se ha caracterizado.

Grupos del Sitio Activo No-Ligados

Otros grupos proteinicos que contribuyen a la di-
némica molecular total del sitio activo de Cu deben ser com
plementarios a la coordinacién de ligandos de la esfera in-
terior del atomo de Cu. Uno de los resultados més dramati-
cos, los cuales primero sugirieron que un residuo de tripto
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fano pudierd 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 -
substrato) o el aldehido producto de la reaccién de la ga—-
lactosa, cada uno en ausencia de oxigeno. La unién de un -
substrato o producto tiene enormes efectos sobre la activi-
dad 6ptica del triptofano en-la regibén 285-300 nm. Ademis,
la incorporacidén del Cu en la apoenzima causa un 29% de re-
duccidén en fluorescencia del triptofano. Un espectro de di
ferencia de absorbancia de haloenzima-apoenzima también de-
muestra claramente la perturbacién del medio ambiente del -
triptofano por el Cu. Al mismo tiempo estos resultados pue
den reflejar interacciones miy indirectas, la oxidacién se-
lectiva de los triptofanos en la galactosa oxidasa con n =
bromosuccinamida.(NBS) revelaron un papel critico estructu-
ra-funcién para un minimo de un residuo. La galactosa oxi-
dasa es inactivada cuando:exactamente dos de sus 18 tripto-
fanos son oxidados. Ademés, el perfil de la inactivacién -
implica que justo uno de los residuos mas reactivos de la -
enzima estid probablemente asociado con-la inactivacién. -
Una manifestacién de la especifidad de la reacciénm es la ob
servacién de que la actividad éptica del triptofano se aso-
cia solamente a el extremo en.290 nm que es dondé se afecta.
La banda a 295 nm no es afectada (fig. 82). Un nuevo extre-
mo en 250 nm refleja actividad 6ptica del oxindol producto-
de la reaccidén de oxidacién. La fluorescencia también es -
notablemente afectada; el primero de los dos residuos oxida
dos cuenta por un 48% del total de fluorescencia de la enzi
ma que ademds indica que el residuo mas reactivo de tripto-
fano tiene propiedades unicas.

Lo mé&s interesante de esta modificacidén es que su
giere la interaccién molecular dentro del sitio activo del-
Cu. Experimentos previos establecieron que con la enzima -
natural, la galactosa en ausencia de oxigeno reduce marcada
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mente la actividad éptica del Cu, pero el oxigend en la. au-
sencia de galactosa no tiene efectos significativos. El he
cho de que la galactosa también reduce marcadamente la acti
vidad éptica del Cu involucra un efecto sobre la catélisis-
especificamente mejorando esta unién. La misma influencia-
puede ser deducida de los datos de fluorescencia. Aqui, 1lo
interesante es que miéntras la unién de los ligandos exdbge-
nos comunes, invariablemente producen una reduccién unifor-
me en cada una de las transiciones de actividad éptica, la-
inactivacién por oxidacién selectiva del triptofano estd -
asociada con un decremento en 314 nin, pero. un incremento en
los 600 nm.  Mientras varios aspectos altérnativos son posi
bles por el 1ncremento en los 600 nm, una de estas posibili
dades es cambio de la qulmlca del sitio del Cu que es ejem-
p11f1cada por la ab011c1on ‘de la catdlisis que en este caso
puede refleJar una conversién de la geometria normal pseudo
cuadrada planar a un medio amblente caracterizado por un. de.
cremento en la densidad electronlca desaparec1da axial (ver
tabla}GII) Estopuede ser condicionado por el cambio de -
unién x/b. efectos estereoqulmlcos los cuales pueden afec-
tar la densidad electrénica akial.

Es interesante, que el ion clprico en esta prdtqi
na modificada es rapldamente reducido por el cianuro. En -
una proporcién molar de 10:1, los CN efecttian una completa
reduccién (.tabla.XI;[;[), Anilisis de absorcién atémica demos—-
traron que el Cu esta también presente en la enzima. Estos
dos hechos. se ajustan:con el incremento de intensidad en la
regién de los 600 nm y pueden ser interpretados © sugleren-
que una. dlstor31on estereoquimica acompafie a la oxidacién =
del triptofano en la galactosa ox1dada. Por eJemplo una -
depresidn del medlo planar puede esperarse para bajar el po
tencial de reduccién del acoplamlento de Cu(II) a Cu(I)
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Se ha examinado en detalle el sitio activo de una
mitad de la proteina. En el primer trabajo reportado de ga
lactosa oxidasa, se obtuvieron datos de velocidad-pH .que im
plicaban un grupo imidazol. La dependencia de pH de la =
reaccidn enzimédtica lo mismo que la inactivacién de la enzi
ma por iodoacetoamida refleja la ionizacidn esencial de un-
‘éc1do conjugado, pK _6 3 (flg 83) La inactivacién es cau-
sada por la alqu11ac1on especifica de ura histidina con sus
3 nitrogenos. La dependenc1a del pH alcalino puede refle--
jar la ionizacién de una unidn de Cu con una molécula de -
HO (v1de supra) Probablemente la. protelna modificada --

con NBS, la enzima alquilada tamblen uha al substrato azi--
car, como se indica en los eéxperimentos de fluorescencia. -
Asi, unicamente es afectada otra vez la .catélisis. Ademés,
los CN se unen normalmente -y no reducen al Cﬁ(Ii). Corre-
lacionado a esto es-el parémétro'de”espianamiltoniano de -
las formas natural y alquilada (tabla XIII). Adefiss;la apoen—
zima no reacciona con iodoacetoamida. De este modo, -ei’imi
dazol afectado muy probablemente no esté’ llgado al Cu. .La -
apoenzima resultante ‘sugiere, ‘sin embargo, que existe un.en
lace o relacidn entre la reactividad de la histidina.y el -
dtomo de Cu. Ademds, la proteina oxidasa con NBS' no estd al
quilada, lo cual establece uha probabilidad critica entre -
el triptofano reactivo y el residuo de histidina, que: proba
blemente estén dentro del foco del sitio activo.

Resultados con galactosa oxidasa ilustran que es-
extremadamente peligroso ‘confiar en un método espectral pa-
ra evaluar una perturbacién de un sistema metadlico. La re-
sonancia de espin electrénico ha $ido una prueba sensitiva-
para ligandos de esfera de coordinacién interior pero apa--
rentemente de una relativa pobreza de informacién del me—-
tal quelato en galactosa oxidasa. La diferencia de espec--
tro que estdé registrada con la enzima alquilada como refe--
rencia y la-enzima natural como ejemplo es indistinguible -
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de los espectros de absorbancia dé las enzimas naturales, -
en la alquilacién desaparece virtualmente la absorbancia -
del Cu (fig. &4). Se detectan algunas transiciones magnéti-
cas y/o eléctricas con la énzima‘alquilada por medio de CD-
(fig. 85). La falta de cambios en las energias de las tran-
siciones en la absorbancia del Cu y ademds argumentos con-—-
tra un cambio en la ligazén. E1l decremento en transicién - =
probablemente puede estar mejor racionalizado para el Cu -
quelato suponiendo una geometria mis centrosimétrica. En -
un evento, en adicién a sus partes como una base especifica
catalitica, la histidina afectada probablemente también in-
fluya la actividad a través de una parte critica en el man-
tenimiento de la conformacidn del quelato de Cu.

La galacatosa oxidasa puede ilustrar cuantos li--
.gandos, geometria y grupos del sitio activo que simulténea-
mente proporcionan las bases para las propiedades de estrugc
“tura-funcién de un sitio activo met&lico. La figura 86 re-
sume las interacciones reciprocas que pueden pertenecer-al-
quelato de Cu y los grupos del sitio activo en la oxidasa.

Una representacidn del sitio activo que tiene es-
tos elementos estructurales se observa en la figura 87. De
estudios espectrales y de modelos se ha sugerido a los li--
gandos en-el plano. La influencia del Cu en el triptofano-
ge muestra por diferencia de absorbancia y en el cuantum de
fluorescencia producido. En la modificacidén con NBS se -
vuelve a demostrar la influencia critica del triptofano en-
el quelato de Cu. La sobreposicidn espectral entre el es-——
pectro de fluorescencia del triptofano y la absorbancia del
Cu en los 314 nm permitidé estimar. la distancia entre estos
gruros por calculos de transferencia de energia Forster. -
El triptofano probablemente esta a 12 A°, pero a esta misma
distancia pudlera haber un contacto de unidén con un subs- -
trato de azicar. Mas probablemente el anillo indol es un
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componente del agrupamiento del sitio activo de las cadenas
laterales hidroféticas que son criticas a la conformacibdn -
del sitio activo completo.

Se ha sugerido que la actividad de la estructura-
funcién corresponde unicamente a los residuos de triptofano
en otras proteinas de Cu. Ademds, el triptofano que es ex--
tinguido por la induccidén del atomo de Cu.en la azurina no-
est& aparentemente en contacto con el anillo indol, como es
probado por el cambio del metal y los resultados de fosfo--
rescencia.

La oxidacidn de este triptofano en la galactosa -
oxidasa también impide .la alquilacidn del: residuo histidina
que puede transformar notablemente y .afectar la produccidn-
del cuantum de fluorescencia de este triptofano y ca51 desa
parece la absorbancia del atomo de Cu, y este mismo &tomo -
de Cu es esencial para la reactividad de esta histidina. -
Asi, parece que tenemos un grupo qonsistente de componentes
altamente interdependientes. Inesperadamente el sitio de -
Cu no puede ser totalmente entendido sin considerar sus in-
teracciones con.grupos proteinicos no ligados.

SUPEROXIDO DISMUTASA

Hay un gran interés en 1la bioquimica y .en la rele
vante quimica de coordinacibén de las proteinas de Cu, las -
cuales estén ampliamente distribuidas entre las plantas y -
animales involucradas en el metabolismo del oxigeno, en su-
transporte y uso.

Una de estas proteinas mas activamente estudiadas
es la superdxido dismutasa de eritrocito bovino. Esta enzi
ma cataliza la dismutacidén del idn superdxido, como lo indi
ca la siguiente reaccidn.
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Por la expulsidén del O , se propuso a la superdxido dismuta
sa como la protectora respiratoria de las células contra la
peligrosa reactividad de este ion. Conocida por sus propie
dades antiinflamatorias la enzima es utilizada comerc1a1men
te como la droga "orgoteina" usada para el tratamiento 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 mas de la superbxido
dismutasa que de cualquier otra proteina de Cu, y es sdlo -
una de las cuales es utilizada para informacidén estructural
por rayos X (tabla XIV).

Estructura del Sitio Activo

La secuencia de aminoicidos completa (tabla XV),-
estructura de subunidades, y estructura cristalina de rayos
X a una resolucidn de 3 A° se conocen de la superdxido 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 &tomo de Cu y uno de Zn. -~
Se muestra esquemiticamente una descripcibén de la cadena -
peptidica en la regién del sito activo (f£ig.88). La geome-
tria de coordinacidn del Cu es cuadrada planar distorsiona-
da con atomos donadores nitrbdgeno contribuyendo desde imida
zoles de cadenas laterales de cuatro residuos de histidina.
La cadena peptidica His-Val-His con His 44 y 46 en posicidn
trans, bloquean completamente uno de los lados del plano de
coordinacidén de ataques de ligandos. El lado opuesto es -
utilizado para unir un quinto ligando y hay evidencias de -
coordinacién de anibén y agua en el sitio en la enzima natu-
ral. El ion Zn tiene un medio tetraédrico, con cuatro ato-
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mos donadores, tres nitrbdgenos de histidina y un oxigeno de
Asp 81. Ambos, Cu y Zn pueden ser cambiados reversiblemen-
te por diadlisis contra EDTA a un pH bajo para formar la apo
proteina,

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

" /__{ T s
VAl \

/ N

Los anillos 1m1dazol de His 44, 46 y 118 son aproximadamen-
te normales a el plano de coordinacién del Cu, mientras la-
mitad del imidazolato de His 61 esté girado aproximadamente
paralelo al plano y no puede ser precisamente coplanar con-
el. Datos adicionales de rayos X de alta resolucidén debe--
rén proporcionar més detalles de la estructura del sitio ac
tivo.

Mecanismo y Cinética de la Enzima: Accién del Cobre

El Cu tiene accién directa en el mecanismo catali
tico. E1l cambio completo del Cu y el Zn destruye la activi
dad de la enzima que puede ser restaurada por adicidén del -
ion ciiprico pero no de otro metal. Se han usado métodos de
pulso radiolitico para generar el ion superdxido y seguir -
la cinética de la enzima. La reaccidn es de sequndo orden-
coh una constante de velocidad de 2.37 x 109 M eg™l a -
25°, independiente del pH en el rango 4.8-9.5. El mecanis-
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mo que ha sido propuesto se sigue en dos pasos para expli--
car la actividad de la enzima:

ECu(II) + 0 ——moem s ECu(I) + 0 (b)
ECu(1) + 07 + - (N » ECu(II) + B0, (c)

En este mecanismo, el cobre divalente es reducido por el -
ion superdxido en el primer paso y reoxidado en el segundo-
paso con el acompafiamiento de la reduccidn del ion superdxi
do a peréxido de hidrégeno. La protonacién del ion Oé’gene
rada. en la reaccidén ¢ propbrc1ona la fuerza de 1mpulso ter-
modinamico. Como se niuestra en la tabla XVI, los iones meté
11cos tienen un potencial de reduccién entre -0.36 V (para-
el acoplamiento 02/b ) ¥y + 0.90 V (para el acoplamiento -
0./HO0 ) que son capaces termodinémicamente de catalizar la
dismutacién del ion superdxido. Ambos, el ion ciprico libre
y de la enzima que une Cu caen en este rango, y son utiliza
dos discusiones de los hechos que afectan los potenciales -
de reduccibén de los complejos de Cu. E1 peréxido de hidro-
geno producido en la reaccién c puede ser peligroso para -
las células vivas, pero es expulsado por la enzima catala--
sa. La catalasa y la superdxido dismutasa se cree actiian -
acopladas para proteger la respiracién celular de los pro--
ductos tdxicos en el metabolismo de oxigeno.

Accidén del Zinc

Hasta entonces sélo. el Cu esta involucrado en el-
mecanismo de la enzima, pero la accidén del Zn también. es de
interés. Una posibilidad es que principalmente tiene una -
accidn estructural, organizando la conformacidn pblipeptﬁig.
ca en la regidén del sitio activo. Esta posibilidad. es su--
puesta por estudios de estabilidad térmica y por. recientes-
trabajos quimicos de resonancia magnética nuclear. E1 -



153

reactivo dietilpirocarbonato (DEP) reacciona con histidina-
en las proteinas para producir una fuerte absorbancia en el
UV a 242 nm (£ig.89). En el caso de la unién de histidina -
al Cu o Zn, es probable que la unidén metal-imidazol se impi
diera en esta reaccion. E1l doblamiento de la cadena tam- -
bién puede impedir o inhibir la reaccién de DEP con la his-
tidina. Puesto que, seis de los ocho residuos de histidina
por subunidad de superéxido dismutasa estén en el sitio ac-
tivo (tabla XV, fig.88), el reactivo DEP ofrece un camino -
para probar la estructura quimica del sitio activo. Como -
se ve en la figura 90,las 8 histidinas por subunidad estén-
etoxiformiladas cudndo al DEP se le permite reaccionar con-
la apoenzima. En la enzima natural sélo un residuo histidi
na por subunidad puede ser modificado, como se reportd ante
riormente. La modificacién mé&s probable ocurre en His 19,-
la cual por estudios estructurales de rayos X ha(hostradp -
estar expuesta al solvente. La adicién de uno o mas equiva
lentes por subunidad de Zn divalente en la apoproteina redu
ce el numerode residuos histidina etoxiformilados a uno. -
Este resultado sugiere que el Zn sdlo puede reconstruir mu-
cho de la estructura original de la cadena peptidica en la-
regién del sitio activo, bloqueando-el“acceso. al reactivo -
DEP.

La mejor base para esta interpretacidn, sin embar
go, se deriva de estudios de resonancia magnética nuclear -
de proton MHz-220 de superdxido dismutasa bovina en H,0. -
Como se ve en la figura 91,resonancias bien resueltas son -
observadas entre 7 y 11 partes por millén en campo reducido
desde el'disolvente. El espectro de resonancia magnética nu-
clear de la enzima natural consiste de dos absorciones an--
chas caracteristicas debidas a la presencia del ion Cu(II)-
paramagnético. En constraste, el espectro de la forma redu
cida Cu(I) de la enzima natural tiene varias bandas de reso
nancia bien resueltas en esta regién. Estas son sefialadas-
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como protones (pirrol) de histidina‘N—H sobre las bases del
efecto del ion paramagnético y el cambio quimico. Puesto -
que, la His 19 esta expuesta al disolvente,. su velocidad de
cambio es probablemente muy réplda para permitir la observa
cibén de sus hidroégenos plrrollcos por ‘resonancia magnética-
nuclear. Esta conclusidén es supuesta por el espectro de re
sonancia magnética nuclear de la enzima natural etoxiformi-
lada reducida, que es idéntica a la superdxido dismutasa -
sin modificar. El espectro de resonancia magnética nuclear
de protén de la aporpoteina es ancho y relativamente carac-
teristico (fig. 91). En ausencia de los iones met&licos, -
la estructura del sitio activo esté aparentemente desorgani
zada, lo cual puede permitir rapidos cambios de protones de
. histidina y entonces las lineas se hacen anchas. La adi- -
“cién de unicamente 1 mol de Zn(II) por subunidad, resulta -
en una serie de lineas estrechas algo mas similares a las -
de la enzima natural reducida y ayuda la adicidén de Cu a la
solucién para la reconstruccién del espectro de resonancia-
magnética nuclear de la’ superdxido dismutasa oxidasa. .Ade-
més,parece que el Zn sbdlo puede doblar la cadena petidica -
alrededor del sitio activo en una conformacidn que recuerda
a la proteina natural. M4is aun, la cualidad del espectro -
mostrada en la figura 91 sugiere que la resonancia magnética
nuclear de protén serd usada en estudios futuros destinados
para probar los detalles del mecahismo de la enzima.

Otra accién del Zn es sugerida por la conocida ha
bilidad de los iones metadlicos para atemuar los valores de-
pK de los hidrégenos pirrédlicos del grupo imidazol. E1 -
pKa de estos hidrégenos es 14.4 en histidina, 11.7 en Cu —-
(L—HlS) , v 10.8 en ((en)Pd(L-His))*. La substitucién del-
h1drogeno pirrdlico por un ion metélico ocurre aproximada--
mente a un pH de 9.6 en- solucién neutra de complejos de -
Ni(1I), cu(II), y PA(II) de glicil L-histidina y a valores-
de pH bajo para cationes como (Cuz(bpim)(im));4 . Asi en -
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la enzima, el Zn substituido en el anillo imidazol de histi
dina 61 puede preferir unirse a lé’mitadl((His)SCu(II)) en—
lugar de a un protdén, pero puede unirse a un protdn en pre-
ferencia de ((His)3Cu(II)), el cual es el producto del paso
de reduccién en la reacciém b. Esto probablemente requiera
que el puente imidazolato esté roto durante la reorganiza--
cién de la enzima produciendo el mecanismo mostrado en la -
figura 92. No hay sin embargo una evidencia directa para -
este mecanismo, pero se ha sﬁgerido que el puente imidazola
to en la enzima oxidasa puede estar roto a pH bajo. La,re;
duccidén quimica de la enzima es aCOmbaﬁada por la captura -
de un protén por subunidad, y una reaccién de desdoblamien-
to del puente pudiera concordar'con los resultados. EI1 me-
canismo mostrado en la figura 92 fue recientemente postulado
independientemente de un reporte de la inactivacidén del pe-
réxido de hidrégeno por superdxido dismutasa bovina. Una--
ventaja en la abertura del puente durante la reaccidn b es-
que la reaccién c puedé proceder por un mecanismo de trans-
ferencia de electrdn en la esfera interior, con el ion su--
perdxido uniéndose en el sitio vacio en la esfera de coordi
nacién del Cu antes de transferir su electrdén. Si el puen-
te (o alguna otra) unién del Cu no es rota en la reaccién -
b, el ion superdxido puede presumiblemente ser. reducido por
un proceso de esfera exterior en la reaccibén ¢, puesto que-
el Cu(I) es poco probable que se convierta al estado de -
transicién penta-coordinado. Estudios cinéticos de la oxi-
dacién de compuestos cuprosos parecidos con ox1geno mostra.
ron que la reaccidn ocurre por un mecanismo de -transferen——
cia de electrén en la esfera ;nterlor.

Puente Imidazolato con Complejos de Cu(II)

Estudios cinéticos han mostrado que el ion cupri-
co libre en solucidén acuosa puede catalizar la dismutacioén-
del ion superdxido a una velocidad con exceso de enzima. -
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La velocidad puede ser substancialmente disminuida cuando -
el Cu estd atacando a los ligandos amino&cidos quelatos, -
sin embargo, sugerehcias en algunos aspectos del sitio acti
vo de la enzima que conserva la habilidad inherente del -
ion ciprico a catalizar la reaccién a. La presencia de un-
ligando imidazolato como puente es uno de tales aspectos -
que pueden ser probados en un .sistema modelo._ Estudios re
cientes, sintéticos y estructurales del puente imidazolato-
en la especie IT de dicobre(II) sugieren que la dimeriza- -
cién es reversible en la presencia de imidazol (imH) para -
formar III, en la reaccidénd.

2IT + 21mH e z%‘ TII + 4H+ (d)

Estudios éstructurales de rayos X del (Cu(bplm)(lm))z(NO3)4

.4H_ O establecen la presencia de puentes imidazolato en -
III, figura 93. Soluciones de este compuesto reversible to-
man cuatro protones entre los puntos finales a pH 9.75 y -
4.25, consistente con la reacc1on d. Estudios de sensibili
dad magnética muestran que los centros de Cu(II) en IIT es-
tén acoplados antlferromagnetlcamente como un resultado -
andlogo al descubierto en la forma 4 de Cu(II) en superdxi-
do dismutasa bovina. Estudios continuados de esto y de so-
lubilidad relativa, en los complejos de puente imidazolato-
pueden ayudar a proporcionar evidencias en el mecanismo ca-
talitico de la histidina unida al centro del sitio activo -
Cu-Zn de 1la superéXidozdismﬁtasa bovina.
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Fiﬂra 77. Espectro ESR de oxidasa gaiactosa a5 X-
10 M. ®=100°K en 6 registros promedio. Arriba se -

muestra la segunda y tercera lfneas y las 5 lfneas -
superfinas,

=

Cu (TAAB) + S (CH,CH,0Na),

Figura 78. Modelo Cu (N4S)
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Figura 79. Espectro de absorbancia de Cu en oxidasa ga-

lactosa (—) ¥ 1a enzima en presencia de azida de sodio
(-—=). Registro en una celda de 5 cm.



TABLA XI, Estereoquimica de la Ligadura del CN (v Estabilidad de Oxido-
Reduccién) de Complejos 4- y 5-Coordinados de Cu(II).

Complez Ligand Type Symmetry
Cu(TAAB)[S(CH.CH0).]"* N,S Cav (pseudo)
Cu(TAAB)[O(CH.CH.0).] N,0 Cqv (pseudo)
Cu(TAAB)[CH;3;N (CH,CJ,0) }. NN Cyv (pseudo)
Cu(TAAB) [CH,(CH.CH,0),] Ny Cyv (pseudo)

Cu (tren-OH) BPh"* N.O0 (0% (Eaeudo7)
Cu(FsAc)zen’ N.O, rhombie planar (C.y)
Cu(Ac)gen’ N:0; rhombic planar (Cqy)
Cu (tren-NHgPh)BPh. NN Csv (pseudo)
Galactose oxidase N.0: (?) rhomblc planar (Cav)

“ Values in Gauss.

*See Fi 1%re 2 and Refs 23 and 24 for exphnntlon of termmology

< tren-l\ 2Ph-(2,2' riethyla pper(II).
= —CgHj.

TABLA XIII, Transiciones Electrénicas Presen-
tadas por Galactosa Oxidasa.

Circular Dichroism
[e]
Absorbance . It deg cm?)/
Afnm) viem™) . e(M1cem?) A(nm) v(cm™) fol]
314 31,800 1,370 314 31,800  -+18,900
445 22,500 1,155 395 25,300 3,000
630 15,900 1,015 500 20,000 +1,500
775. 12,900 905 610 16400  —8,200

“Data from Ref. 27.

}

) CN- Effects
An' — g 1:1 Complez Ezxcess
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(I)
187.2/2.220* no reduces Cu(II) — Cu(I)
211/2.186* . no reduces Cu(IT) — Cu(I)
163/2.244" ? reduces Cu(II) = Cu(I)
173/2.273 yes stable

“(FsAc)zen = N, ,N’-ethylenebm(tnﬂuoro-cetylncetomrnmato)copper(ll)
! (Ac)zen =N thyl (I0).

¢ Data in DM solvent

* Data in C2H50H solvent.

WAVELENGTH,nm

Figura 80. Espectro de absorbancia visible de ga
lactosa oxidasa (_.) y espectro de diferencia -
absorbancia con proporciones molares de 5:1 de -,
ferricianuro (--), ferrociamuro (.»), y de am- &
bos (-.-). '
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Figura 82, Espectro CD en el UV-cercano de galacto

sa oxidasa en 0.1 M de fosfato de sodio pH 7(_2)
y la enzima modificada con NBS (..).

TABLA XITI. Parémetros de Espin Hamiltoniano para—
Galactosa Oxidasa Natural -Ligada y No-

Ligada,
Enzyme Form/Ligand
(Ratio) A

Native® 176.5

CN- (1:1) 155.8

N, (100:1) 166.8
NBS oxidized® 166.0

CN- reduces Cu (1)
Todoacetamide

alkylated* 177.8

CN(1:1) 160.1

*Spectra were obtained on a Varian E-9 X-band spectrometer at 110°K with &
100-KH. modulation amplitude of 2 Gauss and a |;nicro“'a\'e power of 30 mw at 9.5

-2
2273
2.226
2262
2267

2268
2234

R A_A:s

28.8
41.6
272
38.0

-30.5

388

Brs
2.048
2.035

2.049.

2.055

2035
2,041

GH, with proton Gauss meter and fr
*(22).

< (42).
‘U

for sp

Ay

30.1
45.2
27.9
43.‘0

30.6
430

tral marking.

Bwy

2.058
2,048

-2.040

2.065

2.064
2.051

Figura 81. Espectro ESR de galactosa oxidasa
(A) y galactosa oxidasa con ferriciamuro 1:1

“(B) y 1:6 (C) moles
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Figura 84. Espectro de absorbancia de Cu de galactosa
(—) 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 galactos oxidasa (~—) y -

enzima alquilada (...) .
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Histidine Tryptophan

‘oxidation prevents Alkylation .-

Alkylation:
AT}
A9

Figura 86. Resumen de las interacciones interdependientes en
tre los tres grupos propuestos para el sitio activo. Qp= cuan
tum de fluorescencia. A E= diferencia de absorbancia, A‘-—. ‘“
cambio. en elepticidad (CD). La estimacién de la distancia es -
derivada de métodos de transferencia de energfa fluorescente.

Figura 87. Representacién gradfica dél sitio activo que -
incluye un complejo de Cu tetra-coordinado, unido a la -
esfera exterior un substrato azdcar con el Cu, anillos -
imidazol e indol, y una lateral no polar (X).



TABLA XIV, Propiedades de Superéxido Dismutasa de Eritrocito Bovino.

TABLA XV, Secu cia de
i Bohal;

Molcular weight . 31,400 two identical subunits
Amino acids/subunit 151 isoelectric point (pI)—4.95
Metals/subunit 1Cu,1Zn color—blue-green
Absorption spectrum )«.,.é,(nm) s (Mt em™)
0,3
270, 282, 289 shoulders
680 300
EPR spectrum (77°K) O 2.080 gy 2.265
4, 0015 cm™
Redox potential E°’ =042V
(pH dependent)

* Data taken from Refs. 12, 18, 14, 15, 16.

Anill Svquenve of Dowion Uupthummpyy
Supssemise Shinsmtnee* -

Ac-Ala “Thr -Lys -Als -Val -Cmc-Val Leu -Lys -Gly -Asp -Gly -Pro-
Val -GIn -Gly -Thr -Ile \I;I:s\ —Phe -Glu -Ala -Lys -Gly -Asp -Thr-
Val -Val -Val -Thr -Gly -Ser -Ile -Thr -Gly -Leu -Thr -Glu -Gly-
hsp [ -Gy P ) -val 5 -Gin-Phe -Gly Asp -Asn “Thr-
Gln -Gly -Cme-Thr -Ser -Ala -Gly -193: @—Phe -Asn -Pro -Leu-
Ser -Lys -Lys @ -Gly -Gly -Pro -Lys -Asp -Glu -Glu -Arg .
Val -Gly -Leu -Gly -Asn -Val -Thr -Ala -Asp -Lys e -Gly-
Val -Ala -Ile -Val -Asp -Ile -Val -Asp.-Pro -Leu -Ile” -Ser -Leu-
Ser -Gly -Glu -Tyr -Ser -l](I)l(e) -Ile -Gly -Arg -Thr -Met -Val -Val-
-Glu -1{32 -Pro -Asp -Asp -Leu -Gly -Arg -Gly -Gly) -Asn -(133]8-
d]u -Ser -Thr -Lys -Thr -Gly -Asn -Ala -Gly -lStor -Arg -Leu -Ala-

; 150
Cme-Gly -Val -lle -Gly -Ile -Ala -Lys

TABLA XVI. Potenciales de Reduccién de Cu y Iones Superéxido.

Half Reaction E°’ (V) Reference
0.+ e =20, —0.36 26
Cu? (aq ) + e = Cu* (aq) 017 27
ECu(II) + e =2 ECu(l) 0.42 16
02" + 2H* +e = H.0. 0.90 26

At pH 7
*In bovi lne er\ throcyte SOD.-

Amino Acidos de Superbxido-Dismutasa de Eritro-

162
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Figura 88, Sitio activo de la superfxido-
dismutasa mostrando la coordinacién de -
amino &cidos y una parte parcial de la-ca
dena peptidica.

(cznso—g—),o + Néjl — czu,o-g-n\,n + c,n,o—g-ou
" beP His €y = 3200M" l

C,HgOH + €O,

Figura 89. Reaccién del dietilpirocarbonato(DEP) -
con histidina.

’@ - .
3e
£2 © 280uM Apo, pH59
fie)
£
X
24 50
W
ul
Oa 2+
x E 0=275uM Apo+1.2equiv Zn ', pH5.9
52 4=220uM Native, pH59
2 oh O 88— B—
o,oo|||||'|||||||

[DEP] (mM)

Figura 90. La etoxiformilacién del residuo histidile
en SOD bovina como funcién de la concentracién ini--
cial de DEP, pH 5.9. las concentracibnes de proteina
apo y natural fueron 2.8 M y 2.2 M respectivamente,.
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Figura 91. Especi:ro de resonancia pagnética de
protén de SOD bovina en agua, y fosfato a pH -
de 6. B

. -
(His),Cu—d—zn(ms)z(Asp) +0 +H*

L + Hrd:Zn(His)z(Asp)+ o,
. 1 s o
(His)yCu™ + 0, + HN_N—2Zn(His),(Asp)
N = -
b this) Cu—N_N~zZn(His),(Asp) + HO

Figura 92. Mecanismo posible de abertura del
* puente:para la activacién de la superbxido -
dismutasa bovina.
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v
COMPLEJOS PEPTIDICOS DE Cu(II) Y Cu(III)

Ya se conocia hace algin tiempo la unién del Cu -
(II) a la cadena polipeptidica por coordinacién de nitrdge-
nos peptidicos desprotonados, pero recientemente se ha des-
cubierto que esta coordinacidén facilita la formacién de -
Cu(III). En este capitulo se consideran estudios de comple
jos peptidicos de Cu(II), en particular aquellos reportados
de una revisidén generai de este tema por Margefum y Dukes,-
y resume el conocimiento presente de los complejos p¢ptidi-
cos de Cu(III).

La presencia de L-histidina como el tercer resi--
duo aminodcido en complejos tripeptidicos de Cu(II) decrece
fuertemente su sensibilidad al ataque nucleofilico y al ata
que &cido. Asi, el complejo doblemente desprotonado glicil
glicil-L-histidina (Cu(H zgli—gli;his)— se muestra en la es
tructura I y eS'relativaﬁente 1ent6 para reaccionar con el-
nucleofilo trietilenotetramina (trien) por lo tamto esta -
reaccién es siete veces més lenta que la reaccién correspon
diente con Cu(H .gli-gli-gli) . La velocidad de disocia- -
cién.écida del Eomplejo gli-gli-his también es muchas veces
mds lenta que la del complejo gli-gli-gli. Sin embargo, se
han dgscubierto ciginos que son una combinacién de ataque -
por H y H_ trien . Este mecanismo nucleofilico con un -
protdén asistente proporciona un tercer mejor camino para la
transferencia del Cu(II) desde complejos peptidicos y es un
buen camino para el cambio de unién del Cu(II) en el suero-
de albﬁmina. Los complejos peptidicos que tienen histidina
proporcionan evidencias de importancia de la cQordinacién -
axial al Cu(II) por grupos carboxilato. En adiciémn, para -
las reacciones a pH bajo, ocurre protonacién "exterior" pa
ra dar (Cu(H agli—gli-his)H) y (Cu(H,2gli—gli¢His)H2)+, don
de el oxigeno peptidico agrega protones. '
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Se ha propuesto al Cu(III) como un intermediario-

de alta reactividad para un nimero de oxidaciones orgénicas
donde se usa Cu. Se han identificado pocos complejos de Cu
(III) en estado slido; por ejemplo: XCuO,, X CuF NaBKH3
(cu(10; )9 14H0 vy CuBrz(Sch(C4H9) ). Se da"una estructiu-
ra crlstallna détallada para los compuestos anteriores con-
el grupo ditiocarbamato (dtc) y dos Br formando una geome-
tria cuadrada planar distorsionada alrededor del Cu(III).
En el compleJo peryodato cuatro de-los oxigenos del peryoda
to forman un plano cuadrado alrededor del Cu(III) (Cu-0,1.9
A°), y una molécula de H_O (cu- 0, 2.7 A°) forma una quinta-
unién. Excepto para el CuF— los complejos-de Cu(Iii) pa-
recen estar en bajo espin, aunque CuBr (dtc) tiene un momen
to magnético de 0.5 B.M.

Olson y Vasilekskis oxidaron electréquimicamente-
complejos macrociclicos de tetramina en soluciones de aceto
nitrilo para dar especies de Cu(III) que son moderadamente-
estables pero sufren reduccién esponténea a Cu(II). Mayers
tein hizo complejos de Cu(III) de aminas y aminoicidos ex--
tremadamente reactivos en solucién-acuosa por-pulsos de’ ra-
didlisis, En el trabajo de Levitski, Anbar y Berger se uso
el IrCl_~ como oxidante de péptidos de Cu(II). Los pépti--
dos de Cu(III) se propusieron cémointermediarios de la es-
pecie anterior en apoyo de la oxidacién y fragmentacién 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 que el Cu(III) puede-
ser estabilizado por desprotonacién de los grupos amida. To
dos los compuestos fueron diamagnéticos.

La tabla XVII. resume algunas de las propiedades es—-
pectrales del visible y UV de complejos de Cu(III). Se han
observado bandas.espectrales de alta intensidad, atribuida-
a transiciones de transferencia de carga,'para todos los -
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complejos de Cu(III) en 3601_60 nm. Sin hacer caso de los-
grupos de coordinacidn todos los complejos enlistados tie--
nen como minimo una barida de absorcidén en esta regién éspgg
tral.

Burce, Paniago y Margerum fueron los primeros.en-
observar la formacién de un complejo peptidico de Cu(III) -
en la reaccién de oxigeno con.tetraglicina (G4) -Cu(I1) en -
solucién neutra. Anteriormente con la tetragllc1na-N1(II)—
se catalizo la captura de oxigeno. La reaccién de tetragli
cina-Cu(TI) con oxigeno es imnusual ya que es inhibida por -
la luz. Falta que sea establecida la naturaleza exacta de-
esta inhibicién fotoquimica, pero en la oscuridad un color-
verde amarillo intenso se forma al reaccionar con el .oxige-
no. Esta especie amarilla pasada continuamente por una co-
lumma intercambiadora de ion Chelex, que cambia cuantitati-
vamente todas- las formas de.Cu(II). El1 liquido amarillo -
contiene Cu y tiene propiedades oxidantes. En la solucién-
estandar se genera Cu(Ii) y tetraglicina lo mismo que algu-
nos productos de oxidacién.peptidica.

Otros agentes oxidan y pueden onvertlr al; (G )——
cu(II) a (G4) -Cu(III) incluyendo .al 3208 y el Ir016 ‘La-
reaccibén con IrCl6 es cuantitativa: bggo condicionéswadecqg
‘das y se uso para probar que los complejos peptidicos.de -
Cu(III) pueden ser formados y caracterizados en -soluciones-
acuosas. La oxidacidén electroquimica esmés eficiente y evi
ta la necesidad de quitar el complejo de'Ir. Los complejos
peptidicos de Cu(III) se han caracterizado por: |

(1) Perdida de bandas espectrales de Cu(II) y la-
formacidén de bandas de absorcidn intensa.en 350-370 nm.

(2) Perdida de seﬁalide‘resonanCiaiparamagnética-
de electrén. =
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~ (3) Reacciones de éxido-reduccién reversibles Ir
(Iv)-Ir(III) como funcién del pH.

(4) Reacciones lentas con 4cidos y con resinas -
cambiadoras de ion Chelex.

(5) 100% de recuperacién del péptido original des
pués de la reaccibén con agentes reductores.

(6) Capacidad de éxido-reduccién con una variedad
de substratos.

(7) Determinaciones de absortibidad molar

(8) Voltametria ciclica.
(9) Cinética de descomposicién en &cidos y bases.

(10) Cambios espéectrales y determinaciones de pK -
en base fuérte. '

Estos estudios mostraron que los compleJos pepti—
dicos-de- Cu(III) tienen potenc1ales de electrodo relativa--
mente bajos y sugieren que el Cu(III) puede ser un estado -
de oxidacién mucho més comin que los que se hablan pensado-
como posibles. Ademés, las reacc1ones de descomp051c1on def
los péptidos de Cu(III) indican que 'la transicién de dos -
electrones dan especies de Cu(I) que son posibles. Las -
reacciones de dxido-reduccién de dos electrones en 31stemas
blOlOglCOS son 1ntrlgantes porque t1enen alta energia, se -
evitan intermediarios de radicales 11bres. Sin embargo, se
conoce muy poco de los p051bles complejos de Cu(I) Son ne
cesarios estudios con varios compleJos modelo ya que el es-
tado de oxidacidén es muy poco caracterizado en solucién -

acuosa.

Hamllton ha sugerldo al Cu(III) como un probable-
intermediaric en la reaccién catalizada por galactosa oxida
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sa. Kosman observa una varidcién con esta 1nterpretac1on -
Indiferentes de los éxitos de estas dlsputas y confiando en
las pruebas de la existencia y propiedades de los complejos
peptidicos de Cu(III) se animaron mas las investigaciones -
de la presencia de cobre trivalente en sistemas bioldégicos.
Los trabajos demuestran que este estado de oxidacién ‘es al-
canzado bajo condiciones biolégicas.

Complejos Peptidicos de Cu(II)
/

Constantes de estabilidad. Se han revisado pre—-
viamente las constantes de formacibn devpoliglicina;@u(ll).
Se han redeterminado algunas de estas constantes pero basi-
camente estan de acuerdo con los trabajos originales. Nue-
vas constantes son utilizadas para amidas peptidicas y para
tripéptidos que tienen Q alanina ¥ 'glic'iha. La tabla XVIIT re-
sume las constantes acumulativas y de afinida&-(ldg. de -
constantes de estabilidad y log de valores X_ para la forma
cién de especies desprotonadas). Se han determinado algunas
constantes para complejos bis-peptidicos: Los tripéptidos-
que tienen Qalanina forman complejos mas estables que las-
especies correspondientes de sk alanina o glicilo. Las esta
bilidades relativas de los sistemas de anillo fundido en -
los quelatos desProtonados estén en ‘el orden 5-6- S(G @ A.
@)y 6-5-5 (§ -A"G'G)» 5-5-6(G-G- Q>-A)) 5-5-5(G+G-G).
te efecto es similar al observado en complejos pollamlna de
Cu(II) y Ni(II) donde el quelato 5-6-5 es mucho mis estable
que el quelato 5-5-5 con anillos consecutivamente unidos y=
por la dificultad de formar la geometria cuadrada-platiar =
mas favorable alrededor del ion metélico.

Incluidas en la tabla XVIII esténlas constantes de-
estabilidad de’'gli-gli-L-His y sus derivados N-acetilo. En
soluciones ‘4cidas ambos ligandos usan el grupo imidazol pa-
ra iniciar cualquier coordinacién con el Cu. Las Gnicas -
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constantes medidas para el modelo corresponden a la reac-. —
¢cién 1 donde tres protones (uno de grupos amino protonados
y dos de cadsngg 5ept1d1cas) son perdidos 31multéneamente -

=10 M-,
con 3 =1

cu(HGGhis)>T ¢2221I3 Cu(H_,GGnis)” + 36 (1)

Aunque se estimaron constantes de afinidad para las constan
tes de ionizacién peptidica, estas se calcularon sobre ba--
ses eétédisticas. Los valores de las constantes para N-ace
tilgligilglicil-L-histidina sugieren que estos calculos no-
son vélidos. Aqii se estimo la constante de estabilidad -
acumulativa para Cu(H GGhlS) dada 'por la emacidm 2::

(cu(H _cGhis)™) (")
-2 ) = 10-2 ) 2M (2)

(Cu2+)’(GGhis_)

desde la combinacién de.la prlmera constante de compleja- -
c1on para el grupo amino de GGhls (10 ) y la constante
pa a la reaccién 1. Asi, el compleJo cu(H GGhls) -
10 veces mis estable que el complejo cu(H 2GG—4 A) (que
tamblén ‘tiene un sistema de anlllos 5-5-6 mlembros) porque-
el nitrégeno del imidazol forma una fuerte unién con el Cu-
mas que con el_grupo carboxilato.

Banda de Absorcién d-d del Cu(II)

Billo correlacion6 datos espectrales de los com--
plejos peptidicos de Cu(II) con el tipo de grupos coordina-
dos. La Iongitud de onda de la. banda de absorcién observa-
da entre 500 y 740 nm varia con el nimero de grupos peptidi
cos desprotonados y grupos .amina. La \f (kK) de la ban-
da d-d (esPectro en soluc1on acuosa) puede estar expresada-
como la suma de la. contrlbuclon de campo ligando; individual
de los»cuatf§~étomos donadores que qefinﬁn el plano cuadra-.
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do con el Cu. En la ecuacién 3 las n's se refieren al nime
ro de cada tipo de &tomo donador.

Vobs = P2¥ N(péptido) * %Y N(amino)* P N(inidazo1) *

n Y }
boxi
a” o(carboxilato + ?cy’o(peptldo H 06 0H ) (3)

= /- .8
(n=4), y&ﬁN(peptldo) =4.85, V) N(amino) ~ = 4.53V, N(imidazol)
=4, . . = 3. ‘ o , -\=3.01.
4.3 Vo(carbox:.lato)' 3.42, yVo(pep'tldo, H,0 6 OH ) 3.01.
El efecto de la coordinacién axial por hidréxido, carboxila
to o grupos amino es el cambio a energia baja de 1kK.

Coordinacién Axial para Complejos Peptidicos de cu(II)

Aunque la coordinacién en un plano domina la ter-
modinémica, la cinética y propiedades espectrales de los -
péptidos de Cu(II), la coordinacién axial también es impor-
tante. Mientras los grupos carboxilato en Cu(H..G ) ~ y Cu
(H 2GGhls) (estructura I) no pueden alcanzar un sitio de -
coordinacién axial, no es el caso para gli-gli-his-gli (es-
tructura II) o para asp-ala-his-1is (estructura III) donde-
la coordinacién axial cambia la reactividad quimica de los-
complejos.. La constante de equilibrio para la proporcién -
de- carboxilato unido-libre, Kugigg es aproximadamente 100 -
para el CO0~ terminal en estos” tetrapéptidos. El aspartilo-
en la cadena lateral grupo COO tiene un valor K%n%dg de -
30, pero se reduce hasta 4 cuando otro grupo COO- es trans-
como -en la estructura III. Estas cOnsténtes se determina—-—

ron en estudios cinéticos.

Protonacién "Exterior". Cuardo los complejos -
peptidicos metalicos son puestos en solucibén acida, se dispo
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cian. Los iones metélicos que son inactivos en sus reaccio
nes de substitucién, como Ni (II), Pd(II) y Co(II) adicio--
nan protones a los oxigenos peptidicos antes de la_disocia-
cidn de 1a unibdn N-peptldlco-metal Se ha observado que ci
néticamente es suficienteménte inactivo el Cu(II) (H 2GGhls)‘
en sus reacciones con acido para permitir protonacidén exte-
rior, Se han medido constantes de protonacién de 104 2y -
102- 3 y se cree que corresponden a las estructuras IV y V.-
La unién interna del hidrégeno del grupo carboxilato del re
siduo histidilo ayuda a estabilizar la forma protonada ex--

terna.

Cinética de Substitucién de los Complejos Peptidicos de ~
cu(II).

Se han descubierto tres caminos principales de -
reaccién para el desplazamiento del Cu de los complejos pep
t1d1cos—(1) transferencia de protén al grupo peptldlco (2)-
ataque nucleofilico sobre el Cu, y (3) una combinacién de -
transferencia de protén y ataque nucleofilico. En cada ca-
so hay un acompafiamiento o subsecuente ruptura de la unién-
.N;peptidico-metal. La velocidad de reaccidn para los tres-
mecanismos difiere en su dependencia del pH, general depen-
déncia acida, y dependencia nucleofilica,

Mecanismo de Transferencia de Proton. Los écidbs
pueden reaccionar con el grupo N—pept1d1co—metal por ad1— -
cién raplda al oxigeno peptidico dando una especie protona-
da externa, que se rearregla por ruptura de la unién nitréd-
geno-metal. Alternativamente los &cidos pueden transferir-
un protén directamente a el &tomo de nitrégeno desprotonado
acompafiado por la ruptura de la unidén nitrégeno-metal. La-
reaccién anterior es mis lenta que las velocidades normales
de transferencia de protdén pero puede a pgsar de esto ser -
el camino cinético preferido por la répida ruptura de la -
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unién nitrogen—metal leerentes complejos peptidicos, de -
Cu(II) muestran diferentes mecanismos. Cuando la reaccidn-
de tiransferencia de protén directa es el paso de velocidad-
determinante, ‘también se observa una catalisis Acida gene—-
ral. Este es el caso para la reaccién de Cu(HQH )™ con aci
dos: En.otro caso las reacciones de Cu(H GGhlS)" Cu(HzGG

hisG) , v Cu(H asp-ala—hls-lls) no son catallzadas general-
mente. por ac1dos y en un pH bajo muestran evidencias. cinéti
cas de protonacién externa como se observa en la figura 94.
El paso determinante de la velocidad para estos .complejos -
peptidicos que tienen histidilo requiere dos protones que -
se adicionen a los nitrégenos peptidicos, mientras la amina
y el imidazol finales de los ollgopeptldos son  coordinados,

asi como en la’ dlsoc1ac1on el Cu(II) puede ser descrito co
mo un "saltador" sobre el ligando para dar la estructura -

VI.

Ataque ‘Nucleofilico: Estas reacc1ones son caractec
rizadas por una dependenc1a de la concentrac1on del nucleo-
filo y por un incremento de la ve10c1dad debido a un incre-
mento en el pH. ILa dependenc1a del pH para la reacc1on de-
trien con Cu(H G3) es t1p1ca y esta dada por la curva A en
la figura 95 para la reaccidén de 3 x 10-3 M ‘de triem. La’
utllldad de un sitio ecuatorial (de un grupo que es despla-
zado facilmente desde un sitio ecuatorial) es importante en
el ataque nucleofilico. ngandos amina quelatos son partl—
cularmente efectivos como nucleofllos pero estas reaccio--
nes son sensibles a los efectos estéricos bloqueando el si-
tio ecuatroial Util. E1 correspondiente ataque’ nucleo£111—
co directo pro. trien sobre Cu(HzGGhls) es siete veces més-
lento y estd dado por la linea A: (PH 10-12) en la figura -
95. Como resultado de la lenta reaccibén nucleofilica con Cu
(H,GG-his)” y su inactividad a la reaccién de disociacién -
4cida (curva B ) es posible observar otro mecanismo de reac
cién, el camino nucleofilico de a51st¢nc1a de protén, desde‘
un pH de 6 a 9 (curva C).
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Mecanismo Nucleofilico de Asistencia de Protén.

La velocidad de reaccién entre trien y Cu(H Gghls)
se incrementa abajo de un pH de 9 (curva C figura 95)2
contraste a la conducta de Cu(H G3) (curva A) La veloci--
dad nucleoflllca de a51stenc1a de protén (M seg—1) es igual-
a 1.7 x 107 (&) (H2tr1en ) (Cu-(H<GGh15) ). Como se incre
menta la. concentracidon de trien, la dependenc1a de la. veloci
dad en trien desciende directamente (flg. 96)y la velocidad-
de transferencia de protén se vuelve limitada. Abajo de un-
PH de 7 empieza a formarse H, trien, efectivamente cambiando-
el nucleofilo y en la vecindad de un pH de 5-6 el camino de-
disociacién &¢ida (curva B' fig.95) toma lugar sobre del ca-
mino nucleofilico de asistencia de protén. El mecanismo to-
tal se describe en la figura 97. La causa de que el camino -
nucleofilico de asistencia de protén no fuera detectado para
la reaccibdn de trlen con Cu(H2G ) puede- ser observada en la
figura 95. El camino nucleofilico directo (curva A) v el ca-
mino de disociacién acida (curva B) son también favorables y
el camino nucleoflllco de asistencia de protén contrlbwye -
muy poco. Sin embargo para los péptidos que tienen histidi-
na el camino de asistencia de protén es miy importante para-
reacciones con trien, EDTA, e histidina. '

Transferencia del Cu(II) desde Suero de Albumina.-
La cinética de transferencia del Cu(iI) desde. sus complejos-
con suero de albumina humana, suero de albumina bovina, gli-
gli-his, gli-gli-his-gli, y asp-ala-his-lis con tr1en todos
‘presentan conducta similar. . .Los modelos péptidos’ que tlenen
histidina en el primer sitio de.un;on del Cu(II) en 16s ‘sue-
ros de albuminas, donde el Cu(II) est& coordinado a la termi
nal amina, a dos nitrégehqs peptidicos desprotonados y al ni
trégeno del imidazol del residuo histidilo. La coordinacién
de imidazol altera grandemente la conducta cinética del com-
plejo de Cu(II). Todos los complejos reaccionan por un meca
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nismo nucleofilico de asistencia de protdn a un pH fisiold-
gico y los complejos de suero de albumina son mas seguros -
para transferir Cu(II) que los complejos tetrapéptidos. -
Asi en la figura 98 la reactividad relativa a un pH de 7 a 8
es gli-gli-his BSAD gli-gli-his-gli ¥ asp.ala.his.lis. E1
sitio de unién del Cu(II) en BSA parece estar totalmente ex
puesto a la solucidén igual que cuando la proteina experlmen
ta el cambio conformacional N a B entre un pHde 7 a 9. Las
reacciones con trien y con otros nucleofilos intvolucran des
plazamientos iniciado en posiciones peptidicas‘no;termina*;
les. Estas reacciones son sensibles a los acidos, son rela
tivamente insensibles a factores estéricos peptidicos y son
influenciadas por coordinacién axial de grupos carboxilato-
utiles.

Complejos Peptidicos de Cu(III). E1 oxigeno mole
cular reacciona con tetraglicina (G4)‘ Cu(II) en solucién -~
neutra para producir una espcie amarilla con una. banda in--
tensa de absorcidén en 362 nm. Como el oxigeno es consumido
en la solucién, la cantidad de la especie amarilla decae -
(fig. 99) El espectro visible y UV, la absortividad molar,
la cinética de disociacién en &cido y en base, y.la conduc-
ta de 6xido-reduccidn de estas especies amarillas son simji-
lares a las de Cu(III) (H3G4) , que es generada por IrCl6
o por oxidacién electrolitica del complejo de Cu(II) corres
pondiente. Los productos peptidicos después del decaimienn
to.del oxigeno que genero-la especie amarilla tambien son =
similares a los formados cuando el Cu(III) (H 3G )" decae -
en solucién neutra. Estos productos incluyen una recupera-
cién substancial de G, sin reaccionar (50-70% dependiendo -
del pH) lo mismo que fragmentos peptidicos oxidados como -
glicilglicilnamida y glioxilglicina.

El complegg tetraglicina de Cu(II) es oxidado a -
Cu(III) por el IrCl, (£ig.100). “El equilibrio de éxido-re-
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duccibén es reversible con cambio del pH. La dependencia -
del pH es un resultado del grado variable de protonacidén de
los complejos tetraglicina de Cu(II), considerando que el -
complejo de Cu(III) esté presente sélo como complejo pepti-
dico triplemente desprotonado. Las curvas en la figura 100
corresponden a el equilibrio de éxido-reduccién en la reac-
cién 4 balanceada por el equilibrio acido-base y de la com-

- P4 P +
g}gJac1on entre Cu=’ y HG , CuG, , CuH-1G4, CuH_éG4, y Culi_,

4

IT -2 -
Cu (H_3G4) + IrCl

2 -2 K, 111 -
. ~M G .
+ IrCl6 & Cu (H'S. ) +

- w

-3
. IrCl
6 (4)

El valor de Kb es 2.7-x 104, y el potencial de electrodo -
resultante para Culll Il es dado en 1la reaccién 5. E1 bajo
potencial y la estabilidad relativamente alta de esta espe-
cie de Cu(III) en solucién acuosa es de interés especial.

- . -2
CuIII(H_3G4)- +egIz2? Cu_II(H_'_3G4) E°=0.631V (5)

Para confirmar que el Cu(III) estaba presente, -
se hicieron antes y después de la oxidacién espectros de re
sonancia paramagnética de electrén (fig.101). En este caso-
el complejo de pentaglicina se oxido electroliticamente a -
pH de 10 usando una columna con una capa de grafito traba--
jando el electrodo con un-Voltaje aplitado de 0.9V, La'de—
saparicién de la seflal de resonancia paramagnética de elec-
trén del Cu(II) sobre la correspondiente oxidacién a la for
macién esperada de un complejo de ‘bajo espin d8 de Cu(III).

El iridio puede ser quitado de las soluciones pep
tidicas de Cu(III) al pasarla continuamente por, columnas -
cambiadoras de aniones. E1 complejo Cu(III)(H_3G4) es mu--
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cho més lento pgra descomponerse en acido que el complejo -
cu(1r) (2 .G ) En soluciones neutras a 25°C la vida me-
dia del Cu?III) (H G4)' es aproximadamente de 1 hora. La-
velocidad de descomp031c1on se incrementa lo mismo en la ba
se que en el &cjdo. La cinética de substitucién del comple
jo de Cu(III) d  es claramente mas lenta que la correspon--
diente a los complejos Cu(II).. Este hecho fue usado en la-
seleccién de resinas cambiadoras de iones Chelex para dui—-
tar el Cu(II) del Cu(III) y en orden para determinar la ab-
sortividad molar de Cu(1II) (H N ).. Estos valores de -
7200300 M~1 em”! a 365 um fueron  checados por otros méto--

dos.

La voltametria ciclica es un camino conveniente -
para medir los valores de E° para el acoplamiento oulll,II,
Un electrodo de pasta de carbono da una conducta cuasi-re--
versible como se muestra en la figura 102. Para comprobar es
tos valores de E° se hicieron experimentos voltamétricos -
que son validos, cinco complejos peptidicos fueron examina-
dos por dos métodos con IrClg2 ~pH limitado y electroquimi-
camente (tabla XIX). E1 .acuerdo de los valores de E° de--
terminados por los dos métodos es excelente igual que la se
paracién de pico a pico de la oxidacién y ondas de reduc- =
cién (AmV) que fueron significativamente mas grandes de -
60 mV. El efecto de variacién, la naturaleza de los grupos
coordinados sobre el Cu T, 11 y el potencial se observan en
la tabla XX. Como el numero de grupos peptidicos desproto-
nados se incrementan, los valores de E° decrecen. Los deri
vados N formilo con el equivalente de cuatro grupos peptidi
cos desprotonados coordinados al Cu tienen un valor E° mas-
bajo de 0.55 V. Los derivados N-formilo consistentemente -
bajan los valores de E° (tabla XXI). El uso de residuos ala-
nilo y valilo en lugar de residuos glicilo en la cadena pep
tidica también bajan los valores de E°. Como se observa en
la tabla XXII,laefectividad relativa dada en potenciales ba
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jos es CH(CH ) > CH3>’H El volumen del grupo R favorece-
la coord1nac1on al pequenio ion metélico (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 fojo en un pH de 11 a 12. Este cambio-
de color puede ser observado hasta el cuarto y ultimo por -
adicion alternativa de acido y base. El espectro del com--
plejo rojo es dificil obtenerlo por los métoédos convenciona
les por la répida reaccién de éxido-reduccién de la especie
de Cu(III) en pH alto. En 28 seg toda la especie de Cu(III)
desaparece. Sin embargo,la figura 103 muestra el espectro =
obtenido por la técnica videcon de flujo-detenido. En la f£i
gura 103A . el espectro de Cu(III) (H G3a) se muestra con -
un pico de absorcién en 365 nm. E1 espectro tomado 5 seg -
después de mezclar con 1.0 M de OH tiene picos nuevos en -
310 ¥ 525 nm y el pico inicial en 365 nm desaparecid. Este
cambio de esgectro no ocurre cuando reaccionan el CuIII(H_4
Nformil-G ) con 1M de OH~ (fig.103B). Ademis, el cambio -
de amarlllo a rojo no. ocurre con CuIII(H (CH ) N;G4) don
de no hay hidrégenos en la amina terminal. De este modo, -
el cambio de espectro a pH alto es atribuido a la ioniza- -
cién de un hidrégeno de amina como se ve en la figura 104 pa
ra Cu (H G a) Un tipo similar de ionizacién y cambio -
de espectro se ha reportado para (AullI(H dien)X)*. La f£i
gura 105 muestra que la constante de ioniz;cién del hidrbge-
no de la amina puede ser medida desde cambios de absorban--
cia en 525 nm, y se obtlene por extrapolacién del valor ini
cial antes de mezclar Cu (H G a) con cantidades varia- -
bles de NaOH. Los valores pK para pérdida de hidrogeno de
amina para cuatro complejos peptldlcos de Cu(III)(Tabla.XXIII)
son inferiores a 11.3. Es interesante, como un gran efecto
de coordinacidén al Cu(III) se tiene sobre esta reaccidén de-
ionizacién que es raramente observada en solucidn acuosa. -
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El potencial de reduccibén para este complejo Cu (H L) de
crece con el incremento de pH porque el hidrodgeno de la ami
na no estad ionizado desde el complejo de Cu(II) correspon--—
diente. Desafortunadamente la base fuerte necesaria para -
formar el complejo Cu (u L) también causa una rapida des
composicién porque se oxida el ligando que cataliza la. base
por el cobre., La reduccién del Cu(II-IZ) no es causada por -
la oxidacidén del disolvente porque ni: el oxigeno o perédxide
pueden ser detectados. S4lo un 25% de los ligandos coordi-
nados con oxidados en el caso de G4 y el 75% es recuperado-
intacto. Esta y otras peculiaridades de la naturaleza de -
los productos sugieren que las reacciones de cambio de elec
trén entre los complejos peptidicos de Cu(II) y Cu(III) son
rapidas.:

La reaccion 6 de transferencia de electrdén se mi-
dio por el método flujo-detenido de dicroisma circular a un
pH de 7.7. S6lo el complejo de tetra-L-alanina es activo =.

III(H 3G ) ITfH_3A4) Cu™"" (H,
i o
a,) ca (5 A,) (6)

en CD, y se muestra en la figura 106 el cambio de espectro-
CD cuando el complejo de Cu(II) es oxidado a Cu(III). Bajo
las condiciones usadas (pH 7.7 y 2 x 10 ' M de culll (H_ e )'
la velocidad del mecanismo fue de prlmer orden con una cons
tante de velocidad de 0.1 seg , Eendlendo unicamente de-
la conversién de Cull(H 2A4) a cu(H A4)'2. De ahi que,
la constante de velocidad del cambio de electrén debe de -
ser mayor de 104 M1 seg~1. Estudios adicionales que han -
progresado confirman que la reaccidén del cambio de electrdn
de este tipo es muy répida.
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III -
Se ha examinado la reduccién del Cu ~ (H .G,) -

con un mnfmero de substratos incluyendo I, Fe(CN)gZ , gtepg
Bu)_NO, 4cido ascorbico, cisteina, hidroquinona, y sog .-
‘'Todas las reduccioénes son réapidas y parece que proceden por
el paso de un electrbén. Reacciones de trasnferencia de -
dos electrones entre el Cu(III) y el Cu(I) pueden ser muy -
intereSanteé, porque evitan altas energias & intermediarios
de radical libre, pero sin embargo no se tienen ejemplos -
de esta conducta de oxidacién biolégica.

En resumen, el Cu(III) es estabilizado por-la -
unién de péptidos desprotonados y el ‘estado de oxidacién -~
trivalente es mucho mé&s accesible en solucién acuosa en la-
cual se ha producido. Variaciones en los valores de E° de-
més "de-500 mV se producen en los acoplamientos de 6xido-re-
duccién del CullI Il por la naturaleza del cambio de grupos
de coordinacién. Si el Cu(III) existe en la naturaleza, es
probable como minimo que esté coordinado a péptidos despro-
tonados que juegan un papel importante en la estabilizacién
del estado de oxidacibén trivalente.



TABLA XVII. Bandas de Absorcién Visible y Ultravioleta de 182
Complejos de Cu(IIT)

Cul Complex Az 0 (¢, M cm™) Media References
Cu (trans-tetramine)® 425 (15,000) CH,CN 21
375 (12,000)
275 (6,700) _
Cu(trans-diene)® 395 (14,530) CH;CN 21
. 335 (12,690) o
Cu(en);* 300 (2,500) H.0 22
‘Cu (gly){ 310 (7,800) Hgo 22
Cu(T06)s™ 414 (12.000) H,0 19
CuBr.(dte) 560 (2,400) CH.Cl, 20
370 (26,500)
KCu(bi). * 244 (strong) BaSO, re- 24
i flectance

340 (v. strong)

) - 461 (weak, sh) )
KCu(3-Rbi), - 2H,0 270 (5,000) DMSO 2}
373 (8,500).

490 (weak, sh).
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TABLA XVIII. Constantes de Desprotonaciény Estabj
lidad ACumilativa de Complejos Pépti-

Species

CuGa?

Cu(Ga) s
Cu(H.;Ga) (Ga)*
Cu(H.,Ga).
Cu(H.,Ga)*
CuG,a*
Cu(H.,G.a)*

Cu H.n oa)

Cu (H »G»a) (OH):
CuG,

Cu(H.,G.) (OH)
Cu(H.,G:) (G2)*
[Cu(H.,G.)].(0H)"
CuGg>

Cu(H.,Gs)*
Cu/\(H.zGa)
Cu(H.5Gs) (OH)~

Cu(H Ly Gs)a*
uGy*

Cu (H-1G4)
Cu(H..Gy)"
‘ 8" (H.3G4)*

Cu (H-sz)

Cu(H.,GBAG)
Cu(H..GBAG)"
CupAGG*
Cu(H_,8AGG)
Cu(H..AGG)"
CupAG*
Cu(H.;8AG)
CuGGA*

do-Cu(II)
log (o7 BY) .

5.29
9.45
2.54
-—5.58
—1.63
4.88
—0.19
—8.20
—18.02
4.77
—0.51
—17.50
—16.19
5.56, 5.68, 5.50
1.50,1.47,1.40

—7.79, =1.77
434
—4.14
5.12,5.08, 5.25
001, o 08 0.02:

—6.67, —6.82,
—6. 71
—18.68, —18 32
—443;

5.13,5.16
—0.28, —0.36
—7.00, —7.14
—16.24, —16.30
5.32
—0.68
—7.58
—15.62
'5.25
—-0.02
—6.10
5.60
0.24
—5.50
5.28
—0.04
—5.58
5.50
140
5.08

log K (or K,)

5.20
416
. —681
—812
—6.92
488
—5.07
~8.01
.—9.82
477
—5.28
—6.99
—860
5.56, 5:68, 5.50
—4.08, —4.21,
410

—9.29, —9.24
2.84°
2.15%

5.12,5.08, 5.25

—5.11, —5.16,

—5.23
—6.68, —6.74,
—6.73

—120, -11 5
2.241

5.13,5.16
—541, 552
‘—6. 81 —6.78
—9 15 —9.16
5.32

—6.00
—6.90
—8.04
5.25
—5.27"
—6.08
'5.60
—5.36
—5.74
528"
—5.32
—5.54
5.50
—4.10
5.08

Reference

st

87*
s

381,887 84*

31,34
s1

s -
31,827 38°

38*
31,7 85°

86°

82°
32°

32°

89°

TABLA XVIII. Contimuacién,

Species

Cu(H.,GGA)
Cu (H.;GGA)"-

AG)
Cu (H.zGAG) (OH)*

Cu(H 1AGG)
Cu(H.;AGG)-

Cu(H. ,AGG) (OH)”
Cu(HGGhis)*
Cu(H.,GGhis)"

Cu (N-acetyl-GGhis)
CuH.; (N-acetyl-GGhis)
CuH.,(N-acetyl-GGhis)
CuH., (N-acetyl-GGhis)

log B (or B%)

—0.02
.—6.91
5.18
—0.14
—6.76
—18.16
481
—0.17.
—7.01
—18.2
—14.65(8,) '
—2.2(est.)*
424
—2.26
—9.61
—18.86

K .
. * Cu(E-;Gz) + Gz~ 22 Cu(H.,G2)(Gy)

log X (or K.)

—5.10
—6.89

5.18

—5.32
—6.62
—114
481
—4.98
—6.84
~112
424
—6.50
—7.35
—9.25

K .
** Cu(H-1;G2)OH" + Cu(H.1G,) = [Cu(H.,G2)).0H-

K
¥ Cu(H-2Gs)” + Gs™ & Cu(H.,Gs)s?
+250° and 0. lOM)NaClO4 or KNO3

*0.10M (N

- *0.10M (KNO )
“0.10-0.; 17M (NICIO‘)
°0.16M KC|
! See Ructxon 1
* See Equation 2

References

39°

39°

12,41°
g

€8l
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Figura 99. Captura de O, comparada con la formacién y decai W
miento de la especie amarilla (Cu III) en la reaccién de -

0, con Cu(II)G4.
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Figura 100. Formacién de Cu(III) Figura 102. Voltamograma cfclico de -
.(H3G4) y pérdida de Ir(IV)Cl6 - cu(H,G ) a 100 mV con electrodo de -
como una funcién de (H“') bgn y potencial de electrodo 0.63.

Figura 101. Espectro EFR de pentaglicina de Cu a temperatu-
ra de N, -1fquido y 9.075 GHz. (&) Después de la oxidacién -
electroginca da Cu(III) ( ) ; (B) Antes de la oxidacién
ou(11)(8,6, )%



TABLA XIX. Potenciales de Electrodo (vs. NHE) para Cu

Cu(1II)-Peptide

Cu(H.shexaglycine)”

Cu (H.spentaglycine)”
-Cu(H_stetraglycine)”

Cu (H.striglycinamide)
Cu(H..di-L-alanylamide) (OH)

TABLA XX. Efecto de Grupos de Coordinacién en E° de Cu

‘Cu(lII)-Peptide

Cu(H..glyeylglycyl-L-histidine)
Cu(H..triglycine)
Cu(H.;diglycinamide) (OH)
Cu(H_,triglycinamide)
Cu(H.jtetraglycine)”

Cu (H.,N-formyltetraglycine)?

III,II

Cyclic Voltammetry® IF"—pH Equil

TABLA XXI. Efecto Derivativo de N-Formilo en E° de Cu

Cu(11I)-Peptide
Cu(H.stetraglycine)- -
Cu(H.(N-formyltetraglycine)2
.Cu(H.striglycinamide)”

~Cu(H.;N-formyltriglycinamide)2-
Cu(H_,triglycine)
‘Cu(H.3N-formyltriglycine)~

TABLA XXII. Efecto del Liga.ix]d:o Grupo-R en la Substitucién sobre -
’

el E° de Cull
Cu(IIl)-Peptide

Cu(H._stetraglycine)”

Cu (H.stetra-L-alanine)"
Cu(H._stetra-L-valine)~’
Cu (H.spentaglycine)”
Cu (H.jpenta-L-alanine)~

N4 E° (V) E° (V)
95 0.67 0.67
80 0.66 0.65
85 063 0.63
72 0.6¢ 064
165 080 0.78

ITI,II
pH E° (V) (NHE)*
75 098
77 092
92 089
95 0.64
93 0.63
115 0.55
III,II
E° (V)(NHE)*
063
0.55*
0.64
049*
0.92°
1 075

E° (V) (NHE)*

0.63
0.60
0.51

1 0.66°
0.61

TABLA XXIII. Constantes de Ionizacién de HidrSgenos de Amina
Coordinados a Complejos Péptido-Cu(III).

CulMt (H.sL)" == Cu(H

WL+

2

126
12.1
116
113
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Figura 103. Espectro vidicon de Cu(III) (H,G a) y
cu(1r1) (H,6,a)" (arribd Espectro vidicon de Cu(III)-

(B 4N-£omilo-G4)2’ (abajo).

0

0
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Figura 104. Ionizacién propuesta para el hidrégeno de amina
causante del cambio de coloracién de amarillo a rojo cuando

se adiciona base a el complejo peptfdico de Cu(III).
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Figura 105. Curva de absorbancia (525 nm)
vs. pH para la ionizacibén de hidrégeno. de:
amina desde Cu(III) (H3G3a).
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Figura 106. Espectro CD mostrando la reaccién de transfe-
rencia de electrén para formar Cu(III) (H,A ) (A) cu(II)A ;
(B) Después de mezclar volfiménes iguales de Cu(III)(H,G_)
- 35
y Cu(]:[)A4. ]
1
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