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Abreviaturas

bdt
BphA1A2
CARDO
CODH
EPE

Eq

Fdreq
Fdox
GuHCl
GuSCN
HiPIP
IRP1

NDOS
PFL-AE
Phma

RMN

SoxF

SuDH
uv

bencen-1,2-ditionato

difenil dioxigenasa

carbazol 1,9A-Dioxigenasa; CoA

monoéxido de carbono deshidrogenasa
espectroscopia fotoelectrénica

caracterizado por métodos electroquimicos
ferredoxina en‘estado reducido

ferredoxina en estado oxidado

clorhidrato de guanidina,

tiocianato de guanidina

proteina hierro-azufre de alto potencial
proteina reguladora de hierro 1 .

absorcion de rayos X K-edge

N, N’-dietil-3,7-diazanonan-1,9-ditiolato(2-)
caracterizado por espectrometria de masas
caracterizado por espectroscopia Mdssbauer
proteina A de la biosintesis de molibdopterina
nucleotido adenosildifosfato reducido
nucleotido adenosildifosfato oxidado

naftalen 1,2-Dioxigenasa

enzima activadora de piruvato formiato-liasa
N,N’-1,2-fenilenbis(2-acetiltio)acetamidato(4-),
caracterizado por espectroscopia Raman
resonancia Magnética Nuclear

resonancia paramagnética electrénica
caracterizado por difraccion de rayos X de monocristal
proteina hierro-azufre Rieske II

succinate Deshidrogenasa

caracterizado por espectroscopia ultravioleta-visible



Introduccioén

La meta final del quehacer quimico es el elevar la calidad de vida humana, lo cual se
traduce en la satisfaccién de necesidades como la expansion del conocimiento, y aquellas
mas mundanas como la manufactura de bienes de consumo. Mientras que estos ultimos
pueden ser alimentos, farmacos, materiales, etc., los procesos detras de ellos requieren
invariablemente de toda una gama de materias primas, catalizadores, aditivos o cualquier
otro tipo de intermediario concebible. Aquella sucesién de procesos que den mayor
cantidad de producto con mejor pureza, generando la menor cantidad posible de
subproductos, sera el que eventualmente se establecerd como lider en una industria o
sector econdmico. Esta secuencia de pasos selectivos estd estrechamente ligada al uso y
transformacién con mayor eficiencia y precisién de energia y materiales. Esto es
precisamente de lo que se ocupa la rama quimica que se dedica al disefio de catalizadores,
pues es a través de estos que una gran numero de reacciones de diversa naturaleza se han
hecho accesibles. Una fuente de inspiracion para la sintesis de nuevos catalizadores son
las enzimas que realizan transformaciones selectivas bajo condiciones mucho mas suaves

que los procesos industriales en los que no intervienen catalizadores.

La replicacion total de macromoléculas como las enzimas puede ser un trabajo de
proporciones tan grandes que no resulta ser practico. Se ha demostrado, en cambio, que la
reproduccién de su sitio activo -donde se lleva a cabo la catalisis- puede ser requisito
suficiente para la reproduccién de la reactividad. ' Este sitio activo es importante dado
que se estima que entre el 25 y el 50 % de las enzimas son metaloenzimas, esto es,
enzimas que contienen iones metalicos unidos a una proteina y donde por regla general el
centro metalico es el corazén de dicho sitio activo.® Dado el inmenso numero de
proteinas conocidas, este trabajo debe forzosamente limitarse al estudio de un subgrupo
de las metaloenzimas. > En particular, esta monografia se aboca al estudio de las proteinas
de hierro-azufre, mismas que se encuentran en todos los seres vivos. Esta familia de
proteinas de ninguna manera es la tnica que cuenta con estos atomos en el sitio activo ya
que ambos son componentes cruciales de una gran gama de proteinas con diferentes

funciones. Una familia importante de metaloenzimas que comparte al azufre como un



miembro importante del sitio activo es la de las metalotioneinas, una superfamilia de
proteinas de bajo peso molecular y ricas en complejos de zinc, cobre, cadmio o mercurio
con cisteina (hasta un 10% de su peso proviene del azufre).” Asimismo existen
numerosos ejemplos de metaloenzimas que cuentan con hierro como atomo principal en

su sitio activo; entre ellas esta la bien estudiada metano monooxigznasa.’

Los cumulos hierro-azufre juegan un papel indispensable en los procesos de
transferencia de electrones (ferrodoxinas [Fe,;S;] y [FesSs]). catalisis (aconitasa),
deteccion de hierro (proteina reguladora de hierro), y estructura (endonucleasa III).
Aparecen como componentes transportadores de electrones en enzimas (sulfito reductasa,
formiato deshidrogenasa, nitrato reductasa bacterial), asi como en enzimas con multiples
subunidades como son las nitrogenasas e hidrogenasas, el complejo I (NDH

deshidrogenasa), y los complejos citocromo bcl-Rieske y b6f-Rieske.’

El objetivo de este trabajo es hacer una revisiéon de los reportes publicados
principalmente entre los afios 2000 y 2005 que traten sobre estos complejos de hierro-
azufre, cimentandose en los trabajos inmediatamente anteriores a 2stos afios que se crean
estrictamente indispensables para contextualizar los avances de estos cinco afios en el
trabajo de las ultimas décadas. Un propdsito adicional es el de aumentar el limitado
numero de de trabajos disponibles en idioma espafiol que versan sobre este tema. El
principal criterio considerado para la organizacién del material es estructural, pues se
clasifica el trabajo que trata de los sistemas involucrados en una progresiéon de cimulos
[Fe.Sx(L)y] a partir de [Fe(L)4] y hasta [FesSa(L)4], donde S son zrupos sulfuro unidos a
uno o mas atomos de hierro (formando en la mayoria puentes Fe-S-Fe) y L son los
ligantes terminales. Asi entonces se refiere en adelante como Fe,S, a la porcion del
cumulo central de los modelos con hierro como Unico 4&tomo unido a azufre sin referirse a
los atomos de azufre que pueden llevar los ligantes terminales L. figura 1. Se excluye
todo lo relacionado con los modelos de mayor nuclearidad como son aquellos del
cofactor FeMo (Fe;SgMo) y los cumulos P de la misma enzima (F23So): se consideran en
el ultimo apartado sin embargo modelos de enzimas que contiener: al cimulo [FesS4] con

puentes de azufre a otras subunidades con metales de transicion. Se ha procurado incluir,



ademas del conter-do de interés para el quimico inorgéanico, referencias a la literatura con

un enfoque princiralmente bioquimico, tanto funcional como estructural.
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Figura 1. Modelos inorganicos de los sitios activos de las enzimas Fe-S con nimero variable de iones
hierro y grupos sulfuro puentes.




Rubredoxina [Fe]

Funcion

Las rubredoxinas son proteinas pequefias, dentro de un rango de tamafios de 45 a 55
aminoacidos, que como su nombre lo indica presentan propiedades redox. Hasta el
momento se han purificado y caracterizado méas de una docena de este tipo de
metaloenzimas, pero Unicamlente se han encontrado en anaerobias estrictas (para
sobrevivir deben residir en ambientes libres de oxigeno) y en algunos organismos que
pueden considerarse microaerofilos (residen en ambientes pobres de oxigeno). Todas
ellas contienen dos motivos -dos patrones invariables de aminoacidos en una proteina con
una determinada funcién- con cuatro cisteinas cada uno que coordinan conjuntamente un
atomo de hierro a través de los azufres de su radical alquilico. La rubredoxina de
Pyrococcus furiosus es quizd la mejor estudiada de su tipo, contandose con
caracterizacion estructural en disolucién por resonancia magnética nuclear (RMN), asi

como en estado sélido por cristalografia de rayos X con una resolucion de 0.95 A

La funciodn fisiologica de la rubredoxina no ha sido establecida inequivocamente,
pero se ha propuesto que opera en la transferencia de electrones hacia la superdxido
reductasa (SOR), misma que reducé el 16n superdxido a perdxido de hidrégeno.® La
cinética de sus funciones redox ha demostrado que es capaz de donar electrones a SOR

con NADPH como fuente de equivalentes de reduccién.”'O!!

Sintesis de los modelos inorganicos

Los anéalogos del sitio activo de esta enzima fueron de los primeros en sintetizarse por su
facilidad de preparacién en 1975, cinco afios después de la determinacidn cristalogréafica
de la estructura prdteica. Por lo mismo, la mayor parte del trabajo fue realizado a lo largo
de las siguientes dos décadas y media, y no caen en el periodo sujeto a analisis. Sin

embargo, es importante para el resto del trabajo iniciar por éste, el mas simple de los



modelos estructurales de las enzimas hierro-azufre. De esta manera, mas adelante, se
estard en una mejor posicidn para generalizar el tipo de reacciones y propiedades
observadas en centros mas complejos partiendo desde estos ejemplos mas simples. A
continuacion se resume lo encontrado en el trabajo representativo de Millar, Kock. et al..
las referencias ahi mencionadas y las principales contribuciones posteriores.'~ ' Se

. .. . y 1. . ~ - o 14
incluyen asimismo los trabajos de los tltimos cinco afios sobre metalociclopéptidos. ™

La forma reducida de la enzima puede ser modelada pof los tiolatos de hierro
sintetizados segun la reaccion 1, llevada a cabo en metanol o etanol. En contraposicion
con la reactividad usual de Fe(III) con tiolatos que lleva a los productos redox disulfuro v
Fe(Il), como se ejemplifica en la reaccion 2, la rubredoxina en su forma oxidada es
aislada como un complejo estable de Fe(Ill) con cuatro tiolatos. La sintesis de complejos
que modelen este estado oxidado no es tan facil, pues la oxidacién controlada de los
modelos reducidos solo lleva a especies inestables que rapidamente se descomponen en
disolucion. Sin embargo, una ruta sintética general para la elaboraciéon de una gran
variedad de especies estables con ligantes tiolato ha sido encontrada donde la protonacién
de ligantes fenolato con exceso de tiol origina productos con Fe(Ill) estables, de acuerdo
a la reaccién 3. El complejo fenolato inicial es dificil de reducir (Ey;; = -1.30 V) por los

tiolatos logrando ser estabilizado hasta el paso final de sustitucion.

FeCl, + 4RS™ — [Fe(SR),J™ +2CI° | (1)
2Fe(II]) + 2RS" — 2Fe(I) + RSSR (2)
[Fe(OPh),]” +4RSH — [Fe(SR),]” +4PhOH (3)

Estructura de los modelos

Del gran numero de estructuras de rayos X, tanto de proteinas, como de analogos, la
caracteristica principal es la preferencia por la geometria tetraédrica del Fe(ID).(I1II)
tetracoordinado con ligantes de campo débil; aunque la comparacion de los parametros
estructurales incluye datos tomados a diferentes temperaturas y con diferentes margenes
de error, las distancias de enlace Fe-S se encuentran consistentemente entre 2.25-2.31 A

para Fe(I1l) y 2.29-2.39 A para Fe(II).

~~1
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Figura 2. Las distancias de enlace en el centro hierro-azufre de C. pasteurianum: intervalos de las
distancias encontradas para anlogos de la rubredoxina en ambos estados de oxidacién [A].

,

E] znalisis de este conjunto de datos estructurales indica que surgen desviaciones
de la simeTia tetraédrica. Los compuestos de Fe (II) {EtsN][Fe(SMe)s], (PralN][Fe(SEt).]
y [PhsP]> 72(SCeHs)s] pertenecen al grupo puntual D24, con una unica longitud de enlace
y dos angilos S-Fe-S diferentes. Por otra parte, los compuestos de Fe(IIl) muestran
distorsionss dispares entre si. formando compuestos con simetrias diferentes aproximadas
a Si, C) v Ci. Los datos estructurales de los modelos muestran distorsiones de la
geometria -2tracdrica 1deal e indican que dichas distorsiones no son exclusivas de los
sistemas b:ologicos. La diferencia consiste en lo siguiente: en moléculas pequefias las
desviaciorss de la geometria ideal observadas generalmente se atribuyen al efecto de las
fuerzas de empaquetamiento cristalino. mientras que en sistemas enzimaticos dichas
desviacionzs generalmente se deben a efectos similares pero dentro de la misma
estructura “srciaria de le proteina. Como es evidente en la figura 1, a lo largo de este
trabajo se sncontrard qus la geometria del hierro en todas las protinas v en los modelos
manifiesta Jicha esterecquimica tetraédrica o tetraédrica distorsionada. como en los
modelos ¢z la rubredox:na. A diferencia de la distribucién de las distarcias Fe-S para
ambos estz20s ¢2 oxidacion, la variacidén en los angulo S-Fe-S de los modelos Fe(Ill) es
bastante grznde. entre 97 v 114 °. La gran variac:on en la magnitud de Jos angulos cobra
mavor imp:rtancia en vista de que los cumulos Fe(Ill) de engen biolozico se pueden
considerar :>dos con simzatria Dy4, con una dispersidn discreta 2n sus dos angulos: de 101

all6°yd: 09 2114° "~



Reactividad y propiedades

Las reacciones de mayor importancia realizadas por los analogos son las reacciones
redox, especificamente la reaccion 4, donde la tendencia en los potenciales medidos
concuerda con aquella esperada, es decir, haciéndose mas positiva al aumentar la
capacidad electroatractora del grupo unido al azufre coordinado: cuando R es,
Ph>CH,CONMe,>2,3,5,6-MesC¢H>0-0xil>Et>"Pr (en acetonitrilo). Observandose que
con frecuencia son reacciones reversible en disolventes aproticos. Algunos de los
péptidos con cisteinas (metalociclopéptidos) muestran potenciales mucho mas positivos
que aquellos de los complejos de tioles alifaticos, como por ejemplo el potencial del par
[Fe'l'(Z—Cys-Pro—Leu—Cys-Ome)z]'/[Fe”(Z—Cys—Pro-Leu—Cys-Ome)z]2' de -054 V
comparado con el potencial mas positivo de los complejo con tiolatos alifaticos,
[Fe'"(SEt),]/ [Fe"(SEt),]* de -1.08 V. El desplazamiento muestra la direccién esperada,
ya que los puentes de hidrogeno intramoleculares del metalociclopéptido deberian

estabilizar la especie mas reducida al ayudar a distribuir la carga negativa adicional.'

[Fe(SR), ] +e™ — [Fe(SR), [ (4)

Existen semejanzas entre los espectros de UV-visible, ademas de las similitudes
entre los potenciales de reduccién de los metaloenzimas y los modelos inorganicos. La
similitud indica que las propiedades electrénicas de las proteinas en su estado nativo
reducido y oxidado, Fe(Il) con configuracion e’ty’ y Fe(Ill) con configuracién e’t,’,

respectivamente, estan siendo fielmente reflejados en los modelos.

Ferrodoxinas vegetales, Proteinas Rieske [Fe;S;]

Funcioén
Las reacciones de transferencia de electrones son ubicuas en los sistemas bioldgicos.
Algunas de las proteinas de hierro involucradas en este tipo de reacciones pertenecen a la

familia de la ferrodoxina. Las ferrodoxinas son proteinas pequefias transportadoras de

electrones que contienen cimulos ya sea del tipo [Fe;S;] —generalmente en plantas y



Reactividad y propiedades

Las reacciones de mayor importancia realizadas por los analogos son las reacciones
redox, especificamente la reaccién 4, donde la tendencia en los potenciales medidos
concuerda con aquella esperada, es decir, haciéndose mas positiva al aumentar la
capacidad electroatractora del grupo unido al azufre coordinado: cuando R es,
Ph>CH,CONMe,>2,3,5,6-MesC¢H>0-0xi1>Et>'Pr (en acetonitrilo). Observandose que
con frecuencia son reacciones reversible en disolventes apréticos. Algunos de los
péptidos con cisteinas (metalociclopéptidos) muestran potenciales mucho mas positivos
que aquellos de los complejos de tioles alifaticos, como por ejemplo el potencial del par
[Fe'(Z-Cys-Pro-Leu-Cys-Ome),] /[Fe"(Z-Cys-Pro-Leu-Cys-Ome),]>  de -0.54 V
comparado con el potencial mas positivo de los complejo con tiolatos alifaticos,
[Fe"'(SEt)s]7 [Fe'(SEt)]* de -1.08 V. El desplazamiento muestra la direccién esperada,
ya que los puentes de hidrégeno intramoleculares del metalociclopéptido deberian

estabilizar la especie mas reducida al ayudar a distribuir la carga negativa adicional. 4

[Fe(SR), ] +¢” — [Fe(SR), [~ (4)

Existen semejanzas entre los espectros de UV-visible, ademas de las similitudes
entre los potenciales de reduccidén de los metaloenzimas y los modelos Inorganicos. La
similitud indica que las propiedades electrénicas de las proteinas en su estado nativo
reducido y oxidado, Fe(Il) con configuracién e’ty’ v Fe(Ill) con configuracién e’t,’,

respectivamente, estan siendo fielmente reflejados en los modelos.

Ferrodoxinas vegetales, Proteinas Rieske [Fe,S;]

Funcion
Las reacciones de transferencia de electrones son ubicuas en los sistemas biologicos.
Algunas de las proteinas de hierro involucradas en este tipo de reacciones pertenecen a la

familia de la ferrodoxina. Las ferrodoxinas son proteinas pequefias transportadoras de

electrones que contienen cimulos ya sea del tipo [Fe;S;] —generalmente en plantas y



animales- o del tipo [FesS4] (y algunos casos reportados de [Fe;S4]) —generalmente en
procariotes.lS De estas variedades, la primera contiene solo un cumulo dinuclear, v la
segunda uno 0 mas cumulos tipo cubano [FesS4]. Ambos tipos de cumulos estan unidos
covalentemente a sus proteinas por enlaces Fe-S entre los atomos de hierro del cumulo y
los atomos de azufre de cuatro residuos cisteina.'® La ferrodoxina se acopla a la
flavoenzima ferrodoxin:NADP" reductasa (FNR) en la transferencia de electrones

fotosintética.

Las ferrodoxinas encontradas en plantas contienen los cumulos [Fe;S;] como
cofactores en una cadena polipeptidica de entre 93 y 98 amino 4cidos, confiriéndoles un
peso molecular de aproximadamente 11 kDa.'” Este tipo de enzimas es el aceptor
terminal de electrones del Fotosistema 1 y reduce la FNR por una transferencia de
electrones secuencial. Los electrones son empleados por la reductasa para catalizar una
de las conversiones de energia mas importantes en biologia: la reduccién de NADP a

NADPH, el agente reductor mas importante en las células, reaccidn 5.

2Fd ., + NADP* + H* —~2 5 2Fd_ + NADPH (%)

Las proteinas Rieske son del tipo [Fe,S,]; sin embargo, a diferencia de las
ferrodoxinas veget.ales solo uno de _Ios atomos de hierro estd ligado por dos azufres
pertenecientes a cisteinas, mientras que el otro estd unido a dos nitrégenos con
hibridacién sp® de dos residuos histidina. '® Esta diferencia estructural les confiere
también potenciales de reduccién que pueden llegar a ser considerablemente mas
positivos, en comparacién con los potenciales de los centros coordinados a 4 cisteinas
cuyos potenciales caen entre —0.45 y -0.25 V."> Existen dos tipos de proteinas Rieske:
proteinas de potenciales altos que se reducen entre +0.15 y +0.49 V y se encuentran ¢n
los complejos de translocacion de protones en la cadena fespiratoria y fotosintética que
crean un gradiente de protones a través de membranas. El segundo tipo de proteinas
puede ser encontrado en complejos citocromo bcl y b6f, ademas de sus homdlogos

archaea sin citocromos tipo ¢ involucrados en la oxidacion del quinol.

10



Tabla 1. Geometria del citmulo [Fe,S,|Cys, de ferrodoxinas vegetales.
Distancias de enlace [A] y angulos

Enzima ITES] Fe-Fe [A) [°] maximos y minimos Ref.
Fe-uS Fe-Cys Fe-S-Fe

B. taurus 5 2.25 2.31 78.66
Ferredoxin-NADP(+) reductasa 2.30 =76 2.16 2.20 76.47 20
Z. mays 5 2.23 2.60 74.77
Fd:Fd-NADP" reductasa 259 270 2.18 2.50 7660 2!
A.sp.pcc 7119 2.27 2.33 76.77
Fd-NADP" reductasa 2.38 274 2.18 2.10 7500 22
A. cinetobacter 1.50 269 2.21 241 75.61 23
Benzoato Dioxigenasa Reductasa - 2.18 2.25 75.75
F. aeolicus 2.24 2.34 75.79

.
[FeS,] tipo tioredoxina 150 273 220 . 227 7567 2
H. sapiens + 2.00 27 2.24 2.39 74.70 25
Ferroquelatasa ) 2.22 2.30 74.10
T. vaginalis 5 2.25 2.44 74.79
Ferrodoxina 2.20 2.72 2.24 2.21 7412 2®
W. succinogenes 222 2.11 76.23
Fumarato Reductasa 3.10 2.68 2.16 . 2.08 7446 27
E. coli " 2.23 2.32 93.34
Biotin Sintasa 340 323 2.22 227 o325 8
O. carboxidovorans 2.26 2.35 75.20

2
CO deshidrogenasa 150 272 2.21 2.30 74.72 29
C. hydrogenoformans 115 3 66 2.30 2.30 71.37 30
CO deshidrogenasa ' - 2.26 2.28 70.69
H. Pseudoflava ' 2.25 2.30 74.86
CO deshidrogenasa 2.25 272 222 227 7465
P. Putida 86 2.30 2.44 75.58

2
Quinolin 2-oxidoreductasa 1.80 2.70 2.18 2.30 74.05 32
R. capsulatus 2.31 2.34 75.63
Ferrodoxina Vi 2.07 2.71 2.24 2.18 7473 3
R. capsulatus 2.18 - 217 82.19
Xantin deshidrogenasa 2.70 282 2.11 2.07 82.05 34
D. gigas 5 2.26 2.35 74.97
Aldehido oxidasa .28 270 2.20 2.27 73.09
T. aromatica 2.29 2.56 75.30

2
4-hidroxibenzoil-CoA reductasa 1.60 2.74 223 2.25 74.38 36
L. lactis 2.30 - 2.33 79.19

2
Dihidroorotato oxidasa 210 2.82 2.20 2.10 7761 37
Synechocystis Pcc 6803 5 225 2.37 74.21
Ferrodoxina 1.80 2-68 2.20 2.24 73.92 %

Las proteinas Rieske de potenciales bajos se reducen entre —0.15 y —0.5 V vy han sido
encontradas en un grupo de oxigenasas terminales archaea, asi como en ferrodoxinas

., 1 39
solubles con la funcién catabdlica de compuestos aromaticos.
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Tabla 2. Geometria del camulo [Fe;S,]Cys,His, de proteinas Rieske de hierro-azufre.

Res Distancias de enlace |A| y angulos [°] maximos
Enzima |3‘|. Fe-Fe [A] y minimos Ref.
] Fe-uS Fe-Cys- Fe-His Fe-S-Fe
S. acidocaldar.s 2.27 2.35 2.10 73.94
SoxF Il 2.72 2.26 233 2.08 7386 40
T. thermophilu: 3 5 69 2.26 2.32 2.11 74.89 5
Proteina Riesk: . : 2.20 227 2.05 73.67
B. cepacia 2.18 2.30 2.08 75.08
Fd tipo Rieske 1.60 2.65 2.16 2.28 2.07 7477 M
S. cerenvisiae 5 2.18 2.24 2.10 86.14
Cytbe] 2.3 2.93 2.12 224 2.10 85.33 42
S. cerevisae N 2.19 2.22 2.10 84.95
Cytbc 2.30 2.92 2.13 2.21 2.07 84.87 43
B. Taurus . 2.20 2.61 2.72 76.02
Cytbe) 2.40 2.70 2.19 2.32 2.03 7503 44
Rhodococcus RHA1 27 5 68 2.22 2.31 2.22 75.96 45
BphAtA2 2.18 2.28 2.06 75.49
Pseudomonas 2.20 268 ’ 2.22 2.28 2.08 75.42 46
NDOS ' 2.17 2.17 1.89 74 45
C. reinhardtii . 2.25 2.13 74.58
Cyt b67 3.10 2.70 2.20 2.1 2.01 7442 Y
M. laminosus 2.24 2.32 2.28 75.05
Cyt byt 3.00 272 2.18 2.32 2.25 77.17 48
P. resinovoran: 2.25 2.32 - 216 74.24
CARDO 1.90 2.68 2.22 2.25 211 7336 4
E. coli . 2.28 2.26 76.52
SuDH 2.60 2.74 217 2.25 7493 0
A. faecalis 2.28 2.30 2.12 75.67
Arsenito Oxidasa 1.64 2.76 2.22 2.25 2.08 7549 O

CARDO: Carbazo: . 9A-Dioxigenasa; SoxF: Proteina hierro-azufre Rieske I[; BphA1AZ: difenil dioxigenasa; AdSS:Adenilosuccinato
cintaza, NDOS: NMN:7alen 1 2-Dioxigenasa

Es de notar la versatilidad de las enzimas que contienen estos cumulos [Fe;S;] al
verse involucradas en cadenas redox ¢on muy variadas funciones debido al gran intervalo
de potencialss redox que presentan. La manera en que estos dos tipos de cimulos se
acoplan parz la formacién del gradiente de protones a través de la membranas de las
mitocondrias v en muchas bacterias, comienza con el movimiento de los electrones hasta
O,. El movirziento de electrones parte de NADH, succinato, u otro donador de electrones
a traves de cuatro complejos respiratorios, de los cuales el complejo enzimatico central
contiene citozromos b, ¢/ 6 f'y una proteina Rieske. A lo largo de la cadena respiratoria
el dioxigenc es reducido a agua, y la energia libre desprendida de este proceso es
almacenada zn forma de ATP.” Por otro lado, los complejos b6f en cloroplastos y
clanobacterizs transportan electrones en la cadena fotosintética responsable del

desprendimicnto de oxigeno.
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La relevancia de este tipo de metaloenzimas con centros [Fe,S,] es evidente no
solo por la importancia de las reacciones descritas, sino que también se ve reflejada en el
gran numero de ellas que han sido aisladas y cuya estructura ha sido determinada tan solo
en los ultimos afios, Tablas 1 y 2, donde se encuentran los datos provenientes de la
determinacién con mejor resolucidn para cada proteina. Estas tablas estan divididas en
cumulos que tienen cuatro residuos de cisteina o dos cisteinas y dos histidinas. Como es
de esperarse, en estas tablas se observa una gran semejaza en los parametros estructurales

entre ambos tipos de cumulos [Fe;,S,].

Sintesis de los modelos inorganicos

La sintesis de andlogos de esta enzima se reduce primordialmente al modelaje de Fdox
como consecuencia de la mayor estabilidad ante la oxidacion de los centros [F6282]2+. A
diferencia de las reacciones 1 y 3 donde se obtiene un modelo partiendo de un cloruro de
hierro (II) o un alcéxido de hierro(III), las reaccién andloga haciendo uso de cloruro de
hierro(III) no es eiitosa resultando en la formacién de productos tetranucleares que, sin
embargo, son utiles para el modelado de metaloenzimas [FesS4] (vide infra). En cambio,
se obtienen mejores resultados si se parte de tetratiolatos de hierro, recayendo la funcién

de reductor en Fe(II), el tiolato o en ambos, como se puede ver.en las reacciones 6 y 7. >3
2[Fe(SR), [~ +2S — [Fe,S,(SR), | + RSSR +2RS" (6)

2[Fe(SR), | +2S — [Fe,S,(SR), [ + RSSR (7)

También se han reportado reacciones de sustitucion, reaccién 8, con muy buenos
rendimientos cuando el ligante a sustituir es un tiolato alifatico por uno aromatico. De
hecho, la reaccién 8 presenta rendimientos cuantitativos, si el equilibrio es desplazado
por eliminacion del tiol alifatico de la mezcla de reaccidén o por adicion de exceso de

R'SH.

[Fe,S,(SR), ]~ +4ArSHS[Fe,S, (SAr), |~ + 4RSH (8)
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Otra reaccién util para el aumento en las posibilidades de sustitucién ce los
grupos RS™ requiere de un paso intermedio en el cual se hace reaccionar inicialmente
[FeZSZ(SR)4]2' con un halogenuro de hidrégeno para conservar el nicleo [FezS;]z— v
conseguir la sustituciéon de los grupos SR con X, reaccién 9. Posteriormente los
halogenuros se pueden sustituir mediante la reaccion 10 para dar un analogo con nievos
grupos R'S". Adicionalmente las reacciones 11 y 12, similares a 10, incluyen ligantes con
atomos donadores diferentes a azufre. La reaccién 11 es particularmente eficiente para ¢]
desplazamiento de cloruros por fenolatos, mientras que ia reaccién 12 constituyz una

variacion que emplea ligantes bidentados mixtos, LL' con diferentes atomos donadores en

cada extremo.

[Fe,S,(SR), [ +4HX — [Fe,8,X, [ + 4RSH (9)

[Fe,S,X, [ +4R'SH — [Fe,S,(SR), ]2" +4HX (19)
[Fe,S,X, [~ +4YR™ — [Fe,S,(YR),[™ +4X (11)
[Fe,S, X, [~ +4LL"* — [Fe,S,(LL), [* +4X - (12)

A pesar del desarrollo de la quimica de los cimulos [Fe,S;], hasta fechas recientes
no existian ejemplos reportados de este tipo de compuestos con amidas terminales hasta
que se logré sintetizar el cumulo con un donador azufre (tmtu = tetrametiltiourea) v un
nitrégeno en cada hierro, reaccién 13.>* También de reciente empleo es una reaccién para
obtener el producto de fisién simétrica de [FesS4]* por la interaccion con ligantes mono
o bidentados que dado que se realiza en fase gaseosa ha dado informacién de la estructura
electronica —por espectroscopia fotoelectrénica (EPE)- de lés compuestos libres de

interaccién con disolventes, reaccion 14.%% 367

2Fe[N(SiMe;,), ], + 25+ 2tmtu —> {Fe,S,[N(SiMe,), ], (tmtu),} + 2N(SiMe,);  (13)

[Fe,S,(SR), , L", [~ = 2[Fe,S.(SR), .L" T (n=0-4,x=0-2) (4

Estructura de los modelos

Recientemente el avance en la elucidacion de nuevas estructuras de modelos inorganicos

de tipo [Fe;S;] ha sido nulo, habiendo sido acumulada toda la informacién estructural en



afios anteriores.> Esta situacion es alin mé: notoria si se considera el creciente ntimero de
estructuras de proteinas que incluven este ;:umulo. En la tabla 3 se presentan parametros
geomeétricos de los cumulos de una proizina Rieske con el sitio activo [Fe-S,]*". una
ferrodoxina también en el mismo estado d: oxidacién, v una ferrodoxina con la mitad de
los cimulos en el estado [Fe,S,]*" v la otz en [Fe;S;] . En la misma tabla se encuentran
datos de un modelo en el estado [Fe,S;]*. lustrandose la buena aproximacion estructural
a los sistemas biolégicos. Sin embargo, ccmo se puede concluir de la recopilacién hecha

en las tabla 2, los cimulos en las metalopriteinas presentan mayores longitudes de enlace
Fe-S (2.66-2.82 A).

Tabla 3. Comparacion entre las geometrias de proteinas con centros [Fe;S2] y un anilogo.

Fe-Fe Distancias de enlace [A] ¥
Fuente Tipo Al ingulos [°] promedio
Fe-puS Fe-Cys Fe-His Fe-S-Fe
S. acidocaldarius Rieske 271 2.26 2.33 2.09 739
F. aeolicus Fdox 273 223 2.30 - 75.5
AnabaenaPCCT119®  Fd_, ., 2.7% 2.27 231 - 75.8
[FesS; (S-0-xyl),)**  Anilogo Fd,, 2.69 221 2.30 - 75.3

De una manera analoga a los sistemias de tipo [Fe(SR4)], en los sistemas [Fe-S;]
existen ligeras desviaciones de la simetrn:z ideal tetraédrica de los atomos Fe(Ill) para
formar la geometria romboédrica D»; en lcs cumulos de la mayoria de estas proteinas.53
Esta misma geometria también presenta disorsiones tanto en modelos como en proteinas,
la mas usual es aquella que las aproxime al grupo puntual C,, —destruccién del plano

. . , - ; 44
horizontal por el acercamiento de los atomc:s de hierros entre §f,2930451

A pesar de la similitud estrucrtmal conseguida con los cumulos [Fe;S-1*
sintetizados, se requiere de un mayor nume-o de datos esiructurales de proteinas de buena
resolucion, pues la mavoria de los datos hasta ahora obtenidos incluven desviaciones
estdndar suficientemente grandes para -—icer ambiguas las comparaciones con los
modelos. Tampocd es posible hasta el mcmento la comparacion estructural de centros
[Fe;S2]" pues, a pesar de que se tienen daic: bioiodgicos v se ha detectado la presencia de
los compuestos modelo en disolucion, la esiructura en estado solido de estos ultimos no

- - 1,6
se ha podido determinar.®%¢"¢
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Reactividad y propiedades

La reactividad principal del centro [Fe,S;] en enzimas es sin duda su propension a ser
oxidado/reducido secuencialmente, como se muestra en el esquema 1, que a la vez le

confiere una de sus propiedades mas importantes, que es su estado electronico.

[Fezsz ]2+ = [Fezsz ]+ 5 [Fezsz ]0

Esquema 1. Secuencia de oxidacién de los centros Fe,S,.

3

De estos tres estados aquellos de mayor importancia fisiolégica son el mono- y
dicatidnicos, pues aunque se ha detectado la formacidn de la especie neutra por reduccién
reversiblemente de una proteina in vitro con [Eu"DTPA], se duda de su importancia
funcional.®’ La prifner reduccién puede realizarse in vitro con ditionato de sodio o por
fotorreduccion en presencia de deazariboflavina/EDTA.®*¢!6? Esta cadena redox también
ha sido observada con los modelos sintéticos, donde los efectos de los puentes de
hidrégeno formados con el disolvente y el volumen de los tiolatos terminales influyen
importantemente en el comportamiento electroquimico. Como ya ha sido mencionado
anteriormente en la misma preparacién de [Fe,S;] se llega a obtener [FesSs]
especialmente cuando es posible el obtener [Fe,S;]" pues este tiene el mismo estado de

2+

oxidacién que [FesS4]°", especie de mayor estabilidad de entre los compuestos

tetranucleares y se obtiene espontineamente de la reaccion de dos moléculas

[Fe>S2(SR)4]™.

Recientemente un método basado en la espectroscopia de absorcion de rayos X de
complejos metélicos que cuantifica todos los orbitales aceptores vacios o parcialmente
ocupados con alguna contribucion de los orbitales p del ligante ha sido empleado para
proveer una medida de la covalencia del enlace ligante metal de proteinas de hierro y sus
modelos. ** De estos estudios se ha desprendido evidencia experimental suficiente para
afirmar que la covalencia del enlace entre los hierros y los sulfuros puente es mayor que
entre los hierros y los azufres terminales. También se concluyo que los potenciales redox

disminuyen al aumentar la covalencia total de los hierros del centro [Fe,S,], es decir, los
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potenciales disminuyen al pasar de sustituyentes terminales electroatractores hacia

aquellos electrodonadores.®>%

Las consecuencias en la espectroscopia de las proteinas y los analogos resultados
de los diferentes estados de oxidacién de los metales son claramente apreciables por
estudios de espectroscopia Mdssbauer y de resonancia magnética nuclear (RMN). De la
caracterizacién Mossbauer de la proteina Rieske «totalmente ferrosa», [FeZSZ]O, se ha
concluido que -los dos hierros ferrosos, S = 2, estan fuertemente acoplados
antiferromagnéticamente para dar un sistema diamagnético con multiplicidad S, = 0.5 A
pesar de que el ctimulo con el siguiente estado de oxidacién [Fe,S;]", representante de
Fd4, no puede ser comparado estructuralmente ccn analogos, presenta grandes
similitudes espectroscdpicas en solucién que indican uha semejanza estructural. Tanto
analogos como enzimas también se encuentran acopladas antiferromagnéticamente con
un espin de S; = 1/2 resultado de los centros con S = 5/2 y S = 2 que a una temperatura de
42 K se encuentra en un estado de valencia mixta Fe''Fe"."*® La mutacién de los
residuos cisteina por serina produce la diferenciacidon de uno de los cimulos en la misma
proteina, uno de ellos se mantiene con el estado basal S, = 1/2 pero el otro cambia a un
sistema con un par deslocalizado Fe*”*Fe™*, S, = 9/2. La transferencia electronica
intramolecular entre los dos hierros del cimulo S; = 1/2 aumenta al pasar de 4.2 K,
cuando los dos estados estan presentes en aproximadamente la misma proporcidn, hasta
200 K, donde el estado S = 9/2 esté; poblado aproximadamente al 90%.%® Concluyendo
con la descripcion de los complejos en esta secuencia de oxidaciones se tiene al estado
mas oxidado correspondiente a Fdyx y sus analogos, tienen dos iones Fe con S =52
acoplados también antiferromagnéticamente para dar un estado basal S, = 0 —estado
diamagnético- con estados excitados accesibles a temperaturas moderadas que son
responsables de espectros 'H RMN desplazados isotropicamente, al conferirle

propiedades paramagnéticas.(’8’(’9

' Para un sistema dinuclear los espines de los dos sitios hierro con espines S y S, pueden acoplarse para dar
un espin total S, con un valor entre | S-S, | a | S|+S, I en intervalos enteros. En lo que resta del texto no
se hara diferencia entre espines locales S;, pero si se continuara distinguiendo S,.
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Cumulos trinucleares, FesS,

Funcion

A la fecha se especula mucho sobre la existencia y relevancia fisioldgica de los cimulos
[Fe;S4] lineales. Una de las explicaciones de su presencia en sistemas bioldgicos puede
ser el rearreglo de cumulos hierro-azufre de tipo [Fe,S,] a [FesSs] como sefial de estrés
oxidativo o de cambios er la concentracion de hierro. De entre los cimulos [Fe;S,]
lineales detectados hasta el momento tan solo el ciimulo reconstituido de una proteina
recombinante ha sido obtenido bajo condiciones fisiolégicas sin evidencia de que ocurra
realmente in vivo.*® El resto de ellos han sido detectados en muchas proteinas in vitro,
formados a partir de [Fe;S:” cuboidal o de [FesS4] por perturbaciones a la estructura del
polipéptido.”™ Por estas razones, no se le ha asignado ninguna funcién a este tipo de
centros polimetalicos. La mayoria de los ejemplos de este tipo de cumulos ha sido

descrita en los ultimos cinco afios sin contar el onginalmente detectado en 1984, tabla
4.7

Tabla 4. Enzimas donde el cofactor [Fe;S4] lineal ha sido formado y cuya estructura
ha sido determinada en los filimos 5 afios.

Fuente Proteina Método de Detalles de sintesis Ref.
deteceion

T. thermophilus Ferrodoxira 72

S. acidocalarius Ferrodoxira UV-visible Desnaturalizacion con 73

pH > 8.6; GuHCI, GuSCN*
A. ambivalens  Ferrodoxira UV-visible, RPE Degradacion pH=10, GuHC! 74

R. marinus Ferrodoxir.2 75
H. sapiens [RP1° RPE, EXAFS Reconstituido 75
E. coli PFL-AE Mdssbauer Antes de ser reducido 76
*GuHC! = clorhidrato de guanidina. GuSCY = tiocianato de guanidina. IRP1 = proteina reguladora de hierro 1. ¢ PFL-AE = enzima

activadora de piruvato fouato-l:zsa.

Los cumulos cuboida’es [FesS4], al igual que los de tipo [Fe;S,] y [FesSs], forman
parte de cadenas redox en c:versas enzimas y se encuentran siempre acompanados por
otros centros redox. Es mzs. en algunas proteinas los ctimulos [FesSs] pueden ser

facilmente convertidos a [Fe:S;] bajo condiciones oxidantes.®? En la tabla 5 se compilan
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las estructuras determinadas por difraccion de rayos X en los ultimos afios de las

oxidoraductasas que incluyen este cofactor.

Tabla 5. Enzimas con el cofactor [Fe;S;] cuboidal cuya estructura ha
sido determinada en los limos 5 afios. '

Fuente Enzima Res [A] Ref.
A. brasiiense Glutamato sintetasa 3.0 77
Svnechocvstis PCC 6803  Glutamato sintetasa 2.8 78
E. coli Succinato deshidrogenasa 2.6 50
E. coli _ Aconitasa bifuncional 2.4 79
E. coli . Nitrato reductasa 2.2 80
W. succinogenes Quinol:fumarato reductasa 2.2 81
P. furiosus FesS4 Ferrodoxina 1.5 82

Sintesis de los modelos inorganicos

La sintesis de los ctimulos [Fe;S,]" lineales precedié su deteccidn en sistemas bioldgicos
manipulados in vitro.®* Los primeros modelos del tipo [FesS4(SR)4]" fueron reportados en
1982 y diez afios después fue reportado por el mismo grﬁpo de investigacidn el ultimo
ejemplo conocido; de esta familia de compuestos solamente se ha determinado la
estructura en estado so6lido de uno de ellos. Aun mas complicada, a juzgar por la
existencta de tan solo un ejemplo, ha sido la sintesis de cbmpuestos del tipo [FesS,]°
cuboidales. De hecho solamente se ha reportado la sintesis de un complejo en este estado
de oxidacidn, mismo que afortunadamente ha sido caracterizado estructuralmente. ®
Ninguno de los reportes sobre los compuestos anteriores cae dentro del periodo a
considerar en este trabajo, pero tal como en el caso de la rubredoxina forman parte
esencial del recuento. La descripcion del centro cuboidal adquirird ain mayor

importancia al final de la recopilacidn para la extensiéon hacia compuestos inorganicos

mas complejos.

E! primer paso para la sintesis de los compuestos lineales es la obtencién de
[Fe;S;(SEt)‘;]} nmediante el método mostrado en la reaccion 16. El producto es también la
materia prima pera los demas modelos que se obtienen por la sustitucion de los ligantes

EtS por ArS’, reaccidn 17.
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3[Fe(SEt), [~ +4S — [Fe,S, (SEt), [ + 4EtS + ; (EtS), (16)

[Fe,S,(SEt), ™ + 4RSH — [Fe,S,(SR), [~ +4EtSH (17)

Para obtener el [Fe:S4] cuboidal se debié renunciar a la idea de unir los dtomos de
hierro a tiolatos monofuncionales, como se habia realizado con la mayoria de los
complejos sintetizados hasta entonces. La tnica ruta sintética exitosa requirid del empleo
de un ligante tridentado semirigido disefiado para unirse a una estructura polinuclear S;R,
A . El compuesto B se forma al insertar en A un cimulo tetranuclear por desplazamiento
del ligante con (BugN),[Fe;S4(SEt)s]. El desplazamiento sucesivo de diferentes ligantes
unidos al hierro en el apice superior de la esquema 2 lleva a la eventual pérdida de este

ién metalico y la obtencidn del cumulo deseado C.*%

SE R
l 2- 3
SH
/ I \s s .S
\ SN
S— Fe ,Fe\s 1ELNH)TIOV-SE - Fe NPALDTY
\ Px 2)(EtN)x(Meida)-THO" \ /8
(BugN)s[Fe S (SED,) 3)(EN);(Meida)/-[Fe(Meida)y]*"
. -
Sz= =23 s—< =3

stQ
Esquema 2 Reaccién para la obtencion del tinico ciimulo [Fe;S,]° cuboidal reportado, haciendo uso
del ligante S;R.

Reactividad y propiedades

1

Las distancias y angulos de enlace en el modelo estructural conocido concuerdan con
-aquellas del cumulo en un ambiente proteico, y se asemejan a su vez también a los de los
cimulos biolégicos y sintéticos de tipo [Fe;S,]>". Los espectros de Méssbauer de los
complejos lineales obtenidos indican la existencia de centros Fe(IlI) acoplados
antiferromagnéticamente para producir un estado basal con S; = 5/2. Estos compuestos
exhiben diversas ondas de reduccién que en voltamperometria ciclica parecen ser

irreversibles y de las cuales la primera es la del par [Fe3Sq]™0.%
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La configuracion electrénica de los cumulos [Fe;Ss] cuboidales se puede inferir
por comparacion con las propiedades magnéticas y redox de los modelos con las de las
proteinas: S = 1/2 en el estado [Fe;S4]; en [Fe3S4]°, el doble intercambio con S = 9/2 de

2.5+ 2.5+
"Fe

un par deslocalizado Fe se acopla antiferromagnéticamente con S = 5/2 del

hierro restante para dar S; = 2 correspondiente al arreglo de los tres metales.*’

La reactividad de ambos tipos de cumulos [Fe;S4] no esta restringida a esta
interconversion entre sus diferentes estados de oxidacién. De importancia sintética para
la obtencion de cubanos [FesS4] con sitios hierro diferenciados es el rearreglo de la
estructura lineal que acompafia la incorporacion de un cuarto metal al cumulo trimetéalico

para la formacién de [FesS4]*""

. El camino que lleva a cualquiera de los dos estados de
oxidacién del cubano implica un cambio de estado de oxidacién de los hierros en [FesS4]"
de estar todos en estado ferroso a pasar a ser una combinacion de estos ferrosos y ferricos.
Los agentes reductores pueden ser o el complejo metalico que se agrega, reaccion 19, o

los ligantes tiolato que se desprenden, reaccién 20.
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[Fe,S,(SR),[” +[ML,]— [Fe,MS,(SR),L, " +RS™ +(n-m)L (19)

[Fe,S,(SR),]™ +[MCL |~ — [Fe;MS,(SR),CI]™ +3CI™ + %—RSSR (20)

El complejo cuboidal conserva su arreglo inicial al unir otros metales para
completar el apice faltante de un cubano [FesS4] o un cubano heterometalico, que no
encuentra ningin homologo bioldgico a la fecha. Estas reacciones se deben a que el
cimulo cuboidal [Fe;S;]° es suficientemente nucleofilico como para unir metales en
diferentes estados de oxidacién, reaccién 21. Esta reaccién junto con aquellas 19 y 20
abre la posibilidad de la sintesis de los mismos fragmentos [FesMS,(S;R)L]* con centros
[FesMS,] en diferentes estados de oxidacion debido a los diferentes estados de oxidacién

de [Fe3S4] lineal y cuboidal.®

S S S M
RS Fl/\/FeXI:' M > S/é\s
—Fe [SR gl AN
D& SR N/l
S RS— Fe\Fle\ /Fe ~3R
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Ferrodoxinas bacterianas, HiPIP, [Fe4_S4]

Funcion

Como ya se ha mencionado, las ferrodoxinas son proteinas de hierro-azufre que median
la transferencia de electrones en una gran variedad de reacciones metabolicas. Estas
mismas funciones las cumplen también las proteinas hierro-azufre de altos potenciales
(HiPTP por sus siglas en inglés) pues, como después fue establecido, forman parte de la
misma familia (vide infra). Un grupo de ferrodoxinas llamiado de «tipo bacteriano»»
cuenta con un cumulo [Fe4S4] en el sitio activo. Estas ferrodoxinas bacterianas a su vez se
clasifican de manera mas especifica en subfamilias con base en la secuencia de sus
péptidos. La mayor parte de dichas enzimas conserva al menos un dominio que incluye
cuatro residuos de cisteina que mantienen unido el centro [FesS4]. A través de procesos
de evolucidn molecular de este grupo de proteinas bacterianas se han producido eventos
de duplicacion de genes entre secuencias, asi como de transposicion y de fusion,
resultando en la aparicién de proteinas con miltiples centros hierro-azufre. Existen por
ejemplo enzimas que cuentan con cumulos de tipo (2[FesSs]) asi como las
poliferrodoxinas, entre otras. En algunas de las ferrodoxinas bacteriales uno de los
dominios duplicados ha perdido una o més de las cuatro cisteinas conservadas. Esto ha
dado pie a la formacién de centros [Fe;S4] en lugar de a centros [FesS,], mientras que
otros dominios han incluso perdido sus propiedades de unién hierro-azufre.®” También se
han encontrado casos en los que el centro [FesS4] se conserva asi como algunos de los
residuos de cisteina, pero los restantes son substituidos por otros amino acidos, como lo
es el caso de un hierro unida a un aspartato, uno unido a u‘na histidina, o bien, dos hierros

16,91,92

unidos a glutamina. La cantidad y diversidad de funciones de las proteinas con

estos cumulos tetranucleares puede apreciarse en la tabla 6.

Sintesis de los modelos inorganicos

El predominio del cumulo [FesS4] dicationico se hace patente en la tabla 7 donde se da un

listado de los complejos sintetizados por primera vez o con fines analiticos en los ultimos
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Tabla 6. Enzimas que contienen el cimulo [FesS4] y cuya estructura ha sido

determinada en los ultimos 5 aiios.

Organismo Enzima Tipo Res. [A]  Ref.
Pelobacter acidigallici Pirogallol hidroxiltransferasa Oxidoreductasa 2.35 88
Desulfovibrio fructosovorans  Citocromo-c3 hidrogenasa Oxidoreductasa 1.83 89
Desulfovibrio vulgaris Citocromo-c3 hidrogenasa Oxidoreductasa 1.34 90
Clostridium aminobutyricum  Vinilacetil-CoA delta-isomerasa  I[somerasa 1.60 91
Sus scrofa Dihidropirimidin deshidrogenasa Transporte de 1.90 92
(NADP+) electrones
Escherichia coli Biotina sintetasa Transferasa 3.40 28
Archaeoglobus fulgidus Adenilsulfato reductasa Oxidoreductasa 1.60 93
Escherichia coli Coproporfirinogen III Oxidasa Oxidoreductasa 2.07 94
Carboxydothermus CO deshidrogenasa, reducida Oxidoreductasa 1.64 95
hydrogenoformans
Desulfovibrio gigas Formiato deshidrogenasa Deshidrogenasa 1.80 96
Thermus thermophilus Uracil-DNA Glicosilasa Hidrolasa 1.50 97
Bacillus thermoproteolyticus ~ [4Fe-4S] Ferrodoxina, oxidada Transporte de 0.92 98
. electrones
Escherichia coli Formiato deshidrogenasa Oxidoreductasa 1.60 99
Staphylococcus aureus MoaA Proteina de uniéna  2.80 100
ligante
Synechococcus elongatus Fotosistema I Fotosintesis 2.50 101
Azotobacter vinelandii Nitrogenasa Oxidoreductasa 102
Desulfovibrio vulgaris Proteina Cimulo Hibrido Desconocida® 1.25 103
Thermus aquaticus Ferrodoxina de siete hierros Transporte de 1.64 104
electrones
Carboxydothermus Acetil-CoA Sintetasa Oxidoreductasa 2.20 105
hydrogenoformans
E. coli RNA uridine méthlytransferase ~ Desconocida® 1.95 106

a Se conoce la reaccidén quimica realizada, pero no su funcién metabdlica.; MoaA proteina A de la biosintesis de molibdopterina.

cinco aifios. En total se han sintetizado alrededor de 100 compuestos de este tipo, de los
cuales aproximadamente el 75% de ellos cuentan con el cflr_nulo [Fe4S4]2+. Los métodos
de preparacidn, reacciones 19, 22-25, asi como la desproporcién de dos cimulos menores
[FesS,]", son de gran importancia no sélo para el estudio de centros dicatiénicos sino
también para la sintesis de centros [FesS4] en otros estados de oxidacién. Por ejemplo la
reaccion 22 se considera de autoensamblaje y hace uso de tiolatos como reductores.
Mientras tanto en la reaccién 23, también de autoensamblaje, se emplea al metal como
agente reductor. Mas alld de estas dos ultimas reacciones, aquellas utilizadas mas
frecuentemente para la sintesis de los compuestos presentados en la tabla 6 fueron las
reacciones de desplazamiento 24 y 25. La reaccién 25 exhibe mejores rendimientos si el

ligante a desplazar es un tiolato alquilico por uno de mayor acidez.
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Tabla 7 Preparacion y caracterizacién de modelos de ciimulos [Fe4S4]*

Centro Ligante Caracterizacion Ref.
[FesSa*Ls  S-2-(4-NO,)CsH5N Prep, UV, RMN, Eq, RX 107
SeCHj; Prep, IR, Rm, RX 108
CN Prep, RPE, Ms, Eq, RX 109
SCH,CH(OH)Me Prep, UV, RMN, Mx, RX 110
Eteres corona Prep, UV, RMN, Eq 111
Péptidos de cisteina. Prep, UV, RPE, Eq 112
N[Si(Me);] Prep, Eq, RX 54
cr KX, Ma 57,113
SEt* Ma : 57,114
Br® Ma 58
I Ma , 58
Smes KX 114
SBz KX 114
SPh KX 114
CHzCHzNMC} -Prep, E, NMR 114
4-NO,C¢H4 NMR, XR 115
4—NMC3C6H4 Prep, AS, E 115
4-Nbu,MeCgHy E, NMR 115
4-R3NCH,Cg¢Hy (R = Et, Bu) Prep, E, NMR 115
[FesSal*'LsL>¢  L=SEt, L’=SC,Hj EPE 115
L=SEt, L’= SC,HsOH EPE 116
L=SEt, L’=SC¢H,3 EPE 116
L=SEt, L= SC¢H,0H EPE 116
L=SEt, L’=SC;H2; EPE 116
L=SEt, L’=SC, H,,0OH EPE 116
L=A, Prep, IR, Ma, Mo, EPE, 116
L’={Fe;[CH3C(CH,S);](CO)s} Eq
L=A, L’=Ni(Lo-S;N,)" Prep, RMN, RX 117
L=A, L’=S(Et)[FesSa(A)] Prep, RMN,RX 118
L=A, L’=bdt* Prep, RMN 118
L=A, L’=[Ni(phma)] Prep, RMN, Mas 118
L=A, L’=SEt RMN 118
L=A, L’=0Tf RMN _ 118
L=A, L’=Cl RMN 118
[FesSa]'LsL> L=A, L’=SEt | Prep, RMN, Eq, Ms, RPE 118
L=A, L’=SPh Prep, RMN, Eq, Ms, RPE 119

“Ya sintetizado anterioremente, nuevo método por ionizacion de electrospray en fase gaseosa, ® Lo-S;N;=N.N -dietil-3,7-diazanonan-
1,9-ditiolato(2-), “bdt=bencen-1,2-ditionato, phma=N, N *-1,2-fenilenbis(2-acetiltio)acetamidato(4-), A=( S;R)
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4FeCl, +14RS™ +4S — [Fe_S,(SR), [~ +5RSSR +12CI° (22)

4FeCl, +10RS™ +4S — [Fe.S,(SR), [ +3RSSR +&CI" (23)
[Fe, S, X, +nRS - [Fe,S, X, (SR). | +nX" (24)
[Fe,S,(SR), " + nR'SH — [Fe,S,(SR), . (SR). " +nRSH (25)

Los cumulos [FesSs]®" fueron observados inicialmente por la oxidacién
electroquimica de sus analogos [FesS;]°", v posteriormente fue posible su sintesis por
oxidacién quimica, como se muestra en la reacciéon 26 (Cp = n’-ciclopentadienilo). De
manera similar, la reduccién quimica de [Fe;S4]*” requiere de agentes con potenciales
cercanos a -1.5 V para llevar a los cumulos al estado monocatiénico [FesS4]", reaccién 27.
Una ruta alternativa que no depende de la sintesis previa de un compuesto analogo en un
estado de oxidacién mayor es el que se muestra en la reaccién 28. El ultimo cimulo a
considerar es aquel con todos los atomos de hierro en estado ferroso, [FesS4]%, que
aunque se ha detectado primero por reduccién electroquimica y después como un

producto de reducciéon y sustitucion de [I:E:A;SA;(PR3)4]-+ , reaccion 29, nunca ha sido
19

aislado.

[Fe,S,(SR), [~ +[FeCp,]" — [Fe,S,(SR), | +FeCp, . (26)
[Fe,S,(SR), [ + NaC,,H, — [Fe,S,(SR),} +C,,H, + Na* (27)
4FeCl, + 7SR~ +4SH™ — [Fe,S,(SR), [~ +3HSR +8CI" + %Hz (28)
[Fe.S, (P'Pr,), J+ 2.'213i Pr,+ 4(Et4N)(sf>h) — [Fe,S,(SPh), '~ + productos (29)
Estructura

La estructura cuboidal idealizada de [FesS4] consiste en un cubo donde los &pices estan
ocupados de manera alternada por dtomos de Fe y S. Para describir las distorsiones del
cubo ideal es mas facil visualizar la estructura como un tetraedro de cuatro atomos de
hierro cuyo eje S4 es congruente con aquel de un segundo tetraedro formado por los

atomos de azufre, y por lo tanto, idealmente deberian tener los mismos elementos de
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simetria que T4. Todas las estructuras conocidas en estado sélido de proteinas y modelos
inorgénicos presentan distorsiones de la simetria ideal de dichos tetraedros, como se
puede observar en la figura 3; existe un unico registro de un cubano con simetria
estrictamente tetraédrica que pertenece al grupo puntual Ty, aunque los ligantes
terminales de los atomos de hierro son cloruros [Fe;S4Cl4]z', y por lo tanto no puede ser
comparado con aquellos que tienen tiolatos terminales. 1201 a mayoria de las estructuras
presentan una distorsién hacia una simetria D,, por la compresion o elongacion no
homogénea de los enlaces paralelos a uno de los ejes Ss, generando cuatro enlaces Fe-S

«cortosy y ocho enlaces «largos» (figura 4a), o viceversa, ocho enlaces Fe-S «cortos» y

cuatro enlaces «largos» (figura 4b).

RS, RS,
“ S Fe---"" S
F 1 \ SR
e N\ SR Nooos -/-\Fe P
S Fe /
S—i—Fe, .\
N \'I"SR S:\' --Fe : ISR
e Fe~---s
RS rs’
a b

Figura 3 Ejemplos de las distorsiones mis comunes en un cubano [Fe,S,]. Las lineas discontinuas
ilustran enlaces cortos.

Del gran nimero de estructuras de rayos-X disponibles de [FesS4]"*" se puede
proponer un intervalo de distancias hierro-tiolato terminal mayor a 2.28 A para los
cumulos monocatiénicos, 2.28-2.25 A para los dicatiénicos y 2.21 A para [FesSa]’",
definido por la unica estructura reportada. Se observa que, como es de esperarse, al
aumentar el estado de oxidacién de los centros metélicos las distancias Fe-SR disminuyen
debido a una mas fuerte interaccion electrostitica. Un parametro estructural
frecuentemente usado es el volumen del cumulo, sin embargo las conclusiones que se
pueden derivar de este tipo de anélisis deben tomarse con precaucioén dadas las diversas
maneras que se han propuesto para calcular dicho volumen. La conclusion general -cuyva
trascendencia es igualmente ambigiia- es que los cumulos parecen aumentar

aproximadamente entre 2 y 3% su volumen al reducir los cumulos del estado trivalente al

divalente.



Reactividad y propiedades

Histéricamente se observd como principal caracteristica de las metaloproteinas con
cumulos [FesSa] que existen dos diferentes tipos de comportamiento redox: uno en que la
conversion entre estados reducidos y oxidados tienen potenciales medios cercanos a -0.4
V respecto al electrodo normal de hidrégeno, ENH; la segﬁnda categoria comprende
aquellas con potenciales medios cercanos a 0.3 V, como las proteinas HiPIP. '*!
Posteriormente se reconocio, en parte con ayuda de los modelos sintéticos, que estos dos
grupos son proteinas de naturaleza muy similar que presentan una secuencia de
transferencia de electrones, esquema 3. Dichas transferencias se dan por el cambio en el
estado de oxidacién de [FesS4], con los cimulos de Fdox y HiPIP..q en el mismo estado
de oxidacion, sus parejas reducidas y oxidadas, y una tltima reduccién al estado [FesS4l%.
Se ha establecido que el ambiente proteico es el causante de la diferencia radical entre los
potenciales redox ejerciendo una influencia tan particular sobre el centro de hierro-azufre
que no puede ser igualada por los efectos de un solo ligante de azufre en los analogos, por

lo que no es posible modelar con un solo complejo toda la cadena redox del esquema
3 115

[Fe,S, [ /HiPIP, S[Fe,S, [ /Fd,, /HiPIP_5[Fe,S. [ /Fd, ,S[Fe,S, [/ Nit

Esquema 3 Secuencia de reduccién de los cimulos encontrados en Ferrodoxinas, HiPIPs y sus
andlogos. Nit corresponde a la proteina de hierro de la nitrogenasa.

Las reacciones en el esquema 3 resumen la reactividad de los modelos
tetranucleares que representan la principal caracteristica a modelar ademaés de ser uno de
los principales métodos sintéticos para los diferentes estados de [FesS4]. A pesar de que
la serie de interconversiones en el esquema 3 ha sido demostrada por métodos
electroquimicos, pocas veces se ha conseguido llevar a cabo fodas las reacciones redox
con el mismo sistema sintético, pues la reduccion y oxidacion terminales suelen ser
irreversibles. El gran numero de complejos conocido ha permitido modular los
potenciales de reduccién al variar los sustituyentes SR y alterar la covalencia del enlace,

pues al aumentar ésta los estados de oxidacion mas altos son estabilizados disminuyendo
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los potenciales de reduccién del sistema. ="' Asi, se han llegado a establecer intervalos
de potenciales de reduccion para los modelos: los potenciales de los pares redox
[FesSa] /[FesSs]"/[FesS4]® se encuentran en los intervalos -0.6 y -1.04/-1.42 y -1.8 V en
disolventes aproticos; los del estado mas oxidado, en cambio se encuentran alrededor de -
0.2 V."” Los compuestos de [Fe;S;]” son sumamente inestables con respecto a la
oxidacion: son sensibles a O- y facilmente descompuestos u oxidados por especies
préticas. El iltimo par redox en el esquema 3 [FesS4]"/Nit corresponde a la analogia que
se establece entre los cimulos descritos en esta seccion y el recientemente descrito de la
nitrogenasa de A. vineladii, mismo que representa el primer ejemplo de un cimulo
[FesS4] unido a una proteina en tres estados de oxidacién, El/z([Fe4S4]2+/+/0) =-031Vy-
0.79 V; el valor poco negativo del segundo potencial quiza se deba a la estabilizacién por

puentes de hidrogeno.'**

Las caracteristicas magnéticas v electronicas de las proteinas son fielmente
reproducidas por los modelos, como se ha determinado con base en los datos de
espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (RPE), y Mdssbauer. En el caso
de HiPIP,, y sus analogos, el estado S, = 1/2 es compuesto por el acoplamiento
antiferromagnético de dos pares de atomos de hierro, un par deslocalizado Fe''Fe'"' con S
= 9/2 y otro par loc.alizado Fe''Fe" con S = 4. Por su parte, tanto los proteinas HiPIPeq y
Fdex como sus complejos modelo presentan S, = 0 (apareamiento antiparalelo de dos
pares Fe'Fe'). diamagnetismo también observado en los espectros RMN, aunque
también se notan con esta técnica la presencia de estados .excitados a baja energia.
Adicionalmente, los espectros de UV-visible de los modelos inorganicos son sumamente
parecidos a los de HiPIP,eq v Fdox. Los modelos del ct’lmuilo [Fe484]+ Fdeeg, con S, = 1/2
concuerdan con su espectro de absorcion v tienen espectros RMN bien resueltos pero con
mayores desplazamientos isotropicos que aquellos del diémagnético [Fe484]2+ debido a
que el espin S; = 1/2 es el estado basal v no solo un estado excitado. No obstante, se
encuentran en la literatura otros estados de espin en los analogos [Fe4S4]°, observados
también en algunas de las moléculas biologicas: 1) la mayoria tiene el ya mencionado
estado basal S; = 1/2; 11) algunos contienen estados puramente S, = 3/2: o iii) se puede

tener una mezcla de estados S. = 1/2 y S. = 3/2. El cumulo en el siguiente estado de
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oxidacidn, el terminal en el esquema 3 [Fe4S4]O, tiene un estado basal con S, = 4, con es

. I . . -, - 68.85
de los espines Fe' paralelos y uno alineado en direccién contraria.

Mas alla de [FesS4]

La investigacion de los cumulos [FesS4] de ferrodoxinas y HiPIPs ha proporcionado
informacién suficiente para llegar a un grado de compfensién detallado de las
propiedades de los cumulos en el ambiente proteico. Los avances derivados de estos
estudios y de hallazgos recientes provenientes de los campos de biologia molecular = la
cristalografia de proteinas han estimulado a la exploracién de nuevos patrones de
coordinacién que van mas all4 de la sintesis con fines de reproduccién de propiedades
espectroscopicas. Esto incita a pensar que en €l futuro los proyectos sintéticos se

enfocaran a la obtencion de compuestos modelo que posean reactividad similar a la de las

metaloenzimas en cuestion.

[Fe;S,] unido a péptidos

Se han sintetizado recientemente complejos de coordinacién entre un cimulo [FesS:] y
polipéptidos disefiados, las llamadas «maquetas de ferrodoxina», por servir como
analogos estables y solubles en medio acuoso. Estas maquetas adicionalmente dan una
idea de las secuencias minimas de residuos necesarias para proporcionar estabilidad a los
ceﬁtros metalicos en un ambiente proteico. Existen dos métodos de preparacion, aguel
mostrado en la reacciéon 30 que constituye una extrapolacién de las reacciones de
sustitucion; el segundo método es el de reconstitueion, si‘rnilar al de las reacciones 22 0
28, wusando FeCls, NayS, un agente reductor y el péptido disuelto en una solucion
amortiguadora acuosa'?>''® En este ultimo método en el cual la secuencia de los péptidos
empleados para estos procedimientos, un polipéptido de 63 residuos para la sustitucion o

el polipéptido IGA (IGA: NH»-KLCEGGCIGCGACGGW-CONH,), es importante en la

reconstitucion.

[Fe,S,(SR), [~ + péptido — [Fé,S,péptido[” + 4RSH (30
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metaloenzimas en cuestion.

[FesS4] unido a péptidos

Se han sintetizado recientemente complejos de coordinacién entre un ctimulo [FesS:] y
polipéptidos disefiados, las llamadas «maquetas de ferrodoxina», por servir como
analogos estables y solubles en medio acuoso. Estas maquetas adicionalmente dan una
1dea de las secuencias minimas de residuos necesarias para proporcionar estabilidad a los
centros metalicos en un ambiente proteico. Existen dos métodos de preparacion, aguel
mostrado en la reacciéon 30 que constituye una extrapolacién de las reacciones de
sustitucion; el segundo método es el de reconstitueion, si}nilar al de las reacciones 22 o
28, usando FeCls, Na,S, un agente reductor y el péptido disuelto en una solucion
amoniguadora acuosa'>'"> En este ultimo método en el cual la secuencia de los péptidos
empleados para estos procedimientos, un polipéptido de 63 residuos para la sustitucion o

el polipéptido IGA (IGA: NH;-KLCEGGCIGCGACGGW-CONH,), es importante en la

reconstitucion.

[Fe,S,(SR), ™ + péptido — [Fe,S,péptido[™ +4RSH (30)



La secuencia de IGA contiene el patron Cys-(X);-Cys-(X),-Cys-(X)>-Cys
encontrado frecuentemente en ferrodoxinas y que ya ha demostrado promover una
reconstitucién eficiente del complejo. IGA-[FesSs] exhibe una reaccion redox
dependiente del pH consistente con los estudios electroquimicos de la ferrodoxina 1 de 4.
vinelandii. Los estudios por espectroscopia optica del complejo oxidado IGA-[FesS.]™" y

de aquel reducido por ditionito de sodio IGA-[FesSs]" son indistinguibles de los

prototipicos.'"”

Por otro lado, el péptido de 63 residuos, fue disefiado para formar una estructura
hélice-bucle-hélice, tal que dos residuos His puedan estabilizar un ion metalico que a su
vez se encuentre unidos al cimulo [FesS4] a través de un residuo Cys, ver figura 4a. Se
logré que el cumulo hierro-azufre se uniese unido a‘dos cisteinas, una de las cuales sirvio
ademas como puente a Ni"(N-Hys)."*® Se confirma asi la posibilidad de utilizar péptidos
disefiados como plantillas para estabilizar subunidades de complejos mas discretos y asi

modelar ensambles de mayor complejidad encontrados en metaloproteinas.

Metaloenzimas [Fe S,(S;R)]-SML

Durante el desarrollo de la quimica de los cimulos [FesSa4] v [FesSa] se produjo una
variedad de compuestos cuboidales que en la subestructura [Fe;S4] cuenta con todas las
aristas S y tres de las aristas Fe(SR) equivalentes pero un sitio hierro diferenciado: un
hierro unido a un ligante terminal diferente a SR, es decir [FesS4(SR)sL]. De estos
complejos con sitios diferenciados se tienen ejemplos como [Fe4S4(SEt)3(SCnH2nOH)]2',
tabla 6, sin mayor relevancia bioinorganica que la expansion de una base de datos
espectroscopicos.' '® En cambio, las reacciones de [FesMS4(S;R)L] estrechamente ligadas
con la reaccion 21, donde se incorpora un metal junto con su ligante al marco cuboidal
[Fe3S4] producen una cantidad considerable de compuestos cuboidales con sitios

diferenciados de mayor interés.'”’
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Figura 4 a) Estructura del cimulo A de la acetil-CoA sintasa y b) estructura del cimulo H de las
enzimas hidrogenasa.

En este caso los centros a modelar son aquellos relacionados con el metabolismo
d: CO, cimulo A, y el de H,, cimulo H. Estructuralmente, el cumulo A ha sido
n:odelado como un cumulo Ni-Ni-[FesS4] en el que un cubano [FesS4] es unido por un
azufre puente a la subunidad Ni-S;N;. El la cual elvr atomo de niquel proximal al cumulo
teranuclear presenta una geometria tetraédrica y el niquel distal una geometria cuadrada
p-ina, figura 4a. El cumulo H es un cumulo [Fe;S4] convencional con un puente
cisteidiml a un centro [Fe,S;] organometalico. En este subsitio organometalico cada
hierro se une a una molécula de monodxido de carbono y un ligante CN', y comparte a

manera de puente con el otro hierro del subsitio, un CO y dos atomos de azufre, figura

45.{27

El metabolismo de CO por la monodxido carbono deshidrogenasa/acetil CoA
sintasa (CODH/ACS) es mediado por uno de dos mecanismos: la oxidacién reversible
para formar CO, catalizada en el cimulo C; el otro mecanismo consiste en la reaccidén
reversible con la coenzima A y un grupo metilo para formar acetil coenzima A, catalizada
er el cuamulo A. La otra reaccién metabdlica a tratar es, la reduccién reversible de
protones a Hj llevada a cabo en las hidrogenasas. Se han aislado y caracterizado dos tipos

de hidrogenasa, la hidrogenasa niquel-hierro y la hidrogenasa de hierro, esta ultima es la

que contiene al cimulo H.'?1?°

Este afio han sido obtenidos resultados que se acercan a la formaciéon de un
aralogo del cumulo A. Para el autor, el reto de obtener un modelo del sitio A se

ccmpone de tres pasos; el primero es la sintesis de la subunidad planar Ni-S;N»; segundo
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es el aislamiento de un compuesto binuclear que conter.za el atomo piente, mantenga la
estructura plana de Ni-S;N, y contenga la geometria terz2drica en el ~uente: por ultimo,
el paso que ha demostrado ser mas dificil es la formaci:z del pusnte FesSs]-¢p>-SR)-Ni
con la estereoquimica deseada en el Ni(II) proximal, los -zsultades de zste ultimo paso se
muestran en el esquema 4. Una vez mas el uso del liczate rigico S:X. empleado en la
sintesis y reacciones del centro [Fe;S,] provee artificialrz2nte el sister-z diferenciado que
biolégicamente provee la proteina. Este ligante fac::ta reaccionss de substitucion
regioselectivas sobre el Fe no equivalente y a su vez permite el seguimiento de la
reaccion por RMN 'H por medicién de los desplaza—:entos ce los sustituventes del
tiofenilo coordinado. La sintesis del compuesto [FesS4]-NiS,N> con d:s ligantes planares

diferentes N1S,N» es delineada en el esquema 4.
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‘Esquema 4 Intentos en la formacion del prente de azufre < [Fe S,}-(p,-SR)-Ni.

Pese a que en los productos mostrados en el esquzma 4 no se ‘ogré la formacidén
de un puente [FesS4(S3R)]-(12-SR)-ML, la reaccidén c2, dos comp.zjos diferenciados
desiguales fue capaz de producir un puente (u-SRi. Es-te es I. prnimer ejemplo
demostrado cristalograficaemente de un puente tiolato a FesS4] en ausencia de cualquier
soporte. Esto puede indicar que el tipo de puentes c:seado es vizble aumque labil,
estabilizado por la conformacién de la proteina, lo cual requiere que :n futuros intentos
de modelado se establezca un vinculo entre la sut:nidad de n-auel y el cubano

. . 2
diferenciado.'?!
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Hasta principios de este afio la mas reciente monografia respecto a los modelos de
hidrogenasas habia sefialado la carencia de modelos funcionales o estructurales
precisosm, cuando el empleo de complejos con el ligante S;R ya mencionado produjo
una muy buena aproximacién al cimulo H, y demostré su funcionamiento como un
electrocatalizador para la reduccién de hidrégeno: la sintesis del primer cimulo
metaloazufrado involucrado en la catalisis de moléculas pequefias. La secuencia de
reacciones que fueron necesarias estd delineada ¢h el esquema 5. Las caracteristicas
importantes para la sintesis es la formacion del andlogo al subsitio de dos hierros, donde a
diferencia de ligantes mixtos tiolato/tioéter, el azufre del tioéster no es capaz de desplazar
al CO para coordinarse al Fe. La reaccién por 12 horas de este subsitio, [Fe;S,(CO)s] con
el complejo [FesSa(S;R)(SEL)] diferen.ciado en el hierro distal por el ligante SEt labil, da
el compuesto [Fe;S,(CO)s]-(n*-S)-[FesSa(SiR)].

[
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Esquema 5 Ruta para la obtencion de un analogo estructural y funcional del ciimulo H de la
hidrogenasa de hierro: [Fe,S,(CO)s|-(n2-S)-[FesS4(S;R)].

SHSH HS SHSH

A pesar de no contar con la estructura de rayos X del analogo del cumulo H. su
presencia fue establecida por los resultados de la espectrometria de masas, espectroscopia
IR y Mossbauer. Los datos provenientes de esta ultima técnica son consistentes con
cuatro posiciones diferenciadas de hierro, dos asociadas con el cubano diferenciado y dos

con los hierros distal y proximal al cubano del subsitio. Los parametros de Mossbauer,

Lo
Lo



son similares a aquellos atribuidos a los componentes del estado reducido de la
hidrogenasa de C. pasteurianum. Por Ultimo, el ciclovoltameperograma de [Fe;S,(CO)s]-
(Hz-S)-[FC4S4(S3R)] muestra que este electrocataliza la . reduccidon de protones,
desplazando la curva i vs. V de reduccién de protones por +200 mV respecto a aquella en

. . 117
ausencia del catalizador.
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Discusion

La quimica de los modelos de sitios activos de metaloenzimas hierro-azufre lleva ya 30
afos de desarrollo impulsada fuertemente por el grupo de Holm, quien sintetizé el primer
analogo y ha producido la mavoriz de los compuestos —nada méas que el 10% de la
literatura relacionada con ellos en los ultimos cinco afios y con aun mayor presencia en
las etapas iniciales de investigacion. No existe otra combinacién de un metal y nometal
que haya dado un numero de tipos estructurales como lo es el de hierro y azufre, con una
cantidad de compuestos que sobrepasan por mucho la centena. La metodologia sintética
que con 2 elementos en tres estados de oxidacion —Fe®*, Fe** y S*— y un catalogo
pequefio de reacciones generales puede construir una familia tan diversa de compuestos
como lo es Fe(SR)s, [FeS2(SR)a], [FesSs] lineal, [Fe3S4] cuboidal, [FesS4], cada uno en

mas de un estado de oxidacion, da una idea del grado de comprensiéon que se tiene del

tema.53

De entre tal arsenal de reacciones, las reacciones de sustitucién prevalecen en la
sintesis de todos los tipos de complejos siguiendo un patrén de sustitucion que depende
esencialmente de la acidez relativa de los ligantes desplazado y entrante; y donde
productos inestables pueden ser estabilizados por ligantes voluminosos. Para ser capaces
de desplazar los ligantes, es evidente que se necesita de una ruta para obtener los nicleos
iniciales, para ésto se recurre a reacciones de autoensamblaje -siguientes en importancia
a las de sustitucidon- a partir de una scleccion cuidadosa de equivalentes de reduccion que
pueden provenir de una combinacién de Fe(Il) y compuestos azufrados (tiolatos, tioles o
sulfuros). Una fraccidn de estos ultimos se ocupa de la reduccidn y la otra toma el papel
de ligante terminal. El punto débil dz estos dos tipos de reacciones es la interconversion

s

espontanea entre [Fe»S,]" y [FesS4]

St se hace una distincion entre aquellos compuestos aislables de aquellos
solamente detectados en solucién nos podemos dar cuenta de que la conformacién
proteica y uniéon de los cimulos al marco peptidico estabilizan especies que de otra
manera son muy inestables. Por esto, la exploracion de la sintesis de nuevos cumulos se

ha comenzado a dingir hacia cumulos unidos a estructuras mas rigidas, como
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oligopéptidos de hasta 65 residuos o ligantes rigidos. La manera en que los cumulos son
insertados a estas estructuras es una vez mas por medio de las mismas reacciones de

desplazamiento y autoensamblaje (reconstitucién), que sin duda han servido para

estabilizar especies de mayor complejidad.

Un efecto mas del ambiente proteico es la influencia que este tiene sobre los
potenciales de reduccién del cimulo, especialmente debido a los puentes de hidrégeno
que estabilizan las especies mas reducidas al disipar las cargas negativas adicionales.
Adicionalmente a la determinacion de los efectos de puentes de hidrogeno, polaridad y
naturaleza del disolvente, etc. sobre el desplazamiento de los potenciales redox, los
experimentos electroquimicos han sido de gran importancia para el progreso en el
entendimiento de los analogos dando acceso a compuestos que solamente han sido
detectados como producto de reduccién u oxidacién electroquimica. No obstante, los
procesos redox con propdsitos preparativos parecen no ser muy eficiente, prefiriéndose la
reduccién quimica de compuestos mas oxidados excepto en el caso de la preparacion de

analogos de rubredoxina, [Fe(SR)]*.

En cuanto a la caracterizaciéon de anélogos y prdteinas se frata, se le da gran
importancia a la determinacién de estructuras por difraccidn de rayos X porque se busca
la correlacién entre los parametros geométricos y los estados electrénicos de los centros
metalicos. Para la determinacién de tales estados una de las técnicas estandar de
caracterizaciéon, la RMN, aunque puede ser suficientemente poderosa como para
determinar la estructura tridimensional de una proteina con excepcién de las
caracteristicas de los ciimulos, no encuentra tanta utilidad sino es para detectar la
presencia de estados excitados paramagnéticos accesibles para moléculas diamagnéticas.
Para conseguir una descripcion més detallada de las propiedades electrénicas son

necesarios otros métodos espectroscdpicos tales como Mdssbauer, RPE o la absorcion de

rayos X.

Las técnicas Mossbauer, RPE y aquellas a estas relacionadas han sido las que en

realidad han demostrado el gran éxito logrado en la sintesis de los analogos. Con ellas se
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ha determinado la estructura electronica de los cumulos fisioldgicos y sintéticos,
encontrando un sorprendente semejanza entre ellos, y sienco incluso capaces de recrear
efectos como los de valencia mixta de [Fe:S,], [FesSs y [FesSs]. En todos estos
compuestos polinucleares se ha medido acoplamiento antferromagnético ya sea entre
atomos individuales, [Fe;S,], o entre combinaciones de pares y metales individuales. Por
lo tanto, los espines totales, S,, toman en su mavoria los va:ores minimos permitidos por
este acoplamiento, siguiendo S, = | Si-S; | . donde los subindices j e 1 pueden representar
los espines individuales o los de los pares acoplados entre si. Asi, estas técnicas han
servido para probar que los estados de espin de estos cumulos son una propiedad
intrinseca de su geometria y estado de oxidacion, es decir que, salvo por algunas

distorsiones, son independientes del ambiente peptidico.

A pesar de esto, no se ha podido dilucidar hasta ei momento la naturaleza de las
diferentes distorsiones de [FesSs]", las presentadas y owas menos frecuentes, o la
correlacion que tienen los estados basales electronicos. Sin embargo la plasticidad
electronica de estos nucleos parece ser, de hecho, extremadamente sensible al medio
circundante al punfo de que una misma molécula puede presentar dos diferentes estados

de espin, uno en un ambiente solvatado y otro en uno sin solvatar.

Todo lo anterior hace evidente que los logros zlcanzados en la sintesis de
complejos metélicos que asemejen las propiedades estructurales y espectroscdpicas de la
relativamente gran variedad de proteinas hierro-azufre opacan los intentos de cualquier
otro sistema estudiado, como lo es el de la nitrogenasa o la metanomonoxigenasa, tanto
en precisién como en cantidad. Tan es esto asi que han a);udado a comprender los datos
obtenidos de los estudios de las macromoléculas biolegicas, llegandose incluso a
conclusiones sobre los estados electronicos de las enzimas por comparaciéon con ya bien

estudiados compuestos inorganicos.
Lo que personalmente considero una gran deficiencia de estos estudios es la

carencia de interés por obterier de sus espectaculares resultados alguna aplicacion

practica. Incluso cuando se ha logrado todo un conjunto dz compuestos que abarcan un
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amplisimo intervalo de potenciales redox, solo se encuentra referencia a un posible
interés industrial en dos de los articulos citados que traten exclusivamente de los centros
hierro-azufre, incluso cuando el impacto en la industria podria ser profundo. Esta
carencia contrasta fuertemente con otros proyectos bioinorganicos, como lo pueden ser €l
del modelado de las enzimas nitrogenasa y metano monooxigenasa. donde son
reiterativas las referencias a los procesos industriales de obtencién de amoniaco. Bosch-

. ., 130,131,132
Haber, y de la oxidacién de metano, procesos Monsanto.'**'*"'3

Esta falta de impulso para enfocar el conocimiento de cumulos hierro-azufre a
sistemas funcionales se puede justificar por la dilucidacién relativamente reciente —dentro
de los tltimos diez afios- de estructuras enzimaticas importantes. De ser este el caso, no
debe de olvidarse que incluso décadas anteriores a la dilucidacién precisa del sitio activo
de la nitrogenasa ya se buscaban compuestos de molibdeno y azufre para la reaccion
catalitica: 3H, + N,—2NHj. Incluso se han obtenidos algunos resultado satisfactorios

tanto con conversiones estequiométricas como cataliticas, con el incentivo de lograr

1 130

algiin adelanto industria Actualmente, uno de estos incentivos es el impetu hacia la

llamada economia basada en hidrégeno que coincide con la determinaciéon de la
estructura de las hidrogenasas.'>’ Conjuntamente estos dos hechos han incitado a la
creacién de un andlogo del cimulo H con la intencidn explicita de ser usado en la

catalisis de H,—2H" + 2¢’, aplicable en las celdas de combustible.'"”



Conclusiones

Sin duda la investigacién sobre los centros metalicos hierro-azufre encontrados en
proteinas ha sido fructifera. Se puede considerar que los métodos sintéticos empleados
para la obtencion de dichos complejos metélicos ya ha logrado un grado de madurez,
contandose con procedimientos robustos para la sintesis de la mayor parte de los
diferentes tipos de compuestos. Aln en los casos en que no se han encontrado métodos
generales, se cuenta con rutas que han llevado siquiera a la sintesis de al menos un
giemplo de cada tipo estructural en estado soélido. Consecuencia de este éxito es la
existencia de un gran conjunto de datos estructurales, espectroscopicos y electroquimicos
que permiten la facil clasificacion de nuevos compuestos dentro de intervalos ya bien

establecidos de propiedades geométricas y electronicas.

La posibilidad de derivar conclusiones por analogia entre compuestos nuevos y ya
conocidos no se limita a aquellos formados por quimica sintética inorganica, sino que se
extiende también a los formados por organismos vivos. Este es realmente el gran logro de
la quimica de los compuestos de hierro-azufre: la replicacion de propiedades estructurales
y geométricas de los centros metalicos encontrados en las proteinas. Asi, las conclusiones
sobre la correlacion entre topologia, estructura electrénica y potenciales redox deducidas

de los modelos inorganicos pueden ser extrapoladas a los sistemas bioldgicos.

Sin embargo, todos estos resultados no son més que analogias entre propiedades
fisicas de modelos y enzimas. A la fecha, los esfuerzos por también replicar la reactividad
de los cumulos hierro-azufre se han enfocado en las propiedades redox que estos tieren
aisladamente, con pocos reportes sobre sus papeles como catalizadores de las reacciones
que, como buenos modelos, deberian de promover. Recientemente se ha buscado
satisfacer esta carencia al intentar replicar estructuras que contienen al cubano [FesS4]
como una subunidad de una estructura inorganica mas complicada dentro de enzimas
cuya actividad tienen un relevante simil industrial identificado. Seria deseable
eventualmente el aprovechar el conocimiento que se podria considerar improductivo en

aplicaciones con impacto en el &mbito cotidiano.
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