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CARACTERIZACION DE COMPLEJOS DE HEMINA POR DIFRACCION DE RAYOS-X
A. Paneque-Quevedo(1), E. Reguera-Ruiz(2), J. Fernandez-Bertran(1) y H. Yee-Madeiras(3).
(1) Centro de Quimica Farmacéutica, C.P. 16042, La Habana, Cuba. E-mail: panecu@yahoo.com;
(2) Instituto de Materiales y Reactivos para la Electronica, Universidad de La Habana 10400, Cuba;
(3) Escuela de Fisica y Matematica, Instituto Politécnico Nacional, México.

Resumen

En el presente trabajo se reporta la caracterizacion cristalografica del complejo hemina-imidazol con
relaciones molares 1:2 y 1:4. Se estudia la interaccion de la hemina en estado sélido, mediante la
técnica de difraccion de rayos-x de polvo, con tiocianato de potasio, acetato de potasio, sulfato de
plata, amoniaco gaseoso, etilamina, dietilamina, trietilamina y fluoruros de: litio, sodio, potasio,
cesio, amonio y plata.

Palabras claves: Difraccion de rayos-x de polvo, hemina, protoporphirina, complejos,
mecanoquimica.

Introduccion.

La hemina, cloruro de protoporfirina(IX)hierro(III) es el grupo prostético de diversas hemoproteinas
tales como la hemoglobina, la mioglobina, los citocromos y una variedad de enzimas, Figura 1. Los
complejos de hemina han sido ampliamente utilizados como modelos para el estudio de las
hemoproteinas, para el tratamiento de porfiria aguda y corregir la deficiencia de hierro en aquellos
casos donde existen problemas de absorcion'.

El conocimiento de como la estereoquimica de la hemina responde a los cambios en los estados de
oxidacién y de espin es un prerrequisito para entender el mecanismo a nivel molecular de la quimica
de las hemoproteinas. Las evidencias demuestran que las diferencias de los grupos de la periferia de
la hemina apenas influyen en la quimica del sitio activo y la mayor parte de los estudios se dirigen a
los efectos de los ligandos axiales sobre la reactividad del heme™’. Por otro lado, en ocasiones se
encuentran diferencias notables entre los parametros estructurales obtenidos para los modelos y los
obtenidos para las proteinas, lo que demuestra que el entorno bioldgico impuesto sobre las
metaloporfirinas es muy complejo y no existen dudas de que juegan un papel importante en
determinar la reactividad quimica del centro metélico y su estabilidad para un estado de oxidacioén
dado™”.

Las limitaciones fundamentales que presenta la hemina como modelo para el estudio de muchas
hemoproteinas han sido fundamentalmente su escasa solubilidad en la mayor parte de los
disolventes, su poca estabilidad en disolucidon con la formacion de agregados moleculares, el cambio
incontrolado en el estado de oxidacion y de espin del Fe al formar complejos con diversos ligandos,
la presencia del paramagnetismo permanente que limita su estudio por RMN, entre otros. En
disolucion alcalina el grupo OH™ se coordina al hierro en una de sus posiciones axiales de
coordinacion formando un complejo pentacoordinado de alto espin muy estable bajo estas
condiciones que impide la coordinacién al Fe(III) de otros ligandos'.
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Figura 1.- Esquema de la estructura molecular de 1a Hemina.

Desde hace afios se han buscado variantes y se han disefiado medios de reaccion para el uso de la
hemina como modelo de hemoproteinas. Algunos de éstos han intentado variar la polaridad del
medio, el uso de detergentes e incorporacion en liposomas.

Un medio de reaccion que ha comenzado a emplearse y que podria eliminar muchas de las
limitantes en la sintesis y estudio de las propiedades de complejos de hemina es desarrollar las
reacciones en estado solido. Problemas de insolubilidad, agregacion, competencia del grupo OH con
otros ligandos por el sitio de coordinacidon podrian no estar presentes en este medio y los productos
podrian ser caracterizados por las técnicas convencionales de DRX, Mossbauer e IR, entre otras''™'°.
Diversos métodos cristalograficos han sido utilizados en la caracterizacion de la hemina y sus
complejos'’. La dificil obtencion de complejos cristalinos de hemina ha limitado un mayor uso de
estas técnicas. El método de difraccion de polvo policristalino ha sido utilizado particularmente en el
estudio y caracterizacion de la B-hematina'®"”.

En el presente trabajo se estudia, mediante la técnica de difraccion de rayos-x de polvo (DRX), la
interaccion de la hemina con diversos ligandos.

Métodos experimentales.

Hemina (bovina), SIGMA, imidazol, tiocianato de potasio, acetato de potasio, sulfato de plata y
fluoruros de: litio, sodio, potasio, cesio, amonio y plata, MERCK. Amoniaco gaseoso, etilamina,
dietilamina, trietilamina, BAKER Analyzed.

Preparacion de complejo hemina con imidazol.

Las relaciones molares hemina: imidazol estudiadas fueron 1:2 y 1:4. Los reactivos se mezclaron y
se molieron manualmente en un mortero de agata durante 5-10 minutos. Los productos resultantes se
analizaron por las técnicas de DRX. En los casos en que el andlisis no se pudo realizar
inmediatamente, las muestras se almacenaron en una desecadora y se protegieron de la accion de la
luz.

Preparacion de complejos de hemina con fluoruros.

La hemina y los fluoruros correspondientes (fluoruro de: litio, sodio, potasio, cesio, amonio y plata)
se mezclaron en relaciones molares 1:1, 1:3, 1:4 y 1:5, y se molieron manualmente en un mortero de
agata durante 5-10 minutos. Los complejos de la hemina con el cianuro de potasio, tiocianato de

potasio, acetato de sodio y sulfato de plata se realizaron por el mismo procedimiento.
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Preparacion de complejos de hemina con aminas.

Alrededor de 25 mL de amina fueron adicionados lentamente a 0,108 g de hemina. La
mezcla reaccionante se molié manualmente en un mortero de dgata durante 5 minutos. El exceso de
amina se evaporo6 durante la molida. El estudio de la interaccion de la hemina con el amoniaco
gaseosos se realizo en un equipo volumétrico de adsorcion construido al efecto. La hemina (2 g ) se
sometid previamente a vacio (0.1 Torr) durante 12 horas en el equipo de adsorcion para eliminar
cualquier especie adsorbida que pudiera tener.

Difraccién de Rayos-X de polvos.

Los difractogramas de rayos-X se obtuvieron con radiacion CuKe (1.5406 A) a 40kV y 35mA en un
difractometro de polvos Bruker D8-Advance acoplado a una computadora (DELL, pentium III) y
gobernado por el programa Diffrac plus v5 el cual no solo permite el registro de los espectros sino
también su manipulacién y comparacion con patrones almacenado en la base de datos PDF *°. Las
mediciones se realizaron en el rango de 4-60°/20 a una velocidad de 0.05° seg™ y un tiempo de
conteo por punto de 3 seg. Los patrones de difraccion empleados para identificar la celda cristalina y
asignar indices de Miller se midieron a un paso de 0.02° en 20 y un tiempo de conteo por punto de 6
seg. El calculo de los indices de Miller y de la celda unidad se realizé con la ayuda del programa
TREOR 90%'. La celda unidad propuesta por el programa fue refinada con el programa LSUCRI?.

Resultados y discusion

Estudio de la interaccion Hemina:Imidazol.

En la Fig. 2 se muestran los patrones de difraccion representativos de las mezclas de reaccion
hemina:imidazol. Durante la molida la hemina pierde cristalinidad pero su patréon de difraccion
sigue siendo esencialmente el mismo, Fig. 2b. Los productos resultantes de las reacciones en estado
solido hemina:imidazol muestran patrones de difraccion que difieren notablemente de los reactivos
de partida. Los patrones de difraccion de las mezclas con relaciones molares hemina:imidazol 1:2 y
1:4 son solo ligeramente diferentes, Fig. 2c,d. Del andlisis cuidadoso de estos dos difractogramas se
detecta que los picos de la mezcla 1:4 estan corridos a angulos menores cuando se comparan con
aquellos de la mezcla 1:2, lo que sugiere mayores parametros de celda unidad. Como es de esperar,
los complejos con 2 y 4 moléculas de imidazol como ligando no pueden ser acomodados dentro de
la misma celda unidad.

__________________________________________________________________________________________________________|
Vol. XVI1, N° 2, 2005 22



R E v i 5 T A
SCSUUEANMAS D E

Muimica

[©)

Intensidad, [u.a.]

T g T g T T T y T L
10 20 30 40 50 60

Angulo, [26]

Figura 2.- Difractogramas de polvo de: a) hemina; b) hemina molida; ¢) hemina + imidazol
(1:2); d) hemina + imidazol (1:4); e) imidazol. Entre paréntesis se especifica las relaciones
molares hemina:imidazol.

Cuando la mezcla con relaciéon molar 1:4 se lava con metanol o agua, el patrén de difraccion
resultante se corresponde con el de la mezcla 1:2. . Estos resultados demuestran que el uso de
disolventes tales como agua o metanol impiden la formacion del complejo (1:4) a través de
transferencia protonica desde los grupos acidos de la hemina a los imidazoles y también demuestran
que estos disolventes destruyen el complejo previamente formado durante la molida. En estos casos
el unico sitio de interaccion entre la hemina y los imidazoles es el enlace coordinado de estos

ultimos a las posiciones axiales disponibles para la coordinacion con el cation Fe(III).

A los patrones de polvo de los complejos hemina:imidazol 1:2 y 1:4 se le asignaron indices de
Miller con el programa TREOR90 y la celda se refind posteriormente con el programa LSUCRI.

Los valores de las distancias interplanares, intensidades relativas e indices de Miller se reportan en
la Tabla 1. Los parametros y figuras de mérito correspondientes se reportan en la Tabla 2.
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Tabla 1.- Caracterizacion cristalografica de los patrones de DRX de polvos de los complejos
hemina:imidazol 1:2 y 1:4, respectivamente.

Complejo 1:2 Complejo 1:4
(h k ) d@A)obs dA)ca g |(h k D d@)ons d@A)ca 1/1100
(O 1 0) 11.780 11.765 100 (O 1 0) 13.840 13.833 79
-1 -1 1) 8.369 8.366 54 O 1 2) 9.080 9.079 37
O -1 1) 7.647 7.647 51 0 -1 1) 8790 8.786 41
a1 1 1) 7373 7.374 33 (0 0 2) 8.19 8.189 68
(1 2 0) 7.080 7.082 63 O 2 1) 7.760 7.755 75
-1 0 2) 6.863 6.857 59 1 1 0) 7380 7.381 83
O 2 2) 6291 6.292 14 (1 2 0) 6300 6.300 30
(-1 -2 1) 6.003 6.002 13 (1 0 1) 6.050 6.052 51
(1 0 1) 5.756 5.758 24 (1 2 3) 5.030 5.029 32
(1 2 2) 5.664 6.662 23 (1 -1 1) 4.695 4.695 44
(1 1 2) 5434 5.431 38 (-1 0 3) 4438 4.437 79
(1 3 0) 4.850 4.852 20 -1 2 -1 4277 4.276 58
(-1 -1 3) 4.660 4.660 52 (-1 -3 -1) 4.201 4.202 59
(-2 -1 2) 4391 4.390 21 (-1 2 0) 4.064 4.063 77
2 2 1) 4224 4.225 27 (1 4 0 3774 3.773 99
(1 -1 1) 4211 4.212 35 @=, 45 1) 3743 3.744 100
(-1 2 3) 4.082 4.083 27 1 -2 2) 3.250 3.250 22
(0 3 0 30918 3.921 53 a 1 5 3170 3.169 39
(-2 -3 2) 3.608 3.607 52 -1 0 5) 3.054 3.053 26
2 0 1) 3291 3.291 24 O 0 6) 2730 2.729 23
-1 3 4) 3.138 3.137 19 (L -3y ) .695 2.695 Sl
(-2 0 5) 3.006 3.008 17 (-2 -1 .4) 2.688 2.688 28
-2 2 1) 2719 2.721 18 -1 -2 5 2579 2.578 25
O -4 1) 2.656 2.657 15 O 4 7)) 2547 2.546 24
2 -2 1) 2315 2316 12 (O 0 7)) 2340 P339 22

Tabla 2-. Parametros y Figuras de Mérito de las celdas calculadas a partir de los patrones de
DRX de polvos de los complejos hemina:imidazol 1:2 y 1:4, respectivamente.

Parametros | Complejo 1:2 | Complejo 1:4

a(A) 13.473 15.522

b (A) 15.923 18.067
c(A) 9.355 7.461

a (°) 95.2 98.1

B (°) 97.4 88.9

7 (©) 108.6 113.6
Vv (A 1867 1897
M(20) 17 17

Reaccion de la hemina con fluoruros salinos.
La técnica de difraccion de rayos-x de polvo no solo es 1til en la caracterizacion de los complejos de

hemina, sino también en el estudio de la interaccion de la hemina con sales.
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La hemina puede reaccionar con los fluoruros en el sitio de coordinacion del &tomo de hierro central
y con los grupos propidnicos de la periferia del anillo porfirinico. Los resultados se discutiran de
acuerdo a estos dos posibles sitios de reaccion.

Los fluoruros de cationes monovalentes pueden reaccionar con sustancias acidas atn en el estado
solido para formar el anién complejo (FHF) v la sal correspondiente de la sustancia acidica™ ™. El
LiHF,, NaHF,, NH4HF, y KHF, son compuestos cristalinos y sus patrones de difraccion de rayos-x
son conocidos™.

En las mezclas molidas de hemina con LiF o NaF, en relaciones molares 1:5, no se detecta
formacion de LiHF, o de NaHF, en los patrones de DRX correspondientes. El fuerte enlace
existente entre el Li" y el F~ en la sal LiF, y que explica su poca solubilidad, es también responsable
de su carécter inerte en reacciones mecanoquimicas. En el caso del NaF, parece que los grupos
carboxilos de la hemina no tienen la fortaleza acidica suficiente para participar en una reaccion de
transferencia protonica con esta sal. Cuando el NaF es molido con acido oxalico, se forma el
oxalato 4cido de sodio indicando que el NaF so6lo puede colectar protones muy acidos.

El patron de DRX de la hemina molida con KF, Fig 3 muestra la formacion del KHF, (PDF 48-
1667). Los patrones de las mezclas de hemina con NH4F y CsF en relaciones molares 1:5 solo
muestran picos de difraccion muy débiles que fueron asignados-a NH4HF, (PDF 12-0302) y CsHF,,
respectivamente. Al parecer el fuerte cardcter higroscopico de estos dos fluoruros acidos da lugar a
su pobre cristalinidad para ser detectado por DRX.

*

* KCl
+: KHF,

Intensidad, [u.a.]

Angulo, 26

Figura 3.- Patrones de polvo de DRX de las muestras molidas: a) hemina + KF (1:5); b)
hemina + CsF (1:5); ¢) hemina + AgF (1:5); d) hemina + NH4F (1:5). Entre paréntesis se
indican las relaciones molares de las mezclas.

__________________________________________________________________________________________________________|
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De acuerdo a las evidencias discutidas anteriormente, las reacciones con los grupos acidos de la
periferia de la hemina proceden como sigue:

1) R-(COzH), (s) + 4KF (s) ——> R-(CO;K), (s) + 2KHF:(s)

2) R-(COzH),(s) +4CsF (s) ———> R-(COyCs),(s) + 2CsHF;(s)

3) R-(COzH)z (S) + 4NH4F (S) e R-(COzNH4)2 (S) = 2NH4HF2 (S)

4) R-(COH); (s) + 4AgF (s) ———> R~(CO2Ag):(s) + 2AgHF,(s)
El ion fluoruro, debido a su mayor basicidad, debe desplazar al cloruro de la quinta posicion de
coordinacion del ion Fe(IIl). Sin embargo, la reaccion de intercambio va a depender de las energias
reticulares de las sales utilizadas y de los productos de reaccion. El LiF y NaF tienen energias
reticulares muy elevadas y la molida no provee la energia necesaria para romper el reticulo cristalino
y favorecer el intercambio. En cambio, los restantes fluoruros tienen energias reticulares menores y
la reaccion de intercambio ocurre riapidamente dando los cloruros correspondientes. En
consecuencia, es de esperar un intercambio de CI” por F~ en la quinta posicién de coordinacion del
ion Fe(Ill) cuando la hemina se muele con KF, CsF, NH4F y AgF. Los patrones de DRX de las
mezclas molidas estan de acuerdo con los resultados esperados. Con el LiF y NaF s6lo se obtuvieron
los patrones de difraccion de ellos mismos y de la hemina parcialmente amorfa.
Los cloruros siguientes: KC1 (PDF 41-1476), CsCl (PDF 05-0607), NH4CI (PDF 73-0365) y AgCl
(PDF 31-1238) fueron detectados en las mezclas de reaccion hemina con KF, CsF, NH4F y AgF en
relaciones molares 1:1, respectivamente. El CsCl fue detectado a pesar de la elevada humedad de la
mezcla molida.
Se puede considerar que la hemina posee dos sitios activos frente al ataque de sustancias basicas y la
interaccidn con uno u otro o con ambos sitios a la vez dependerd de la naturaleza de la sustancia.
En el patrén de DRX de la mezcla de reaccion hemina:AgF en una relacion molar 1:1 aparece la
presencia de AgCl y no se detecta la formacion del fluoruro acido correspondiente. Este resultado
demuestra que la reaccion entre la hemina y el AgF primero tiene lugar en el sitio del ion Fe(III)
debido a la elevada estabilidad del AgCl.
En el caso de los otros fluoruros la situacion es muy similar, Fig. 4. La mayor estabilidad del
complejo de hemina con el anién fluoruro en lugar del cloruro supera la tendencia de los fluoruros a
colectar protones de los grupos acidos para formar el anion (FHF) y por tanto la reaccion tiene lugar
primero en la quinta posicion de coordinacion del Fe(Ill). La presencia del grupo (FHF)
correspondiente se detecta solo cuando las relaciones molares hemina:floururos son iguales o
superiores a 1:2.

__________________________________________________________________________________________________________|
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Figura 4.- Patrones de polvo de DRX de las muestras molidas: a) hemina + KF (1:1); b)
hemina + CsF (1:1); ¢) hemina + NH4F (1:1); d) hemina + AgF (1:1). Entre paréntesis se
indican las relaciones molares de las mezclas.
Reacciones de la hemina con tiocianato de potasio, acetato de potasio y sulfato de plata.
La interaccion de las ferriporfirinas con ligandos anionicos tales como el tiocianato, acetato y
sulfato ha sido estudiada fundamentalmente mediante la espectroscopia Mdssbauer, sin embargo
cuando estas reacciones se realizan en estado solido, las interacciones que ocurren son facilmente
detectadas por DRX. Los difractogramas de las mezclas de reaccion se reportan en la Fig 5. En las
Fig. 5a,b se detecta la presencia de KCI debido a la sustitucion del anion cloruro por los aniones
NCS’ o acetato. En la Fig 5c se muestra el difractograma de la mezcla de reaccion de la hemina con
Ag>SO;4. En el difractograma se observan maximos de difraccién que demuestran la presencia de
AgySO4 en exceso y la formacion de AgCl debido a la sustitucion de los iones sulfatos por los
cloruros. La formacién del complejo hemina-sulfato ha sido reportada a partir del acido sulfurico y
el acetato de hemina®. Esta es la primera vez que se obtiene dicho complejo empleandose el sulfato
de plata, lo cual sugiere que la elevada estabilidad e insolubilidad del AgCl pueden ser empleadas
para obtener nuevos complejos de hemina intercambiando los aniones en las sales de plata por el
anion cloruro coordinado al Fe(Ill) en la hemina. El anién sulfato es divalente y por tanto la
reaccion hemina + Ag,SO4 sufre un efecto cooperativo entre moléculas de hemina vecinas en las
cuales el SO42' esta coordinado.
En el patron de DRX del complejo hemina-acetato no se observa la presencia de B-hematina® la
cual ha sido observada en la sintesis de acetato de hemina en disolucion.
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Figura 5.- Patrones de polvo de DRX de: a) hemina + KSCN; b) hemina + Acetato de potasio;
¢) hemina + Ag,SOy4. Los difractogramas de las muestras molidas corresponden a mezclas en
relaciones molares hemina: bases 1:1.

Reacciones de la hemina con aminas alifaticas.

Los estudios de aminas alifaticas con la hemina son limitados. Los dos trabajos que abordan con
mayor profundidad la interaccion de aminas con la hemina se deben a Marsh y Silver® y a Castro®’.
Es la primera vez que se utiliza la técnica de DRX para estudiar la interaccion de la hemina con
aminas.

En la Fig. 6 se reportan los patrones de DRX de las mezclas de reaccion. Los picos mds intensos en
los difractogramas de las mezclas con amoniaco, dietilamina y trietilamina se corresponden con los
patrones de difraccion del NH4Cl (PDF, 07-0007), CH4H;;N.HCI (PDF, 08-0761), y CsH;sN.HCI
(PDF, 38-1974), respectivamente. En el caso de etilamina y ter-butilamina no se observé la
presencia del clorohidrato correspondiente debido quizas a una baja cristalinidad de los productos de
reaccion.

Los resultados de este estudio permitieron unidos a los datos obtenidas por otras técnicas de analisis
proponer mecanismos de reaccion entre la hemina y las aminas alifaticas.
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Figura 6.- Difractogramas de polvo de: a) hemina + amoniaco (gaseoso); b) hemina +

dietilamina; ¢) hemina + trietilamina. Los espectros de las muestras molidas corresponden a
mezclas con exceso de amina.

Conclusiones

1. La hemina reacciona mecanoquimicamente con el imidazol para formar dos complejos, uno
con dos imidazoles coordinados en las posiciones axiales del Fe(Ill) y el otro con 4
imidazoles, dos coordinados al Fe(Ill) y dos a los grupos carboxilos de la periferia de la
hemina.

2. Las reacciones mecanoquimicas de la hemina con (KF, CsF, NH4F y AgF) dan lugar a la
neutralizacion de los grupos acidos de la hemina con la formaciéon del fluoruro éacido
correspondiente (KHF,, CsHF,, NH4HF, y AgHF;), mientras que en el sitio del Fe(III) el
anion cloruro es reemplazado por el aniéon F~ con la formacion del cloruro correspondiente
(KCI, CsCl, NH4Cl y AgCl). Estas reacciones tienen lugar primero en el sitio del Fe(III) y
solo después ocurre la neutralizacion de los grupos acidos periféricos de la hemina. El LiF y
NaF se encontraron inertes cuando se molieron con la hemina.

3. A partir de una reaccion en estado sélido de la hemina con KSCN, acetato de potasio y
Ag>SO4 es posible obtener complejos de la hemina con los aniones tiocianatos, acetatos y
sulfatos donde estos aniones desplazan el cloruro.

4. La técnicas de DRX permite la caracterizacion de los complejos de hemina en estado s6lido
cuando la interaccion ente la hemina y los ligandos tiene lugar en el Fe(Ill) o en los grupos
acidos de la periferia.
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