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Quimica de coordinacion
de dinitrégeno y las nuevas
nitrogenasas
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Resumen

En la actualidad, se reconocen tres tipos de nitrogenasa, que
contienen los metales de transicién molibdeno y hierro, vanadio
y hierro, y hierro solo, respectivamente. Es atractivo suponer que
los sitios activos para la reduccién de dinitrégeno se encuentran
en el molibdeno, vanadio y hierro, correspondientes a los metales
presentes.,

La estructura aproximada de la proteina MoFe de la nitro-
genasa de Azotobacter vinelandii no presenta un sitio activo obvio.
En general, la quimica del molibdeno y dinitrégeno tiene que ver
con las especies de estados de oxidacién muy bajos y dinitrégeno
terminal, y especies con estados de oxidacién mis altos y puentes
de dinitrégeno. La quimica de vanadio y dinitrégeno es superfi-
cialmente parecida, aunque en detalle es muy diferente. La
quimica de hierro y dinitrégeno, hasta ahora casi totalmente
ignorada en este contexto, estd revelando semejanzas provocati-
vas con la funcién nitrogenasa. Se sugiere que el hierro podria
encontrarse en el sitio activo de todas las nitrogenasas, a pesar de
los dogmas actuales,

Introduccién
En 1930, Bortels demostré que el molibdeno o vanadio eran
especies metdalicas necesarias para la funcién de fijacién de nitré6-
geno." Pero no fue hasta 1960,” cuando al prepararse extractos
sin células que contenian nitrogenasa, se pudo proceder con los
estudios detallados de la estructura y funcién de la misma. A
principios de 1960, Vol'pin volvi6 a despertar’ el interés quimico
en el estudio de la fijacion de nitrégeno al demostrar la forma en
que los compuestos de metales de transicién y un agente reductor
fuerte en un ambiente no acuoso podian reaccionar con N, para
dar materiales que producen amoniaco al ser hidrolizados.
Después de 1960, el trabajo bioldgico se concentré sobre las
enzimas de molibdeno, olvidindose de las posibles variantes de
vanadio. Las investigaciones quimicas cubrieron toda la serie
de transicién, pero se presté atencién especial® a los complejos
con fosfinas de molibdeno y tungsteno que podian unirse al N,
y activarlo mediante una protonacién sencilla, produciendo amo-
niaco bajo circunstancias favorables. Al mismo tiempo, Shilov y
sus colaboradores desarrollaron® varios sistemas fijadores de ni-
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trégeno que contenian, entre otros elementos, molibdeno y
vanadio. Estos interesantes sistemas funcionan en ambientes
acuosos (o, al menos, préticos). Sélo en el caso de los sistemas de
tungsteno (y quiza, molibdeno) con fosfina se propuso un meca-
nismo bastante detallado.® En otros sistemas, los mecanismos
propuestos eran bastante mds especulativos.

Por esto, hacia finales de las década de los afios ochenta, se
aceptaba en general que el molibdeno estaba ubicado en el sitio
activo de las nitrogenasas y que la quimica de reduccién de
dinitrégeno seria posiblemente parecida a la de la protonacién
de dinitrégeno en los complejos de molibdeno con fosfinas, con
un grupo reducido de opiniones que se inclinaban hacia un
mecanismo de puentes de dinitrégeno en dimolibdeno del tipo
favorecido por Shilov.’

Estudios recientes sobre las nitrogenasas

Las investigaciones con la enzima por si misma han destruido
esta autosatisfaccién, Primero, se descubrié una segunda nitro-
genasa sin molibdeno, aceptada inicialmente de mala gana hasta
que se demostré genéticamente sin lugar a dudas.” Esta nitroge-
nasa contiene vanadio en lugar de molibdeno, pero desde otros
aspectos fisicos y estructurales se parece bastante a las nitrogena-~
sas que contienen molibdeno. Su quimica, en detalle, es cierta-
mente diferente. En la actualidad, se sabe’ que existe una tercera
nitrogenasa genéticamente diferente que podria estar basada en
un sitio activo con hierro. Esto ha dado lugar a cierto cuestiona-
miento entre los quimicos. ;Existe una quimica del dinitrégeno
de los tres elementos lo suficientemente parecida para que poda-
mos imaginarnos procesos de reduccién de dinitrégeno parecidos
con los tres elementos en el tipo de ambiente imaginado en las
nitrogenasas?

Pero, aun este tipo de reajuste ha resultado inadecuado a
causa del anuncio preliminar de las estructuras de la proteina mis
grande de la nitrogenasa de Azotobacter vinelandii,® descrita como
una “dinitrogenasa”. Es la proteina que contiene molibdeno y el
supuesto sitio activo. La estructura no se ha resuelto lo suficien-
temente bien para permitir sacar conclusiones definitivas sobre
los dos clusters de hierro, molibdeno y azufre (FeMoco), que
aparentemente se encuentran en el centro de esta proteina, pero
los datos cristalogrificos y estructurales permiten sacar las si-
guientes conclusiones mas o menos firmes.

(i) La mejor representacién del centro de hierro-molibdeno
es la de dos clusters unidos de composicién 4Fe:3S y
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1Mo:3Fe:3S, con tres dtomos de hierro de cada cluster unidos
aparentemente por ligantes S*~. Los dos 4tomos de molibdeno
de los cofactores estin a unos 70 A de distancia.

(ii) Cada uno de los clusters es efectivamente un “cubano”
aplanado M,S, con un azufre menos en un vértice, produciendo
una cara de tres 4tomos de hierro unidos al otro cluster como se
describe arriba en (i).

(iii) Los puentes de dtomos de hierro en los diferentes
clusters se encuentran a una distancia aproximada de 2.7 A,

(iv) En el 4pice de los clusters més alejados de los grupos
enlazados de tres dtomos de hierro se encuentra el cuarto dtomo
metilico, un hierro en un caso y un molibdeno en el otro. El
ligante adicional en este hierro es un azufre proveniente de un
residuo cisteinil,

(v) El molibdeno tiene efectivamente un nimero de coor-
dinacién de seis, puesto que est4 unido a tres ligantes S°~ dentro
del cluster, un homocitrato bidentado, y un residuo histidinil de
la proteina. En la figura 1 se muestra esta estructura. Esta no
revela un punto obvio de unién del sustrato (aunque debe
recordarse que estamos observando un cristal de enzimay no una
enzima durante su reciclamiento), y aparentemente el molibdeno
estd coordinadamente saturado. Los 4tomos de hierro en las
caras opuestas de los dos clusters parecen muy instaurados, Por
supuesto, no existe evidencia cristalografica de los ligantes hi-
druros, aunque generalmente se considera que se encuentran en
el sitio activo de la nitrogenasa.

Si el molibdeno est4 en el sitio activo, esta estructura no nos
ayuda a definir su funcién.” Si el vanadio reemplaza al molibdeno
en las variaciones de vanadio de la nitrogenasa, suponemos que
posee la misma coordinacién. El cofactor de hierro-vanadio
FeVaco no es muy diferente de FeMoco, y su funcién es igual-
mente desconocida. Si el hierro funciona en el sitio activo en la
tercera variacién de nitrogenasa, es de suponer que el cofactor
FeMoco se convierte en un cofactor de hierro, con una funcién
parecida ala de FeMoco y FeVaco. Parece que la tinica deduccién
clara que se puede sacar es que aparentemente Ja estructura
cristalina excluye un mecanismo con las estructuras Mo-N,-Mo
0 V-N,-V en alguna etapa, puesto que los dtomos de molibdeno
(o vanadio) estin muy separados. Sin embargo, Fe-N,-Mo y
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Figura 1. Estructura del nacleo local de clusters de mollbdeno-hlerro en la
proteina superior de la nitrogenasa de Azotobacter vinelandii.®
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Fe-N,-V siguen siendo posibles, ademas de Ia unién en un solo
atomo de Mo, V, o Fe.

La quimica de los complejos de N, no sugiere una solucién
definitiva de este probema. La quimica de dinitrégeno y molib-
deno no ha revelado hasta la fecha compuestos caracterizados
con una entidad Mo-N,-Fe en donde se puede lograr ficilmente
la protonacién para dar amoniaco. Igualmente, no se conocen
compuestos con V-N,-Fe, Ignoraremos el gran nimero de com-
plejos de tungsteno y molibdeno con puentes de N,'° puesto que
suponemos que no son pertinentes para la funcién nitrogenasa.

Complejos mononucleares de dinitrogeno

con molibdeno y tungsteno

Aquellos que contienen dinitrégeno tan activado que lleve a la
protonacion son principalmente complejos de fosfinas que con-
tienen dos ligantes de dinitrégeno, aunque se conocen ejemplos
con uno o con tres dinitrégenos. Las protonaciones de estos
complejos se han estudiado mediante métodos sintéticos y ciné-
ticos, y se ha postulado una serie de intermediarios probables.>!!
Es claro que no existe un mecanismo dnico de protonacién, y
que la ruta seguida en un cierto caso dependerd de la fosfina,
disolvente, y écido, asi como del metal. A continuacién se
presenta un esquema simplificado. Se le recomienda al lector leer
las publicaciones originales si desea mayores detalles.

M-N, —=~M-N=NH ~-M=N-NH, —M=N + NH, 0 M=N-NH,, 0 M-NH-NH,

M <— Me-NH, =<— M-NH, =——M=NH «=— M=N

Los seis electrones para convertir un N, a 2NH; provienen
de un solo 4tomo de metal, inicialmente en el estado de oxida-
cién 0 y finalmente en el estado de oxidacién VI. Estas obser-
vaciones llevan al modelo aceptado con mayor frecuencia para la
funcién de la nitrogenasa; esto es, el desplazamiento de H, por
N, en el metal hidridico (molibdeno), seguido de la protonacién
paso a paso de]l N, generando NH,; y un flujo constante de
electrones que llegan a] N, desde otro punto en la enzima a través
del dtomo metilico. Esto se combina en el modelo de Lowe-
Thorneley para la funcién nitrogenasa, el mejor y mis completo
que se ha propuesto hasta la fecha.'?

Complejos mononucleares de dinitrogeno

con vanadio

Sorprendentemente, y a pesar de los sistemas fijadores de nitré-
geno con vanadio de Shilov;’ los primeros compuestos estables
de dinitrégeno con vanadio fueron reportados por Gambarotta
et al* hace tan solo cuatro afios. Estos contienen puentes de
dinitrégeno, y aunque la protonacién de estos complejos puede
producir amoniaco," no continuaremos analizando estos com-
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plejos en el presente articulo por la misma razén que hemos
excluido los complejos con puentes de molibdeno.

Los analogos de vanadio y fosfina de los complejos de
bis(dinitrégeno) de molibdeno(0) y tungsteno(0) son mds recien-
tes todavia.”® Estos son isoelectrénicos con las especies del me-
tal(0) y contienen vanadio(-I). El tratamiento con acido produce
amoniaco e hidrazina, pero no vanadio(V).” Existen menos de
seis electrones por vanadio disponible, y por consiguiente se
pueden producir menos de dos NH; por cada vanadio. Provisio-
nalmente se ha propuesto un mecanismo de conversién de N, a
NH; aunque no est4 respaldado cinéticamente. Se da a conti-
nuacién.

VN,) + 3H — V'(NHNH,) NoH, NH, + NH,

Al menos dos factores quedan claros. Primero, el molibdeno
y el vanadio no poseen una quimica idéntica del N,. Las diferen-
cias podrian considerarse en los modelos de la funcién nitroge-
nasa apropiada, pero todavia no se sabe cémo. Segundo, los
intermediarios nitruro, imida, e hidrazida(2-) que se obtienen tan
ficilmente en la quimica de molibdeno, poseen equivalentes en
la de vanadio, pero no son tan ficiles de obtener.'® En nuestras
amplias investigaciones sobre este tipo de derivados de vanadio,
hemos demostrado que éste no produce ficilmente enlaces mul-
tiples vanadio-nitrégeno. Estos complejos no se pueden obtener
mediante los métodos empleados con éxito en la quimica de
molibdeno, y frecuentemente, una vez sintetizados, presentan
estructuras (existe la tendencia a polimerizarse) y reactividades
diferentes.'®

Por esto, adn cuando el vanadio en las nitrogenasas de este
metal ocupa una posicién estructural andloga a la del molibdeno
en sus nitrogenasas, no se puede considerar que las dos quimicas
sigan rutas paralelas muy estrechas. Esto no apoya la idea de que
esos metales ocupan el sitio activo, ain cuando tampoco la
contradice.

Complejos mononucleares de dinitrégeno con hierro
En la primera publicacién de Vol’pin3 no se demostré que el

hierro puede fijar nitrégeno en sistemas muy reducidos, aunque
el hierro metilico es el componente principal de los catalizadores
de Haber."” Hace poco' se descubrieron sistemas reducidos no
acuosos que fijan nitrégeno y contienen hierro. Sin embargo, a
pesar de algunos avances recientes, el mecanismo de conversién
de dinitrégeno a amoniaco sobre el catalizador de Haber no
queda completamente claro. Los complejos de dinitrégeno de
hierro(II) y hierro(0) se conocen desde los primeros dias de los
complejos de dinitrégeno," aunque algunos no han sido carac-
terizados completamente, pero s6lo recientemente se ha demos-
trado la conversién de dinitrégeno coordinado a hierro siguiendo
un ciclo definido.”’ Este se presenta en el esquemal pie de la
pagina.

Asi, el hierro, al igual que el tungsteno y el molibdeno, puede
dar lugar a sistemas ciclicos que pueden ser modelos para la
funcién nitrogenasa. La caracteristica novedosa del sistema de
hierro es que el ciclo da la vuelta al variar el pH, o cualquiera sea
su equivalente en el sistema de disolventes empleado (metanol).
Lo mismo podria suceder con una enzima. Por lo tanto, nos
podemos imaginar un sitio activo en una nitrogenasa que sea
basicamente un dtomo de hierro expuesto al dinitrégeno y des-
pués un ciclo de cambio de pH, al mismo tiempo que se recibe
un flujo constante de electrones. Este esun modelo atractivo para
ponerse al lado del modelo del molibdeno en circulacién.

Conclusiones (algunas veces provisionales)

a partir de los datos quimicos

(1) Elmolibdeno, vanadio y hierro presentan ejemplos de com-
plejos mononucleares de dinitrégeno que pueden producir amo-
niaco cuando se tratan con écido. Estos tres metales pueden
también mediar la conversién de dinitrégeno a amoniaco en la
presencia de disolventes préticos. Algunas de estas reacciones
pueden ser cataliticas.

(i1) El mecanismo de reduccién de dinitrégeno puede en-
tenderse mejor en el caso de molibdeno, y menos en el caso de
vanadio. El molibdeno y el hierro dan lugar a sistemas ciclicos en
donde se retiene la estructura basica del sistema de coordina-
cién/reduccién. Aqui, se distinguen los sistemas ciclicos de los
sistemas cataliticos en que un sistema ciclico tiene que impulsar-

[Fe"H(H,)(Me,PCH,CH,PMe,),]* + Ny —— [Fe"H(N,)(Me,PCH,CH,PMe,),]* + H,

NaBH,

Base

L

{Fe(N,)(Me,PCH,CH,PMe,),]

HClI

N, + H, + NH, + [Fe"Cl,(Me,PCH,CH,PMe,),] =
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se, mientras que el catalitico, una vez que se ha establecido,
continuari el ciclo espontineamente.

(ii)) Los ligantes difosfina empleados para preparar los
complejos de dinitrégeno estin muy alejados de los donadores
de azufre, nitrégeno y oxigeno empleados aparentemente por las
nitrogenasas. Siempre se tendran dudas de si la quimica de los
complejos de fosfinas puede extrapolarse al tipo de ambiente
imaginado para las nitrogenasas.

(iv) Los estados de oxidacién empleados en los sistemas del
modelo de fosfinas parecen ser Mo® a Mo" 0 Mo, V1a Vy
Fe? a Fe™. Parece poco probable la obtencién de molibdeno(0)
y vanadio(-I) en ambientes biolégicos. Esto también sugiere que
fos andlogos de los complejos de fosfina no pueden formarse en
las nitrogenasas. Por supuesto, los sistemas hidroxilicos que
contienen molibdeno y tungsteno se unen a dinitrégeno en
estados de oxidacién superiores a cero, pero puesto que se piensa
que implican puentes de dinitrégeno entre dos dtomos de mo-
libdeno o vanadio, pareceria que también se podrian eliminar
estos mecanismos.

(v) Sélo el hierro, con estados de oxidacién O y II en los
sitemas con fosfinas, sigue el ciclo de tal manera que podria ser
accesible a una enzima. Esto se debe a que la reduccién de Il a
0 ocurre debido a la desprotonacion que libera dos electrones que
se encuentran formalmente en un enlace hierro-hidrégeno en los
compuestos de hierro(IT). Todavia no se ha demostrado si el
hierro(0) y el hierro(II) pueden apoyar un ciclo de fijacién de
nitrégeno en un ambiente de azufre.

(vi) El hierro es el dnico metal que aparece en todas las
nitrogenasas. Podria ser que el hierro se encuentre en el sitio
activo de los tres tipos de nitrogenasa. Si este fuese el caso,
tendriamos que explicar las razones por las que el molibdeno y
el vanadio modulan la reactividad de las enzimas en comparacién
con la reactividad del sistema que sélo contiene hierro, y todavia
no podemos hacerlo.

(vii) La sugerencia de un sitio con hierro podria haberse
propuesto al considerar las propiedades de los tres tipos de
nitrogenasa, y especialmente la estructura. De hecho, la sugeren-
cia de un sitio con hierro se hizo hace muchos afios, basindose
en la intuicién qu1m1ca ¥, -seguramente en retrospectlva, sin
fundamento. La sugerencia, basada sobre evidencia quimica mas
firme, se reformulé en 1991, y precede la informacién publica
de la estructura cristalina. Todavia se desconoce la naturaleza del
sitio activo en las nitrogenasas.
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