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RESUMEN
Los estudios estructurales, electrénicos y magnéticos de compuestos modelo de peroxidasas a
partir de hierro(III)-porfirinas que presenten, como la enzima, mezcla cudntica de estados de
espin (mce) 15/2> y 13/2>, y la correlacién con su posible acividad como peroxidasa, es
fundamental. Por ello, se obtuvieron cuatro complejos nuevos de una nueva familia a la que se le
denominé de porfirinas-pinza (dos grupos piridilo unidos por una cadena se coordinan
axialmente al hierro haciendo una especie de pinza que pellizca al plano hemo): protoporfirina
IX-hierro(IlI)-picdien (5), mesoporfirina IX-hierro(IIl)-picdien (6), deuteroporfirina IX-
hierro(III)-picdien (7) y clorina-cobre(II)-picdien (8). Los derivados de Fe(III), se estudiaron
cinética y espectroscépicamente (UV-Vis, de DCM, de RMN de lH y de RPE) como modelos de
peroxidasa. Los valores de las constantes de velocidad mdxima tedrica para la reaccidn
caracteristica de peroxidasa -guayacol + HyQ7 —s productos de oxidacién del guayacol- en
presencia de cada uno de los complejos -7, fueron 7.62 x 106, 4.37 x 105 y 9.05 x 10* M-Is-!
respectivamente. Sus espectros de UV-Vis son tipicos de complejos porfirina-Fe(III)
hexacoordinados con una simetria < Dy;. Los espectros de DCM son del tipo A o pseudo A
caracteristicos de porfirina-Fe(III) alto espin. Las frecuencias de los desplazamientos de RMN de
proton (meso, CH3-hemo) y de RPE muestran complejos hexacoordinados con diferentes grados
de mce § = 5/2,S =312 para cada compuesto. La relacién de las dreas de las sefiales de RPE de
las dos especies magnéticas, sigue el mismo orden decreciente 5-7 que la actividad catalitica
muestrada. Se hicieron reaccionar 5-7 con H2O» para observar al intermediario radical-nt
catiénico ferrilo propuesto, por espectroscopia de RMN de 1H y de RPE. Sus espectros de
RMN de protén muestran sefiales en frecuencias caracteristicas del ferrilo. Por RPE se
observaron varias especies: Fe(IIl) alto espin, posible Fe(IV) del ferrilo y radical. El complejo
clorina-Cu(Il)-picdien 8 se preparé para hacerle estudios espectroscdpicos que complementaran a
los de Fe(III). Los espectros de UV-Vis y DCM (de 4 vy 8) muestran cambios de energias del
Soret y de las bandas Q (cuatro) indicando una distribucidn electrénica diferente. Se propone una
simetrfa Dyj, como grupo puntual. De las simulaciones computacionales de los espectros RPE de
4y 8, se obtuvieron: minimo seis ligantes nitrégeno alrededor del ion cuprico, los valores del
tensor g, los tensores hiperfino y superhiperfino del cobre(IT) y se calcularon los coeficientes de
enlace, covalencia y el pardmetro de distorsién g /Ay . La coordinacién axial del ligante picdien
cambia apreciablemente las propiedades electrénicas y magnéticas de 8. Asi, los cambios
magnéticos encontrados en estos nuevos modelos de peroxidasa §-7 y su correlacién con su
comportamiento cinético apoyan la propuesta de que un mecanismo de finisima sensibilidad
sucede durante la funcién bioquimica de la enzima nativa, donde el espin entermedio juega un

papel central. Estos nuevos modelos 4-6 son una aportacién importante para el conocimiento de
las enzimas peroxidasa.



SUMMARY

The structural, electronic and magnetic studies of model compounds of peroxidase,which have
been synthesize starting of porphyrin-Fe(III), possessing quantum mixed spin states {gms)
15/2> y 13/2> are important. But, the correlation with their catalytic peroxidase activity is
fundamental. For all that, four novel complexes of a novel family namely pinch-porphyrin -the
pyridy! ending groups of the 1, 9-bis(2'-pyridyl)-2, 5, 8-triazanonane (picdien) are linked
axially to the porphyrin group-: protorphyrin-Fe(IIl)-picdien §, mesoporphyrin-Fe(IlT)-picdien
6, deuteroporphyrin-Fe(IIl)-picdien 7 and chlorin-Cu(II)-picdien 8, were synthesized. These
complexes were characterized by UV-VIS, 'H-NMR and ESR spectroscopies and their catalytic
activity was determined. The measured theoretical maximum rate constant (Kcar) for - guaiacol +
H207 —> oxidation guaiacol products - in presence of porphyrin-Fe(III)-picdien §, 6 and 7
complexes, resulted 7.62 x 105, 4.37 x 105 y 9.05 x 104 M-1s-! for each compound. Their
UV-VIS spectra show Soret and Q bands at energies typical of hexacoordinated complexes with
symmetry Dgjp or lower. The 'H-NMR high frequency shifts, the mesoproton and the pyrrol
methyls shifts are indicative of hexacoordinated complexes with differing degrees of gms S =
5/2 into S = 3/2. Compound 7 shows the minimurm quantum mixing, being almost a pure high
spin S = 5/2, system. The ESR spectral features are characteristic of gms species (S=5/2,8 =
3/2: A, B), for each compound. The area ratio of the ESR B/A signals follow the same order as
the peroxidase activity shown by these complexes. A clear correlation is established among the
peroxidase activity, the iron(III) out-of-the-porphyrin plane configuration and the gms S = 5/2
and S = 3/2. Complexes 8 and 4 were characterized by |H-NMR, UV-VIS and ESR
spectroscopies. The covalent bonding of the ending pyridyl rings of picdien to the fifth and
sixth coordination sites of the Cu(II)-chlorin complex induces electronic redistribution in the
molecule but does not produce a distortion of the chlorin ring. Optical absorption spectra show
at slightly different energies for the Soret and four Q bands indicating distinct electronic
distributions. D2, molecular point group is proposed for both compounds. The ESR
spectroscopic g tensor, the Cu-hyperfine and nitrogen superhyperfine tensors were determined
and used to calculate the bonding coefficients, the covalent character of bonds and the gi/An
distortion parameter for both compounds. The axial coordination of the picdien ligand changes
appreciably its electronic and magnetic properties. So, the magnetic changes found for new
model compounds (5-7) strongly support the propousal of a sensitive fine tuning mechanism
during the biochemical function of the native enzymes where the intemediate spin state plays a

central role. So, these model compounds (5-7) are an important contribution for knowledge
enzymes peroxidase functionality.



Los estudios sobre metaloproteinas que contienen porfirinas en su sitio activo, han demostrado
que ese macrociclo puede adquirir diferentes conformaciones, lo que les permite llevar a cabo
diferentes funciones como: fotosintesis,! enlazamiento reversible de dioxigeno,23 transferencia
de electrones,* peroxidacién.’

Las estructuras quimicas de coordinacién de las hemoproteinas-hierro(TIl) -que proveen la
posibilidad de una enorme variedad de estados magnéticos tinicos para cada comportamiento
bic;qufnlico- constituyen una fuente inagotable de estudios le6ricos y experimentales.5-19 De la
informacidn obtenida en esos estudios, se han podido establecer tres posibles estados magnéticos
de espin para los cinco electrones 4 del hierro(III). Dos de ellos pueden existir como estados
puros: el alto espin S = 5/2 y el bajo espin S = 1/2, los cuales pueden mezclarse térmicamente en
un arreglo de moléculas que finalmente serdn detectadas en alguno de esos dos estados de espin
puros.®? El tercer estado magnético de espin, llamado intermedio S = 3/2, se ha observado
solamente mezclado cuénticamente con el alto espin 5/2. Existe una funcién de onda que contiene
términos importantes de las contribuciones de los diferentes estados de espin presentes en la
mezcla.5? Especificamente es en proteinas férricas como el ferricitocromo ¢’ de chromatium,? la
peroxidasa de rdbano blanco (horseradish)!!, la peroxidasa de eosinofilo,!2 la peroxidasa de
calabacita (zucchinni),!3 entre otras, que este raro fenémeno de la mezcla cuintica de estados de
espin S = 3/2 y S = 5/2 propuesta por Maltempo y Moss en 1974.7 se presenta.

En un intento por contribuir en el drea de los modelos de peroxidasas, el presente
trabajo de investigacién se propuso como objetivo principal preparar nuevos complejos
hexacoordinados derivados de porfirinas-Fe(III) cuyos ligantes de la quinta y sexta posiciones
permanecerian unidos a través de una cadena. De acuerdo al nuevo diseiio, la longitud y
caracteristicas de la cadena que une a los ligantes axiales, la fuerza de campo ligante de los
ligantes axiales, conjuntamente con los sustituyentes periféricos del anilio porfirinico deberian ser

determinantes para que las coordinaciones axiales no fueran equivalentes y con estados de espin

puros 1/2 o



5/2. S¢ intentarfa promover el estado de espin cusnticamente mezclado 3/2, 5/2 caracteristico de

las enzimas peroxidasa.

Independientemente del estado de espin que presentaran los complejos disefiados, se les
haria una prueba cualitativa tipica de las enzimas peroxidasa para poder correlacionar su
estructura quimica, electrénica y magnética con su actividad catalitica. Un complejo similar a los
anteriores pero con cobre(ll) se prepararfa para obtener informacidn espectroscdpica colateral
complementaria, que no puede obtenerse de los complejos de hierro(IIT). Las espectroscopias

utilizadas serfan de UV-Vis, DCM,de RMN de protén y de RPE.

1.1 Justificacién

Son varias las consideraciones que justifican la investigacién que se propone en este
trabajo, que conformard una tesis doctoral, y que a continuacién se presentan.

La determinaci6n de las estructuras y de los funcionamientos que las enzimas peroxidasa
tienen en los seres vivos ha sido uno de los conocimientos que ha apasionado a los grupos de
investigacién en esta drea.!418 Sin embargo, esto no ha sido suficiente para conocer cudles son
los mecanismos que esas macromoléculas siguen para llevar a cabo la variedad de funciones de
acuerdo a las diferencias, a veces sutiles, de las estrucuturas de sus sitios activos, 14-18

El disefio y la obtencién de nuevos complejos, a partir de porfirinas-Fe(III), que se han
estudiados por diferentes métodos espectroscdpicos son por si mismos una valiosa aportacién
para el conocimiento quimico, puesto que permiten sistematizar su comportamiento
espectroscépico con base en sus estructuras mds probables o exactas (si se resuelven por
espectroscopia de rayos-X).

Es aiin m4s interesante ese estudio si el comportamiento espectroscépico de fos nuevos
complejos con hierro-hemo mimetizan el comportamiento espectroscdpico de las peroxidasas

nativas, puesto que son moléculas estructuralmente més sencillas, que modelan sus sitios

activos.



Por otro lado, si a esos nuevos complejos, modelos espectroscopicos de las enzimas
peroxidasa, se les hacen pruebas cualitativas y cuantitativas como catalizadores de reacciones de
oxido-reduccién caracterfsticas de las enzimas peroxidasa, se puede establecer una serie de
correlaciones muy importantes entre la estructura de los hierrocomplejos, su comportamiento
espectroscOpico y su actividad como peroxidasa. Es fundamental valorar esa capacidad catalitica,
independientemente de que sea cercana o no a la de la enzima nativa, puesto que permiite conocer
cémo ha sid;) cambiada la actividad como peroxidasa que presentan las porfirinas-Fe(ITT) per se,
con la preparacién de sus nuevos derivados.

Conocer més exactamente el mecanismo de catdlisis de las peroxidasas es potencialmente

importante para la catélisis en general, entre otras la oxidacién de alcanos, 1920 epoxidacién de

alquenos.21-23 Su inmobilizaci6n en soportes de filtros eliminadores de contaminantes

aromdéticos ¢ iones metilicos.24

1.2 Hipétesis de trabajo
A partir de las hierroporfirinas es posible sintetizar sus complejos con ligantes axiales
(en quinta y sexta posiciones) coordinados al metal, y que ademés tengan una cadena que pueda
enlazarlos covalentemente con las cadenas de [a porfirina (cadenas propidnicas). Una nueva
posibilidad serfa aquella en Ia que los ligantes coordinados a la metaloporfirina en la quinta y
sexta posiciones estuvieran unidos entre ellos por una cadena alquilica sin enlazarse
covalentemente al anillo porfirfnico. Los sustituyentes axiales conjuntamente con los del
macrociclo controlarian e] estado magnético del hierro(Ifl) y permitirfan el movimiento de
densidad electrénica hacia el metal. Seria fundamental que uno de los dos ligantes axiales debiera
permanecer coordinado al hierro durante el proceso catalitico, comoe lo propuesto para las
- peroxidasas, puesto que estabilizarfa los altos estados de oxidacién del metal, al mismo tiempo
que el otro se separarfa momentdneamente, lo que permitiria la oxidacién del complejo el cual

- efectuaria su funcién oxidante sobre un sustrato. Todo el conjunto darfa un comportamiento

reversible de enzima peroxidasa. 4



1.2 Objetivos

1. Estudiar la posibilidad de la reaccién entre los cloruros de protoporfirina IX-hierro(1I1) 1,
mesoporfirina IX-hierro(IIT) 2, deuteroporfirina IX-hierro(ITY) 3, ésteres dimetilicos, y la
clorina-cobre(Il) 4, sal trisédica, con el compuesto 1,9-bis(2'-piridil)-2,5,8-triazanonano
(picdien).*

2. 81 las reacciones del inciso (I) se llevan a cabo se realizardn los estudios de espectroscopias
de UV~Vis,:RMN de H, RPE y DCM de los nuevos complejos, y en caso de que cristalizara
alguno de ellos, se realizarfa ¢l estudio de difraccién de rayos-X.

3. Asi mismo, se realizarfan las pruebas cualitativas de actividad como peroxidasa con cada uno
de esos nuevos complejos.

4. En caso de que alguno de los nuevos complejos diera positiva la prueba de actividad como
peroxidasa, se efectuaria el estudio cinético para determinar sus pardmetros cataliticos.

5. Con base en los estudios espectroscépicos y cinéticos se propondria una estructura para esos
nuevos complejos obtenidos.

6. Se estableceria en lo posible la relacién entre la estructura propuesta para los nuevos
complejos, el estado de espin del metal central y la funcién catalitica como peroxidasa de aquellos
que la presentaran. As{ mismo, se harfa la comparacién del comporteimiento espectroscopico y

cinético de los nuevos modelos con los de ia peroxidasa nativa.

¥Para facilitar la lectura, las estructuras de los compuestos que se utilizardn se presentan en las
paginas 6 y 7 en las Figuras 1-3.

5
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(ISHz H CHy
HZ(I: (-;'HZ
COOCH; COOCH;
Figura 1. Estructura de las porfirinas-Fe(II) utilizadas como materia prima. ParaR = CH =
CHy, cloruro de protoporfirina IX-hierro(IIl) éster dimetilico 1. Para R = CH3 - CH3, cloruro de
mesoporfirina IX-hierro(III) éster dimetilico 2. Para R = H; cloruro de deuterotoporfirina IX-

hierro(III) éster dimetilico 3.

Figura 2. Clorina-Cu(Il) (clorofilina) 4



Figura 3. 1,9-bis(2'-piridil}-2, 5, 8-triazanonano (picdien)



IL. Sintesis y caracterizacién espectroscpica
de los complejos de porfirina-Fe(ITI)
y del complejo de clorina-Cu(l)



II.1 Antecedentes

Las funciones biol6gicas de las hemoproteinas son el transporte de electrones (citocromo ¢
peroxidasa), transporte de oxigeno (hemoglobina), y la catdlisis de reacciones rédox
(peroxidasa de ribano blance, horseradish HRP, citocromo P-450); todas tienen como
grupo prostético (grupo no protéico de una proteina) la protoporfirina IX-hierro(IIl) o

hierro(II) (8,13-divinil-3,7, 12,17-tetrameti1—2,18-digropionato de metil porfina),1.25

Las peroxidasas son algunas de las primeras enzimas descubiertas. Schénbein en
1855 observé la oxidacién de guayacol con perdxido de hidrégeno en presencia de
sustancias que se encontraban en plantas y animales. Dedujo que era la misma sustancia la
que activaba y descomponia al per6xido. Sin embargo, el descubrimiento formal de la

peroxidasa de rdbano blanco (HRP) ocurrié en 1903.4

En 1937 se establecié que ia catalasa y Ia peroxidasa reaccionaban con el peréxido
de hidrégeno para dar dos intermediarios un complejo verde (llamado Compuesto I) seguido
de uno rojo (llamado Compuesto I0).25 A partir de entonces se realizaron experimentos para
conocer y caracterizar los intermediarios de la oxidacién de hierro-hemoproteinas sin que
hasta la fecha se tenga una estructura definitiva. Inicialmente se propuso que el intermediario

rojo (Compuesto II) tiene para el hierro un nimero de oxidacién de +4.25

En las reacciones de oxidacion de fenoles con per6xido de hidrégeno catalizadas
con peroxidasa de rdbano blanco (HRP), se encontré que la reaccién procede por lo menos

en dos etapas que involucran radicales libres, 26

Se investigaron posteriormente las estructuras de los sitios activos de las hierro-
hemoenzimas mediante Ia espectroscopia de UV-Vis,27-29 RMN de !H,30-32 RPE,33-35
DCM,36-38 Mossbauer.11.39 Por difraccién de rayos-X se resolvieron estructuras cristalinas

de algunas peroxidasas!418 (Figuras 4a y 4b; Tabla }).
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Figura 4a. Vista estereoscépica del sitio activo del citocromo ¢ peroxidasa de levadura 4!
(Zona axial distal aquella en la cual los residuos de los amino4cidos presentes se encuentran

a distancias tales que no permiten contemplar una coordinacién formal, en la zona proximal
s1 hay coordincién al hierro).

Q222 Q22

Figura 4b. Vista estereoscépica del sitio activo de la enzima lignina peroxidasa. Las esferas

hegras representan moléculas de disolvente. E) patrén de enlaces por puente de hidrégeno se
encuentra también en citocromo ¢ peroxidasa.1?
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La determinaci6n de la estructura de la citocromo ¢ peroxidasa de levadura y los
estudios acerca de la formacidn de los intermediarios (Compuestos I y II) durante el ciclo
catalitico de las peroxidasas, llevaron a la propuesta del posible mecanismo de catilisis. EI
mecanismo propuesto es de tipo concertado en el cual en la medida en la que fluye densidad
electrénica hacia el hierro(IIf) en la parte proximal, hay un movimiento de salida de densidad
electrénica hacia la parte distal, todo esto para promever la ruptura heterolitica del peréxido
de hidrégeno. La histidina distal actda como l.l;.'l catalizador 4cido-base para transferir un
protén del peréxido de hidrégeno al dtomo de oxigeno del peréxido enlazado al hierro, La
carga negativa del oxigeno desprotonado es estabilizada por el protén de la arginina distal.
La estructura cristalina de aductos estables de citocromo ¢ peroxidasa ha demostrado que la
Arg48 e His52 se mueven para interactuar con los ligantes, lo que evidencia la flexibilidad
del paquete de estos enlazadores de ligantes. En la Figura 5 se presenta detalladamente el

mecanismo de reaccién propuesto.42

Estudios sobre la citocromo c peroxidasa mutante-1 CCP(MI) muestra que la His52
y Arg48 (de la zona distal) son muy importantes en el control de la velocidad de formacién
del Compuesto I. Consistente con la donacién del proton del per6xido a la histidina distal, se
ha reportado un grupo con un pK, de 4 que debe ser desprotonado para facilitar el enlace del
peréxido. En la citocromo c peroxidasa de levadura, si se cambia o muta la arginina48 (Arg)
(parte distal) por leucina (Figura 6) se reduce la velocidad de formacidn del Compuesto 1
(108 M-!s"!) en un orden del0, pero si en su lugar se pone una lisina (Figura 6) se reduce
hasta en dos érdenes la velocidad lo que indica la importancia que tiene la presencia de un

grupo polar cargado positivamente en esa posicién como promotor de la separacién de

cargas.40

Si en la parte proximal se muta el aspartato235 (Asp) por aspargina (Figura 7) la
velocidad de formacién del Compuesto I disminuye cinco veces. La presencia del
aspartato235 lleva a la desprotonaci6én del imidazol de la histidinal75s que es sumamente

importante para la activaci6n del peréxido de hidrégeno (Figura 5).
12
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Figura 6. Diferencias estructurales de dos amino4cidos (Leu y Lys) que sustituyen a la
arginina en la enzima citocromo c peroxidasa mutante provocando cambios en la velocidad
de formaci6n del Compuesto 1.1:40

En la mieloperoxidasa, la aspargina421 est en lugar del aspartato235 de la
citocromo c peroxidasa de levadura, indicando con esto que la aspargina puede estar en lugar
del aspartato en el dominio proximal sin retardar la formacién del Compuesto I. Sin
embargo, la vibracién de estiramiento del enlace Fe(IT)-N(His), que es una prueba del enlace
de hidrégeno proximal, tiene frecuencias similares (248 y 246 cm-lyen Fe(Il) de la
mieloperoxidasa y la mutante I (MI)citocromo ¢ peroxidasa y aparece a 205 cm™! en la
mutante aspargina233, indicando que la histidina proximal no estd enlazada por el hidrégeno
en la mutante.40 Este resultado indica que la presencia del imidazolato tiene otra funcién que

la de acelerar la formacién del Compuesto 1.

Aspargina Aspartato
(T“OO' (IIOO
H—C —NH,* H--(lj—NH3+

I
CH, CH,
! !
C C
0” “Nm, 0” Yo

Figura 7. La diferencia de polaridades de los dos residuos de aminocidos que estdn
presentes en dos distintas peroxidasas sin alterar su actividad catalitica, indicando que Ia
histidina175 no interviene en el mecanismo de reaccién como se pensaba.l-40

El intermediario comiin propuesto en el mecanismo de reaccién de todas las

peroxidasas cuando funcionan como enzimas éxido-reductasas, es el Compuesto I (Figura

8), que se propone como radical T-catiénico con un estado basal 2Azy. El espectro de
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Massbauer sugiere un espfn entero para los compuestos modelo del Compuesto L.

De lo anterior se concluye que la enzima se oxida por dos electrones ¥ que en esos

intermediarios el hierro tiene un estado de oxidacién alto.44. 43

- - 2+

)

I
His

Figura 8. Estructura propuesta para el intermediario Compuesto I para el ciclo catalitico de
las peroxidasas (6xido-reductasas) radical mt-catiénico ferrilo o ferroxilo.42

Se han realizado estudios del intermediario Compuesto I (ferrilo o ferroxilo) a
través de diferentes espectroscopias utilizando diferentes peroxidasas nativas y complejos
modelo y se han observado resultados espectroscGpicos que difieren unos de otros,4-50 por

lo que es necesario producir compuestos modelo del intermediario para ratificar o rectificar

su existencia.

Con respecto a los primeros estudios cinéticos de la formacién de los compuestos
intermediarios (Compuestos I y IT) que se forman en el ciclo catalitico de Ia peroxidasa de
rébano blanco, fueron realizados por Chance en 1949.4 Los valores de las constantes
fueron, utilizando 4cido ascérbico y peréxido de hidrégeno, k) = 0.9 x 107 M-1s-1; ky = 4
M-1s-1, kg = 1.2 x 104 M-15-1; con pH 4. Los resultados fueron resumidos de la siguiente

manera*;

Per-OH = peroxidasa
Per-OOR(I) = Compuesto (T)
Per-OOR(II) = Compuesto (IT)

k
Per-OH + HOOR === Per-OOR () + H,0 -
2
Per-OOR (I) —ﬁ—r Per-OOR (1)

Per-OOR (I + AH, _ X4 =k

Per-OH+ ROH+ A
*Notacién original de Chance.
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La reaccién del compuesto per-OOR (II) con AH; fue considerada la etapa
determinante de la velocidad de acuerdo a los valores reportados de las constantes. Asf que
el compuesto (IT) per-OOR (1) fue el clésico complejo enzima-sustrato (E-S) del modelo
enzimatico de Michaelis y Menten,! aunque (II) no se descompone de una manera

unimolecular puesto que se requicre de la participaci6n del sustrato AH,4

George no consideré completamente satisfactorio el esquema de Chance por
diferentes razones, entre otras, que la transicién del Compuesto I a Compuesto IT era
acelerada por agentes reductores, lo que hacfa que esta reaccién no pudiera ser unimolecular.
Asf mismo, demostré que el Compuesto I retornaba a ferriperoxidasa con un equivalente de

agente reductor tal como iones ferroso, ferrocianuro o ferrocitocromo ¢.51

El esquema de George propuso se muestra a continuacién:

2 equivalentes

Fep3*H,0 + H,0, — Fep¥-O3++ + 2H,0
(HRP) oxidacién M

1 electrén '
FepV-0O3* AH, ——————> FeplV-02* + AH- + H*
) transferencia (I)

La constante de equilibrio determinada para la formacién del Compuesto I utilizando

hidroperéxido de metilo fue de 3.1 x 105 M1,

Una de las investigaciones m4s importantes fue la que realizaron Ator y Ortiz de
Montellano3? en la Universidad de California, San Francisco, en la que experimentalmente
demostraron por qué la peroxidasa de rdbano blanco (horseradish) durante la catdlisis no
intercala oxigeno en el sustrato que oxida. Incubaron peroxidasa de rdabano blanco con
fenilhidrazina y peréxido de hidrégeno disminuyendo la actividad catalitica de la enzima.
Esta actividad desaparece cuando la enzima se aisla y se reincuba nuevamente con
fenilhidrazina. El grupo hemo no reacciona con la fenilhidrazina para dar el complejo ¢
fenilhidrazina-Fe-porfirina como otras proteinas. Lo que sucede es que se convierte en los
derivados porfirinicos §-meso-fenil y 8-hidroxi (Figura 9).
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La pérdida de la actividad se debe mds a la modificacién de Ia proteina que a [a del

hemo, no obstante que la enzima inactiva reacciona con peréxido de hidrégeno para dar el

1
3 | metilos-hemo
g CH;3-hemo
o

5 H meso

)

=8
R;0R;=CH = CH,

a B
Rl 0 R2= CH2 - CH3

Figura 9. Designaci6n de las posiciones de los sustituyentes en el anillo porfirinico.33

Compuesto L. El resultado implica que el sustrato interacciona con el hemo en lugar de
reaccionar con el oxigene activado de los Compuestos 1 y II. Especificamente se identifica la
regi6n de la enzima alrededor del carbén 8-meso y del grupo metilo como el sector expuesto
del grupo hemo. Esto llevé a concluir que la HRP no realiza reacciones de transferencia de
oxigeno porque el oxigeno activado y el sustrato estén separados fisicamente por un barrera

impuesta por la proteina.

Algunos compuestos modelo de peroxidasas sintetizados a partir de hierro-
porfirinas, estudian el control que presentan estas hemo-proteinas sobre el ntimero y el tipo
de ligantes axiales en el grupo hemo. Este pardmetro es muy importante puesto que
determina el estado de oxidaci6n y de espin del hierro y por consecuencia la funcién de la
metaloprotefna.>34 Los modelos cinéticos de peroxidasas que presentan actividad catalitica
(generalmente no permanente34) producen mucha informacién sobre los sustituyentes
axiales, proximales y distales en el sitio activo, acerca del mecanismo propuesto. Estos
sustituyentes aumentan la estabilidad del hierro-hemo durante la catdlisis, favorecen el flujo

de densidad electrénica en un movimiento concertado de Jjalar y empujar {(mecanismo pull-
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push) y a 1a ruptura heterolitica del enlace O-O del peréxido, e impide la formaci6n de

radicales peroxilo por homélisis.55-60

Por otro lado, los estudios espectroscépicos de los complejos de Cu(Il) permiten la
determinacién de sus estructuras electrénicas, de su diagrama de orbitales moleculares y
conformaci6n espacial.61-63 En particular los estudios de UV-VIS6465 y ESR66.67 de
porfirinas-Cu(Il), clorinas-Cu(I)2 y otros complejos®8 han dado informacién del ambiente del
metal, su configuracién electrénica, grupo puntual de simetria, distorsiones estructurales,
interaccién superhiperfina con 4tomos segundos y terceros vecinos y el grado de covalencia de
los enlaces metal-ligantes.3.61:62 La informacién obtenida de los complejos de cobre(Il) es
complementaria para los modelos de peroxidasas, puesto que el hierro no da tanta informacién

espectroscépica como lo hace el cobre.
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11.2 Parte experimental

I1.2.1 Instrumentos, condiciones y materiales. Los espectros épticos de los complejos
utilizados y sintetizados se hicieron en un espectrofotémetro Shimadzu UV-Vis-NIR 3100,
en celdas de cuarzo de 3.5 mL, con un paso de luz de 1 ¢m, a una temperatura de 25 °C y
en un rango de longitudes de onda de 220-700 nm. Las soluciones fueron en metanol con

concentraciones de 0.1mM de cada muestra.

Los espectros de RMN de protén se obtuvieron en un espectrémetro BRUKER-
DMXS500 utilizando una sonda de detecci6n inversa de cinco milfmetros, a 500 MHz y se

vari6 la temperatura. La amplitud de campo de -100 a +100 ppm. Referencia con

tetrametilsilano-d;; en soluciones de metanol deuterado 0.1 mM.

La espectroscopia de RPE se realizé en un espectrémetro Jeol modelo JES-RE3X,
se utilizé banda X de microfrecuencia (aproximadamente 9.08 GHz) a la temperatura de
nitrégeno liquido, en una amplitud de campo de 0-500 mT. Se utilizaron soluciones de

metanol 0.1mM .

Tabla 2. Concentraciones [mM] para las mediciones de DCM de los complejos reportados

en esta investigacién
Complejo Soret  Bandas Q

(mM] [mM]

protoporfirina-Fe(III) 1 0066 2.00

protoporfirina-Fe(IIl)-picdien ~ 5

mesoporfirina-Fe(IIT) 2 0087 025

mesoporfirina-Fe(Ill)-picdien 6

deuteroporfirina-Fe(III) 3 0.065 0.26

deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien 7

clorina-Cu(l) 4 0035 007

clorina-Cu(Il)-picdien 8

La espectropolarimetria magnética (DCM) se llevé a cabo en un espectropolarimetro
JASCO modelo J-500A utilizando un campo magnético paralelo a la radiacién de una

intensidad constante de 0.4 T (4000 Gauss), en un rango de longitudes de onda de 300 a
19



650 nm y a una temperatura de 25°C, con una sensibilidad de 2 miligrados cm'! y una

escala de 10 nm/cm. Se utilizaron las concentraciones para el Soret y para las bandas Q

indicadas en la Tabla 2.

La protoporfina IX, mesoporfirina IX, protohemina, clorina-Cu(II) y el resto de los

reactivos utilizados se adquirieron comercialmente (Aldrich).
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I1.2.2 Metodologia

I1.2.2.1 Obtencién de protohemina. (1) La protohemina es la cloroprotoporfirina
IX-hierro(1II), se obtuvo de sangre de carnero por el método de Theatle.5? Se utilizé 0.5 L
de sangre de carnero esterilizada y se sometié a centrifugacion (5000 rpm) durante cinco
minutos para separar el paquete globular del suero. Posteriormente se decanté. El paquete
globular se lavé con una solucién salina (0.15 M) isoténica hasta que ya no tuvo
coloracin, y se someti6 a didlisis por 48 horas en agua destilada. Se cambi6 el disolvente
cada quince horas, en una relacién de 1 volumen de paquete globular por 60 volimenes de
agua. La hemoglobina obtenida se filtré sobre papel whatman GF/D y se disolvié en agua,
ajustando el pH a 2.5 con HCI concentrado para separar la apoproteina del grupo hemo.
Posteriormente se hizo una extraccién con metiletilcetona que disuelve especificamente la
porotoporfirina [X-Fe(III). Se evapor6 el disolvente y la pasta se dej6 secar. Se obtuvieron
0.5 g de protohemina-hierro(III) (1) como un polvo café oscuro. La protoporfirina que se
obtiene directamente de la proteina como en este caso estd clorada en la quinta posicién,
metalada con hierro(III) y tiene los 4cidos propidnicos periféricos libres. Para obtener los
ésteres dimetilicos de la protohemina, se disolvié en una mezcla de metano/cloroformo (1:1)
y se le burbujeé HC1 gaseoso con agitacién fuerte por 1 hora al cabo de la cual la solucién
se mezclé con 100 mL de agua y se colocé dentro de un embudo de separacion. Se separé6 la
capa de cloroformo y se lavé repetidas veces con agua Yy otras tantas con una solucién de
amoniaco. Se secé la disolucién de cloroformo con sulfato de sodio anhidro y
posteriormente se filtro la mezcla. Se redujo el volimen de disolvente y se le agregé
metanol. La disolucién se dejé reposar hasta la cristalizacion de la protoporfirina. UV-Vis
con A de 400.2, 510.0, 538.2, 572.8, 640.0, nm. RMN de'H, § = 9.96, 9.95, 9.83 y
9.82 (4 H-meso), 4.17, 3.10, 3.59, (4 CH,-prop), 3.53 (2 1,3-Me-hemo), 3.65 (2 Me-
ester), 3.62 (2 5,6-Me-hemo), 3.34, 3.30, 3.26 4 CHz-prop), -4.3 (H-N), en ppm.

11.2.2.2 Obtencion de cloroprotoporfirina IX-hierro(Ill) éster dimetflico a partir de

la porfirina desmetalada (1). Se wtiliz6 el método de Lamberg, Morell y colaboradores para
21



la metalacién de porfirinas.™® A partir de 30 mg (0.052 mmoles) de protoporfirina IX que se
disolvieron en 1 mL de piridina y se diluyeron con 10 mL de 4cido acético glacial, se le
agregé 1 mL de una solucién acética de sulfato ferroso. La mezela de reaccién se agitéd
durante diéz minutos a 80 ° C y en atmésfera de nitrégeno. Pasado el tiempo de reaccién se
destapé la mezcla y se dejé agitar al aire por diez minutos mds para que se llevara a cabo la
autooxidacion del metal. Se agregé éter para quitar la porfirina residual. Se extrajo la
metalada por adicién de una solucién de HCl al 25% (p/v). Se secé el éter sobre sulfato de
sodio anhidro. Se evapord y se obtuvieron 29 mg (0.067 mmoles) de producto (82.7% de
rendimiento). SeUV-Vis con Angy en 397.4, 498 y 615.0 nm. DCM con Asorer 385.86-
403.77 nm y [81m soret (-5, 488.37)-(-16, 139.53) grad cm~! dmol G-, Aq 545.29-607.55
nm y [8]m @ (545.29)-(607.55) grad cm"! dmol G-1. RMN de !H § = 71.39, 70.46,
66.93, 62.03 (4 Me-hemo: 8, 5, 3, 1), 51.61 (a-CH vinilo), 51.61 (a-CHy), 47-47.6

A
(meso-H). RPE para Fe(IlI) con un espectro axial para la especie A con gt = 1.924 and
A B
g_L‘ = 5.403. Especie B, con un espectro axial con gE:II = 1,924 and g_Ll = 4.000 y una

. . C C
tercera especie axial C;, con g L = 7.955 and g_Ll = 4.000 * 0.008 y una especie de bajo

espin D, con g = 2.0.

11.2.2.3. Obtencion de cloromesoporfirina-IX-hierro(Ill) éster dimetilico (2). El
método utilizado es ¢l de Lamberg,70 exactamente €l mismo que para la obtencién de
cloroprotoporfrina IX-hierro-(II). Se utilizaron 20 mg (0.034 mmoles) de mesoporfirina
desmetalada y seobtuvieron 19 mg (0.029 mmoles) de producto final (83.3% de
rendimiento). UV-Vis con Apgx en 377.2, 485.6, 593.0 nm. DCM con Asorer 376.92-
496.15 nm y [B1M sorer (-2, 696.63)-(-20, 224.71) grad cm-! dmol G-I, A 540.38-601.:91
nm y [8]m q (-5, 656.56)-(-404.04) grad cm! dmol G-1. RMN de H, & = 62.98, 62.98,
61.17, 60.39 (Me-hemo: 1, 3, 5, 8), 34.40 (a-CH3) ppm. En RPE mostré dos sefiales A2

A B
and B, with and gJ_2 = 4.890 g-l_2 =3.992.
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11.2.2.4 Obtencidn de clorodeuteroporfirina-IX-hierro(lll) éster dimetilico (3). Se

utiliz$ el método de Adler?!. Se mezclaron 1 g (1.6 mmoles) de protohemina con 5 g de
resorcinol y se calentaron a 190-200 °C por 20 minutos. Después la mezcla de reaccion se
enfri6 a 140 °C y se adicionaron 10 mL de 4cido propiénico caliente con agitacién vigorosa.
La mezcla resultante se vertié en 50 mL de agua y se neutralizé con una solucion

concentrada de NaOH, la deuteroporfirina-hierro(IIl) precipité mezclada con protohemina.

Para purificar [a deuteroporfirina-hierro(ITl) se procedi6 a desmetalarla, por lo que se

disolvié en una mezcla de 80 mL de metanol y 80 mL de cloroformo.

Por otro lado, se prepararon 5 g de sulfato ferroso anhidro que se adicionaron a la
mezcla de deuteroporfirina-hierro(Il) y hemina de la reaccién anterior, a la cual se le
burbujeé HCl gaseoso con agitacién fuerte por 1 hora al cabo de la cual la solucién se
mezclé con 100 mL de agua y se coloc dentro de un embudo de separaci6n. Se separd la

capa de cloroformo y se lavé repetidas veces con agua y otras tantas con una solucién de

amoniaco.

Finalmente la soluci6n de cloroformo se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se
lievé a una columna de cromatografia con altimina neutra. La columna se mont6 con cloruto
de metileno. Posteriormente se utilizé una mezcla de acetona-cloruro de metileno 95:5 para
sacar la deuteropotfirina desmetalada de color cereza. Se redujo el volimen de eluyente y se
le agregé metanol. La disolucién se dejé reposar hasta la cristalizacién de la
deuteroporfirina. Se obtuvieron 0.73 g (1.4 mmoles) del dimetiléster de deuteroporfirina
(92.6 % de rendimiento). UV-Vis con A de 395.4, 496.8, 531.4, 565.2, 618.2 nm. RMN
de'H, & = 10.17, 10.13, 10.09, 10.05 (4 H-meso), 9.13, 9.12, 9.11, 9.10 (2 H-24-
hemo), 4.48, 4.44, 4.40 (4 CH-prop), 3.77, 3.76, 3.74, 3.73, 3.67, 3.66, 3.65, 3.64 (6
Me-hemo, 2 Me-ester), 3.34, 3.30, 3.26 (4 CH;-prop), -3.8 (H-N), en ppm.

Posteriormente se hizo la metalacién de la deuteroporfirina por el método de
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Lamberg a partir de 0.019 g de deuteroporfirina (0.033 mmoles) y se obtuvieron 0.012 g
(0.022 mmoles) del complejo 2 (66.6 % de rendimiento). UV-Vis con A en 386.5, 488.0,
589.0 nm. DCM con Agore; 382.69-390.38nm y [8]m sorer (+5, 825,24)-(-51, 262.11) grad
cm’t dmol G4, Aq 536,53-591.33nm y [8]m Q (-7, 660.82)-(-233.92) grad cm! dmol G-

I, RMN de !Hcon § = 74.60, 71.02, 66.57, 61.97 (Me-hemo: 8, 5, 3, 1), 45-48.5 (at-
CHy), 37-38.79 (meso-H) ppm. El espectro de RPE con tres sefiales gA3= 5.137, B

g3"
4117and G =2.316.

11.2.2.5 Obtencion de 1,9-bis(2-piridil)-2,5,8 triazanonano (picdien). Se utilizé el
método de Ahmed.” Se colocaron 50 g de Zn en polvo, 12.4 g de dietiléntriamina y 50 mL
de dcido acético glacial en un matraz de tres bocas provisto con un agitador mecdnico y un
embudo de adicién. Todo se disolvié en metanol (250 mL). La mezcla se agité
vigorosamente y se calenté entre 70 y 80 © C. Se le fue adicionando lentamente (en un
tiempo de 1.5 horas) una disolucién de 26.8 g de 2-piridincarboxialdehido en 150 mL de
metanol. Posteriormente se adicionaron varias porciones de Zn hasta un total de 100g y 100
mL de 4cido acético, se mantuvo la agitacién y temperatura por cinco horas. La mezcla de
reaccidn se dejé reposar toda la noche a temperatura ambiente, y se filtr6 para eliminar ¢l Zn
€n exceso y el acetato de cinc. Se obtuvo un liquido amarillo que al evaporarse se volvié
muy denso. Se lavé varias veces con acetona, se filtré y cvaporé para ¢liminar
completamente el precipitado de cinc. Se neutraliz6 la mezcla final con hidréxido de sodio y
se dej6 reposar toda la noche en contacto con las lentejas de hidréxido de sodio. E producto
crudo se disolvié en un minimo de acetona y se purificé por cromatografia en columna de
silica utilizando acetona como eluyente. Se obtuvieron 20.6 g del producto puro (60% de
rendimiento). UV-Vis con Ap4x en 265.5 nm. RMN de H, § =8.47(m 2 H-piridina),
7.75-7.80 (m 2 H-piridina), 7.30-7.46 (m 4-H piridina), 3.91 (s 4 H-CH;), 2.74 (1 6 H-
CH3y), 1.80 (g 2 H-CHy) en ppm.

11.2.2.6 Obtencidn de los complejos protoporfirina-hierro( Il )-picdien (5-T). Este
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procedimiento ilustra toda la serie. Se disolvieron 131.2 mg.{0.20 mmol) de 1 en 30 mL de
metanol absoluto y se le agregaron 62.7 mg (0.22 mmol) de picdien. Se agit6 la mezcla de
reaccion por seis horas para que la reaccién fuera total. La evolucién de 1a reaccién se siguié
por RMN de 'H y RPE hasta que las bandas que caracterizan a estos productos ya no
presentaron modificaciones ni de posici6n ni de intensidad. Se hicieron las determinaciones
en una muestra del complejo disuelta en metanol deuterado a las concentraciones reportadas
¥ se tomaron espectros cada media hora. En cuanto a la espectroscopfa de RPE, se hizo lo
mismo y se tomaron espectros primero cada diez minutos dutrante la primera hora y después
cada media hora hasta que las sefiales no cambiaron. Para la protoporfirina-Fe(lll)-picdien
(5) el tiempo de reaccién fué de 5 horas. Se evaporé el metanol y el residuo rojo obscuro se
disolvié en cloroformo. Se probaron distintos sistemas de disolventes, sin éxito, para
obtener un sélido. UV-Vis con Ay, en 262.0 (picdien), 358 (hombro), 399.4, 486.0,
593.8 nm. DCM con Agoree 394.35-411.32 nm y {81y sorer (4, 534.88)-(-1, 162.79) grad
cm™! dmol G-I, AqQ 547.55-593.40 nm y [0]ym q (-814.00)-(+439.00) grad cm! dmol G-1.
RMN de IH, 8 = 42.21, 42.21, 38.71, 37.93 (4 Me-hemo), 35.67 (x-CHj), -35.05

: A

(meso-H) ppm. RPE muestra dos especies axiales A, and B, con gpﬁ" = 1.990 y gJ_“ =
B

5.172, gB“4 = 1951 y g_L‘ = 4.072. Para la mesoporfirina-Fe(Ill)-picdien (6) se

disolvieron 137 mg (0.2 mmoles) de 3 en 30 mL de metanol y se le agregaron 62.7 mg
(0.22 mmoles) de picdien. El tiempo de reacci6n fué de 6 horas. Se evaporé el metanol yel
residuo rojo intenso se disolvi6 en éter etilico. Se probaron distintos sisternas de disolventes
para obtener un sélido, sin éxito. UV-Vis con Apsy en 342.5, 388.0, 480.0, 584.0 nm.
DCM con Aggre: 384.61-507.69 nm Y [61M sorer (-3, 146.07)-(-14, 606.74) grad cm-! dmol
G-1, Aq 540.38-592.30 nm y [0]y Q (-5,333.33)-(+969.70) grad cm! dmol G-1. RMN de
'H, 3 = 40.34, 40.34, 39.13 39.13 (4 Me-hemo), 33.59 (a-CHjy), -33.35 (meso-H) ppm.
RPE con dos especies axiales Ag and By with g5 = 1.987, £, = 5.222 y g5 = 1953,

B
gﬁ = 4.067. Para la deuteroporfirina-Fe(Ill)-picdien (7) se disolvieron 139 mg (0.2

mmoles) de 3 en 30
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mL de metanol absoluto, y se adicionaron 62.7 mg (0.22 mmoles) depicdien. El tiempo de
reaccién fué de 5.5 horas. Se evaporé el disolvente y el residuo rojo cereza se disolvié en
éter etilico. Se probaron distintos sistemas de disolventes para obtener un sélido, sin éxito.
UV-Vis con Aygy en 262.5 (picdien), 344.5 (hombro), 387.4, 479.8, 590,0 nm. DCM con
Asorer 382.69-401.92 nm y [B] sorec (+2. 912.62)~(-53, 009.68) grad cm! dmol G-1, A
536.53-584.60 nm y [0]m q (-7, 134.50)-(+2, 339.18) grad cm! dmol G-1, RMN de IH,
d = 39.62, 39.62, 38.25 y 33.59 (4 Me-hemo), 76.40 (2,4-H), 33.59 (0-CH3). RPE con
dos especies axiales Ag and Bg and con g?lﬁ = 1.957, gj_‘ = 5238y g?lﬁ = 1.957, f_.zlj_‘s =

4.100 y una sefial C con g5, = 2.000. Para la clorina-Cu(Il )-picdien 8 se disolvieron 144
mg (0.2 mmoles) de clorofilina en 30 mL de metanol absoluto se agregaron a la mezcla 62.7
mg (0.22 mmoles) de picdien. El tiempo de reaccién fue de 5.0 horas y no se obtuvo
precipitado. UV-Vis con Apsx en 262.00 (picdien), 404.60, 465, 552.8, 628.8 nm. DCM
CON Agorer 375.00-407.69 nm y [0y sorer (<28, 800)-(+99, 200) grad ¢cm-! dmol G-, A
555.76-626.91 nm y [6]m g (+1, 000)-(-44, 000) grad cm™! dmol G*!. RMN de !H, § =

8.58, 7.8, 7.43 (arométicos del picdien), 4.9, 4.1, 3.5, 2.9, 2.2, 1.8 (sin designaci6n)
ppm. Por RPE g,=2170yg = 2.046.

A continuaci6n se presenta un diagrama de flujo de la metodologia empleada en la

presente investigacién.
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1.3 Caracterizacion espectroscépica de los complejos de Fe(lll) obtenidos. Resultados,
discusion y conclusiones

11.3.1 Ultravioleta- Visible.

Resultados. En la Figura 10 se presenta el espectro tipico de UV-Vis de uno de los complejos

sintetizados en esta investigacién: protoporfirina-Fe(IIT)-picdien 5, contrastando con el de su

precursor: protoporfirina-Fe(IIl) 1.

2.000
CH
CH H3C
H
2 =77 N —CH
Ao o HC M CH
Soret AN e N\
H 13
N/
1.000 BN | %’\/ o
CH A CH,
HaC c
hombro

000 1) I 1) 1
215 300 400 500 600 700
(nm)
Figura 10. Espectros de UV-Vis de los complejos protoporfirina-Fe(IlI)-picdien (5) y su
precursor protoporfirina-Fe(I1I) (1).

En la Tabla 3 se resume la informacién obtenida de los espectros de UV-Vis de los

complejos porfirinas-Fe(III)-picdien y de sus complejos precursores, obtenidos en este trabajo.

En general, las bandas que presentan los espectros de UV-Vis de los complejos 1-3 y

5-7 que se reportan en este trabajo son caracteristicas de este tipo de compuestos: una muy
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intensa alrededor de los 400 nm llamada banda de Soret y €n este caso dos en la regién ~ 480-
615 nm llamadas bandas Q. Los espectros de UV-Vis de los otros complejos obtenidos 6 y 7

(apéndice 1) son muy semejantes al de la Figura 0.

Tabla 3. Posicién de las bandas que se observaron en los espectros de UV-Vis de los complejos de

porfirina-hierro(III) and porfirina-hierro(Ill)-picdien

Porfirina-Fe(Iil) Hombro  Soret Banda Q| Banda 07 AQ1-02)

nm nm Am nm nm

rotoporfirina-Fe(IIT) (D 397 498 615 117
rotoporfirina-Fe(Ill)-picdien  (5) 358 399 486 594 108
esoporfirina-Fe(IIl) (2) 377 486 593 107
esoporfirina-Fe(Ill)-picdien  (6) 343 388 480 584 104
uteroporfirina-Fe(III) )] 387 488 589 101

uteroporfirina-Fe(Ill)-picdien (7) 345 387 480 590 110

Para los complejos porfirinas-picdien 5-7 la posicion de las bandas cambia, y baja la
intensidad de su absorci6n, respecto de sus precursores (hierroporfirinas libres de picdien 1-3)
- Las bandas de Soret estdn en 399, 388 y 388 nm para 5-7 respectivamente. Las bandas Q
para el complejo 5 estdn en 498 y 594 nm, para el compuesto 6 en 480 y 584 nm y para el
complejo 7 en 480 y 590 nm. Las dos bandas Q son carateristicas de una simetria Dy con
cierta distorsion en la medida en la que el hierro(I1I) esté mds o menos cercano del plano de la
porfirina.26-27.71.72 Estos mismos complejos muestran un hombro en 358, 342.5 y 344.5 nm
el cual no estd presente en los compuestos precursores 1-3 pero que se observa a pH ~ 7 en los

espectros de UV-Vis de algunas enzimas reportadas.5:10

Para los complejos 1-3 y 5-7, los espectros de 'UV-Vis son semejantes a los reportados

para estas porfirinas-Fe(Ill) de espin S = 5/2. 28.29.73,74
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Discusidn. Para llevar a cabo la discusién de los resuitados obtenidos de la espectroscopia de
UV-Vis para los complejos reportados en este trabajo (1-3 y 5-7), se empezard por considerar
del trabajo de Gouterman?, que en una porfirina desmetalada el espectro de absorcion de UV-
Vis estd determinado esencialmente por los 18 electrones 1t del anillo porfirinico y sus
transiciones & = t*, presentando una banda intensa llamada B o de Soret que estd en la
vecindad de los 400 nm, y cuatro bandas que tienen una intensidad diez veces menor que el
Soret llamadas bandas Q que se encuentran repartidas entre 500-650 nm. Cuando la porfirina se
metala, la posicién , la intensidad y el niimero de bandas Q cambian de acuerdo con el metal, su

estado de oxidaci6n y de espin, los cuales determinan la simetrfa de la molécula 28

En la Figura 11 se observa cémo se rompe la degeneracién de los orbitales d del hierro
al descender la simetria, por lo que pueden suceder un mayor nimero de transiciones

electrénicas.2?

R Oh C4v C2v
esférnico  octagdrico  cuadrado rémbico
piano
b
L L ... a; (dy2 -d,2)
Cg s
4
P—t
4' ~
’ RO ¥
---- a(d2)
$ = b,
"—'"-‘\‘ R === a2 (dxy )
‘\‘ t2g P
j ———
—_—

. e e bl(dxz)

- b2 (dyz]
Figura 11. Pérdida de la degenerecién de los orbitales 34 para el ion Fe(1II) bajo la

influencia de diferentes simetrias moleculares.2?
El cdlculo teérico de Zerner, Gouterman y Kobayashi2® reporta que las bandas que
presentan las porfirinas se deben a las transiciones a1u(m), agy(m) —=>» g (1), que siendo

cercanas en energia se mezclan por las interacciones electrénicas. Existen dos estados excitados
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resultantes, el estado Q de baja energia en el cual las transiciones dipolares del orbital basico

casi se cancelan, y el estado de alta energia B (Soret) en el que las transiciones dipolares se

suman.

En la Figura 12 se presentan los diagrama de OM derivados del cdiculo por el método de

Hiickel para la mioglobina (b) y para el citocromo-bs con Fe(IIl) alto espin y con un estado base

OAyg. En el caso de la mioglobina se hizo con la protoporfirna pentacoordinada con clorure y

para el citocromo-bs se hizo para una hexacoordinacion del Fe(III) con piridinas.73

porfirina Fe(IIT) porfirina FE(IH)‘ ‘
piridinas hexacoordinada alto espin pentacoordinada  alto espin
-
blu (n)
8 — = —-8
— (%) 2 b (m)
7 '
9 — — e
) eV
")
-10 — % —-10
%_.:;‘2’ J_zz
_LI(_) Xz
— Ay (R _
-11 1L — 1
AL 1
Ay (70) 2 (m) Ly
-12 — a( — -12
la Tt)
©
| cl
N —Fe —N |
| Fe
N PN
© NT N
_ (a) (b)
Figura 12. Diagramas de Orbitales Moleculares calculados por-el método de Hiickel para la

hemoglobina-Fe(Ill) y citocromo-b5.7
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St no hay ligantes adicionales el primer OM vacio eg'(rr) (LUMO) desdobla su
degeneracién por no mds de 2 cm-l. Fl andlisis de ese OM indica que es construido por

orbitales basicos de simetria &t y nunca tiene m4s de 3 por ciento de OA 3d,, del metal.30

El OM mis alto en energia ileno a,,(%) -con nodos a través de los puentes metinos de la
porfirina y a través de los cuatro nitrégenos de la misma- no puede mezclarse con ninguno de
los orbitales base del metal. El promedio del dipolo para la transicién ap(m) > €g (W) se

estima en 2.2 A y solamente varfa por 0.02 A para todos los casos considerados.30

Los resultados obtenidos de la espectroscopia de UV-Vis para los nuevos complejos
obtenidos en esta investigacién, porfirinas-Fe(III)-picdien (5-7) presentados en la Tabla 3
(pdgina 29), muestran que la reubicacién de las bandas de Soret ¥y Q que diferencian a las
porfirinas de partida hexa-coordinadas con cloruro y metanol de las porfirinas-Fe(IIl)-picdien,
estdn de acuerdo con los modelos teéricos de la Figura 12. Se observa que las tres bandas de
cada espectro de los complejos con picdien (3-7) se acercan quedando en intervalos de energias
mds cortos que para las porfirinas precursoras (1-3). Esto permite proponer una posible hexa-
coordinacién de los dos piridilos del picdien al hierro en las porfiras iniciales (1-3) penta-

coordinadas con cloruro.

La concordancia de los resultados experimentales obtenidos en la Tabla 3 con la teoria
(Figura 12) se tiene también en la posicién de las bandas de Soret para cada uno de los
complejos porfirina-Fe(IIl)-picdien (5-7), a energias no mayores que para las porfirinas-Fe(III)

iniciales (1-3).

Con respecto a la simetria de los derivados de hierro-porfirinas, si la hemina es hexa-

coordinada con los ligantes iguales en quinta y sexta posicién tiene una simetrfa Dy, con un
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OM Porfirina Metal

aZI.I(n)? aI u(n)
X,y . X, y |eg (dm)
2U(n) ? a 2u (Tr‘)

z |a2lpt),a'2u(n) z[alg(dz 2)

2 | b,(m) 2{b, (d,2-d 2)
Figura 13. OM porfirinicos y OA d del metal presentes en una simetria Dy, 8

arreglo octaédrico distorsionado, dependiendo del estado de espin del Fe(IIl) (Figurasi3 y

14).8.28,73.74

El Fe(IlI) con cinco electrones en la ditima capa, 3d, (d%) puede existir en cinco estados
de espin: 1). Sexteto puro 9A; (alto espin, S = 5/2); 2) doblete puro 2T, (bajo espin, S = 1/2);
3) cuarteto puro 4Ty (espin intermedio, S = 3/2); 4) mezcla térmica de los estados 6A |, 2T,
(espin mezclado térmicamente, 8§ = 5/2, S = 1/2)59 y 5) mezcla cudntica de los estados SA,, 4T,

(espin mezclado cudnticamente, § = 5/2, § = 3/2).6.9 (Figura 14).

Las proteinas que contienen hemo-Fe(II) y muchos de los derivados del hemo tienen un
comportamiento espectroscdpico caracteristico de un estado puro de espin sexteto SA| o de un
doblete 2T, puro; sin embargo, las enzimas peroxidasa pueden presentar también un
comportamiento espectroscdpico distinto de los anteriores que se asocia con un estado de espin
mezclado cudnticamente 3/2, 5/2,58.73 Este tltimo estado de espin se ha obtenido en complejos

de porfirinas-Fe(IHl) que tienen en sus estructuras ligantes aniénicos voluminosos de fuerza de

campo ligante muy débil.73-77

Por lo tanto, los estados de espin de complejos de hierro(ITI) penta o hexa-coordinados

estdn directamente asociados con la fuerza de campo ligante (determinado por sus caracteristicas
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Figura 14. El orden de los electrones en los orbitales d y las configuraciones hierro-ligante
para: a) una estado puro de alto espin; b) un estado puro de bajo espin y ¢) un estado mezclado
de espin 8 = 3/2, S = 5/2 propuesto para ferricitocromo ¢’ peroxidasa. (d) estado puro espin
intermedio S = 3/2, desconocido.?
de ceder o aceptar electrones de tipo T 0 G) de los ligantes que conforman dicho complejo
(Figura 15). Los halogenuros que son donadores de o y n-electrones dan complejos de alto
espin, S = 5/2 (Figura 14a). Ligantes como el CN- de campo ligante fuerte que son donadores
de electrones tipo ¢ y aceptores de electrones tipo 7, dan complejos de bajo espin, S = 1/2. Los
ligantes como las aminas que son donadores de electrones-G (no tiene interacciones n*

antienlazantes o " no-enlazantes con el metal), producirdn un desdoblamiento de Jos orbitales

d intermedio a los dos casos anteriores, S = 3/2 mezclado cudnticamente con alto espin, 5/2

(Figura 14 ¢).80

Ese estado de espin cudnticamente mezclado 372, 5/2, dice Reed y colaboradores,’ da

lugar a que las propiedades magnéticas de complejos de Fe(III) caigan en un continuo limitado

34



d-donador 't"—"-z -
n-donador s%8( ..
o-donador h
t'lg (nb)
O-donador
Tt-aceptor

Figura 15. Efecto del ligante en la magnitud del 10 Dq.80

por los estados extremos puros de espin 5/2 y 1/2. Lo que implica que el hierro esté desplazado

del plano del hemo al maximo cuando se tiene un alto estado de espin y esté en el plano en el

bajo espin.

En términos generales, los cambios espectroscépicos de UV-Vis de los nuevos
complejos de porfirinas-Fe(II)-picdien que se reportan en este trabajo, protoporfirina-Fe(III)-
picdien (5) y mesoporfirna-Fe(Ill)-picdien (6) y deuteroporfirina-Fe(III)-picdien (7), respecto a
sus precursores (coordinados con cloruro y metanol), indicarfan una fuerte posibilidad de su
hexacoordinacién con ligantes de menor fuerza de campo ligante (los piridilos del picdien), si
€stos se coordinaran en las posiciones quinta y sexta, dando con ello un desplazamiento del

plano del hemo del catién fémico, diferente para cada uno de esos nuevos complejos.

Con respecto a la disminucién en las intensidades de los espectros de UV-Vis de los
complejos porfirinas-Fe(I)-picdien (5-7), con respecto a las porfirinas precursoras (1-3), y de
acuerdo a las reglas de seleccion para la espectroscopia de UV-Vis, 80 algunos sitios de hierro-
hemo-proteinas presentan distorsién del campo ligante alrededor del metal, lo que hace posibles

algunas transiciones d —> d, que son prohibidas por Laporte.80

Las transiciones d =3 d deben tener valores de € aproximados a 100 M- cml, las que
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disminuyen su intensidad en la medida en la que el sitio se vuelve menos distorsionado.52

En consecuencia, no obstante que la simetria del campo ligante para los nuevos

complejos porfirinas-Fe(III)-picdien (5-7) sigue siendo el mismo que para las porfririnas de

partida sin picdien (1-3), < Dyp (dos bandas Q), la disminucién de la intensidad de las

absorciones sugieren que la distorsién del campo ligante de las porfirinas con picdien (5-7),

disminuye. De acuerdo a las amplias posibilidades que presentan este tipo de compuestos, una

estructura menos distorsionada requiere de que el ion metilico esté més cerca del plano de la

porfirina, lo que muestra una tendencia a un espin con menos cardcter 5/2.28.29.73,74,83-85

La Tabla 4 resume el comportamiento espectroscopico de UV-Vis de algunas
hemoproteinas que se va a comparar con el comportamiento espectroscépico de las porfirinas-

pinza que se presentan en este trabajo.

Tabla 4. Comportamiento espectroscdpico de UV-Vis de nativas,

_ espin hombro  Soret B a  A(o —B) | Ref
Peroxidasa S nm . um nm nm (nm)
Peroxidasa de rdbano blanco 512 - 405 503 644 141 43
Citocromo P-450-aicanfor 512 391 510- 646 04 84
540
Chromatium ferricitocromo ¢’ *5/2,3/2 375 396-408 500 535 35 7
Peroxidasa de rdbano blanco 12 - 422 541 574 33 84
Citocromo P-450 172 361 424 538 570 32 86

*Mezcla cu4ntica de estados de espin 5/2, 3/2 para el hierro(Il).” Temperatura ambiente, pH=

1-10.5. A pH = 7 1a banda en 635 nm se minimizé.84 Temperatura = 0% y 779, pH = 9, ciano

derivado de HRP86 Temperatura = 40 C, pH = 7, derivado de sulfuro de dimetil

0.

De las cinco hemoproteinas de la Tabla 4 solamente la ferricitocromo ¢’ chromatium? se

reporta como complejo de Fe(IIT) con un estado de espin mezclado cudnticamente S = 312,
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S = 5/2, es uno de los pocos trabajos que especifica la presencia de un hombro en longitudes de

onda de 375 nm. En el citocromo P-45086se reporta el hombro en 361 nm y un espin bajo 1/2.

De esa Tabla 4 se observa que ¢l comportamiento espectroscépico de UV-Vis para las
hemoenzimas reportadas con Fe(II) en alto espin 5/2 y en bajo espin 1/2 es marcadamente
diferente; sin embargo, no se puede establecer un comportamiento caracteristico para el espin

mezclado cudnticamente 3/2, 5/2, y que sea distinto de los dos anteriormente mencionados.

En términos generales, los nuevos complejos reportados en este trabajo porfirina-
Fe(Ill)-picdien (5-7) son modelos espectroscopicos de UV-Vis de las hemoproteinas reportadas

en la Tabla 4 como de alto espin 5/2, o de espin mezclado cudnticamente 372, 3/2.

El comportamiento en la espectroscopia de UV-Vis de otros complejos de porfirinas-
pinza-Fe(Ill) reportados en otros trabajos, se presenta en la Tabla 5. Estos complejos fueron

preparados a partir de protoporfirina, 3,6,9,12-tetrafenilporfirina y octaetilporfina, todas ellas

con Fe(IIl) .

Tabla 5. Transiciones electrénicas para complejos de hierro(Il)-porfirinas

Complejo Espin Soret (0] (07} 03 Ref
(m) {(wm) (nm)  (nm)

Protoporfirina-Fe(I)-Cl 5 396 530 570 615 29
Tetrafenilporfirinato-Fe(III)- 512,372 406 500 675 87
(B11CH2) mezcla
[Octaetilporfirinato-Fe(Il)-(2-MeIm)]  5/2,3/2 381 500 637 88
ClO4 mezcla
Tetrafenitporfirinato-Fe(IIN)- 572,312 415 509 688 89
(OReO3) tolueno mezcla :
Octaetilporfirinato-Fe(IIT)-ClO4 372 380 500 633 75
Protoporfirina-Fe(III)-(1-MeIm), 112 424 529 558 638 90

2Disolvente dimetilformamida. _ 37




Es notorio que para todos los complejos reportados en la Tabla 5, aparece una banda a A

> 600 nm no importando el estado de espin que se reporte. Los modelos de porfirinas-Fe(IIl)-

picdien que se reportan en este trabajo (5-7) no presentan bandas a A > 600 nm.

Para los compiejos de alto espin, S = 5/2 (Tabla 5), se observa un corrimiento de la
banda de Soret hacia el UV cercano para el complejo protoporfirina-Fe(I1I)-Cl. Esta misma
banda de Soret estd mds en el visible cuando el derivado de la protoporfirina-Fe(II)( 1 -MeIm),
es de bajo espin, 1/2. De acuerdo a lo reportado en la Tabla 5, la posicién de es misma banda se
encuentra en longitudes de onda intermedias para los complejos con mezcla cudntica de espin
3/2, 5/2.

Para los complejos de porfirinas-pinza 6-7 (Tabla 3, pag. 28), 1a posicion del Soret est4
comprendida en los datos reportados para alto espin y espin intermedio. Respecto a las bandas
Q de los complejos porfirinas-Fe(II)-picdien (5-7) que se reportan en este trabajo, son dos,
igual que para los complejos de espin mezclado cudnticamente, reportados en la Tabla 5. Sin
embargo, las longitudes de onda en las que se encuentran son diferentes al resto de los

complejos reportados en otros trabajos.

Para concluir diremos que el comportamiento en el UV-Vis del complejo de porfirina-
Fe(IlI)-picdien 5 es mds cercano al de algunas peroxidasas nativas y a los modelos con mezcla
cudntica de espines 3/2, 5/2 que los otros dos complejos 6 y 7 que modelan mejor a las
porfirinas-Fe(I1I) de alto espin. Y de acuerdo a lo reportado por Boersma y Goff,” el ligante
picdien se enlaza més fuertemente al hierro(III) en el orden protoporfirina-Fe(II)-picdien <
mesoporfirina-Fe(II)-picdien - deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien, de acuerdo a la posicion de la
banda Q;. Sin embargo, en cada complejo porfirina-pinza el ligante picdien se enlaza mas

débilmente que el cloruro en las hierroporfirinas de alto espin de partida.
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[1.3.2 Dicrofsmo Circular Magnético (DCM).

En la Figura 16 ¢ se presenta el espectro de DCM del complejo deuteroporfirina-Fe(III)-
picdien 7. El espectro se obtuvo en el UV-Vis (300-650 nm) y es tipico de porfirina-hierro(1II),
el cual presenta la banda de Soret en un intervalo de A = 382.69-401.92 nm con una elipticidad
molar {©]uM = +2 912.6-(-53 009.7) grad cm? dmol-! Gauss-!, caracteristica de hierro(II) de
alto espin.88-90 En la zona del visible se observan tres bandas 0 en un intervalo de 465-585 nm
con elipticidades molares diez veces menores que la del Soret. La distribucion, elipticidad molar
y forma de las bandas Q es también caracteristica de porfirinas-Fe(IIT) de alto espin.90-92 Es
evidente el cambio que tiene el espectro de DCM de la deuteroporfirina-Fe(IIl) precursora
(Figura 16 a) cuando el ligante axial picdien se coordina, la elipticidad molar disminuye, las
bandas se afinan notablemente, el Soret cambia su sentido en e! inicio del espectro (300 nm), y
permanece el nimero de bandas Q. Los espectros de DCM de las otras porfirinas-Fe(IIT)-

picdien (5 y 6) son muy semejantes al de la Figura 16 (b) y se encuentran en el apéndice 2.

El comportamiento de los complejos de porfirinas-hierro(II)-picdien que se estudiaron
en este trabajo es muy semejante al reportado para moléculas de interés biolégico,?3 cuando en
la presencia de un campo magnético absorben las componentes de la luz circularmente
polarizada, dando transiciones que son desplazadas en direcciones espectrales opuestas. Por
otro lado, estos espectros son muy semejantes a la primera derivada de los espectros de
absorcién correspondientes, comportamiento que nos serd util como se verd m4s adelante

(Figuras 16b y 16d y apéndice 2).

En la Tabla 6 se presentan los datos que caracterizan a los espectros de DCM de los
complejos de porfirina-Fe(II)-picdien 5-7 que se estudiaron en esta investigacién, asi como los

correspondientes a las porfirinas precursoras libres de picdien 1-3.
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El DCM es una propiedad de 1a materia que se manifiesta cuando se absorbe la uz
circularmente polarizada a la derechae izquierda de manera desigual. Las transiciones entre

estados electrénicos pueden ser inducidos por un fotén polarizado circularmente que tiene,

ademds de energia, paridad y componente z del momento angular Lj, definida para la luz
circularmente polarizada a la izquierda Lj = +1 y a la derecha es Lj = -1. Esto conduce
inmediatamente a las reglas de seleccion para la absorcién de la luz circularmente polarizada a la
derecha e izquierda con ALj=+1y ALj = -1, respectivamente. Ei DCM es una forma

espectroscépica de alto orden que puede aumentar la informacién obtenida cuando se mide la

absorci6n de la radiacién electromagnética no-polarizada.94-9

Las unidades de DCM est4n en funcién de la diferencia de la absorcion de luz polarizada
a la derecha (d) y a la izquierda (i), AA; de la diferencia del coeficiente de extincién molar, A€ y
de los grados de elipticidad, ©. La relacién entre la diferencia de absorcién de la luz

circularmente polarizada a 12 derecha e izquierda y el dngulo de elipticidad es AAx 33 =9 :

r
_ _ AA _ Oy, 1 1.1
Agy=Ae/H= beE- B35 en[M cm T 7]
DCM <
1000,
[0ly= ——2 . en [gradcm2 dmol‘lT]]
\.

¢ es la concentracién molar; b es la distancia que recorre el rayo de luz en la muestray Hes la
fuerza del campo magnético aplicado, en unidades Tesla. A€ y AA son valores inducidos por el

campo magnético 94

En el DCM se pueden diferenciar tres tipos de efectos (términos A, B y C) basandose en
1a naturaleza de las transiciones que se involucran. Tipicamente el espectro tipo B es menos

intenso y el mds intenso es ] C.80,83.94-96
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Espectro de DCM tipo A. Se obtiene cuando el primer estado excitado que estd

involucrados en la transicién es no degenerado, ésto es, cuando hay dos o mads estados que

tienen exactamente la misma energia en la ausencia de un campo magnético aplicado. 93

Un campo magnético aplicado puede romper la degeneracién (efecto Zeeman) del estado

final a energias un poco mds baja y mds alta (Figura 17).

gy ¥ Y
.- 1> _ T, /‘\
. P> A jh,; ________ > _:‘ an 13 u :
E" = ‘:
il allo - i
(] 18 -3
> - " sto - ™ ™ o - "
H=0 DH >0 Wavekngth {nm) Wavelength um}
(@ (1b) (2b)

Figura 17. (a) Diagrama de niveles de energia ilustrando el DCM tipo A. (1b) Espectro de
absorcién. (2b) Espectro de DCM.95

El especiro de DCM tipo B. Se observa cuando los estados inicial y final responsables
de las transiciones son tinicos en energia. Si en la ausencia de un campo magnético externo las
energias del estado inicial y final correspondientes a la absorcién de un fotdn sbn diferentes de
algunos otros estados en la molécula, se dice que los estados son no degenerados, como la

transicién inducida por un fotén entre ellos. El campo magnético modifica o perturba estos

estados muy débilmente.%6

wm - !
[N
Towed ") 1T $" /\
A <QlEy l.2>t <01iEy 12 g - g 1

‘EA 1— 1>
& ) i
T <OIEx 2> 1 <0CIE:?12> - N
sl o ' P » - Jm m " -
H= 0 H > 0 Wardengh (nm) Wavelength (wm)
(@) (1b) (2b)

Figura 18. (a) Diagramas de los niveles de energfa ilustrando un DCM tipo B.(1b) Espectro de
absorcién. (2b) Espectro de DCM.95
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Las perturbaciones introducidas por un campo magnético afectan los pares de estados
acoplados por el campo magnético de una forma idéntica en magnitud pero de signo opuesto. Fl
DCM de la banda de absorcién correspondiente tendria la misma magnitud pero el signo
opuesto. (Figura 18).95Asi, el espectro de DCM tipo B puede ser similar en forma al espectro

de absorcién para la misma transicién, pero puede ocurrir en pares de sefiales con signos

opuestos.%3

Espectro de DCM tipo C. Si el estado inicial involucrado en una transicién es no
degenerado, un mecanismo diferente puede contribuir a la diferencia de absorcién de la luz
circularmente polarizada a la derecha e izquierda. Para una medicién de absorcién normal el
estado inicial serd el estado base del sistema. Los niveles multiples de energia de los estados no
degenerados separados por el campo magnético serdn poblados de acuerdo con la probabilidad
de distribucién de Boltzman. Como los estados de mas baja energia son mds ficilmente
poblados responderin a una mayor absorcién del sistema, ysi los estados mds poblados
absorben una de las componcnteé de la luz circularmente polarizada con preferencia, se

observard una sefial en el espectro de DCM. Un diagrama de niveles de energfa se muestra en la

Figura 19.

Una aplicacién cuantitativa del espectro de DCM que sea parecido a la primera derivada
del espectro de absorcién, puede ser utilizada para determinar la magnitud del desdoblamiento
inducido de campo cero. La magnitud del desdoblamiento por unidad de campo magnético esta
relacionado con fa magnitud del momento angular (LI del estado degenerado y por lo tanto

puede ser usado para determinar este parimetro.95

Las investigaciones de DCM reportadas para complejos de hierro-porfirinas dan
suficiente evidencia para poder diferenciar un espectro de porfirina-hierro(Il) del de porfirina-

hierro(II) con alto o Bajo espin, por las posicion y forma de las bandas de Soret y de la banda
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Figura 19. DCM tipo C. (a) Niveles de energia para un sistema en el cual el estado base es
doblemente degenerado . (1b) Espectro de absorcién. (2b) Espectro de DCM correspondiente al
diagrama de niveles de energfa de al lado. Para temperaturas a las cuales kT >> que la diferencia
en energia de los estados degenerados resueltos por el campo magnético. E! espectro de DCM
serd dominado por un espectro tipo A y simula la derivada del espectro de absorcidn, como es
¢l caso de la curva punteada. Para temperaturas a las cuales kT es comparable a la diferencia en
energias de los estados resueltos (curva continua), la probabilidad de mayor ocupacion del
estado de mds baja energfa dard como resultado una absorcién preferencial de una polarizacién
circular sobre la otra.95

O que se encuentra en la regién visible airededor de 520-550 nm. Los estudios experimentales
han demostrado que la banda Q59 es muy sensible a los cambios de estado de oxidacién y de

espin del hierro. Otra caracteristica de los espectros de DCM de este tipo de complejos es la

relacién que hay entre las amplitudes de la banda de Soret con respecto a la amplitud de la banda
0520 (As/AQs,,) cuyo valor da informacién del tipo de compiejo de hemo-hierro que se

tiene_84.90.96.97

Los espectros de DCM de porfirina-Fe(IlI) alto espin, S = 5/2, presentan la banda de
Soret positiva 0 negativa y un poco més desplazada hacia el cercano UV que para el bajo espin,
S = 1/2, para el cual se observan una o dos bandas Q juntas y mds grandes; en cambio, para el

alto espin pueden ser hasta tres las bandas Q' que estdn mis separadas y muy tenues. Los
valores de la relacién de las amplitudes son: para el alto espin As/AQs,o > 2 y para el bajo espin

La Tabla 7 resume los valores de AS/AQs;q para las porfirinas-Fe(II)-picdien 5-7 Que

se estudiaron en esta investigacion. Los valores de la relacién de las amplitudes para los
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complejos con picdien 5y 6 estdn dentro de los limites para el hierro(III) alto espin, sin
embargo, compardndolos con los datos de sus respectivos precursores, 1y 2, tienden a un
menor cardcter 5/2. La Tabla 6 tiene registrada una banda, 03, para los espectros de DCM de
las porfirinas-Fe(IM)-picdien 5-7 en las vecindades de los 600 nm. De acuerdo con Ookubo ef
aP! 1a presencia de una banda en A ~ 600 nm es también caracteristica del alto espin 5/2.

Tabla 7. Valores de la relacién AS/AQs)q para los compuestos porfirina-Fe(IIl)-picdien 5-7 y
para sus precursores 1-3. Las amplitudes correspondientes se encuentran en la Tabla 6.

Complejo As/Ags,y  Espin
protoporfirina-Fe(III) (1) 4.8 512
protoporfirina-Fe(Ill)-picdien  (5) 5.7 572
mesoporfirina-Fe(III) (2) 5.1 512
mesoporfirina-Fe(IIT)-picdien  (6) 6.0 52
deuteroporfirina-Fe(IIT) 3 89 51
deuteroporfirina-Fe(II)-picdien  (7) 16.0 12

La posicién y la forma de la banda de Soret para el complejo deuteroporfirina-Fe(II)-
picdien 7 caracteristica de Fe(Ill) de alto espin y el valor de la relacién de amplitudes,

As/AQsy = 16 tipica de Fe(IIl) tipica de bajo espin permiten suponer la presencia de por lo

menos dos poblaciones de Fe(III), una de alto espi’n y otra de bajo espin. Este tipo de

comportamiento se encuentra registrado en el trabajo de Ookubo et al.91

En la Tabla 8 se presentan los datos de los espectros de DCM de hemoproteinas nativas
Que han estudiado otros grupos, con el objeto de compararlos con los datos de los complejos

porfirinas-Fe(II)-picdien nuevos 5-7 que se reportan en este trabajo.

Para la proteina-Fe(III) alto espin, la banda de Soret (380 a 410 nm con elipticidades
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molares negativas), las bandas Q (tres repartidas en un rango de 450 a 640 nm) y la relacion de
amplitudes del Soret Qgy de la banda Qs530, son similares al Soret y bandas Q los de los

tcomplejos porfirinas-Fe(Il)-picdien 5y 6, de este trabajo. Para el complejo 7

deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien el valor de Ag/Ag,,, > 10 dato es mids cercano al Fe(IIT) bajo

espin.
Tabla 8. Datos de los espectros de DCM de hierrohemoproteinas con estados de
oxidacién (1) y (IIT) y espines altos y bajos.
Complejo Asoret [OlM Ag Ao 1O 0 Ag ASQ/A Espin
S
82Citocromo P-450 380 +40 21 480 +6 11 1.9  Fe(Il)
400 -17 562 -5 52
SCitocromo ¢ peroxidasa 400 +80 160 555 +4 14 114 Fe(D
425  -80 560  -10 172
%5 Deoxi-mioglobina 430 7.0 27 560 465 074 36 Fe(I)
450  +20 620 -09 2
SCitocromo ¢ peroxidasa 420 +0.7, 0.9 550 +4 8 0.11 Fe(ID
430 -0.2 552 -4 2
%Citocromo ¢ peroxidasa 420 +80, 115 550 +270 540 0.21 Fe(II)
430  -35 555  -270 0

En la Tabla 9 se presentan los datos de los espectros de DCM de diferentes complejos de
protoporfirina-hierro(Ill) reportados en otras investigaciones. Se puede observar Fe(IIl)-
picdien que para los complejos de hierro(IH) alto espin las posiciones de las bandas de Soret
estdn ubicadas en un rango de 404 a 422 nm con una elipticidad molar mds positiva Que

negativa y con una amplitud mayor en relacién con las bandas Q.9!

En este trabajo®! (Tabla 9) se demuestra que la polaridad del disolvente influye en el
comportamiento de los complejos Que se van formando de acuerdo a la cantidad de 1-
metilimidazol que se va adicionando. Cuando se agrega un exceso de 1-metilimidazo] se obtiene
un espectro de DCM con caracteristicas de complejo de hierro(fII) con bajo espin, con un valor

de As/Ag = 8.7. Si se adiciona atin mds I-metilimidazol, los espectros de DCM que simulan a

los experimentales se obtienen de mezclas de Fe(IT) y Fe(IIT) con altos y bajos espines.
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Tabla 9. Resumen de datos espectroscépicos de DCM de complejos de
protoporfirina-hierro(Ill) y hierro (I1).
[Complejo [-Me-

Im ASoret [Q]Ms As A-Q [Q]MQ Ag Asf AQ S

protoporfirina- 20 403- +6.4 7.1 524  +1.3 3.6 2.7 Fe(llDh
-NF- 415 -3.2 528 2.3 52
protoporfirina- 20 404- +5.2 7.3 594 +1.3 3.8 3.8 Fedl
-NF- 423 -2.1 629 -2.5 5/2
protoporfirina- 2000 402 20.2 442 552 2.4 5.1 8.7 Fe(Ill
-NF- 418 -24.0 576 -2.7 172
rotoporfirina- 10, 000 405 +7.1 152 553 17.3 36.6 042 *Q
-NF- 421 -8.1 561 -19.3 172
FePP-pNF 10,000  405- +9.7  21.1 554 164 336 0.63 Fedll)
421 -11.4 561 -17.2 0

pNF = para-nitrofenolato. Disolventes: a = clorometano; b = tolueno; ¢ = clorobenceno. 1-
Melm = 1-metilimidazol agregado en diferentes concentraciones que se consignan en la tabia.
*mezcla de 3 por ciento de Fe(IT) con S = 0, 64 por ciento de Fe(Ill) con S = 1/2.

La comparacion de los datos de DCM de los complejos que se reportan en este trabajo
con los contenidos en la Tabla 9 confirma que los complejos porfirina-Fe(IIT)-picdien tienen

hierro(III) con un estado de alto espin de los complejos 5y 6, y con dos especies para el 7: de

alto y bajo espin.

La semejanza que tienen los espectros de DCM de.las porfirinas-Fe(III)-picdien (5-7),
que se reportan en esta investigacién con las primeras derivadas de sus respectivos espectros de
UV-Vis, indica que esos espectros de DCM son tipo A o pseudo tipo A,%4-96.98 |0 cual permite
relacionar de una manera semicuantitava las longitudes de onda de la banda de Soret de los
espectros de DCM con el estado de espin del hierro.98 De esta manera se calcularon los
momentos magneéticos aproximados de cada complejo de porfirinas-Fe(iIl), 1-3, y el de sus

correspondientes complejos con picdien, 5-7.

Partiendo del hecho de que el momento magnético electrénico p es un vector de igual
magnitud direccion pere de sentido opuesto al del momento angular del electrén L, se procedié

a calcular la magnitud del momento angular. Para ello se relaciona la energia del momento
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angular con la intensidad del campo magnético, (hv),/IHI aplicado y se obtiene la magnitud del

momento angular L.

A partir de los datos de X, y A, del Soret en los espectros de DCM de las porfirinas-

Fe(IID)-picdien y de sus precursoras, se calcularon las energias E y E; utilizando la ecuacidn

la ecuacion (1):
E=hv=he/r (D

siendo / la constante de Planck (6.626x1027 erg s) y ¢ la velocidad de la luz (2.998x1010¢m
s1). Los resultados de las energias se calcularon en ergios. El factor de conversién de la
magnitud de IL! a magnetones de Bohr (fe) es 9.27 x 10-2! ergios G-I/ fe. Sabiendo que el
momento magnetico de un electrén es el valor de la g (2.0023) para ¢l ¢lectron libre por los
magnetones de Bohr (g f¢), se hace la transformacién multiplicando los magnetones de Bohr

por el factor 1.00115 fe. Tanbién se hace la correccién de la concentracién de mM a M.

En la Tabla 10 se resumen los resultados de los cilculos y de la interpretacién de ellos

obtenida de los espectros de DCM de los complejos porfirinas-pinza y sus precursores.

Esta iltima fase de la informacién obtenida de la espectroscopia de DCM apoya el
comportamiento de las porfirinas libres del ligante picdien, con las que iniciamos este trabajo,
las cuales tienen hierro en estado de oxidacién III ¥ un estado de alto espin 5/2.
Sistemdticamente la magnitud del momento magnético calculado, e, baja para dos de los

nuevos complejos el 6 y el 7.

Esto implica la posibilidad de un cambio en el caricter del estado de espin 5/2 para esos

dos complejos 5 y 6. En cambio para el complejo deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien, 7, el
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Tabla 10. Informacién obtenida del tratamiento de los datos de espectroscopias dptica y DCM
para la banda de Soret de los complejos de hierro(IID)porfirinas reportados en esta

investigacion.
Complejo DCM (am) AE-1013 [Ll.lo-l'l luc[ No.de ¢~
Amax-Amin erg erg G!'  MB despareados.
Aprox.
Protoporfirina-Fe(TII) 385.9-403.8 228 5.70 6.15 5
1
Protoporfirina-Fe(IID)-picdien 394.4-4113 214 5.34 5.77 5
5
Mesoporfirina-Fe(III) 384.4-404.3 2.54 6.36 6.87 5
2
Mesoporfirina-Fe(IIT)-picdien 386.5-407.7  2.50 6.63 6.7 5
6
Deuteroporfirina-Fe(IIT) 382.7-3984  2.05 5.11 5.52 5
3
Deuteroporfirina-Fe(I)-picdien  382.7-401.9  2.46 6.14 6.63 5
7

momento magnético aumenta con respecto a su precursor sin picdien, dato que siguiendo la
misma légica que para los dos anteriores, indicarfa una poblacién mayor con un fuerte caricter

de alto espin y una menor poblacién de bajo espin, para este complejo.

informacién del estudio de DCM para este dltimo complejo indica la presencia de un complejo

Fe(III) con dos poblaciones, una de alto espin y otra de bajo espin.
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I1.3.3 Resonancia magnética nuclear de protén.

En la Figura 20 se muestran los espectros de RMN de 'H de los complejos
protoporfirina-Fe(III)-picdien §, mesoporfirina-Fe(Ill)-picdien 6, deuteroporfirina-Fe(IIT)-
picdien 7 y de las porfirinas-Fe(III) iniciales (1-3). Las asignaciones de los desplazamientos

isotrépicos para los seis complejos se hicieron con base en los trabajos de Budd er al,%% Dugad

et al,19 Kurland et al,10! Satterlee er qf102 y La Mar et /.30

Las sefiales de RMN de protén de los cuatro metilo-hemo son ficilmente localizables
por su mayor intensidad y por su posicién a frecuencias més altas (>74 ppm) en porfirinas-
Fe(III) de alto espin S = 5/2,79.9%-101 3 frecuencias menores (< 74 ppm) para Fe(III) con espin
mezclado cudnticamente S = 3/2, § = 5/2,1.6.79.80y 3 frecuencias de compuestos diamagnétcos
para Fe(IlI) bajo espin S = 1/2.30.102,103 | 3 Tabla 11 contiene los datos de los espectros de
RMN de protén para los complejos porfirinas-pinza y para las porfirinas libres del ligante

picdien, tomados a temperatura ambiente en metanol deuterado.

Las resonancias de los metilo-hemo para las. porfirinas iniciales libres de picdien 1-3 estdn
en el intervalo de 63-75 ppm del alto espin, S = 5/2,1.79 y del espin mezclado cudnticamente S =
5/2, 3/2,1.75-81 para el hierro(III). Para los complejos porfirinas-pinza 5-7 las sefiales de los
metilos-hemo se encuentran en 4042 ppm que indiscutiblemente corresponde a una mezcia cudntica
de espin S = 5/2, 3/2 y con una hexacoordinacién.’5-81.100.101 E] espectro de RMN de protén para
el complejo deuteroporfirina-Fe(Ill)-picdien 7, presenta los desplazamientos de los metilo-hemo en
40 ppm, igual que los otros dos complejos porfirina-pinza con espin mezclado 3/2, 5/2, pero tiene

una sefial en 76 ppm caracteristica de los protones 2,4 del hemo y que corresponde a alto espin. 10!

Una de las sefiales en los espectros de RMN de protén de las porfirinas-Fe(III) 1-3

utilizadas como materia prima en este trabajo que cambia de frecuencia y que es muy notoria, es
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la correspondiente a los protones meso que aparecen menos definidas e intensas y en frecuencias

mds bajas (~ 39-48 ppm) que los metilos-hemo para porfirinas-Fe(Ill) de alto espin.79.99-103

(d)

(c)

(b)

(a)

d
P

I TrTrrrrrrrrrrrr

Frrrrr 1T 1T T rTid

80 70 @ 50 40 30 20 10 0 -10 .20 -30 -40 -S5O ppm

Figura 20. Espectros de RMN de lH de 500 MHz de (a) protoporfirina-F

protoporfirina-Fe(IIl) 1, (c) mesoporfirina-Fe(IIT}-
deuteroporfirina-Fe(I1l)-picdien 7 y (f) deutropo

CHpCHy

T

[

HC ‘
EDCK.‘H QOOCH,
MescporfirinaFy 1) 2

HC

CHCHy

Protoporfirna-FecID 1

e(III)-picdien 8§, (b)

picdien 6, (d) mesporfirina-Fe(III) 2, (e)
rfirina-Fe(IIT) 3. En todos los casos, los

sustituyentes del hemo estdn marcados como: a, hemo-CHg3; b, 2,4-H; ¢, a-CH>; d, meso-H16-
28.52.53 El disolvente fue CD30D, la temperatura 25 ©C. Referencia, TMS.
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Tabla 11. RMN de !H de los complejos porfirina-Fe(II) y de sus derivados de picdien.

CH3-bemo Apertura Promedio  Qasim. . 2,4-H  meso-H -CHj,
Complejo (ppm) CH3-hemo CH3-hemo (ppm) {(ppm) (ppm) (ppm)
a (ppm) b d c
protoporfirina- 71,39, 70.46
Fe(IIT) 66.93, 62.03 9.00 67.70 0.13 47-47.6 5161
1)
protoporfirina-  42.21, 42,21
Fe(Ill})-picdien  38.71,37.93  4.28 40.26 0.10 -32.05
(3)
mesporfirina- 62.98, 62.98
Fe(II1) 61.17, 60.39 2.60 61.89 0.04 43.47
(2)
mesoporfirina-  40.34, 40.34
Fe(Ill)-picdieno 39.13, 39.13 1.21 39.73 0.03 -33.35 33.59
(6)
deuteroporfirina 74.60, 71.02
-Fe(IID) 66.57, 61.97  12.63 70.04 0.18 37-38.79 45-48.5
(3)
deuteroporfrina- 39.62, 39.62
Fe(llI)-picdien  38.25, 33.59 6.03 37.77 0.16 76.40  -32.44 33.59
0]

Se utilizaron disoluciones de Ias porfirinas en CD30D. La referencia fue TMS.

Cuando se enlaza el ligante picdien axialmente a la hierroporfirina, las sefiales de esos

hidrégenos meso se desplazan a frecuencias muy bajas (~ -33 ppm) conforme las sefiales de los

metilos-hemo aparecen en frecuencias mis bajas que para el alto espin.”®

Los desplazamientos hiperfinos de las resonancias de protén que provienen de las

interacciones con los electrones desapareados en moléculas paramagnéticas, son tan grandes

como algunos cientos de ppm a campos bajos o altos. Las interacciones electrén-protén también

ensanchan las sefiales y los espectros solamente dardn informacisn sobre moléculas

paramagnéticas si la interaccién hiperfina es grande comparada con la anchura de linea.

Generalmente este es el caso cuando el tiempo de relajacién de espin electrénico es muy

corto.100

El desplazamiento isotrépico para un protén en un complejo puede ser obtenida de las
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diferencias en los desplazamientos del protdn en un compuesto paramagnético y en un complejo

metdlico diamagnético andlogo, o un ligante; 10!
(AH/H)iso = (AH/H)paramagnético {PIpy - (AH/ H)diamagnético (2)

El desplazaminto isotrépico paramagnético (DIP) estd compuesto del desplazamiento de

contacto de Fermi (DCF) y el despalzamiento dipolar (DD)
(AH/H)pip = (AH/H)pcr + (AH/H)pp (3)

El término de contacto de Fermi involucra interacciones del momento de espin nuclear

con el momenio de la densidad de espin electrénico de los electrones desapareados de la

siguiente manera; 100
Hcr = AsS1 4

donde As es la constante de acoplamiento hiperfino cuya magnitud refleja la cantidad de

densidad de espines desapareados en relacién con el nicleo, ¥ cuyo signo indica la densidad de

espin positiva o negativa,
As=@UHWwgBor); (5

donde r es el vector que especifica la posicién del electrén con respecto al.nicleo. &(r) es la
funcién delta de Dirac la cual toma un valor de 1 parar =0y cero para cualquier otro valor;

es el radio de giro magnético del nticleo; g es el promedio de g rotacional para ¢l complejo y Sel

magnetén del Bohr.100

- El desplazamiento dipolar proviene de la interaccién dipolar entre el momento magnético

electrénico y el espin nuclear, lo que se da por;100
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Hp =hYNgB{

Este término se hace cero para una distribucién esférica de los electrones.

3(r*S)(r-1) S*1
- =5

(6)

Con respecto a los estudios espectroscépicos de RMN de 'H de porfirinas-Fe(IIT), se

han preparado complejos pentacoordinados para asegurar un alto espin de hierro(IIl) S = 5/2.

También se forzé el bajo espin S = 1/2 a partir de los complejos de alto espin, formando los

respectivos complejos hexacoordinados con ligantes de campo fuerte. Esto mismo se hizo con

peroxidasas, se prepararon modelos de ellas de alto espin partiendo de las enzimas en reposo, a

pHs determinados y cuyos espectros de RMN de protén presentaban desplazamientos a las

frecuencias mds altas. Utilizando ligantes de campo ligante fuerte, se prepararon los modelos de

peroxidasas de bajo espin. En las Tablas 12 y 13 se resumen los desplazamientos isotrépicos de

complejos de porfirina-Fe(Ill) y de peroxidasas de alto y bajo espin, reportados por otros

autores.

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de protén en RMN de complejos hierro(III)-porfirinas

Complejo Espin & Me-hemo 5CH- Ref
vinilo
(ppm) (ppm)
[protoporfirina-Fe(III)(CN)2]+ 12 1430 1395 10.55 9.31 104
[mesoporfirina-Fe(II)(CN)2 ]+ 12 1298 1298 12.10 12.63 104
[deuteroporfirina-Fe(III(CN)2}+ 12 1526 12.72 11.64 9.99 104
[ protoporfirina-Fe(IIN(H20)(OH)]+ 572 49 47 43 41 34 *105
[mesoporfirina-Fe(III)]+ 52 623 623 60.6 60.6 59
[deuteroporfirina-Fe(IIT)]+ 52 643 612 598 574 99

*Complejos hexacoordinados
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Los desplazamientos isotrépicos que presentan los complejos modelo de porfirinas-
hierro(III) (Tabla 12) reportados como de alto espin 5/2 se presentan en frecuencias >49 ppm.
Para peroxidasas con Fe(III) alto espin 5/2 (Tabla 13) estdn en frecuencias >76 ppm. En
contraste, los complejos de porfirina-Fe(III) de bajo espin 1/2 se encuentran en frecuencias <

16 ppm, presentdndose para los modelos de peroxidasa de bajo espin en frecuencias <40 ppm.

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de los protones metil-hemo de peroxidasas nativas

Enzima Espin RMN de 'H Ref.
Me-hemo (ppm)
Cloroperoxidasa 52 76.6, 72.4, 65.3, 62.8] 32, 106, 86

Peroxidasa de horseradish 52 79.4, 69.4, 65.8, 53.3| 43, 85, 106, 92

Cinereus peroxidasa 52 87.0, 73.6, 65.8 107
Cinereus peroxidasa 1127 326, -22.6 107
Cloroperoxidasa 1727 39.2, 24,5, 24.0, 23.9 32, 86
Peroxidasa de horseradish 1727 30.12, 27.64 85, 106, 86

Con respecto al comportamiento de las peroxidasas, en 1973 Maltempo et al7 realizé
estudios magnéticos de la chromatium ferricitocromo ¢ peroxidasa. Algunos resultados fueron:
H=42pupy g =4.75 a una temperatura de 1.4 K, UV-Vis ASoret = 396-408 nm con un
hombro en 375 nm y otras bandas en 500, 535 y 635 nm. La banda en 635 tiende a desaparecer
en [a medida en que el pH se acerca a 7. A partir de los resultados obtenidos, Maltempo postulé
un estado electrénico del hierro que es una mezcla cudntica de dos estados de espin puros el alto
3 =5/2y el intermedio S = 3/2. La mezcla térmica S = 172, § = 5/2, que es un comportamiento

poco usual de las proteinas, resultaba inconsistente con los datos del comportamiento

magnéticos.
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A partir de la publicacién de la investigacién de Maltempo et al’ se inici6 la sintesis de

complejos de porfirina-Fe(II) que reprodujeran la mezcla cusntica de espin. En 1979, aparecen

los primeros cinco complejos reportados por Reed ef af32 como modelos de espin mezcaldo

cudnticamente 3/2, 5/2. En la Tabla 14 se presentan algunos datos de RMN de protén,

encontrados en nuestros complejos y los reportados en otros trabajos, para complejos modelo

de espin cudnticamente mezclado 3/2.

Tabla 4. Complejos de porfirina-Fe(IIT) como modelos de espin 5/2, 3/2 cuinticamente
mezclado, reportados por otros autores.

Complejo RMN de lTHRMN de 'H RMN de 'H Ref.
aCHy-hemo CH3-hemo  H-pirrol
(ppm) (ppm) (ppm)
este
*Protoporfirina-Fe(Ill)-picdien 5 35.7 422 - trabajo
“Mesoporfirina-Fe(Il)-picdien 6 33.6 40.3 - tr;lsat:;o
“Protoporfirina-Fe(IIl)-CH30H 1 51.6 71.4 - tr:;tztf}o
aMesoporfirina-Fe(III)-CH3;0H 2 43.5 63.0 - trzgt;jo
b[Tetrafenilporfinato-Fe(II)]-ORe Oy - - 60.0 89
¢[Tetra-m-tolilporfinato-Fe(II)|OCIO; - ; 36 34
bQctaetilporfinato-Fe(II)-C(CN)3 40.5/51.2 . - 79
bOctaetilporfinato-Fe(II)-SO3CF; 34.6/49.4 - - 79
 PEtioporfinato-Fe(IIT)-S03CF3 - 63.8 - 79
Y[ Tetrafenilporfinato-Fe(I)]-Ag(Br¢CB1 He), - - 62 6
*{ Tetrafenilporfinato-Fe(IIN]-(CB; H 2) - - 58.5 6
¢[Tetrafenilporfinato-Fe(IIT)]-OReO5 - - 66.7 6
b{Tetrafenilporfinato-Fe(II)]-OReO5 - 61.5 - 6

Disolventes: 2CD30D, ®DCl3, *Tolueno-dg, ICD,Cly, °C5D6

Los datos de la Tabla 14 llevan a la conclusién de que por espectroscopia de RMN de
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'H los complejos 5 y 6 presentan una mezcla de cudntica de estados de espin 3/2, 5/2. Esta
informacién se complementa con los desplazamientos isotrépicos de los protones meso en
frecuencias negativas. Para el complejo 7 se observan dos grupos de sefiales que son
caracteristicas de una mezcla cudntica de estados de espin con 8 = 39.6-33.6 ppm (Me-hemo) y
3 = -32.4 ppm (meso-H) y el pico de los H-hemo en 76.4 ppm que corresponde a un alto espin
(> 74 ppm). Se proponen dos especies de Fe(III) presentes en esa disolucién, una de alto espin

puro S = 5/2 y la otra una mezcla cudntica de estados de espin S = 5/2, 3/2.

Para las porfirinas-Fe(III) de partida 1 y 2 es posible proponer también la presencia de
por lo menos dos especies de Fe(IIT). Una caracterizada por los desplazamientos isotrépicos de
los Me-hemo en & < 74 ppm que corresponde a una mezcla cudntica de estados de espin 5/2,
3/2, y 1a otra con 6 = 47 para los meso-H (para el complejo), sefial que no se pudo observar
para ¢l complejo 2, que demuestra la presencia de un Fe(IIl) alto espin puro 5/2. Esto es
posible en virtud de que la inicial pentacoordinacién del hierro(III) con CI- en las porfirinas-
Fe(Ill) cambia a una hexacoordinacién con metanol cuando se disuelven en metanol. El
espectro de RMN de protén para la deuteroporfirina-Fe(IlI) 3 dnicamente presenta sefiales

caracteristicas de un estado puro de alto espin.

En la Tabla 11 aparece el factor de asimetria Qasim. = (Apertura de 5CH3-
hemo)/{promedio 8CH3-hcmo) para cada una de las porfirina-Fe(II) y su complejo con picdien.
Ese factor Qs informa acerca de la anisotropia magnética que se presenta en el plano de la
porfirina. Se ha observado que para los complejos de porfirina-Fe(III) de alto espin esta
anisotropfa es muy pequefia, con interacciones de contacto que dominan los desplazamientos.
La apertura de los desplazamientos de los metil-hemo aumenta conforme aumenta el poder
electroatractor de los sustituyentes pexiféﬁéos 2,4-R (Figura 2) del macrociclo. Esto refleja una

diferente deslocalizaci6n de espin en cada pirrol.9° Para los grupos funcionales que tienen las
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porfirinas que se utilizaron en esta investigacién la asimetria magnética aumenta en el orden:

etilo (0.03) < vinilo (0.10) ~ protén (0.16).99

Para los modelos de porfirina-Fe(III) bajo espin pricticamente el promedio de los
desplazamientos isotrépicos de los metilo-hemo es independiente de los sustituyentes 2,4-R de
la porfirina. La apertura de esos desplazamientos isotrépicos refleja directamente una

redistribucién del espin desapareado entre los cuatro pirroles, con pequefia carga neta en el

enlace hierro-porfirina.99

El efecto de los sustituyentes 2,4-R sobre la asimetria en el plano de la porfirina-Fe(II)
es el mismo para el bajo que para el alto espin, con las sefiales de los 1,3-metilos desplazdndose

a frecuencias mds altas y las correspondientes a los 5,8-metilos a menores frecuencias como

2,4-R se vuelven mds electroatractores.?

El valor de Qsim. para los complejos de porfirina-pinza (5-7) que se reportan en este
trabajo, asf como de sus precursores estdn de acuerdo con los valores de porfirinas similares

hexacoordinadas, reportadas por Budd et al.%9

En la Figura 21 se presenta la variacién de los desplazamientos isotrépicos de los
diferentes grupos del complejo protoporfirina-Fe(IIl)-picdien con la variacién de la temperatura
absoluta T. En la Figura 22 se muestra la grifica del comportamiento lineal de los
desplazamientos isotrpicos vs. 1/T para los complejos 5-7. Para los sustituyentes pirrélicos
-CH3, -CH = CHj, 0-CH; y 2,4-H se tienen lineas rectas cuya intercepcién cuando /T —> 0
no es cero, indicando con ello una desviacién del comportamiento Curie cercano al de otras

porfirinas-Fe(III) hexacoordinadas reportadas por Budd et al,%9 similares a la que se utilizaron

en este trabajo.
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La desviacién del comportamiento Curie para el desplazamiento del grupo vinilo del

compuesto 5 es muy grande(-15.88 ppm para I/T = 0) y es cercano a la desviacién que

presentan las porfirinas de bajo espin 1/2.99

Protoporphyrin-Fe(I11)-picdien
4

m .500C
éOOCI-h C

_A_A Protop oefir nna-Fe(Il ) 1 -40 OC
j\]\\/L S 00C
' A/\'V\ 150¢C

T
0
M I , 45 0C

A

1 T T T T I 0 T T T T — T ;

| I | | § ¥ I T T
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Figura 21. Espectro de RMN de prot6n de 500 MHz a temperatura variable del complejo

protoporfirina-Fe(IIT)-picdien 5. Se utilizaron CD30D como disolvente y Me4Si como
, referencia.

Para los tres complejos 5-7 el desplazamiento negativo de los protones meso indican

que el ligante picdien ha inducido un fuerte carécter de espin S =3/2.
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En la medida en que la temperatura es disminuida se observan algunas tendencias. El

desplazamiento isotrépico de los metilos-hemo para los complejos 5§ a 7 aumenta linealmente

con una pendiente positiva, pero menos pronunciada que la pendiente de los protones pirrélicos

(2,4) de la curva Curie para el compuesto 7.

opm [ I {
24-H -
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5367 L
2683 |
0
; ¥ o~ o —5
26.83 L TR, <—6 —
H | ! 2
0 115 2.3 3.45 4.6
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OCH3 COOCH
Protoporfinina-Fe (1) 1

CH3-CH3 thC
N ——
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H H
N
B — | | CHs
I/ \|
CH: H CH,
HC CH:

CooCH; Co0CH:
Mesoporfiina-Fe(17) 2

Deuteropodfirina-Fe(ID 3

Figura 22. Griéficas del comportamiento Curie de las resonancias de CH3-hemo, H-meso, CH;
= CHg-hemo, 2,4-H y o-CHj para los complejos porfirina-Fe(IIl)-picdien 5-7.

Con base en todos los estudios espectroscopicos de RMN de protén, los compuestos §
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¥y 6 se proponen como complejos de Fe(IIT) hexacoordinados con el ligante axial picdien, con
una especie en mayor proporcién que presenta mezcla cudntica de estados de espin$=3/2,S =
5/2 y otra especie con alto espin puro S = 5/2. El compuesto 7 parece ser un sistema

hexacoordinado con Fe(III) en alto espin, predominantemente.
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I1.3.4 Resonancia Paramagnética Electrénica.

Los espectros de RPE en banda X de los complejos 5-7 as{ como los correspondientes

a las porfirinas-Fe(IIl) precursoras est4n en las Figuras 23-25.

(23a)
1 q
B. 1 CH=(H, HC
C" HyC
A 1 o . "
1
‘_W D‘ Aq HiC
L\J-lf A~ f“z H d:h
H H
®OCH dock
(23b) A B Protoporfinina-Fel I 1
5 5 '

5
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Figura 23. Espectro de (a) protoporfirina-Fe(III) con las sefiles A'1,B1,C1yDYy;
(b) protoporfirina-Fe(IIl)-picdien § con las sefiales As y Bs.

El espectro de RPE del compuesto 1, protoporfirina-Fe(IIl), en la Figura 23a muestra
A
varias seiiales que se han asignado a cuatro diferentes especies. Una especie axial A con g R
A B B
1924 y g_i_1 = 5.403. Otra especie axial B, gl=1924y gﬁ = 4.000 y una tercera especie axial
C c : :
C, con gt =7955y gJ_l = 4.000 * 0.008 y una especie da bajo espin D,. S =1/2, con g = 2.0.

105 Después de la adicién de 0.20 mmoles de picdien a 0.20 mmoles protoporfirina se obtuvo el

A
espectro de la Figura 23b. Este muestra dos especies axiales Ay B, con las correspondientes g
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A B B
=199y gJ_s = 3.172, y g5 = 1.951, gJ_s = 4.072. Las especies de bajo espin C, yD;

protoporfirina precursora han desaparecido en este complejo.

(24a)
Ay
B,
OO0, COOTH,
(24b) Ag Mewprfirine-FelD 2
6
T | 1 H
0 100 200 300 400 500

mT

Figure 24. Espectro de EPR de (a) mesopoporfirina-Fe(III) 2 con las sefiales Aa, By, C2 y D3;
(b) mesoporfirina-Fe(III)-picdien 6 con las sefiales Ag y Bg.

El cambio del espectro de RPE de la protoporfirina-Fe(II) cuando se le adiciona el picdien

implica una gran alteracién por el ambiente del ligante cuando se coordina en el sitio del hierro.

El espectro de RPE del complejo mesoporfirina-Fe(III) en Ja Figure 24a muestra dos sefiales
A B
A,y B, con gJ_’ =4.890 y g; = 3.992. Después de adicionar 0.20 mmoles del ligante picdien a
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0.20. mmoles mesoporfirina-Fe(III), se observa el espectro de la Figura 24b con dos especies

. A Ac_ B _ B,
axiales Ay B¢ con guﬁ = 1.987, g°= 5222y guﬁ = 1.953, g_L = 4.067.

(25a)

HiC

“tmocy doocs,
(25b) o

A Deutero por itina-Feqr ) 3
7

7

100 200 300 400 500
ml

Figure 25. Espectro de RPE de (a) deuteroporfirina-Fe(ITI) 3 con las sefiales A3,B3.yCs;
(b) deuteroporfirina-Fe(Ill)-picdien 7 con las sefiales Az, Bay Cy.

En la Tabla 15 se resumen los datos de los espectros de RPE de los complejos 5-7 que se

reportan en este trabajo, asi como los de los correspondientes a las porfirinas-Fe(II) iniciales.

Como se puede observar en la Tabla 15 que contiene los datos de los espectros de RPE de

los complejos porfirina-pinza que se reportan en este trabajo, los valores de 8,y &, parael Fe(lll)

son diferentes de los que se esperarian para estados puros de espin 5/2 'y 1/2.108-117 para g | los
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valores 6<g <4 de los complejos 5-7 estdn de acuerdo a las especies de Fe(III) reportadas con
mezcla cudntica de estados de espin S = 3/2, S = 5/2.6.7.9.34.75-80

Tablal5 . Espectros de RPE de los complejos porfirinas-Fe(IIl)-picdien preparados en este trabajo
y de las porfirinas-Fe(III) precursoras.

especie especie especie  lespecie
Complejos —A__ B C | D__
8y [ B, By | B I Biso
protoporfirina-Fe(I1T) 4.000

1 1924 5403 1924 4000 7.955 0.008 2.000
protoporfirina-Fe(Il)-

picdien 5 1990 5.172 1951 4.072
mesoportirina-Fe(IID)

2 4.890 3.992
mesoporfirina-Fe(III)-
picdien 6 1987 5222 1953 4.067
deuteroporfirina-Fe(III)

3 5.137 4.117 2.316
deuteroporfirina-Fe(IID)- '

icdien 7 1.957 5.238 1.957 4.100 2.000

Los espectros de RPE se obtuvieron a 7/ K en soluciones metandhicas. Las soluciones se
prepararon con las porfirinas-Fe(IIl) progenitoras y se obtuvieron los espectros correspondientes.
Posteriormente en esas mismas soluciones se adicioné el compuesto picdien para nuevamente

obtener los espectros de RPE.

En 1974 Maltempo? propone que una mezcla de estados de espin en una hemoproteina se
refiere a un sistema cuya funcién de onda que representa su configuracion electrénica contiene
contribuciones importantes de dos o mds diferentes estados de espin. En contraste, en la mezcla
térmica de estados de espin, las moléculas de proteina pueden ser monitoreadas en dos estados de
espin puros, magnéticamente distinguibles. Una molécula de proteina que tiene una mezcla
cudnticamente mezclada de estados de espin corresponderia a una especie magnética con

propiedades magnéticas distintas de las especies puras.
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El mecanismo mds frecuentes para la mezcla de estados de espin en complejos hemo es la

interaccidn espin-Grbita. Las reglas de seleccién para la interaccién espin-6rbita entre diferentes

estados de espin de hierro-hemo son: i) AS=0,+ 1y ii) AS; =0, % 1.7

Para complejos hemo-Fe(III) la primera regla de seleccion indica que mientras un estado de
espin intermedio puede ser mezclado a primer orden con estados de alto espin o bajo espin, los
estados de alto y bajo espin no pueden mezclarse entre si a primer orden. Es por esta razdn que
probablemente la mezcla térmica de estados de alto y bajo espin sea comiin en proteinas férricas, no
asi la mezcla cudntica de estos estados. Sin embargo, aiin cuando la mezcla cudntica de estados de
espin sea permitida por las reglas de seleccion, esto ocurriri si la separacion de energia (A) entre
estados de espin puros no perturbados es comparable o menor que la constante de acoplamiento

espin-6rbita (A ~ 300 cm! en complejos férricos; Figura 26).79

P . ., 2,11 ,2

En t€rminos de los orbitales d, el cuarteto corresponde a una configuracién d, d,, dy,d,2,

donde los orbitales d,, y dy, son degenerados. Al sexteto completamente asimétrico 6A le
. 1,1 1,1 1

corresponde la configuraci6n electrénica: dyy dy; dy,d 24,2,

6
y2.

La Figura 26 (a) describe la situacién de las hemoproteinas con hierro(II) en alto espin, tal
como la met-mioglobina, donde en la ausencia de acoplamiento espin-6rbita el estado A, no
perturbado queda 2000 cm! abajo del estado 4A; no perturbado. El acoplamiento espin-érbita entre
los estados es el familiar desdoblamiento de los dobletes de Kramers 2D y 4D en el estado %A |, con
mezclas minimas (~ 3%) del estado excitado 4A,. La Figura 26 (b) muestra la correspondiente
configuracion para el estado 4A; no perturbado que se encuentra 2000 cm-! abajo del estado 6A,.
La Figura 26 (c) describe la situacién en el ferricitocromo ¢’ donde A ~< A, (A normalmente seria del
orden de cientos de cm'l). El estado 4A; no perturbado se ha dibujado abajo del estado 5A |, como

en la proteina chromtium., no obstante que el inverso es posible para el ferricitocromo c'.
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En la Figura 27 se tiene la grifica en la que se muestra la cantidad relativa de alto espiny de

+ o
espin intermedio a los dobletes de Kramers del estado base \UT, graficada como funcién de A/X.
<+
Cuando A = 0, ll!: es una mezcla de 50% de dobletes de alto espin y de espin intermedio. Para un
t . .
valor grande de A/A la composicién de \4!1‘ se aproxima al estado puro de espin intermedio o al

+
doblete de puro alto espin, dependiendo del signo de A. Para un valor dado de A/A el doblete W;

estd compuesto de una mezcla de espines alto e intermedio comparable con la composicién del

+ +
doblete de estado base WT; sin embargo, el doblete W; estd mas cercano a un doblete de espin puro

grande y positiva y (c) A/A < 1. Los dobletes de espin mezclado estdn marcados por unos
asteriscos. La cantidad de mezcla del sexto o del cuarteto a las eigenfunciones debido a que los

elementos de la matriz de mezcla tienen una pequefia componente de la interaccion espin-orbita. Los

+ + + +

dobletes ‘IJ; y lif; son los complementos a la mezcla de estados de espin de los dobletes l|!1‘ y \41'2‘.
+

Por ejemplo, si el doblete \|J1" estd compuesto de 80% de 14A; + 1/2> 20% de I6A | + 172>,

+
entonces \|f; estaria compuesto de 20% de KA, + 172> y 80% de I6A, + 1/2>.79

Cuando se aplica un campo magnético externo perpendicular al eje de orden cuatro, para

+ +
una simetria Cgy, solamente los dobletes de Kramers \|I; y W; son desdoblados a primer orden. Se

demuestra que si se escribe la funcién de onda para ¢l estado mezclado
+

‘|’;= an l A| + 17>+ by, I 4A) + 12- > (@ y b son coeficientes de mezcla), entonces

+ X 4+
8n = 6 an2 +4 bj »paran =1, 5. En este caso los dobletes lp’; ‘l’; y \V: no se desdoblan, y

tienen un valor de g , = 0 para los tres dobletes. En la presencia de un campo magnético externo
paralelo al eje principal de orden cuatro los cinco dobletes de Kramers se desdoblan. Sin embargo,

las reglas de seleccién del dipolo magnético permiten transiciones con microondas solamente dentro

+ + : -
de los dobletes de Kramers W; y \U;, para los cuales gy = 2, independientemente de los
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coeficientes de mezcla y de A/A.7

(a) Interaccién (a) Interaccidn (a) Interaccién
espin-6rbita Sz espin-6rbita Sz espin-Grbita Sz +
+172 *Y,
12 o 1112 / 3
2D W 2D S /
// +32 o // %32 I £32 %V,
/ 4D / v /
4 Y/ 4D /
Y . y . + 512 7
4 6
I ! ! *
! | — 52 ¥
1 6 A 3
: |
A /A grande A /X grande AMZ
y negativa y positiva :
1 !
, : _Y_\
| I
| t ‘a2 I\
! ‘ W\ +
-—V\——- +512 —y\‘ | 32 1Y,
64 " 6A "
1 \ 2 N\
N £30 % \N—2in g \\
\ I \ 2D i +
D h@ 12 12 Y

Figura 26. Niveles de energia para estados electrénicos de hierro-hemos en la presencia de un
campo cristalino tetragonal y un acoplamiento espin-6rbita: (a) A/A grande y negativa,

(b)A/M%, \|F2‘+, ‘If;':, \P:‘: y \4!;: , asi como a los correspondientes eigenvalores de energfa, depende

tnicamente del valor de la relacién A/A .72

+ +
Sabiendo que los dobletes \]f; y W; presumiblemente tienen una mezcla importante de los

+ +
estados 8A| y 4A,, y que la separacién entre los dobletes \IIT y \v; debe ser del orden de 22,

consccuentemente, a una temperatura < ambiente, el doblete Gnicamente poblado con una transicién

-+
permitida en EPR seria el doblete estado base \PT- La Figura 28 muestra la grifica de £ , en funcién

+
de A/A para el doblete de Kramers \|!T.7-9
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Figura 27. Mezcla de alto y bajo espines al doblete de Kramers del estado base, graficado como una
funcién de A/A.9
P
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desdoblamiento no perturbado/constante de acoplamiento
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Figura 28. Valor de g fl del doblete estado base graficada en funcién de A/A.7

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, los estudios de RPE de los nuevos complejos
reportados en este trabajo: protoporfirina-Fe(IIl)-picdien 5, mesoporfirna-Fe(IIl)-picdien 6 y
deuteroporfirina-Fe(IlI)-picdien 7 (Figuras 23-25), nos dardn informacién cuantitativa de los
porcentajes de mezclas cudnticas de estados de espin 1/2 y 5/2 . Haciendo una inspeccidn de esos
espectros, se pueden establecer algunas diferencias y algunas similitudes entre los espectros de

porfirinas-Fe(IIl) sin picdien y con picdien:

1). Para las hierro-porfirinas precursoras 1-3 tienen diferencias entre ellos, indicando claramente el
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efecto particular que los sustituyentes periféricos de cada porfirina tiene sobre el estado electrénico

y magnético del hierro(III). Mds precisamente, los compuestos 1-3 estabilizan especies similares

A B A B A p
marcadascomosl! S$,78,7 8,185+ S3 que se resumen en la Tabla 135.

2). En los tres casos la adici6n del ligante picdien cambia la respuesta de RPE sustancialmente, con
una marcada simplificacién de éstos que ahora estdn formados por un par de especies axiales A y B
para cada compuesto 5-7.

A
3). Las sefiales A y B de los complejos con picdien 5-7 tienen valores espectroscépicas de g: g =

B
[5.16 - 5.22], g = [4.062 - 4.072], lo que indica que las especies As, Ag y A7 son muy

semejantes entre si, independientemente de los sustituyentes particulares, una vez que el ligante

picdien forma parte del complejo. En la misma ténica las especies Bs, Bg y B7 son mas parecidas.

Lo anterior permite proponer que el ligante axial picdien tiene la habilidad, cuando se
coordina a estas porfirinas de producir solamente dos campos ligantes (A y B) que rodean al Fe(III)

en estos complejos y que no corresponden a especies de alto espin puro S = 5/2 0 a espin

intermedio puro S = 3/2.6:11,75-79

Bajo una seleccién de pardmetros el hamiltoniano apropiado y comtnmente utilizado para

racionalizar estos sistemnas es:
H=peSgH+DI[S?-SS+DBI+ESE2-5D (D

donde D y E son pardmetros que determinan el desdoblamiento de campo cero y provienen de

distorsiones axial y rémbica, respectivamente,108-110

En la Tabla 15, que resume los datos de EPR de los complejos preparados en este trabajo,

se puede observar que los valores de g |, estan de acuerdo a lo esperado para un sistema de Fe(IID)
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con mezcla cudntica de espines 5/2, 3/2: 6 < g, < 48.!1 Sjguiendo la linea de andlisis de
Maltempo’.? y Reed6-34 y las curvas de correlacién del % de mezcla vs. campo cristalino no
perturbado (A/A) (Figura27) yde g 4 vs. &/A (Figura 28), se encuentra que para los complejos 5-7
el valor de A/A es: (A/A)4 = -0.40, -0.69 y -0.33, respectivamente. Para (A/A)p = 3.27 para los tres
complejos. Los correspondientes porcentages de mezcla (% a) son; (% aja = 56, 64 y 53

respectivamente, y (% a)g < 8 para los tres complejos.

Claramente el porcentaje de mezcla (% as) de las sefiales A es mds grande que para las

sefiales B, lo que muestra una muy pequefia pero considerable mezcla del estado | 5/2 > dentro del

estado | 372 >.

Las estructuras cristalinas de complejos con porfirina-Fe(ITI)73-76 muestran claramente una
correlacion entre el estado de espin y la posicién del ion férrico fuera del plano de ia porfirina. Los
complejos con Fe(IlI) en estado de alto espin S = 5/2 tienen al ion metslico fuera del plano del
macrociclo ~ 0.3-0.5 A 7.113 y compuestos con estado de bajo espin S = 1/2 tienen al hierro casi en
el plano de la porfirina, todos los otros estados de espin lo tienen en una posicién intermedia fuera
del plano porfirinico. Para las especies paramagnéticas A y B estabilizadas por el ligante picdien

axialmente coordinado a las tres diferentes porfirinas 5-7, corresponderia al Fe(III) una posicién

intermedia fuera del plano de la porfirina a la especie A y para la especie B la posicién seria muy

cerca del plano.

Otro dato que se obtuvo de los éspectros de RPE de los complejos porfirina-pinza
estudiados en este trabajo, es que la relacién de dreas (B/A) de las sefiales A y B sigue el orden
(B/A)s > (B/A)g > (B/A)7. Esto significa que la especie B,‘quc tiene menor proporcién de estado
de espin 5/2 en la mezcla con el 3/2, es mayor en el complejo 5 > 6 > 7, indicando con ello que en
el complejo protoporfirina-Fe(Ill)-picdien 5 hay una mayor proporcién de la especie con el ion

férrico més cerca del plano de la porfirina, que en los otros dos complejos, mesoporfirina-Fe(II)-
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picdien 6 y deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien 7.

En la Tabla 16 se resume la informacién de RPE de algunas enzimas peroxidasa y de

complejos de porfirina-Fe(IIT) obtenidos por otros grupos de investigacién para compararlos

con los resultados obtenidos para los complejos porfirina-pinza estudiados en este trabajo.

Tabla 16. Datos de RPE de enzimas peroxidasa y complejos de porfirina-Fe(III) estudiados por
otros autores para compararlos con los datos obtenidos en este trabajo.

Enzima o complejo Espin " RPE Ref.
g1, 82, g3, g4
protoporfirina-Fe(Ill)-picdien ~ § 3/2,5/2 5.17, 4.07, 1.99, 1.95 este
trabajo
mesoporfirina-Fe(Ill)-picdien 6 3/2,5/2 5.22, 4.06, 1.99, 1.95 este
trabajo
deuteroporfirina-Fe(Ill)-picdien 7 3/2,5/2  5.24, 4.10, 1.96, 1.96 este
trabajo
peroxidasa de horseradish 3/2,5/2  6.35, 5.65, 2.0 43, 85
lignina peroxidasa 3/2,5/2 5.86, 5.43, 1.99 107, 114
mielo peroxidasa _ 312,512 7.04, 5.07, 1.95 115
cinereus peroxidasa 3/2,5/2 5.59, 1.98 107
[protoporfirina-Fe(Il)-(H20)]+ 5/2,312 6.1, 5.6, 2.0 105
[tetrafenilporfirina-Fe(Ill)-(OCIO)3]  5/2,3/2 5.84, 1.98 42
[protoporfirina-Fe(Ill)-(H,0), ]+ 5/2 6.0, 2.05 100
protoporfirina-Fe(IID)-CI 512 6.0, 2.0 115
cinereus peroxidasa 172 2.0 107
peroxidasa de horseradish 172 29,21, 16 85, 86
[protoporfirina-Fe(IIT)(CN-)» ]+ 12 292,227,153 116.

Se puede concluir a partir de la informacién de la Tabla 16 que los complejos 4-6 son

excelentes modelos de RPE de enzimas peroxidasa estudiadas en estado de reposo. Los valores
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de g para esas enzimas son caracteristicos de estados de espin cudnticamente mezclados S = 5/2,
S =3/2. Los modelos de porfirina-Fe(II) con estados de espin mezclado propuestos por otros
autores, y los presentados en esta investigacion tienen las posiciones y formas de las seiiales en

los espectros de RPE de especies con estados de espin mezclados, que se habian observado

Unicamente en las peroxidasas nativas.
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I 4. Caracterizacién espectroscépica del complejo Cu(Il) obtenido. Discusicn y
conclusiones.

Para ampliar los estudios espectroscépicos de los nuevos complejos porfirinas-Fe(III)-
picdien (5-7), que se reportan en este trabajo como modelos de peroxidasas, se procederd a
realizar estudios de los complejos homélogos de Cu(Il), como en otros trabajos de
investigacién se ha hecho.117.118 L3 propuesta en esta parte del trabajo de investigacién es
observar por espectroscopias de UV-Vis y RPE, principalmente, si se coordina el picdien a
Cu(T]) de la clorina-Cu(II); comprobar si es una penta- o hexa-coordinacién; el efecto que tiene
el ligante axial picdien sobre la estructura electrénica y magnética de la clorina; de ser posible,
medir el efecto que tiene la pinza sobre la distorsién del plano de la clorina. Estos estudios se
podran hacer siempre y cuando el espectro de RPE de los complejos clorina-Cu(Il) sin picdien

y con picdien presente interaccién hiperfirna y superhiperfina 82.119-127

I1.4.1 Ultravioleta-Visible.

El espectro de UV-Vis de la clorina-Cu(Il) (clorofilina) 4 y del complejo clorina -Cu(ID)-
picdien 8 se muestran en la Figura 29. Para el compuesto 4 el pico del Soret se encuentra en
403.81 nm (24 764 cm-1), con otras cuatro sefiales en 500.15 nm (19 994 cmD, 538 nm (18
587 corD, 580 nm (17 241 eV and 626.80 nm (15954 ¢cm-D. Lailtima linea de las cuatro
titimas es ocho veces m4s intensa que las tres anteriores. E) compuesto 8 tiene una banda de
Soret intensa en 404.61 nm (24 715 cm-!), desplazada a energfa mds baja por 0.02 nm (50
cm-U con respecto al compuesto 4.-Sus bandasQ estdn en (a) 465.00 nm (21 505), (b")
552.85 nm (18 089), (c’) 583.02 nm (17 152) y (d') 628.81 nm (15 903 cm-1). Las cuatro

bandas @ del compuesto 8 se encuentran en diferentes frecuencias,

El hecho de que ambos compuestos muestren cuatro bandas O en lugar de las dos
esperadas para un complejo (Dgy, ) con cuatro dtomos de nitrégeno equivalentes, indica que los
cuatro dtomos de nitrégenos no son equivalentes reflejando la presencia de un plano

distorsionado con una simetrfa D,;28.74 Ambos compuestos tienen sus cuatro bandasQ
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Figura 29. Espectros de UV-Vis de los complejos: clorina desmetalada (—): clorina-Cu(II) 4
() y clorina-Cu(II}-picdien 8 (- - -).
desplazadas hacia energfas m4s altas con respecto a las bandas Q que no contienen cobre(Il)
(Figura 33). Athappan et al!19 reportaron que la banda @ alrededor de 625 nm (16 000 cm-1)
es caracteristica de una geometria octaédrica tetragonalmente distorsionada, en complejos
hexadentados con bases de schiff. Los complejos 4 y 8 tienen bandas similares, lo que indica
¢l mismo tipo de distorsin de su geometria. Consecuentemente las energias electrénicas de
los orbitales moleculares metal-ligante estdn desplazadas unas con respecto a las otras. Esto
significa que tienen diferentes grados de deslocalizacién del electrén desapareado. El espectro
de UV-Vis del compuesto 8 es menos intenso que el espectro del compuesto 4, indicando que
para el compuesto 8 las transiciones con transferencia de carga tienen un menor coeficiente de
extincién molar por una disminucién de la probabilidad de la transicién. Esto ultimo podria
deberse a una reduccién de la disponibilidad de la densidad de carga para la transferencia de
carga del ligante al ion metilico por una mayor deslocalizacién electrénica. Si este fuera el

caso, 10s espectros de RPE de cada complejo deberian dar informacién sobre este punto.52,
119
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I1.4.2 Dicroismo Circular Magnético.

En la Figura 30 se muestran los espectros de DCM de los complejos clorina-Cu(II)

4 y clorina-Cu(II)-picdien 8. La banda de Soret es positiva para ambos complejos y muy

semejante a la de los espectros UV-Vis. Las bandas O que son cuatro, tienen diferencias

entre ellas, las dos que se encuentran en energias mds bajas estdn perfectamente definidas,

las otras dos mds cercanas al Soret no se resuelven muy bien, como en los espectros de

Uv-Vis, cambiando de signo la que se encuentra cerca de los 600 nm.
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Figura 30. Espectros de DCM del complejo clorina-Cu(II)-picdien 8 y de su precursor 4

que se estudiaron en este trabajo.

En la Tabla 17 se presentan las longitudes de onda y las amplitudes de las bandas de

DCM que presentan los complejos de clorina-Cu(Il)-picdien 8 y de! complejo sin picdien 4

inicial, que se estudiaron como parte de los complejos porfirina-pinza, objeto de estudio de

este trabajo. Los datos reportados para los espectros de DCM de los complejos porfirina-

pinza con Cu(Il) son muy cercanos a los de UV-Vis, asf como la forma de linea de los

espectros. Cuando se comparan los espectros de DCM de las porfirinas de Cu(Il) con la

primera derivada de los espectros de UV-Vis (Figura 31) de las mismas, no tienen ninguna
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similitud. En cambio si son muy semejantes a los espectros de UV-Vis de las porfirinas-
Cu(ID). Esto permite proponer que los espectros de DCM de los dos compuestos de clorina-

Cu(II) son esencialmente del tipo B, con la banda Q4 de signo negativo.

0.05

(Abs} clorina-Cu(Il)-picdien 8

0.00 4

-0.05 |

-0.02 . . .
480 540 600 700
-0.10 . . v (m)
320 400 500 600 700

Figura 31. Primera derivada del espectro de UV-Vis dc(atl“::%mplejo clorina-Cu(Il)-picdien 8.
La propuesta de un espectro de DCM tipo B para la clorina-Cu(II)-picdien y su
complejo precursor, indica estados no degenerados que son perturbados débilmeﬁte por el
campo magnetico externo y con transiciones tinicas. El comportamiento de las bandas Q del
complejo con ligante picdien es muy semejante al de UV-Vis en cuanto a que su intensidad
disminuye y se vuelven més anchas por una disminucién de la probabilidad de la transicidn.

Ambos espectros son tipicos de porfirina-Cu(1l).
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II. 4. 3 Resonancia magnética nuclear de protén.

Los espectros de RMN de protén de los complejos clorina-Cu(II) 4 y clorina-Cu(ID)-
picdien 8 se muestran en la Figura 32. El espectro del complejo 4 tiene muy baja resolucion y
no pudo mejorarse. Muestra un grupo de sefiales de una intensidad muy baja en 8.8-8.58 ppm

correspondiente a los protones meso.

En 5.1-6 ppm se observan un conjunto de sefiales correspondientes a los protones del
2-vinilo y en 3.1-3.6 ppm se observan tres sefiales de los metilos-hemo y del metilo del grupo
4-etilo. En el intervalo 1.2-1.6 ppm un grupo de sefales de los protones azaciclo-1,2-penteno y

a los protones de los grupos 2-propionato, 4-etilo y 20-acetato.

| 1

H,- CH,

8 clorina-Cu(ID)-picdieno

_JULJ

4 clorina-Cu(Il)

i I 1 1 1

ppm

T 1T 1T 1 17 1T 7 T T
8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 32. Espectros d RMN de protén de 500 MHz de los complejos clorina-Cu(Il) 4 y
clorina-Cu(Il)-picdien 8

Para el compuesto 8 el espectro de RMN de protén muestra sefiales en las mismas
frecuencias que su materia prima aunque mucho mds anchas. Ademds, en el intervalo 6.5-7.4

ppm aparecen tres sefiales de los protones piridilicos del ligante picdien (para el picdien sélo el
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espectro de RMN de protén muestra éstas mismas sefiales en el rango de 7.5-8.6 ppm). El
ancho de linea de las sefiales del compuesto 8 indica que el tiempo de relajacién nuclear
disminuye, cosa que es consistente con el aumento de la eficiencia y/o el nimero de rutas de
relajacién, ademds de la nueva dindmica que el sistema ha adquirido con el ligante axial. La
naturaleza paramagnética del Cu(II) en estos complejos obstaculiza el andlisis mas detallado de

estos espectros de RMN de protén.
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IL. 4. 4. Resonancia Paramagnética
Electronica. Los espectros de RPE de los complejos de clorina-Cu(II) 4 y clorina-Cu(II)-
picdien 8 que se hicieron en soluciones como vidrios congelados, asi como las simulaciones

computacionales se muestran en [a Figura 33.

clorina-Cu(Il) 4

H,- CH;

clorina-Cu(II)-picdien 8

DO N

Figura 33. Espectros de RPE ( — ) y sus simulaciones ( - ) de los complejos clorina-Cu(II)
4 (arriba) y clorina-Cu(Il)-picdien 8 (abajo).
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Ambos espectros son cercanamente axiales con una pequefia rombicidad mostrando
claramente el acoplamiento hiperfino y [a interaccién superhiperfina (shfc) asignada a los
nicleos de los nitrégenos coordinados axialmente al Cu(Il) en las posiciones quinta y sexta del

plano de la clorina. Esta clase de espectros han sido reportados previamente para compuestos

relacionados con 4 y §8.62,121

1L 4. 4 Simulacién de espectros y calculo de pardmetros de orbitales moleculares. La Tabla 18
resume los pardmetros 6ptimos después de haber realizado numerosas simulaciones con el
programa "Program Pow".122 Se hace hincapié en que la mejor simulacién del espectro de RPE
del complejo 8 se pudo lograr solamente cuando fueron incluidos mds de cuatro nitrégenos en
el shfc. Las simulaciones de los espectros de EPR se hicieron en la Escuela Superior de Fisica

y Matemdticas de IPN como parte del trabajo de investigacion que realiza el equipo del Dr.

Zamorano.123

Algunas diferencias surgen cuando se analizan los espectros. El grupo de lineas del
shfc (c) y (d) en la regién perpendicular del complejo 8 son 63% mds anchas que las lineas
correspondientes en el compuesto 4. El proceso de simulacién fue muy sensible en este
intervalo solamente en el pardmetro del ancho de linea y no en otro. Este hecho indica que si se
toman diferentes anchuras del mismo tamafio para cada compuesto, entonces los tiempos de
relajacion del electrén desapareado en el compuesto 8 son mas pequefios que en el corﬁpuesto

4 debido a una mayor eficiencia y una mayor shfc de los nitrégenos mds numerosos.

Esta anchura de las lineas del shfc es consistente con la anchura de linea del espectro de
RMN de protén, antes mostrado, indicando ambos una apreciable interaccidn de la envoltura

magnética y electrénica del ligante picdien en el complejo 8.

Numerosas simulaciones de ambos espectros permitieron establecer que la altura
relativa (d) caracteristica del espectro estd relacionada con el niimero de dtomos de nitrégeno

considerado en el shfc. El espacio relativo entre las lineas del shfc en la parte perpendicular del
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espectro de EPR para el compuesto 8, define dos subgrupos de lineas de sfifc. Este hecho
refleja que los seis 4tomos de nitrégeno involucrados no son equivalentes y por ello el grupo
puntual de simetria debe ser mas baja que Dyy,. En efecto, la mejor simulacién de los dos
espectros de EPR tuvieron que ser rémbicos. Variando algin pardmetro de las simulaciones de
EPR £ 10%, a excepci6n de los valores de £ que permitieron una variacién < 4%, no se
modifica significativamente la mejor simulacién. Este anlisis de EPR indica que el grupo

puntual de simetria de cada complejo debe ser Dap 0 Copo0 Dy,

Los pardmetros gyA, se han utilizado ampliamente como una medida de la distorsién
del anillo clorinico.89 Este pardmetro toma el valor 109.2 para el complejo 4 y de 108 para el
8. Ambos nimeros son lejanos al valor esperado (200) para compuestos tetracoordinados pero

son cercanos a los reportados para complejos de Cu(Il) hexacoordinados,62.119

De acuerdo a la discusién anterior, las funciones de onda de los orbitales antienlazantes
obtenidos de la combinacién de los orbitales 34 del cobre y las funciones de onda de los

ligantes, para la simetrfa Doy, son: 125

VBi, = adxy- 12 0 [- 6y (D + Oy P +0y® -0, @] (8)
Ya, = Pdi?. 2 - 172 (1- P12 [ p,, (. Py D +pgy P +py, @] 9
VB3g =8'dyz - 1/2 (1-8H)V2 [ p, (1 4 p, ) . p G). p:¥1] (11)
VB2p=8"dy, - 12 (1- 8")V2 [ p, () 4. p, @) . p.?-p,¥] (12}

Para esta simetria, los modelos tedricos125:126 proponen como estado base al orbital
proep

molecular Vg, ¢ De acuerdo a las bandas Q del UV-Vis de cada compuesto, la energia de los

orbitales moleculares ’P'Ag’ Y4 e Yp 2 Y el orbital molecular m4s alto ""ng estdn ubicados en

15900 cmr-l, 17 000 cm!, 18 000-19 000 cm-! and 20 000-21 000 cm-! respectivamente.

La relacién entre los pardmetros espctroscopicos del UV-Vis y del EPR est4 dada por la

teoria de campo ligante aplicada a las funciones de onda de orbitales moleculares en las
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ecuaciones (16-20).62:66.67.125 {Jijlizando el procedimiento de Nonomura ef al,62 Blaauwen et
al,% Antosik et al,!124Gersmann et al,62.125 y otros,57.121.126 |os pardmetros del hamiltoniano
de espin, diferencias en la energia electrénica y los coeficientes de los orbitales enlazantes o, B,

Yy & para un sistema Doy, estin relacionados con el siguiente grupo de ecuaciones:

8,= 8- BAAL2- ) [a2B 2-F(B)] (13)
fB)y=0ofS+ac'f(1-8 H2T (n) /2 (14)
donde T(n) = 0.333

g, =8 +{(2MA)[0262 - o' 8'8 2] (15)
donde S =0.093

8,= 8 - QMAy)[02872 - 'S5 2] (16)

A =P {-024/7 +K)-[(2het }(4B 1 A2, y9) + (3114)(6 4/Ayz ) + (3/14)(1/A)]} (1

AX= P [02(2/7 - K) - (22/14) (A28 "2/ Ax)] (18)
Ay =P [a2(2/7-K) - (22/14) (02§ 2/Ayz)] (19)
o +a?2x2 auS=1 (20)

Donde cada simbolo tiene su significado habitual. La constante de acoplamiento espin-orbita
para el ion libre Cu tiene el valor 830 cm-l.122123 La contribucién dipolar al pardmetro
isotr6pico de acoplamiento hiperfino P ha sido calculado como 0.0354 cmn-!; T(n ) y S son las

integrales moleculares evaluadas para Cu-N como 0.0333 and 0.093

respectivamente,119.125.126

En este trabajo los coeficientes de enlace de algunos orbitales moleculares y el valor de
K (el pardmetro de correccién al término de contacto de Fermi)) fueron calculados por los

pardmetros determinados experimentalmente gy, g,. g;, A,C*, ACr A Ce AN AN

utilizando las ecuaciones (13-20) y la evaluaci6n de o2 se llevé a cabo con las ecuaciones (17-
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20). Para estas evaluaciones numéricas, se utilizé la aproximacién de g, = gy . Los resultados

se reportan en la Tabla 19.

El valor del coeficiente & es més bajo para 8 comparado con el valor del parimetro de

4y de acuerdo al valor del parametro molecular o' que es mas grande para el compuesto 8,

indicando un aumento en la participacién del electrén desapareado del ion Cu(Il) en 8 en el

enlace con alguno de los dtomos de nitrogeno de la esfera de coordinacién.

Tabla 19. Energia de campo ligante y parimetros de los complejos clorina-Cu(II)-picdien 8

y su precursor clorina Cu(II) 4.

Compuesto o R o a? B Bz & §2 &' &2 K  Sim.
lorina-Cu(II) .

4 0388 078 0.56 031 0.77 059 0.75 056 173 3 0.41 Dy,
Pclorina-Cu(II)-
picdien

8 08I 066 066 044 076 0.57 0.98 0.96 1.88 3.53 0.47 Dy
btetrafenilpor—
ﬁrina-Cu(II) 0.88 0.78 D4},
PCu-HP 0.86 0.66 Dyp
:CuCl-(piridina)

0.87 0.76 0.7 049 093 0.86 0.73 0.53 D,

FCu(IT)-bis-
alicilaldoxima 0.87 0.76 0.76 0.32 0.89 0.79 0.88 0.77 Dy,
ropolonato-
(Il (D 0.93 0.87 097 0.94 Dy,
tetrafenilpor-
irina-Cu(Il) ~1 D3y,

aDatos de este trabajo, PNonomura et al,52 CGersmann et al,125 dAntosik et al,124 €Kuska et

al 126

Los valores de .y o' para los compuestos 4 y 8 muestran que la densidad del

electrén desapareado estd desplazada hacia los orbitales de los ligantes nitrégenos mds

extensamente en el compuesto 8 con el ligante picdien que en el compuesto inicial 4, los

enlaces Cu-N adquieren mds cardcter covalente en el compuesto con picdien que en el
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precursor sin €l, debido a la presencia de los nitrégeno de los piridilos coordinados, mientras

Ia distorsion del plano del anillo clorinico ha permanecido casi igual en ambos compuestos.

El coeficiente [3 es el mismo para ambos compuestos indicando una deslocalizacién

electrénica similar en los orbitales dx2.y2 yel Tpyy del plano distorsionado de la clorina.

Los coeficientes 'y 8" en el compuesto 8 son muy cercanos a la unidad,
significando que los orbitales moleculares VB3, y ¥B,, son los orbitales del metal dy; y dy;
respectivamente. Sin embargo, los orbitales del metal no participan en la deslocalizacién de la
densidad de espin. Como estos orbitales se combinan con los respectivos orbitales mp, y nip,.

del ligante clorinico, entonces existe un nodo en el sitio del Cu(II} dentro del macrocicio y no

¥y no en su sistema 1t .123

En contraste, los coeficientes §'y 8" para el compuesto inicial 4 son apreciablemente

menores que la unidad, significando que en este compuesto existe mds participacién de la

densidad electrénica entre los orbitales moleculares VB3, and ¥B,, .
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II. 4. 5. Diagramas de energia.

Vg2e
f
21.00
A
al
a
- 19.00 [4: 273
! i
5 A }
S b ,
= Yarg b
Q 17.00 A T I
& c
H WAg c'
A A
15.00
== d dl
VBig
0.00
Chlorin I Chlorin-picdien 11
Dy Dy,

Figura 34. Diagrama de los niveles de energfa de los orbitales moleculares para los complejos
clorina-Cu(Il) 4 y clorina-Cu(II)-picdien, estudiados en esta investigacion.
El diagrama de los niveles de energia electrénicos, el orden de los orbitales
moleculares, las diferencias de energia de los electrones se obtuvieron de los espectros de UV-

Vis, los coeficientes de los orbitales moleculares y el grupo puntual de simetria, para cada

compuesto, ¢s mostrado en la Figura 34.

Una diferencia cuantitativa de los niveles de energria entre los dos diagramas es
evidente, aunque el orden de los orbitales moleculares es el mismo para ambos compuestos.
En particular, el nivel de energia superior para el 8 es mds alto en energia con respecto al
mismo nivel del complejo 4. Las transiciolnes marcadas con a y a’ corresponden a las bandas
en 20 585 el y 21 505 cmr! de los complejos 4 y 8, respectivamente, Similarmente las

transiciones b y b', ¢ y ¢’, d y d’ estdn asignadas a las bandas 18 587, 18 089 cm-l, 17 241,

89



17 152 cml y 15954, 15903 cm-L.

Los pardmetros medidos de los espectros de UV-Vis y EPR, los coeficientes de los
orbitales moleculares obtenidos de ellos por medio de la teorfa de campo ligante y los
diagramas de energia de la Figura 34 muestran dos complejos de clorina-Cu(II)
hexacoordinados con ligantes nitrdgenos (minimo seis) y con una fuerte distorsién octaédrica

con el mismo grupo puntual de simetrfa Dy,

En estos dos complejo de Cu(1l) parece que la distorsién geométrica y los efectos de
la configuracién electrénica pudieron separarse, permaneciendo igual cuando el ligante |
coordinado axialmente cambié. Esto indica una estabilidad relativa de la estructura del anillo

clorinico con respecto a la coordinacién del ligante axial.
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I1.5 CONCLUSIONES DE LOS ESTUDIOS ESPECTROSCGSPICOS DE LOS COMPLEJOS
PORFIRINAS-FE(IIN-PICDIEN Y CLORINA-CU(I1)-PICDIEN
II.5.1 Estructura propuesta para los nuevos complejos reportados.

Los estudios espectroscépicos de UV-Vis, DCM, RMN de 'H y RPE que se
realizaron con los nuevos complejos que se reportan en este trabajo, porfirinas-Fe(I1l)-
picdien 5-7 y clorina-Cu(II)-picdien 8, indican que los cuatro complejos son
hexacoordinados con ligantes nitrégeno (cuatro en el plano de la porfirina y clorina y dos
axiales provenientes de los piridilos del picdien). Estos ligantes conforman una geometria
octaédrica distorsionada alrededor del ion metélico, y de acuerdo con el comportamiento en
UV-Vis y DCM, con un grupo puntual ~Dyy, para las de porfirinas-Fe(IIl) y menor o igual a
Dy, para la de Cu(ID).

La espectroscopia de RMN de protén muestra para las porfirinas-Fe(III)-picdien 5-
7 que son hexacoordinadas, y que el ligante axial propicia un estado de espin mezclado
cudnticamente para el hierro(III). Esto es confirmado por los estudios espectroscopicos de
RPE de los cuales se pudieron obtener los porcentajes de mezcla cudntica del estado espin
5/2 dentro del 3/2, confirmando una pureza mds alta pureza del 3/2 en una de las especies y
enelorden 5> 6> 7.

Para el complejo de clorina-Cu(II) los estudjos de UV-Vis y RPE, permitieron
determinar que la presencia del ligante axial picdien propicia el reordenamiento de los OM
con una estructura electrénica diferente a la de su precursor, al mismo tiempo que se
cuantificaron los coeficientes de los OM. La informacidn de esos resultados indicé que la
covalencia aumentd cuando el ligante axial se coordiné en el Cu(II). También se cuantificé
una variacién muy pequefia de la distorsién del plano de la clorina cuando el picdien se
coordiné axialmente.

Con base en lo anteriormente expuesto, la estructura que se propone para los

compuestos que se reportan en este trabajo corresponde a la mostrada en la Figura 35.
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El modelo que se obtuvo en esta investigacién no ha sido reportado dentro del grupo
de compuestos modelo de metaloproteinas encontrados en la literatura cientifica, y por tal

motivo le hemos denominado familia de porfirinas-pinza.

—
/
N
N
N
N
N
O
/

Figura 1. Propuesta de la estructura de la familia de portfirinas-pinza. No se pusieron los
sustituyentes de la porfirina debido a la intencién de tener mayor claridad en la ilustracién. M

representa al metal que ocupa el centro de la porfirina.
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CAPITULO Il

PRUEBAS DE ACTIVIDAD CATALITICA COMO
PEROXIDASA DE LOS COMPLEJOS OBTENIDOS

92




II1.1 Antecedentes

Una de las caracteristicas de las enzimas peroxidasa es la especificidad de su sustrato
aceptor de hidrogeno (oxidante), que solamente pueden ser peréxido de hidrégeno, de
metilo y de etilo. En cambio, la enzima no tiene especificidad por el agente donador de
hidrégeno (reductor). Una lista con mds de quince reductores incluye, entre otros,
guayacol, hidroguinona, catecol, resorcinol, pirogalol, anilina y m-fenilendiamina, todos

ellos compuestos aromaticos. 1?7

Las peroxidasas pueden detectarse si a la muestra se le hace un ensayo de actividad
en el que espectrofotométricamente se observa o mide la disminucién de la concentracién

del peréxido o del reductor, o bien la formacién del o los productos de oxidacién.

Algunos métodos que dan resuitados muy exactos son los que utilizan o-
dianisidina, o-fenilendiamina y mesidina como sustratos reductores; sin embargo, este uso
€s muy limitado pofque sus productos de oxidacién tienen actividad carcinogénica. El
método para el ensayo de actividad como peroxidasa mds antiguo y mis utilizado es el del
guayacol. Las condiciones en que la cinética de la reaccioén se realice determinardn los
productos de oxidacién y por lo tanto las longitudes de onda con las que se mida la
velocidad de la reaccién. Bajo las mejores condiciones de reaccion la reaccién

estequiométrica procede muy ripido y una mol de peréxido de hidrégeno oxida una mol de

guayacol. La ecuacién de la reaccién total es: 127

OH o)
H202 +2 —M 2 H20+ 2
pH=7
-CH3 T=259C -CH,
Reactivos Vol. celda  Conc. final
Buffer de fosfato 0.1M; pH 7.0 3.0 ml 01M
Solucién acuosa de guayacol 20.1M 0.05 ml 0.316mM

Solucién acuosa de perdxido de hidrégeno 12.3mM  0.03 ml 0.116mM
Enzima (muestra)
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Bajo ciertas condiciones de reaccion la estequiometria que guarda [a reaccion es de
un mol de peréxido para oxidar un mol de guayacol; el producto final es guayacol
deshidrogenado (POG) que absorbe radiacién de una longitud de onda de 436 nm. La
transicién tiene un coeficiente de extincién molar de 6, 390 cm-! M-!. Se pueden conseguir

condiciones de reaccién en las cuales la velocidad no dependa de la concentracién del

donador.127

La coloracién que aparece cuando se hace la mezcla de reaccion varfa del naranja
tenue al naranja oscuro dependiendo de que tan alta sea la actividad (a mayor actividad
mayor intensidad y oscurecimiento de la solucién) y la duracién de esa coloracién es de diez

minutos. Por lo tanto se recomienda que el tiempo de reaccién no sea mayor de cinco

minutos.!27

Los modelos cinéticos de peroxidasas que se han reportado son complejos que
contienen metalopofirinas como niicleo bdsico de su estructura a las que se adicionan
sustituyentes axiales, éstos, conjuntamente con los del macroligante, determinan su
funcionalidad como catalizadores de reacciones de oxidacién de sustratos donadores de

hidrégeno utilizando como agentes oxidantes diferentes tipos de perdxidos.

MP-11

. MP-8
MP-6

Val —Gin —Lis—Cis—Ala — Gln —Cis — His —Tir —Val—Glu —Lis

11 22
o
Fe"
MP

-9
Figura 35. Secuencia de aminodcidos de los cuatro hemo-péptidos MP 6, 8, 9 y 11 mds
comunes. Se obtienen por la digestién de citocromo ¢ de €quino con varias enzimas
proteoliticas. La numeraci6n de los amino4cidos se refiere a la posicién en la secuencia
primaria en el citocromo ¢.128
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Otros modelos utilizados contienen en su estructura algunos aminodcidos unidos al hierro-
hemo, caracteristicos de algunas peroxidasas con estructuras resueltas por difraccién de
rayos-X como microperoxidasas-N (MP-N), donde N es el nimero de residuos de

aminodcidos que se conservan en la estructura) (Figura 35).

El grupo de Kelly!? ha realizado investigaciones sobre la reactividad de algunas
porfirinas-hierro(IIl) como andlogos de peroxidasas y ha obtenido informacién muy
interesante sobre su capacidad catalitica y su estabilidad frente a peréxidos. Encontraron que
la ferrideuteroporfirina tiene una menor dimerizacién (formacién de complejos P-oxo o Y-

peroxo) que la protoporfirina y la mesoporfirina (Figura 1, pag. 6).

Los complejos que se han reportado como medelos cinéticos de peroxidasas se han
estudiado en disolventes orgdnicos o en mezclas de ellos con agua.5” Uno de los problemas
severos que se tienen con este tipo de complejos es su baja solubilidad en disolventes
polares que por otro lado facilitan su coordinacién con el metal central y su oxidacion
irreversible.4234  Los estudios de las peroxidasas con compuestos modelo se han
encaminado principalmente a resolver tres preguntas fundamentales: 1) {cémo es el
intermediario de alto estado de oxidacién formado en el proceso catalitico?; 2) ;cudl es su
estructura?; 3) ;cudl es el mecanismo de su reaccion con sustratos?. Las respuestas a esas
tres preguntas estin parcialmente dadas; sin embargo no se ha podido caracterizar
espectroscopicamente de una manera definitiva los intermediarios propuestos (Compuestos
'y H). Tampoco se ha podido comprobar la estructura de alguno de los intermediarios ya
que no se han podido aislar. Se siguen haciendo estudios cinéticos variando condiciones
para comprender con mds claridad el mecanismo de reaccién con diferentes sustratos. Un
asﬁecto muy interesante e importante es la aplicacién de los modelos cinéticos como
catalizadores de reacciones de oxidacion de diferentes materias primas, con el fin de obtener

procesos quimicos de alta especificidad con excelentes rendimientos y en condiciones
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relativamente suaves.’® Algunos de estos compuestos modelo se han empleado
industrialmente para catalizar reacciones de epoxidacién,!9-23 hidroxilaciéni30-132 y foto-

descarboxilacién.133

En la Tabla 20 se reportan datos del comportamiento cinético de la peroxidasa de
ribano blanco (HRP) y de algunos complejos de porfirinas-hierro(IIl) que presentaron esa
actividad. Puede observarse que los valores de las constantes de segundo orden para la

enzima depende de las condiciones de reaccidn.
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HI. 2 Parte experimental

II1.2.1 Instrumentos, materiales y condiciones: Las mediciones cinéticas y determinaciones
de concentraciones de las diferentes disoluciones que se utilizaron se hicieron en un
espectrofotémetro UV-Vis-NIR Shimadzu 3100, en celdas de cuarzo de 3.5 ml con tapén
de teflon hermético y con 1 cm de paso de luz, a una temperatura constante de 25 £+ 0.1 °C.

Todas las mediciones cinéticas se hicieron en disoluciones de metanol-agua (99:1)
de los complejos de hierroporfirinas. Se utilizaron disoluciones acuosas de guayacol y de

perdxido de hidrégeno (ambos de los laboratorios Aldrich).

I11.2.2 Metodologia y tratamiento de datos.

La determinacion de la actividad catalftica de los complejos de "porfirinas-pinza" se
hizo por el método del guayacol.127 Se observé por espectroscopia de UV-Vis la reaccién
de oxidacién del guayacol con peréxido de hidrégeno en presencia de la enzima HRP y de
cada uno de los complejos que se reportan en este trabajo. Asi mismo, se hicieron las
pruebas de actividad utilizando mezclas de guayacol-peréxido, guayacol-complejo,
guayacol, y no se observé la formacién POG en las longitudes de onda en las que se
presenta con los complejo 5-7. En la Figura 36 se presentan los espectros
correspondientes. Las longitudes de onda a las cuales se formaron POG para cada porfirina

se presentan en la Tabla 21, ecuacién (21).134 La velocidad mdxima de la reaccién se

reporta en M1 s-1(mol I'1 s-1),
4GctnHO; — > tetraGe £ 8 H,O; n= 1, 2, 3, 4 21

_ Se reporta también que los modelos de peroxidasa que se reportan en este trabajo, 5-

7, son muy estables pues conservan las misma caracteristicas espectroscépicas y cinéticas

durante varios meses.

Las concentraciones de las soluciones de hierroporfirinas y de peroxido de

hidrégeno
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Tabla 21. Longitudes de onda y pHg en las que se observa la formacién de los productos de
oxidaci6n del guayacol utilizando como catalizadores los complejos de porfirina-Fe(II)-
picdien y sus precursores.

A pH
Complejo POG 101

1 458.00 6.59
protoporfirina-Fe(IIl)-picdien 5 45800 6.28
mesoporfirina-Fe(III) 2 460.80 6.89
mesoporfirina-Fe(IlI)-picdien 6  452.80 6.57
3
7

protoporfirina-Fe(III)

deuteroporfirina-Fe(III) 456.60 7.00
458.60 6.50

deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien

Acividad de la peroxidasa de rdbano blanco  Acitividad de la protoporfirina-Fe(III)-
picdien §

2.00

458.00 nm

Y

(Abs)

1.00

0.00

400 500 nm 600 700

Actividad de la mesoporfirina-Fe(II)-picdien 6 Actividad de la deuteroporfirina-Fe(I1I)-
picdien 7

8

45280 nm

'

100  (Abs)
200 (Abs)

100

2
=

§ 400 00 nm 600

Figura 36. Espectros de UV-Vis de la reaccién de guayacol con peréxido de hidrégeno en
presencia de la HRP y de los complejos de protoporfirina-Fe(Iil)-picdien, mesoporfirina-
Fe(Ill)-picdien y deuteroporfirina-Fe(II)-picdien. Se observa la longitud de onda a la cual
se forman los POG. Las condiciones en que se obtuvieron estos espectros fueron idénticas
a las utilizadas en los experimentos cinéticos que se realizaron para esta investigacion.

40 480 540 600 nm
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fueron determinadas espectrofotométricamente por el Factor K = A/e (A absorbancia; £

coeficiente de extincién molar) de la banda de Soret para todos los complejos. En la Tabla

22 se reportan estos datos.

Tabla 22. Factores K y longitudes de onda de las bandas de Soret de los complejos de
porfirina-hierro(III) y porfirina-hierro(flI)-picdien para la determinacién de sus
concentraciones. Se reportan también para el peréxido de hidrégeno

Compuesto A Kl
(nm)  (M-lem?)

H;0, 240 0.02538

protoporfirina-Fe(III) 3974 0.008

protoporfirina-Fe(I)-picdien 3994  0.0017
mesoporfirina-Fe(III) 3772 0.0157
mesoporfirina-Fe(HI)-picdien 388.0 0.0144
deuteroporfirina-Fe(III) 386.5 0.025

deuteroporfirina-Fe(Il)-picdien  387.4 0.025

Las condiciones en que se realizaron las cinéticas se determinaron haciendo un gran
ndmero de experimentos con diferentes concentraciones de los tres reactivos de tal manera
que se pudieran reproducir con mds precisién los datos de velocidad inicial. Esas
condiciones fueron las siguientes: temperatura, 25 +0.1°C; pHde 6.2+ 0.01 2 7.00
0.01; disolucién acuosa de guayacol con una concentracién de 20.1 mM: disolucién acuosa
de peréxido de hidrégeno con concentraciones de 1335-1600 mM; disoluciones de
hierroporfirinas libres y sus complejos con picdien de 0.015 mM a 0.030 mM, a excepcidn
de la protoporfirina-Fe(IlI)-picdien, en la que se utilizaron concentraciones maximas de
0.0069 mM debido a la iniposibilidad de medir adecuadamente la velocidad inicial con
concentraciones mas altas. Los milimoles de cada uno de los tres reactivos en cada cinética
se mantuvicron en la relacion de 5.28x10-3 de hierroporfirina por 2.4x10-4 de guayacol y
3.3x1072 de per6xido de hidrégeno, que dan como concentraciones finales para cada

ensayo 0.017 mM, 0.160 mM, 11.729 mM respectivamente.
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El procedimiento seguido consistié en mezclar las disoluciones de hierroporfirina,
guayacol y peréxido de hidrégeno manteniendo las concentraciones constantes de dos de
esas disoluciones y variando la tercera. La finalidad fue observar la dependencia de la
velocidad inicial con respecto a la variacién del reactivo de concentracién variable. En las
Tablas 23 y 24 se reportan las mediciones experimentales y su tratamiento estadistico!39
para la deuteroporfirina-Fe(IM), como ejemplo del procesamiento de datos que se siguid con
cada complejo.

Para descartar datos poco precisos se siguid el criterio de Dean y Dixon!40 (prueba
() que exige un alto grado de confiabilidad (90 por ciento) de las mediciones realizadas y
que es aplicable a un nimero menor de diez pruebas, como en este caso. La diferencia del
dato sospechoso menos el siguiente mds préximo entre el rango debe permanecer menor
que el valor de Qggp =0.51.

En cuanto a los intervalos de confianza se calcularon con la férmula (25) en la cual
_ los valores de C;, se encuentran tabulados para varios valores de niveles de probabilidad con

un niimero de mediciones menor de diez .
H = Xprom. TChR (22)

El procedimiento seguido consistié en mezclar las disoluciones de hierroporfirina,
guayacol y peréxido de hidrégeno manteniendo las concentraciones constantes de dos de
esas disoluciones y variando la tercera. La finalidad fue observar la dependencia de la
velocidad inicial con respecto a la variacién del reactivo de concentracién variable. En las
Tablas 23 y 24 se reportan las mediciones experimentales ¥y su tratamiento estadistico!3?
para la deuteroporfirina-Fe(IIT), como ejemplo del procesamiento de datos que se siguid con
cada complejo.

Para descartar datos poco precisos se siguié el criterio de Dean y Dixonl40 (prueba
Q) que exige un alto grado de confiabilidad (90 por ciento) de las mediciones realizadas y
que es aplicable a un nimero menor de diez pruebas, como en este caso. La diferencia del

dato sospechoso menos el siguiente mds préximo entre el rango debe permanecer menor
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que el valor de Qg g0 =0.51.

En cuanto a los intervalos de confianza se calcularon con la férmula (25) en la cual
los valores de Cp, se encuentran tabulados para varios valores de niveles de probabilidad con
un nimero de mediciones menor de diez .

U = Xprom. T Cn R (22)

Tabla 23. Datos de la variacién de la concentracién de peréxido de hidrégeno y de la
velocidad inicial para el estudio del comportamiento cinético como peroxidasa de la
deuteroporfirina-Fe(III).

Vol H,0; Vol towal  [Ha02r v ) V3 Va Vs Vs
mi ml Mx 103 mAbs/s mAbs/s mAbs/s mAbs/s mAb/s mAbs/s

0.005 0.030 23432 0.01 0.0136 0.0140 0.0140 0.0145 0.0123
0.010 0.035 4.6782 0.0175 0.0200 0.0273 0.0261 0.0268 0.0188
0.020 0.045 9.2939 0.0499 0.0449 0.0544 0.0557 0.0489 0.0462
0.030 0.055 13.9116 *0.0592 0.0667 0.0792 0.0715 0.0731 0.0697
0.040 0.065 18.4666 0.0900 0.0950 0.0907 0.0987 0.0840 0.0850
0.050 0.075 23.0244 0.1013 0.1085 0.1096 0.1047 0.1100 *0.1356
0.060 0.085 27.5203 0.1098 0.1104 0.1089 0.1108 0.1101 ©.1009

Se mantuvieron constantes [as concentraciones finaies siguientes: [deuteroporfirina-Fe(III)|f
= 0.014mM; [guayacol]f = 0.16 mM. La concentracién de la solucién de peréxido de
hidrégeno de la cual se tomaron los diferentes volimenes reportados fue de 1415 mM. Vy
(n = 1-6) son las velocidades iniciales que se midieron en un tiempo de 20 segundos de
reaccion. *Datos con una gran dispersion que no pasaron la prueba Q y fueron descartados.

Los datos de las mediciones cinéticas de los complejos de porfirina-Fe(Ill)-picdien
y sus porfirinas precursoras se trataron de igual manera. Las tablas correspondientes se
encuentran en el apéndice 2 y se presentan las graficas correspondientes como uno de los

resultados de este estudio cinético.
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Tabla 24. Tratamiento estadistico de los datos reportados en la Tabla 23.

V; prom. R S v (%) 1 0.95 M 0.99

0.0131 0.0042 0.0016 12.20 0.0017 0.0026
0.0228 0.0093 0.0045 19.50 0.0037 0.0058
0.0500 0.0108 0.0043 8.60 0.0043 0.0068
0.06990  0.0200 0.0067 9.60 0.0080 0.0126
0.0907 0.0147 0.0057 6.20 0.0059 0.0092
0.1068 0.087 0.0037 3.50 0.0035 0.0055
0.1100 0.0093 0.0041 3.70 0.0037 0.0058

R = rango; S = desviacion estdndar (tomado como error): v = varianza ; H = intervalo de
confiabilidad.!36
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IIL. 3 Presentacién de datos.”

Las Figuras 37a-c contienen las gréficas de velocidad inicial vs. variacién de la
concentracién final de cada uno de los reactivos [guayacol]s, [porfirina-pinzals y [peréxido
de hidrégeno]s, mantenido en cada caso constantes las concentraciones de los otros de

reactantes.

Se mantuvieron constantes las concentraciones de peréxido de hidrégeno y de cada
uno de los complejos 5-7. Obsérvese que las velocidades iniciales permanecen constantes
en intervalo de concentraciones de guayacol de 0.11-0.20 mM para los tres complejos de

porfirina-Fe(II)-picdien.

2.00 —
® ®3
1.50 -
°
_ o @ d
V"’S‘ll.oo—‘ .
[} 6
0.50 - s = . u
]
F 4o A A& & a a a7
0.00 I T 1 { i 1 1

0 005 01 015 02 025 03 035
[guayacol], mM

Figura 37a. Gréfica de la variacién de la velocidad inicial en funcién de la variacién de la
concentracidn final de guayacol.
Se observa en la tiltima grifica que cuando se aumenta la concentracién de complejo
de porfirina-Fe(III)-picdien, sucedi6 lo mismo para las porfirina-Fe(IIl) iniciales, ¥ no se
observa la saturacién por lo menos en los intervalos de concetraciones que se utilizaron para

este estudio. Nuevamente los complejos que se estudiaron en esta investigacién se

comportan como
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la enzima nativa.128

2.4
3
-
1.67
vi. sl |
0.8 —a- 96
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0 20 60

40
(H,Q]¢, mM
Figura 37b. La velocidad inicial se incrementa cuando también se incrementa la
concentracién de per6xido. La saturacién es inminente. Es un comportamiento tipico de
Michaelis-Menten de los complejos 5-7 que se estudiaron en este trabajo.

2 -
5
v, s"
1
1.5 <
6
1 S 7
0.5
[
0 T T T 1 n!
0.00 . 002 0.04

[porfirina-Fe(II)-picdien] ¢

Figura 37¢. La velocidad inicial se incrementé con el incremento de la concentracén de
porfirina-pinza.
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Se observa en la ltima grdfica que cuando se aumenta la concentracion de complejo
de porfirina-Fe(II)-picdien, sucede lo mismo para las porfirina-Fe(III) iniciales, y no se
observa la saturacién por lo menos en los intervalos de concetraciones que se utilizaron para

este estudio. Nuevamente los complejos que se estudiaron en esta investigacion se

comportan como la enzima nativa.l28
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111.4 El modelo cinético de peroxidasa.

El ciclo normal de peroxidasa!28 se representa por las tres ecuaciones quimicas del

Esquema [:

HRP + H,0,—— > HRP + H,0
HRP-1 + AH, —2 = HRP-I[ + *AH
HRP-Il + AH,—2—= HRP ++AH + H,O
H,0,+2AH, = 2:AH+ 2H,0

Esquema 1. Ciclo normal para peroxidasas con la reaccién total.

donde HRP-1y II son los Compuestos I y Il intermediarios para la peroxidasa de ribano
blanco o horseradish; AH; es el compuesto reductor (guayacol}), y *AH es un producto

radical libre. Se observa que la enzima se oxida por dos electrones e inmediatamente se

reduce por dos electrones en dos etapas subsecuentes.

Dependiendo del tipo de reductor que se utilice existen diferentes posibilidades para
el radical libre que se forma. Puede reaccionar con otra molécula de Sustrato o con otra

especie causdndole cooxidacién.

Otra representacién del ciclo normal de peroxidasa que da lugar al nombre de

cin€tica de ping-pong peroxidasa (para estas enzimas), o de lineas paralelas es (Esquema

I):
HZO\/I'I 20 AH2 . AK'/A}‘I*- H 20

HRP HRP-I - HRP-1I HRP

Esquema II. Modificacién a la cinética de ping-pong referida a la peroxidasa de rédbano
blanco (HRP).

El esquema convencional de ping-pong (Esquema III; arreglo de dos sustratos y

dos productos) es:
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E+A— EA
EA — F+P

F+B ——= FB

FB — E+Q

Esquema III. E representa la enzima en reposo (complejos de FeP-picdien); EA es el
intermediario enzima-perdxido de hidrégeno o complejo modelo-peréxido de hidrégeno; F
la enzima modificada covalentemente (intermediario antes de la formacién del Compuesto-I

FeP-picdien-I); A y B reactantes (H207 y guayacol respectivamente); FB intermediario
Compuestol-guayacol; P y Q productos.

T
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II1.5 Determinacidn de las constantes de Michaelis, velocidad mdxima y segundo orden.
Para analizar los datos de velocidades iniciales se utiliza la siguiente ecuacién (23):

Eh Ko 1 .1/ K
v ke [A] T kca((l t [B])
(23)

[E]o es la concentracién total de la enzima; v velocidad inicial:
Ka y KB constantes de Michaelis; kq4¢ constante de velocidad maxima tedrica
o0 constante de velocidad de segundo orden.

Si la concentracién de [B] (guayacol) se mantiene constante la gréfica de [E]¢/v
versus 1/[A] (peréxido de hidrégeno) serd una linea recta. Asi, para cada nuevo valor de la
concentracién de [B] se tiene una linea recta que serd paralela a la anterior. Al conjunto de

lineas paralelas se le conoce como grdficas primarias.

La intercepcién ([Ely/v) de cada una de la lineas paralelas al eje de las ordenadas

estd dada por la ecuacion (23);

K
Intercepcién Primaria = —B _1. +=
ke [B]l  kea 23)

A la grifica obtenida a partir de la ecnacién (23) se le conoce como grdfica
secundaria. Analizando esta Gltima ecuacién se observa que de la grafica secundaria se
pueden calcular los valores de kg, a partir del reciproco de la intercepcién en el eje de las
abscisas; la constante de Michaelis Kp a partir del reciproco de la intercepcidn en el eje de
las ordenadas; ¢l reciproco de la pendiente (m = Kp/kca) proporcionari el valor de la
constante de segundo orden. Por dltimo, se calcula la constante de Michaelis Ka de las
grafica primarias en el promedio de los reciprocos de las in‘tercepciones en ¢l eje de las
abscisas. El reciproco del promedio de las pendientes (Mprom. = m) da el valor de la

constante de segundo orden que debe coincidir con la calculada a partir de la grafica

secundaria. El error considerado es el de la desviacidn estindar.
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I11. 6 Presentacion de resultados. Discusion y conclusiones.

Con base en los valores de las Tablas reportadas en el Apéndice 2 se obtuvieron las
gréficas primarias y las secundarias para cada uno de los complejos de porfirina-Fe(IlI) y
porfirina-Fe(Ill)-picdien preparados (Figuras 38-43). Utilizando las ecuaciones de las rectas
ajustadas por minimos cuadrados se obtuvieron los valores de las constantes de Michaelis
(Ka y Kg), velocidad mixima (k. ) o de segundo orden de acuerdo con el modelo
propuesto. En la Tabla 23 se reportan los valores de las constantes de velocidad de primero y

segundo orden y las de Michaelis respecto al peréxido y al guayacol.

Table 23. Constantes de Michaelis y de velocidad médxima teérica obtenidas

experimentalmente.

Complex Ka, M Kg' M kea, M1 571
Protoporfirina-Fe(1II) §)) 1.99 x 10-2 2.45 x 104 1.32x 104
Protoporfirina-Fe(Ill)-picdien  (5)  9.10 x 10-2 2.29 x 103 7.62 x 106
Mesoporfirina-Fe(IIT) () 122x 102 9.11 x 10-5 1.67 x 103
Mesoporfn‘ina—Fc(iII)—picdieno 6) 857x 102 7.59 x 104 4.37 x 10°
Deuteroporfirina-Fe(IIT) 3  287x 10! 1.62 x 10 393x 103
Deuterporfirina-Fe(IIl)-picdieno (7) 1.00 x 10! 3.54 x 10-4 9.05x 104

Los valores de las constantes de Michaelis relativas al peréxido para los complejos
porfirinas-Fe(Ill) solas 1y 2 son més pequefias que para porfirinas-hierro-picdien 5 y 6. Es

lo contrario para los complejos 3y 7.

Las constantes de velocidad maxima tedrica de segundo orden (K¢ar) que se
obtienen directamente del tratamiento de datos en general muestran que es mds pequeita para
las hierroporfirinas sin el ligante axial picdien, pero los complejos que lo llevan aumentan

considerablemente este valor de protoporfirina-Fe(I1l)-picdien § > mesoporfirina-Fe(I11)-
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picdien 6 > deuteroporfirina-Fe(III)-picdien 7.

Las constantes de orden uno k) se obtienen multiplicando el valor de K36. orden POT

la concentracién final de complejo utilizado en cada ensayo.

Comparando los datos obtenidos en esta investigacién con los reportados en la
Tabla 1 (pégina 95) resulta muy interesante el complejo de protoporfirina-Fe(IIl)-picdien
porque el valor de la kg, se encuentra alrededor de los valores reportados péra esas

peroxidasas nativas a pH = 7.131

Con respecto a otros modelos de peroxidasas reportados a partir de complejos de
porfirinas-hierro(IIl) (Tabla 20) se puede ver que alguno de los modelos de Traylor3>
presenta una velocidad de catdlisis diez veces menor que la del complejo de protoporfirina-
Fe(Ill)-picdien 5, aiin cuando tiene como quinto ligante un imidazol que es el ligante
proximal elegido por la naturaleza en la proxidasa de rdbano blanco. Es necesario mencionar
que para los modelos de protoporfirina-Fe(IIT) de Jones y colaboradores!34 la constante de
segundo orden reportada es mucho mds pequefia que para el menos activo de los

compuestos de porfirinas-Fe(IIl)-picdien que sintetizamos.

La aparicién de coloracién naranja en un tiempo de cinco minutos cuando a una
solucién con guayacol, porfirina-Fe(III)-picdien 5-7 (o porfirina-Fe(III) 1-3) o clorina-
Cu(II)-picdien 8 se le agregé una solucién de peréxido de hidrégeno, indicé sin lugar a
dudas que los seis complejos con hierro(III) presentaban actividad de peroxidasas, no asi el
complejo de Cu(Il). Consecuentemente la tarea inmediata fue hacer un estudio cinético de su
comportamiento que permitiera evaluar la actividad catalitica de los modelos y obtener
informacién sobre la estructura propuesta a partir de los estudios espectroscépicos para los

compuestos que forman parte de la nueva familia a la que se ha denominado como

porfirinas-pinza.
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Se comprobé que cuando se mezcla guayacol con peréxido y se €spera un tiempe
razonable (24 horas) no se observa modificacién alguna en la mezcla de reaccién. Lo mismo
pasé cuando se puso en contacto la hierroporfirina con guayacol. Sin embargo, cuando se
hizo con hierroporfirina y peréxido se observé que la solucién cambié a un color muy

oscuro y al cabo de una hora de reaccién se formé un precipitado negro muy semejante al

carhono.

Las Figuras 37a-c muestran que manteniendo constantes las concentraciones de
porfirina-Fe(IIl)-picdien o porfirina-Fe(IlT) y del peréxido de hidrégeno, la velocidad inicial
s€ mantiepe constante en un rango de concentracién de guayacol entre 0.15 a 0.20 mM
(Figuras 37a). Se procedié a mantener esa concentracién final de guayacol en todos los
ensayos de actividad de los seis complejos de hierroporfirinas. Esto se hizo para que el
tratamiento de datos se simplificara utilizando el modelo de ping-pong peroxidasa que

requiere de esta condici6n. Se independizé la velocidad de la reaccién de la concentracién de

guayacol.

En cuanto a la variacién de la velocidad inicial en funcién de la variacién de la
concentracion de perdxido se observa un fuerte comportamiento de Michaelis-Menten con la
relacién hiperbélica entre la velocidad inicial y la concentracion de sustrato que en este caso
es el perdxido de hidrégeno. Se obtiene un estado estacionario o en equilibrio que indica

que la velocidad de formacién del intermediario es igual a la velocidad de su desaparicion.
Bajo esas condiciones experimentales la ley de velocidad es:
velocidad = kons[H,0;][Hierroporfirina]

La velocidad es independiente de la concentracion del guayacol de 0.1 a 0.2 mM, lo

que indica que el guayacol reacciona con el intermediario tan rapido como se forma.

La reaccién es de primer orden con respecto al peréxido de hidrégeno en un rango

de concentraciones que no dan signo de saturacién cinética. Esto indica que la etapa de
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asociacion o la de ruptura del enlace O-O del peréxido es la limitante (mecanismo I): 3

Ky |
— Fe’* 4+ HOOH === HOO— 1|=e3*k—2-— fc‘f-*o + H,0
k| H
Mecanismo . La constante de velocidad médxima k| observada

Sin embargo, las reacciones de asociacién tales como k) son generalmente rdpidas
y si fueran la etapa limitante podrian ser catalizadas por base. Esta reacci6n es mucho mds
sensible a los efectos electrénicos que la reaccién de ruptura heterolitica sigue. Los efectos
del peréxido con un radical R (ROOH) donador de electrones afecta mis la etapa de ruptura
del peréxido que la etapa de asociacién del mismo. De hecho, en los experimentos que se
realizaron en esta investigacion, la reaccion se lleva a cabo exitosamente en un pH < 7 y es
mejor aun en los complejos con ligante axial picdien. No obstante el estudio hecho por
Baldwin y colaboradores,!3® indica que el pH en el cual el Compuesto I se forma mis
rapidamente para la MP-8 corresponde al pKa = 11.8 para el peréxido de hidrégeno, lo que
significa que la reaccién se lleva a cabo con el anién (HO,)-. Es necesario hacer el estudio

correspondiente de la dependencia de la velocidad en funcién del pH para corroborar una u

otra propuesta.

Es posible proponer el mecanismo en una sola etapa (mecanismo II):

— Fe’t- + HOOH—X—» Il‘e“:"o +H,0
Mecanismo I

Los dos mecanismos propuestos deben ser distinguidos cinéticamente. Si la
primera etapa del mecanismo I alcanza el equilibrio répidamente, entonces k [H;O2] £ kg

>>k; y [H202] >> [FeP], la constante de pseudo primer orden para los mecanismos I y II

€8s

kméx
obs = k2 y KM = (k-l + kz)/ k-l
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De hecho se ha observado por espectroscopia de UV-Vis la formacién del
intermediario llamado Compuesto 0 en condiciones de una alta concentracién de perdxido,
baja temperatura (< 16 9C), en una mezcla de metanol-agua 50-50 v/v, por la técnica de
stopped flow, indicando que hay una etapa elemental de reversibilidad, cuya transformacion
al Compuesto I es la etapa limitante.135 Otros estudios de la formacién reversible del
Compuesto 0 se han reportado4.22 y 1a conclusién de ellos es la misma: la etapa limitante

del mecanismo es la ruptura heterolitica del enlace O-O del peréxido.

Los valores de las constantes de Michaelis para el peréxido de hidrégeno (Ka) son
muy semejantes a las esperadas de acuerdo con el comportamiento de la enzima nativa de
rdbano blanco (Tabla 20) para la que se reportan valores del orden de 10-! M. En el estudio
hecho por Baek!35 el valor de esta constante se hace mds pequeiia por un orden de
magnitud cuando las condiciones de pH se vuelven m4s 4cidas, lo que hace pensar que la
formacién del anién peréxido facilita la adicion del peréxido al hierro, aunque finalmente si
no es determinante la presencia de esta anién para que se lleve a cabo esta parte de la

reaccion, si la mejora.

De acuerdo con los datos obtenidos para la serie de complejos porfirinas-pinza, y

que fueron obtenidos bajo las mismas condiciones de reaccién, los valores de las
- constantes, Ka, fueron casi iguales para todos los complejos, a excepcidn del complejo
protoporfirina-Fe(IH)-picdien, cuyas concentraciones fueron la mitad de las otras cuatro por
la incapacidad de medir correctamente la variacién de velocidad inicial. Se puede concluir de
los valores de las constantes de Michaelis (Tabla 23) que la afinidad de los complejos de
protoporfirina-Fe(IIl), mesoporfirina-Fe(Il) y deuteroporfirina-Fe(Il) es mayor que la de
los correspondientes complejos con picdien. Esto era de esperarse de acuerdo c.on las
estructuras diferentes de los complejos. En el caso de las hierroporfirinas solas, la afinidad
del hierro (pentacoordinado con cloro o hexacoordinado con cloro y metanol) es mayor por
la mayor facilidad de sustituir el metanol en la sexta posicién que en el caso de los

complejos hexacoordinados con el ligante picdien.
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El ligante picdien tiene una cadena que une a los dos piridilos que se encuentran
coordinados a través del nitrégeno al ion hierro(IIl). Esto proveca un impedimento estérico
al peréxido que se acerca al Fe(II) por lo que disminuye su posibilidad de coordinarse, y
en consecuencia necesita una concentracién mds alta de per6xido para que la reaccién se

lleve a cabo.

En la Figura 44 se muestra la grifica de formacién del posible intermediario cuando
utilizamos concentraciones mucho mds pequeiias de perdxido (diéz veces) lo que favorece la
acumulacién de ese intermediario. Esto sucedi6é cuando se estaban buscando las condiciones

en las que se llevarfan a cabo las mediciones cinéticas.

Deuteroporfirina-Fe(III)}-picdien + HyO, observado a A = 500 nm

0.050
18]
0.025 1
e
0.000 ”
ol
CDOCH,
-0.250
0 5 10 15 20

Figura 44. Gréfica de la formacién del complejo intermediario que se forma cuando
reacciona el complejo deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien 7 con peréxido de hidrégeno. Las
concentraciones utilizadas fueron: [deuteroporfirina-Fe(IlI)-picdien] = 0.019 mM y de
(H202] = 156 mM .
Se probaron diferentes concentraciones de perdxido hasta encontrar la éptima de

1500 mM, manteniendo fijas las concentraciones de hierroporfirina y guayacol. No se

observé més que una cinética. El mismo efecto se observé para los otros dos complejos
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mesoporfirina-Fe(Ill)-picdien y protoporfirina-Fe(IIl)-picdien pero no asi para las
porfirinas sin el ligante axial. También se probaron diferentes longitudes de onda y fue justo

en 500 nm en la que se observé mis completamente la formacién de este intermediario.

De lo expuesto con relacién a la etapa limitante del mecanismo propuesto y del
comportamiento de los complejos con picdien ante concentraciones no tan altas de peréxido
de hidrégeno, solo puede concluirse que la etapa de formacién del Compuesto 0 alcanza el
equilibrio rdpidamente y por lo tanto la concentracién de peréxido debe ser mucho mds alta
que la del complejo porfirina-pinza. La ruptura heterolitica debe ser la mds lenta y en
consecuencia se pudo ver espectroscépicamente su formacién. En cuanto se forma el
Compuesto I en alguna cantidad, inmediatamente desaparece posiblemente por
autooxidacién o por oxidacién de otras moléculas de! mismo complejo, y oxida
inmediatamente al guayacol si estd presente. Cuando en las gréficas de absorbancia vs.
tiempo desaparece el pico de otra cinética previa o secundaria, se estd igualando la velocidad
de formaci6n del Compuesto I con la de oxidacién del guayacol. Por otro lado, la
ausencia de la misma reaccién con las hierroporfirinas libres de picdien indica que es mds
fécil desplazar un metanol de sexta posicién que un piridilo, que quizé por la longitud de la
cadena que lo une al otro piridilo queda coordinado asimétricamente y, por lo tanto, puede

ser desplazado por el peréxido.

Con base en los estudios de Traylor57-58 sobre la influencia del disolvente en la
capacidad catalizadora de la protoporfirina-Fe(IIT) como peroxidasa se sabe que es la misma
en metanol que en cloruro de metileno y en benceno. En ese mismo estudio Traylor
demuestra que para los complejos tetramesitilhierroporfirina, tetrafenilhierroporfirina,
protoporfirina-Fe(IIl), protoporfirina-Fe(IIMDMA (hierroprotoporfirina-dimetilformamida)
sut actividad como peroxidasa es igual ante oxidantes como el dcido m-cloroperbenzéico

utilizando como disolvente al metanol.
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La presencia de los carboxilos de la hemina o de la base colidina acelera la
velocidad de ruptura heterolitica del peréxido y, que tiene una estequiometria de estado de

transicion que comprende a la hemina, peréxido y base (Figura 45).

Figura 45. Catdlisis interna de los grupos carboxilo que se ha comprobado aumetan la
velocidad de ruptura heterolitica del peréxido
Cuando se utiliza como agente oxidante un perécido se ha detectado la formacién de

un 4cido. Esto indica que el protén del percarboxilo se atrae con la base y fuerza a la ruptura

heterolitica.

Se propone para los complejos de porfirinas-Fe(III)-picdien, a partir de los estudios
por espectroscopia de RPE del complejo de clorofilina-picdien, en los que se pudo observar
por la interacci6n superhiperfina, la interaccién del cobre(IT) con més de seis nitrégenos que
los rodean. (cuatro de los pirroles de la porfirina, dos de los piridilos axiales y tres de la
cadena que une a los piridilos), el establecimiento de un puente de hidrégeno entre el
nitrégeno del piridilo del picdien y el hidrégeno del peréxido. Esto sucederfa si uno de los
piridilos del picdien se queda coordinado al Fe(III) de la porfirina y el otro se descoordina
queddndose en las cercanias del ion metdlico. Todo ello ocasionaria que la ruptura

heterolitica del enlace O-O del per6xido fuera mds rdpida en estos complejos.

En el caso de los complejos que tienen dos imidazoles axiales unidos a través de
uniones amidicas con los carboxilos de la porfirina, se ha comprobado que no mejoran la
velocidad de la reacci6n de oxidaci6n del complejo, por el contrario la aumentan. Esto es asf

por la competitividad que se establece entre las dos bases.

Los modelos de peroxidasa con metaloporfirinas que poseen en su estructura una
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base proximal tienen constantes de velocidad mejores (pero no mayores que el complejo
protoporfirina-Fe(IIl)-picdien 5, que se reporta en este trabajo). S esta base est4 unida a los
carboxilos libres, da mejores resultados, asf como la presencia de bases externas. Cuando la
base es imidazol el protén del imidazol es captado por esa base y permite una mayor
movilidad de densidad electrénica hacia el hierro(IIl). Los efectos son la movilidad de
densidad electrénica hacia el metal, lo que acelera la ruptura heterolitica O-O del perdxido;
en segundo término, esa misma alta densidad electrénica estabilizaria el alto estado de

oxidacion del hierro en el radical ferrilo que se propone para el Compuesto I.

En el caso de los complejos con picdien la presencia de dos piridilos axiales tiene
una funcién mds cercana a los imidazoles de la enzima, uno hace las veces del aditamento
distal y otro el proximal para que, como en la enzima, se concerten esos movimientos de

densidad electr6nica empujando densidad electrénica una base y la otra jaldndola.

En los modelos de peroxidasas la concentracién de base interna o local es de 0.2 M,
comparada con una concentracién mayor que 20 para la enzima. La diferencia tan grande de
la velocidad de reaccién de la protohemina mono-3-(1'-imidazolil)-
propilamidamonometiléster (12 M-! 51 ) con la de la HPR (1.8 x 107M-! 51 ) 0 CCP (1.4 x
108 M1 s-1), las tres con la misma porfirina que la naturaleza ha seleccionado para la
mayoria de las metalohemoproteinas, sugiere que existe una extraordinaria actividad

catalitica aparte o ademds de la que proporciona la hierroporfirina pentacoordinada con

imidazol.57

En el caso de los complejos de hierroporfirinas-picdien las constantes de velocidad
de segundo orden obtenidas indican que por lo menos el modelo que tiene a la
protoporfirina logra por los aditamentos axiales que tiene una mayor reproduccién de la

capacidad catalitica del conjunto.
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Siguiendo con la discusién de las constantes de Michaelis calculadas para el
guayacol, se observa que dan valores mds pequefios que las del peréxido Yy No nos
sorprende en virtud de que el Compuesto I, que corresponde al complejo oxidado, es
altamente inestable y reactivo. La presencia de la base proximal estabiliza suficientemente al
intermediario para que la reaccion lateral que sucede con las hierroporfirinas en presencia de

perdxidos suceda mds lentamente que 1a oxidacién del guayacol.

Sin la presencia del guayacol, el Compuesto I que se forma a partir de los
complejos de hierroporfirinas-picdien tendria mds posibilidad de presentar la reaccién de
dimerizacion, li-0Xxo o p-peroxo, o de reaccionar autooxideandose (lo cual se observa a
través de la espectroscopia de UV-Vis por la desaparicién del Soret). Esto conduce
nuevamente a proponer que el piridilo distal, de las porfirinas-pinza, permanezca cerca del
metal ¢ impida la dimerizacién de la metaloporfirina, sin que el segundo piridilo se
descoordine. Uno de los experimentos que se hicieron para comprobar que esta reaccion es
minima fue la de mantener la misma concentracién de hierroprotoporfirina-picdien y agregar
cantidades iguales de peréxido y de guayacol cada vez que se observaba que la meseta de la
grifica de formacién de los productos de oxidacién del gnayacol empezaba a bajar. Esto se
mantuvo por ocho horas y se noté que cada vez que se adicionaron los dos reactivos

mencionados habfa un pequeiiisimo escal6n que nivelaba la meseta.

Lo anterior indica que el complejo de hierroporfirina-picdien estuve actuando
ciclicamente con poco deterioro. Esto no sucedié cuando se puso la hierroporfirina sola con
el peroxido. Ademds se observé en el espectro de UV-Vis (con intervalos de dos minutos)
que ¢l pico de Soret disminuy6 hasta desaparecer. En ese mismo espectro de UV-Vis, no se
observé otra sefial en otra longitud de onda que indicara la aparicién la formacién del

intermediario. Estos estudios se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

La discusién de los valores de las constanies de velocidad de se_gundo orden es

interesante, a partir de los reportes que indican que los sustituyentes periféricos de las
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porfirinas no cambian su capacidad catalitica,57-58 sin embargo, estas constantes de
velocidad estdn determinadas por los sustituyentes axiales.!28 En este trabajo las diferencias
entre los complejos que se prepararon fueron precisamente esos sutituyentes periféricos. La
protoporfirina tiene dos vinilos en la posicion 2, 4, la mesoporfrina dos etilos en esas
mismas posiciones, y la deuteroporfrina tiene hidrégenos. Todos tienen la pinza picdien y

todos fueron estudiados cinéticamente en las mismas condiciones.

La distinta actividad de los complejos con picdien se debe totalmente a la presencia
de esa pinza, puesto que es la diferencia con las hierroporfirinas de partida con que se
compararon las velocidades de reaccién. No cabe duda que las diferencias entre los
complejos con picdien se debe a los efectos que los aditamentos laterales de lag porfirinas
tienen conjuntamente con el picdien. De alguna manera la presencia de los vinilos (>
electroatraccién) en el complejo de protoporfirina-Fe(III)-picdien 5 provoca una mayor
deslocalizacién electrénica, que aumenta con la presencia de los piridilos mediante los
mecanismo de transferencia de espin (G y 1), motivo por el cual los desplazamientos en
RMN de protén se observan a frecuencias mds altas. Los estudios espectroscépicos
de RMN de protén (factor Qgsim) de RPE (constantes de interaccién superhiperfina
diferentes), muestran que la coordinacién axial de los piridilos del picdien a la porfirina-
Fe(III) es no simétrica. Esto daria la posibilidad de proponer un mecanismo de reaccidn de
los complejos porfirina-pinza con el peréxido de hid.r.égenoz i 1a separcién de uno de los
piridilos (el de menor fuerza de coordinacién) permitiendo que el peréxido de hidrégeno se
coordinara al hierro(Ill); ii la atraccién de uno de los protones del peréxido de hidrogeno
por el nitrégeno de la piridina que se separé; iii la coordinacién permanente del otro piridilo
(el de mayor fuerza de coordinacién) que estabilizaria la estructura del intermediario

Compuesto I, altamente inestable; iv todo lo anterior en un mecanismo concertado.

En la Figura 45 aparece la propuesta del mecanismo de reaccion para los complejos

de porfirinas-pinza como modelos de peroxidasas.
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Se prepararon tres modelos cinéticos de peroxidasa a partir de porfirinas-hierro(III)
y picdien que resultaron ser excelentes modelos espectroscépicos y cinéticos,

compardndolos con otros modelos reportados.

La presencia de los diferentes sustituyentes de las porfirinas-Fe(III) influyen
determinantemente en la actividad de los complejos sin y con picdien. El ligante axial
picdien marca una diferencia en la actividad catalitica como peroxidasa de los nuevos
complejos 5-7, con respecto a las porfirinas libres de picdien 1-3, aumenténdola mil veces
para la protoporfirina-Fe(III)-picdien 5 respecto de la protoporfirina-Fe(III) 1,.cien veces
para Ia mesoporfirina-Fe(III}-picdien 6 respecto de la mesoporfirina-Fe(III) 2, y diéz veces

para la deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien 7 respecto de la deuteroporfirina-Fe(III) 3.

Las constantes de velocidad de segundo orden para las porfirinas-Fe(III) libres de
picdien 1-3 y porfirinas-Fe(III) con picdien 5-7, es mayor de protoporfirina-Fe(IlI) >
deuteroporfirina-Fe(Ill) ~ mesoporfirina-Fe(IIl), mientras que para. los complejos de
hierroporfirinas-picdien el comportamiento es: protoporfirina-Fe(Ill)-picdien § >

mesoporfirina-Fe(Ill)-picdien 6 > deuteroporfirina-Fe(IIT)-picdien 7.

Asi como para la peroxidasa nativa se propone una mecanismo concertado para
llevar a cabo la adicién de peréxido y luego la ruptura heterolitica del enlace O-O del

perdxido, el modelo obtenido refuerza el mecanismo de catlisis propuesto.42

Cuando se hicieron las pruebas experimentales para encontrar las mejores
condiciones de la reaccién caracteristica de peroxidasa (con guayacol), que permitieran una
medicién mds precisa de la velocidad inicial, se observaron las diferentes cinéticas de
distintos productos de la reaccién Lo anterior sucedié cuando las concentraciones de
perdxido eran menores que las concentraciones del complejos de porfririnas-pinza. Se
hicieron intentos por separar estas dos cinéticas, para lo cual se vari6 la longitud de onda

(450-500 nm) a la cual se midié la velocidad de formacién de los productos de oxidacién
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del guaiacol. Se eliminG este sustrato para inhibir la cinética de oxidacién del guayacol, y se
encontré que a 500 nm se observaban perfectamente las graficas de los productos de
reaccion entre cada complejo de porfirina-Fe(IIl)-picdien 5-7 y el peréxido de hidrégeno
reaccién. De acuerdo al mecanismo propuesto®? comresponderfa al Compuesto 0 y el

Compuesto I, o bién a los intermediarios Compuestos I y II (Figura 44, pagina 121).

Por ultimo, la actividad vista a través de los valores de las constantes de Michaelis y
de la velocidad maxima tedrica para cada complejo, refuerzan la propuesta de la probable
estructura de las porfirinas-pinza . En sentido inverso la propuesta de la posible estructura

de estos complejos explica los valores de esas constantes.
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CAPITULO IV

ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS DE LA REACCION DE LOS COMPLEJOS
DE HIERROPORFIRINAS-PID CON PEROXIDO DE HIDRGGENO
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IV.1 Antecedentes

El tiempo de vida media tan corto de los intermediaros que se forman durante el ciclo
catalitico de las enzimas peroxidasa, Compuestos I y II, ha hecho imposible su caracterizacién
espectroscopica por UV-Vis,30.137 RMN de 'H,30.138 RPES0.139 y Mgssbauer.50-140 Esto ha

llevado a los grupos de investigacion de esta drea a seguir intentdndolo.

Desde 1974 Dolphin y Felton'4! propusieron que el radical n-catiénico-porfirinico se
forma por la sustraccién de un electrén que se encuentra en uno de los orbitales moleculares ary
Y agy cercanamente degenerados de la porfirina, consistente con una simetria Dy, La posicién
relativa de los orbitales moleculares de acuerdo a la simetrfa del compiejo porfirinico, determina
una mayor vulnerabilidad para oxidar las posiciones meso del anillo hemo y esto establece las
diferencias de comportamiento de las 5,10,15,20-tetraaril-porfinas (sustituidas en las
posiciones meso) y las heminas. Para la protohemina el orbital molecular a;, es mds alto en
energia que el ay, y €50 le confiere al radical n-catiénico una simetria aj,. Los estudios tedricos
mas recientes acerca del orden relativo de los orbitales moleculares de frontera indican que los
sustituyentes periféricos, ion metdlico y ligantes axiales influyen determinantemente en la

separacion energética de los orbitales a;y y az,.!36

Estudios realizados por otros grupos de investigacién con algunos de los modelos

obtenidos a partir de hierroporfirinas se muestran en la Tabla 25.

Los estudios del radical porfirinico n-catinico por espectroscopia Uv-Vis49.137.50
informan acerca de la posicién de la banda de Soret ligeramente desplazada hacia el UV
cercano, de baja intensidad y ancha. Las bandas en la regién visible varian de acuerdo a la
mezcla de radical ferrilo y del ferrilo (Compuesto I y Compuesto 11, respectivamente), 1a cual
presenta una banda caracteristica en la regioén de 550 nm y un Soret mds intenso. En el caso de

la existencia de radical ferrilo puro se observa una sola banda en la region de 660-690
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nm.50.138

Tabla 25. Caracteristicas espectroscépicas del Compuesto I propuesto a partir de complejo
modelos y de enzimas peroxidasa.

. . RMN de [H, Ref
Complejo UV-Vis & ppm EPR ef.
nm
H-hemo
*[Fe(TV)=O(TDCPP)]*+ 391, 678 60.8 4.26, 3.62, 1.98 50
**Fe(IVYTTMPP)I+ 394, 670 33.2 3.71, 3.71, 1.99 50
Fe(IV)=0O(TMP)]*+ 406, 674 27 447,350, 198 50
(IV)=O(TMP)]

deutero-HRP-I 410, 680 110, 90 143
HRP-I 76.25, 74.00 144
HRP-II 14-17 144

*[tetrakis(2,6-diclorofenil)porfirinato]-Fe(III). **[tetrakis(2,4,6-trimetoxifenil)porfirinato]-
Fe(IID). ***[tetramesitil-porfirinato]-Fe(III)

Los datos espectroscopicos (Tabla 25) indican que existe una gran disparidad en cuanto
al comportamiento de lo que se ha reportado como caracteristicas espectroscopicas de los
Compuesto-1y II de la peroxidasa de rébano blanco y los modelos de porfirinas-Fe(IlI), o bien
que se estdn obteniendo diferentes productos de oxidacién dependiendo de los reactivos y
condiciones de reaccidn. Se puede observar que el comportamiento espectroscopico de RMN

de prot6n es un poco més coincidente entre los modelos y con el complejo de peroxidasa.

Uno de los estudios hechos por espectroscopia de RMN de protén con peroxidasa de
rdbano blanco!4? y peréxido de hidrégeno muestra un cambio dramdtico en la forma y los

desplazamientos del intermediario formado, y que se presume es el Compuesto II.

Las posiciones de las resonancias de los H-hemo para los modelos de Cornpuesto I que
aparecen en la Tabla 25 para los espectros de RMN de protén varfan en los modelos y son

diferentes a los reportados para el HRP-I. Pero todos los resultados de los modelos tienen esos

desplazamientos entre 14 ppm a -60 ppm.
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En la Figuras 49 y 50 se presentan los espectros de RMN de 'H del Compuesto [ para
peroxidasa de rdbano blanco'®y para el complejo [tetrakis-(2,6-diclorofenil)-porfinato-
Fe(II)](hidroxo),% en el que se observa una sefial relativamente fina entre 14 y 17 ppm. El
cambio de desplazamientos quimicos es notorio pues el espectro de RMN de la enzima en

reposo presenta las sefiales de los cuatro metilos-hemo en 90 ppm y del complejo > 100 ppm.

- T T
zZ0 15 10 0 -5 12

Figura 49. Espectro de RMN de protén de dg - diacetildeutero del Compuesto I
de peroxidasa de rdbano blanco.145

CH2C12
m+-p
mCBA
15 10 5 0 ppm

Figura 50. Espectro de RMN de protén para el producto de la oxidacién del complejo
[tetrakis(2,5-diclorofenil)porfinato-Fe(IIT) Jhidroxo.49
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La oxidacién del complejo [(hidroxo)(tetrakis(2,6-diclorofenil)porﬁrinato)hierro(lll)] a
-50 C da resonancias anchas en 14.1 y 4.01 ppm que fueron asignado a los protones-f de los
pirroles, sobre la base de su integral y de su comportamiento Curie, puesto que extrapolando a

temperatura infinita se obtiene un desplazamiento de 10 ppm que se acerca a los

desplazamientos de los protones-f} diamagnéticos de los pirroles.49

Para la espectroscopia de RPE se constantan sefiales g = 4.47 (mdximo), una que
aparece mds constantemente con una g = 3.71-3.5; la tercera con g = 1.98-1.99, Una de las

publicaciones relativa a estos intermediarios!46 presenta los espectros de RPE y de RMN de 'H

40 3.0 20
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Figura 51. Espectros de tres compuestos modelo de peroxidasa oxidada reportados por
Mandon y colaboradores.50

de los complejos de hierroporfirinas oxidados. En el espectro de RPE se observan dos
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poblaciones, la primera con seifiales con gy y g, caracteristicas del complejo oxidado. La otra
sefial marcada con un asterisco debida a la especie Fe(III) alto espin residual, que también

contribuye a la sefial en g = 2.

En la Figura 51 se observan los espectros de RPE de una serie de complejos modelos
de peroxidasas oxidados con dcido m-cloroperbenzdico en los cuales las sefiales con g=4 y 2
son de espin cuarteto y confirman que el hierro (S=1) del ferrilo estd acoplado

ferromagnéticamente al radical porfirinico.50
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IV .2 Instrumentos, materiales y condiciones

Los espectros de RMN de prot6n se obtuvieron en un espectrémetro Varian UNTTY300
a temperatura ambiente, utilizando una amplitud de campo de -80 a +80 ppm. La temperatura
fue de -60 °C. La espectroscopia de RPE se hizo en un espectrémetro Jeol modelo JES-RE3X.,
se utilizé banda X de microfrecuencia (aproximadamente 9.08 GHz) a la temperatura de

nitrégeno liquido, en una amplitud de campo de 0-500 mT.

Todas las espectroscopias de las reacciones se hicieron en disoluciones de metanol
absoluto de los complejos de protoporfirina-Fe(III)-picdien, mesoporfirina-Fe(IIl)-picdien y
deuteroporfirina-Fe(I)-picdien, a las que se les adicionaron 0.5 equivalentes de una

disolucidn acuosa 0.1M de peréxido de hidrégeno.
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IV. 3 Datos de resonancia magnética nuclear de 'H. Discusién y conclusiones.

En la Tabla 26 se presentan los datos de los deplazamientos quimicos de RMN de
protén que se observaron cuando a los complejos porfirinas-hierro{[II)-picdien 3-7 con mezcla
cudntica de estados de espin 3/2, 5/2 se les hizo reaccionar con peréxido de hidrégeno. En la

Figura 52 se presentan los correspondientes espectros.

Tabla 26. Datos de la espectroscopia de RMN de protén para los posible intermediarios
Compuesto [ o I de los complejos protoporfirina-Fe(IIl)-picdien 5, mesoporfirina-Fe(IIT)-
__picdien 6 y deuteroporfirina-Fe(IID)-picdien 7 que se presentan en este trabajo

Complejo & & 33 34 3 8

ppm  ppm  ppm  ppm ppm ppm

protoporfirina-Fe(Ill)-picdien 5§ 39.04 38.91 - - 7.11 3.4
mesoporfirina-Fe(IIl)-picdien 6 29.26 - - 7.01 3.38
deuteroporfirina-Fe(Il)-picdien 7 22.66 21.30 19.02 16.75 7.06 3.37

El disolvente fue metanol absoluto. La temperatura fue de -60 0C

Observando los datos que corresponden a los complejos porfirinas-pinza estudiados en
este trabajo, se puede observar un cambio en su estructura, lo que se refleja claramente en su
comportamiento magnético, cuando se les adiciond el peréxido de hidrégeno (Tabla 26).
Obviamente se esperaba este comportamiento, puesto que estos complejos presentaron una
actividad considerable y por lo tanto deben formar los intermediarios propuestos o la mezcla de

ellos.

En los espectros de RMN de protén de otros complejos reportados de hierroporfirinas
oxidados es comtn encontrar las resonancias correspondientes a los protones-B de los pirroles
porfirinicos en las regiones apropiadas de 13 ppm. El disolvente utilizado durante las
mediciones espectroscopicas de este tipo de compuestos es muy importante, ya que puede

alargar un poco mds el tiempo de vida media del intermediario.

Es claro que los desplazamientos que se observan para estos complejos estdn acordes
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con lo reportado para los complejos intermediarios oxidados con perdxidos. El espectro que
corresponde al complejo de [deuteroporfirina-Fe=Opicdien]+- de hecho pone de manifiesto la

presencia de los protones 2.4 caracteristicos de esta porfirina.

En los tres espectros de RMN de las porfirinas-pinza se evidencia que el espin del
nuevo compuesto formado es menor que el de partida y que la interaccién de Fermi disminuye

9798 notablemente al mismo tiempo que la transferencia de espin-0 hacia los pirroles se

minimiza por el movimiento de densidad electrénica hacia el hierro(IV) para su estabilizacién.
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IV.4 Datos de resonancia paramagnética electrénica. Discusion y conclusiones.

En ta Tabla 27 se presentan los datos de la espectroscopia de RPE de los productos de
oxidacidn de los complejos protoporfirina-Fe(IIl)-picdien 5, mesoporfirina-Fe(II1)-picdien 6 y
deuteroporfirina-Fe(IIl)-picdien 7, cada uno con peréxido de hidrogeno. Es necesario
mencionar que comparando los datos de los espectros de los complejos porfirinas-pinza sin
perdxido, las sefiales se separan. Asf, las sefiales con g se mueven hacia 6, y las de g, se
desplazan ligeramente hacia g < 2.0023 y con una traza de radical libre. Los espectros
correspondientes se muestran en la Figura 53. En ellos se observa que la sefial de g = 4 se
intensifico notablemente y es una sefial que se observa en los espectros de otros modelos de

radical ferrilo (Figura 51).

Tabla 27 Datos de las espectroscopfas de RPE para los complejos oxidados de protoporfirina-
Fe(ll)-picdien §, mesoprfirina-Fe(III)-picdien 6 y deuteroporfirina-Fe(lII}-picdien 7 que se
estudiaron en este trabajo.

. Complejo gl g2 23
[(protoporifirina-Fel V=0)(picdien)j*-
5 5.8831  4.0327  1.9297
[(mesoporfirina-Fel V=0)(picdien)]*-
6 57381  3.9691  1.9315
((deuteroporfirina-Fel V=0)(picdien)]*-
7 6.1878  4.0957 1.9500

Cuando a los complejos de protoporfirina-Fe(Ill)-picdien, mesoporfirina-Fe(III)-
picdien y deuteroporfirina-Fe(II)-picdien se les agregé peréxido de hidrégeno y se les observé
a traves de la espectroscopia de EPR (Figura 51), se obtuvieron espectros distintos a los de los
precursores porfirinas-pinza. La sefial axial con gs entre 5.17 y 5.22 de los complejos
precursores y que corresponde a la poblacién con hierro(IIl) alto espin pasé a EPR silencioso
(Figuras 23b, 24b y 25b). Aparecen, sin embargo, sefiales axiales con gs alrededor de 6 que

corresponden a una especie de alto espin puro. Esta sefial no es muy intensa. Algo que es
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Figura 53. Espectros de RPE de los productos de reaccién entre el peréxido de hidrégeno y los
complejo protoporfirina-Fe(Ill)-picdien 5, mesoporfirina-Fe(Il)p-picdien 6 y

deuteroporfirina-Fe(Ill)-picdien 7 preparados en este trabajo.

verdaderamente notable son las sefiales con gs ~ 4 que son totalmente diferentes en forma e

intensidad a las de los precursores. Esta sefial va acompafiada con una muy pequena en la zona

del electrén libre (g ~ 2) en los espectros de EPR de otros complejos reportados por otros

investigadores42.136 (Figura 53) que no se observa en los espectros de EPR que se estdn

reportando en esta investigacién. La intensidad de esta sefial con respecto a la sefial rombica
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de los espectros de EPR de los precursores (Bs, Bg y B7) aumenta de 7 > 6 >5. Por tltimo,
en la zona de g = 2 los espectros de EPR de los complejos oxidados de 5-7, presentan sefiales

caracteristica de radical libre,

Con esos espectros de RPE de la Figura 53 se puede sostener la presencia de una
especie con hierro(II) alto espin 5/2.108,109 Se descarta, por otro lado, la presencia de una
especie con S = 1/2 que podria corresponder a un hierro (I) bajo espin que en ese caso tendria
que ser anisotrépico con esas tres sefiales, pero con valores de g entre 3-1.95.197.108 Se puede
pensar en la presencia de otra especie con un hierro(IV) y radical, con una sefial en g = 4 tipica
de ferrilo.42.130.132 13 sefial en g < 2 es de radical libre desplazada hacia campos mds bajos

por la gran deslocalizacion del electrén en la macroestructura conjugada.

Las observaciones por espectroscopfas de RMN de protén y por RPE de los productos
de las reacciones entre los complejos de porfirinas-Fe(III)-picdien con perdxido de hidrégeno
indican que efectivamente €l peréxido interacciona con el complejo para dar algiin o algunos

productos de reaccién diferentes a la materia prima.

En la espectroscopia de RMN de proton los desplazamientos quimicos en bajas
frecuencias ponen en evidencia un cambio importante en el espin, que tiene como consecuencia
una disminucion en la interaccion de contacto de Fermi. Sin embargo, de acuerdo a los reportes
de otras investigaciones sobre la formacién de los intermediarios Compuestos I y II, pudieran

quedar los resultados presentes dentro de los caracteristicos para estos intermediarios o para los

complejos [1-0x0 o [L-peroxo.42
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-Se sintetizaron cuatro nuevos complejos de metaloporfirinas: protoporfirina-Fe(ILl)-
picdien 5, mesoporfirina-Fe(II)-picdien 6, deuterporfirina-Fe(1II)-picdien 7 y clorina-
Cu(Il)-picdien 8.

I
H CH
doo CH, COOCH,
R = CH = CH3, cloruro de Clorina-Cu(II) (clorofilina) 4

protoporfirina IX-hierro(II) éster dimetilico 1.
R = CH2 - CH3, cloruro de mesoporfirina
IX-hierro(III) éster dimetilico 2.

R = H; cloruro de deuterotoporfirina
IX-hierro(IIl) éster dimetilico 3.

1,9-bis(2'-piridil)-2, S, 8-triazanonano (picdien)

-Con base en los estudios espectroscdpicos (UV-Vis, DCM, RMN de protén, RPE) y
cinéticos (actividad de peroxidasa), se propone que el ligante picdien [1,9-bis(2'"-piridil)-
2,5,8-triazanonano] se coordina axialmente en las posiciones Sa. y 6a. de la porfirina.
Como este tipo de estructura propuesta, con estas caracterfsticas espectroscdpicas y
cin€ticas no habia sido reportada en la literatura quimica especializada, se le denomind en

este trabajo como familia de porfirinas-pinza..
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-Las caracteristicas espectroscopicas generales (UV-Vis, DCM, RMN de protén y EPR) de
los complejos 5-7 muestran principalmente dos especies magnéticas de porfirinas-
hierro(III): con estado de alto espin puro 5/2, con estado de bajo espin puro 1/2 y con
mezcla cudntica de estados de espin 3/2, 5/2. Para el complejo 5 la dos especies con mezcla
cudntica de estados de espin 3/2, 5/2 tienen la més baja participacién del estado de alto
espin 5/2. En cambio para el complejo 6 se observa en la mezcla un porcentage mds alto de
estado de espin. Para el complejo 7, por el contrario, se propone la existencia de especies
de élto y bajo espines puros con una minima participaci6n del espin 3/2 en la poblacién con
mezcla cudntica de estados de espin 5/2, 3/2. Por lo tanto, la presencia del estado de espin
3/2 en las dos poblaciones con mezcla cudntica de estados de espin, 5/2, 3/2, tiene el

siguiente comportamiento 5 > 6 >7.

-Los complejos de(II)-picdien 5-7 presentaron una acitividad catalitica como peroxidasa
cuando se les hizo la prueba del guayacol. La clorina-Cu(Il)-picdien 8 no la presentd,
como se esperaba. Las constantes de velocidad médxima teérica, Keay., que presentaron los
complejos 5-7 resultd ser de 104-102 veces menor que la reportada para la peroxidasa de
rdbano blanco. El orden de esa actividad como peroxidasa que presentaron las porfirinas-
pinza fue 5 > 6 > 7, que coincide con el comportamiento de menor participacién del estado

/2 en el 3/2, de las poblaciones que tienen mezcla cugntica de estados de espin 5/2, 3/2.
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-El estudio colateral de la porfirina de Cu(Il) di6 informacién muy valiosa acerca del efecto
que el ligante axial picdien tiene sobre Ia clorina-Cu(Il) libre de él. Especialmente las
espectroscopias de UV-Vis y EPR permitieron calcular los valores de los coeficientes de
los orbitales moleculares y los niveles de energia de los mismos. Los resultados son
cercanos a otros obtenidos en estudios hechos por otros grupos de investigacion, de
complejos semejantes. Esta informacion muestra un complejo hexa-coordinado (con seis
dtomos de nitrégeno ) octaédrico de clorina-Cu(Il)-picdien 8 con una estructura
electrénica, magnética y molecular diferente de la de su precursor 4, ain cuando
perteneciendo al grupo de simetria molecular Dyy,. La coordinacién del picdien a la clorina-
Cu(II) le induce un cambio en la estructura electrénica. Sin embargo, se pudo cuantificar el
grado de distorsién del macrociclo con picdien y sin picdien, y la conclusién es que no
varia notablemente con la coordinacién del picdien. Es posible concluir que las diferencias
electronicas, magnéticas y moleculares del compuesto 8 con respecto a su precursor 4, no
estan relacionadas con el grado de distorsién del anillo clorinico. Estas diferencias se deben

tnicamente a la coordinacién de los nitrégenos de los piridilos de la cadena del picdien.

-Los efectos de la distorsion geométrica y la configuracién electrénica se pueden separar de
acuerdo a los resultados de los valores de los coeficientes moleculares, de Jos diagramas de
energia y de los factores de distorsién. Los datos indican una estructura suficientemente
distorsionada por los sustityentes periféricos que por lo tanto no es mayormente

modificada por la coordinacién de! ligante axial picdien.

-Los nuevos complejos, 5-8, de la nueva familia de modelos de peroxidasa porfirinas-
pinza, son una aportacién muy interesante al conocimiento c_lé la quimica de coordinacién
de las metalo-porfirinas; al conocimiento de los efectos que los ligantes axiales tienen sobre
el comportamiento magnético de estos compuesto, y que de acuerdo con Reed,6 es valioso
por su altisima sensibilidad y por su amplisima gama de posibilidades. La sisternatizacién

de estos estudios magnéticos lleva a crecer las lista de los elementos de la serie
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magnetoquimica que el mismo Reed propone.6

El comportamiento magnético que presentaron los complejos 5-7, con mezclas
cudnticas de estados de espin 5/2, 3/2 para el jon férrico, resulto muy importante por la
dificultad de tener los ligantes adecuados, tales que al coordinarse axialmente al Fe(IIT) de
la porfirina induzcan una mezcla cudntica de estados de espin. De hecho, la serie
magnetoquimica de Reed® contempla quince ligantes que se han reportado con estas
cualidades. También se debe mencionar que los complejos preparados con esos ligantes
que inducen en el Fe(Ill) estados de espin mezclados cudnticamente son penta-
coordinados. Los estudios espectroscépicos de los nuevos complejos potfirinas-pinza

llevan a proponer una estructura hexa-coordinadas de las porfirinas-Fe(II)-picdien.

-El otro aspecto muy valioso de la presente investigacion, es sobre la excelente actividad como
peroxidasa de los nuevos complejos porfirinas-pinza 5-7, la cual es para el complejo
protoporfirina-Fe(IIl)-picdien § muy cercana a la actividad reportada para la peroxidasa de
rdbano blanco. Ese comportamiento cinético fue fundamental para reducir el niimero de
estructuras posibles propuestas para los complejos porfirinas-pinza, a la vez que la hexa-
coordinacién serfa fundamental para la explicacién de su excelente actividad catalitica como

peroxidasa.
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Apéndices
1 Tablas y grdficas de cinéticas
2. Espectros de UV-Vis, RMN de proton, RPE, DCM
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