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It is a capital mistake to theorize before one has data. Insensibly one begins to twist facts to
suit theories rather than theories to suit facts.

-Sherlock Holmes



Introduccion

Las porfirinas, del griego porphura, son una familia de compuestos de origen natural y
sintético que estadn formadas por un macrociclo aromético de veinte &tomos de carbono y
cuatro atomos de nitrégeno en total. Este macrociclo se compone de cuatro ciclos de pirrol
mas pequefios, enlazados unos a otros entre si por un atomo de carbono, donde 18 electrones
mr participan en la aromaticidad de la molécula *.

Esta familia de compuestos es comdnmente parpura, y tienen muchas utilidades como
pigmentos. Aunque al macrociclo se le conoce como una porfirina, hay una inmensa
variacion de compuestos con variaciones dentro del ciclo, o en los sustituyentes afiadidos al
macrociclo. Una de las caracteristicas mas interesantes de las porfirinas, es que estas
variaciones estructurales en el macrociclo llevan a una gran diversidad de funciones

bioldgicas.

Figura 1 Macrociclo de la porfirina sin sustituir

En la naturaleza, una de las principales propiedades de las porfirinas es la coordinacion a un
centro metalico gracias a los atomos de nitrogeno dentro del macrociclo. Estas porfirinas
coordinadas pueden tomar papeles significativos en eventos bioquimicos naturales. Algunos
de los ejemplos mas relevantes de este tipo de porfirinas, llamadas metaloporfirinas, es el
grupo hemo; una porfirina de hierro (1) que esta intimamente relacionada con la sangre,
dandole su icénico color rojo y teniendo la funcién de enlazarse reversiblemente con el
oxigeno para ser transportada alrededor del cuerpo, llamada hemoglobina o almacenada en
tejido muscular, llamada mioglobina; asi como la clorofila, una porfirina de magnesio que es

clave durante la fotosintesis3.
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Figura 2 Protoporfirina IX de hierro (II) del grupo hemo

Este grupo hemo, representado en la figura 2, es uno de los derivados de porfirina més
conocidos, Ilamado Protoporfirina IX. Originalmente, el nombre proto viene del griego
“primero”. Se piensa que esta rama de las porfirinas fue llamada asi por ser las primeras
estudiadas por Hans Fisher, que gener6 los nombres de quince andlogos de la protoporfirina,
viniendo de esto el nimero romano IX. En la actualidad, se utiliza el prefijo proto como
nomenclatura para referirse a porfirinas que contienen grupos metilos, vinilos y carboxietilos
0 propionatos 4. La protoporfirina IX, coordinada a un centro metalico de hierro (Il),
constituye al grupo hemo, que pueden tener muchos derivados en una gran variedad de
procesos bioquimicos en humanos y a naturaleza. El nombre genérico de “hemoproteinas”
se refiere a una gran coleccion de proteinas especificas presentes en el cuerpo humano, que
tiene al grupo hemo pero tiene nombres particulares para cada derivado °. El interés en
estudiar compuestos de coordinacion derivados del grupo hemo, surge de la gran variedad de
roles que pueden tener, ya sea desde ser parte de proteinas transportadoras de oxigeno en
sangre en mamiferos, su participacion en la sintesis, modificacion y/o degradacion de &cidos
grasos, esteroides y hormonas, como ocurre en citocromos P450, actividades como
catalizador en la activacion y metabolismo de peroxidos, entre muchas otras. Asi mismo,
compuestos sintéticos que contienen al grupo hemo, pueden ser usados en la remediacion de
contaminantes, hay un gran interés para utilizarlos en medicina, como potenciales agentes de
contraste en técnicas de imagen por resonancia magnética®.
Ha habido mucha investigacion respecto al uso de compuestos de coordinacion de porfirinas

de hierro como modelos del grupo hemo en una variedad de proteinas, pero con un uso



potencial como materiales magnéticos, ya que el metal le confiere propiedades magnéticas,
electronicas y redox Unicas. La elucidacion de esta estructura es de vital importancia para
entender las funciones y procesos cataliticos de proteinas naturales que contienen al grupo
hemo. Hay una gran variedad de estudios y espectroscopias que pueden usarse con el fin de
resolver estas estructuras. Dentro de estas técnicas, la resonancia magnética electronica es
particularmente (til, ya que puede ser utilizada para derivar una gran cantidad de informacion
de las estructuras de compuestos de coordinacion en disolucién a distintas temperaturas’.
Esto se debe a la interaccion del orbital d que contiene un electron desapareado del hierro
interacciona con orbitales moleculares especificos m de la porfirina, por lo que incrementa la
densidad de espin m en atomos de carbono y nitrogeno especificos en el compuesto. Esto
causa que los desplazamientos quimicos observados en experimentos de resonancia
magnética nuclear de *H de los hidrégenos de carbonos que estan enlazados directamente a
estos 0 a dos enlaces se desplacen a campos mas altos en el primer caso, y a campos mas
bajos en el segundo caso. A través de un analisis detallado por espectroscopia de RMN *H,
puede observarse que los estados de espin de compuestos de coordinacion de porfirinas con

centros de hierro (I11) son controlados por los ligantes axiales.

El macrociclo de la porfirina en el grupo hemo es mayoritariamente plano en ambientes
aislados en disolucion, pero la coordinacion con un centro metalico induce flexibilidad en el
macrociclo. En la naturaleza, el grupo hemo presenta formas distorsionadas de la planaridad,
las cuales son causadas por los ambientes proteinicos que rodean al macrociclo de la
porfirina. Estas distorsiones causadas por las cadenas secundarias de proteinas son
responsables en parte un gran nimero de funciones de metaloporfirinas 8. Que también estan
presentes en un gran namero de modelos sintéticos de proteinas. La utilizacién de la quimica
tedrica para estudiar y predecir propiedades de compuestos de coordinacion ha ido en
aumento en las Ultimas décadas®. La familia de las porfirinas son un objeto de estudio
complicado para la quimica tedrica, debido a la complejidad y gran tamafio de su estructura.
En afos recientes, se han hecho esfuerzos por reproducir resultados experimentales y predecir
propiedades espectroscopicas de porfirinas naturales y modelos sintéticos para concretar

tiempos de computacion eficientes con resultados suficientemente precisos.



Antecedentes

Dependiendo de las necesidades de simetria y los grupos funcionales que se quieren incluir
en el macrociclo de la porfirina, hay una inmensa variedad de metodologias para la sintesis
de toda clase de porfirinas. Sin embargo, existen tres métodos principales en orden de
complejidad para su sintesis, donde la eleccion depende de los grupos o simetrias deseados:
Polimerizacion simple de monopirroles, la ruta de MacDonald llamada la aproximacion [2 +
2] y. Esta familia también puede sufrir reacciones de adicion y sustitucion sin afectar su
aromaticidad, asi como acoplamientos, oxidaciones y reducciones para producir una gran
variedad de porfirinas que encuentran diversos usos en distintos ambitos de la quimica,

medicina, biologia y ciencia de materiales 1.

Figura 3 Estructura de la peroxidasa de rabano picante

La familia de las porfirinas es una de la mas grandes que existen, asi como una de las mas
estudiadas. Las porfirinas con centros metalicos de hierro son de particular interés, debido a
la gran variedad de compuestos naturales y sintéticos que caen en un rango inmenso de
funciones y aplicaciones, asi como lo importante que son en el cuerpo humano y en otros
seres vivos®?,

En particular, hay un gran interés en la investigacion de porfirinas del grupo hemo por su

papel importante en los mecanismos de hemoproteinas en peroxidasas y citocromos P-450,
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siendo uno de los compuestos con mayor interés la peroxidasa de rabano picante, o HRP por
sus siglas en inglés, gracias a su estabilidad y su asequibilidad*®. El uso de la resonancia
magnética nuclear de *H es comun para estudiar la estructura molecular y derivar propiedades
electrénicas del grupo hemo para conocer y predecir una variedad de propiedades de
hemoproteinas. Durante estos estudios, se descubrié que modelos de la peroxidasa de rabano
picante presentaban un caracter de espin mixto cuantico de 3/2!4. Ha habido un incremento
en las investigaciones de porfirinas con estado de espin intermedio (S = 3/2), observado por
primera vez por Maltempo et al, debido a que estan relacionadas con la funcion de ciertas
hemoproteinas presentes en bacterias®®. Este estado de espin intermedio no es comun, y
usualmente existe en una mezcla de espines con los otros estados posibles'é. Hay tres
configuraciones distintivas para los cinco electrones 3d del hierro, que resultan en los estados
de espin S = 1/2, 3/2 y 5/2. El primero y el tercero son relativamente comunes y estan lo
suficientemente cerca en energia para que exista en una mezcla térmica de bajo espin (S =
1/2) y alto espin (S = 5/2).

dxz-yz _“_h\ 1 ; dxz_yz
d2 1
~. d£2
d7x 1 d?x
| |
d, T dy,
| ,
dxy - - ) dxy
S=1/2 S=5/2 S=3/2

Figura 4 Orbitales moleculares para el hierro (I11)

Normalmente, los electrones de valencia de las porfirinas de hierro estan en los orbitales 3d
del metal y en porfirinas planas ideales tetra y hexacoordinadas los orbitales d tienen simetria
sigma que interacciona con los nitrogenos de la porfirina y de los ligantes axiales. Toda las
teorias y tratamientos tedricos concuerdan en que el orbital 4e(r*) del anillo de la porfirina
esta vacio y es el orbital LUMO, mientras que los orbitales 1aiu(m) y 3azu(rr) pueden ser los

orbitales HOMO, dependiendo del estado de oxidacidn del metal, la naturaleza de la porfirina
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particular, los sustituyentes en el macrociclo y los ligantes axiales presentes. Estos orbitales
frontera no tienen la simetria correcta para traslaparse con los orbitales d del metal, a menos
que la porfirina esté distorsionada, de tal manera que los orbitales 3azu(rr) con el orbital dxy

del hierro si la porfirina presenta distorsion tipo saddle.

A través de estudios espectroscopicos de multiples grupos de investigacion, es claro que los
estados de espin de complejos de porfirinas de hierro (I11) son controlados por la naturaleza
y nimero de los ligantes axiales’. Se ha observado que metaloporfirinas sintetizadas con
ligantes de fuerza intermedia y con caracteristicas estructurales especificas, se puede
observar una combinacién cuéntica de los estados de espin altos e intermedios. En una
combinacion cuantica, la funcion de onda es una combinacion verdadera de los espines donde
las propiedades de estados de espin individuales no son observadas. Se ha reportado
anteriormente, que la configuracion de espin S = 3/2 y estados de espin de combinacion
cuéntica 5/2-3/2 y 1/2-3/2 tienen una gran importancia en hemoproteinas como la HRP y
citocromos ¢’, que estan relacionadas con su conformacion espacial, reactividad quimica y

otras propiedades *’.

Como se ha mencionado anteriormente, la resonancia magnética nuclear de 'H tiene una gran
variedad de usos en el campo de estudio de las porfirinas. Junto con la espectroscopia de RPE
y mediante el andlisis de espectros y desplazamientos hiperfinos, los estados magnéticos
pueden ser observados, y obtener informacién acerca del estado de espin'®. La RMN tiene
un amplio uso para determinar estructuras en el campo de la quimica organica y la
biogquimica, y en el estudio de las porfirinas no es la excepcion, pues podemos obtener una
gran cantidad de informacion estructural del macrociclo en modelos sintéticos de
hemoproteinas que nos permiten hacer un analisis mas certero de espectros mas complejos
de hemoproteinas'®. El analisis de RMN a temperatura variable de moléculas paramagnéticas
nos puede dar informacion importante acerca de las propiedades magnéticas dependientes de
la temperatura, asi como podemos observar otros procesos con esta dependencia como
cambios conformacionales o reacciones quimicas reversibles?. Este tipo de analisis no ha
sido estudiado tan ampliamente como otros aspectos de las porfirinas, por lo que la capacidad

de estudiar este tipo de procesos dindmicos en las porfirinas es un area de gran interes.
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Nuestro grupo de investigacion tiene experiencia en la sintesis de diversos compuestos de
coordinacion utilizando a la protoporfirina IX, haciendo uso de diversos ligantes axiales,
como ligantes bidentados que pueden actuar como pinza y coordinarse al centro metalico, y
ligantes que pueden inducir distorsiones sobre el macrociclo, donde mediante el uso de
diferentes técnicas espectroscopicas se describieron sus propiedades electronicas, magnéticas

y estructurales, incluyendo pruebas como modelo de peroxidasas?! 22,

La RMN de *H también se ha probado como una herramienta extremadamente valiosa para
el estudio de desplazamientos hiperfinos, los cuales estan intimamente relacionados con la
distribucion de electrones desapareados en la estructura de los ligantes del complejo
metalico*. Esto se debe a que los orbitales d semi llenos del hierro pueden interactuar con
los orbitales 7 de la porfirina que tengan la misma simetria. Consecuentemente, un electron
desapareado del metal se deslocaliza a los atomos de nitrdgeno y carbono unidos
directamente, lo que tiene un gran efecto en los hidrégenos que estan enlazados a estos
carbonos, los cuales presentan resonancias muy diferentes a sus analogos diamagnéticos

debido al efecto de polarizacion de espin?®.

Figura 5 Distorsion tipo saddle del macrociclo de la porfirina

Los complejos metalicos de porfirinas exhiben una variedad de distorsiones fuera y dentro
del plano Unicas para su familia de compuestos, las cuales se atribuyen al ambiente proteinico
0 a interacciones estéricas con los sustituyentes en ligantes axiales. En particular, las
distorsiones fuera del plano son de gran interés debido a su relacién con varias funciones que
pueden desempefiar estas porfirinas®. Las distorsiones mas comunes encontradas en sistemas
bioldgicos son las de ruffling, saddling y doming, por sus nombres en inglés?®. Siendo la

distorsion de ruffling, la principal distorsion en proteinas de transferencia de electrones en
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citocromo ¢, complejos oxigenasas enzima-sustrato, y acarreadores de NO como
nitroporfirinas?’3%. La segunda distorsion mas comudn, la denominada saddling es
prominente en peroxidasas® y se encuentran en modelos de centros del grupo hemo en el
citocromo bc: y otras hemoproteinas®?, mientras que la distorsion de doming es tipicamente
observada en proteinas de transporte como la mioglobina. La naturaleza y namero de los
ligantes axiales también son un factor muy importante en las distorsiones fuera del plano en
las porfirinas, asi como tienen un gran impacto en su estado de espin, debido a que ciertas
distorsiones favorecen estados de espin o mezclas de estados particulares. Este efecto que
tienen las distorsiones sobre las propiedades esta familia puede ser observado mediante una

gran variedad de técnicas de analisis.

La quimica tedrica es una herramienta invaluable para el estudio de estos modelos
inorganicos, asi como el estudio de compuestos de coordinacién y modelos de centros del
grupo hemo®3. Los célculos tedricos basados en la teoria de funcionales de densidad, o DFT
por sus siglas en inglés, es una herramienta muy util utilizada para predecir una gran variedad
de propiedades y parametros en la quimica de coordinacion®, que han sido utilizados para
estudiar geometria molecular optimizada, distribucion de carga electrénica, constantes de
fuerza vibracionales, energias de orbitales moleculares, asi como datos méas concretos y
complicados, como espectros de RMN de H y 13C, valores de g para espectroscopia de RPE,
asi como datos de UV-vis, FTIR y algunas otras técnicas®*-3°; comparando datos teéricos con
datos experimentales obtenidos para identificar y explicar propiedades magnéticas y

electronicas presentes en una gran variedad de porfirinas con centros metalicos distintos.
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Hipotesis

El analisis de espectros de resonancia magnética nuclear a temperatura variable, en conjunto
con calculos computacionales basados en la teoria de los funcionales de la densidad nos
permite establecer relaciones entre la estructura, propiedades electronicas, interacciones
entre los orbtiales de valencia del macrocilo y el centro metalico de hierro (lll) y el
comportamiento dentro de un campo magnético externo de manera que podemos explicar los
desplazamientos quimicos en los experimentos de H, ya que estos son dependientes de

procesos dinamicos intramoleculares.

Justificacion

El estudio estructural de compuestos de coordinacion de porfirinas ha sido de gran interés,
debido a los efectos que tienen los centros metélicos y los ligantes axiales sobre su
disposicion espacial. Estos cambios en su estructura tienen implicaciones intrinsecas en sus
propiedades, ya sea en su reactividad quimica, electroquimica y fisicas, asi como cambios
electrénicos que pueden afectar su papel en la naturaleza o aplicaciones potenciales. A
comparacion de otros tipos de porfirinas, la familia de la protoporfirina IX no es tan estudiada
como las demaés, por lo que investigaciones sobre su estructura y cambios que tiene esta
dependiendo de los ligantes axiales por medio de analisis de resonancia magnética nuclear a
temperatura variable es de gran interés para encontrar potencial aplicaciones de estos

compuestos y explicaciones concretas que causan actividades de interés.

Objetivos

e Caracterizar por RMN 'H, *C, HSQC y COSY a los ligantes piridina y 2-
metilpiridina.

e Sintetizar compuestos de coordinacion a partir del éster de la cloroprotoporfirina IX
de hierro (IIT) con la piridina y la 2-metilpiridina como ligantes axiales.

e Asignar sefiales de los compuestos de coordinacion obtenidos por RMN 'H.
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Obtener y analizar espectros de RMN a temperatura variable en un amplio rango de
temperaturas.

Determinar energias de estados de transicion entre rotaciones dihedrales de
conformeros mediante calculos computacionales basados en DFT.

Calcular constantes de equilibrio utilizando temperaturas de coalescencia entre

estados conformacionales.



Marco teorico

Sintesis de metaloporfirinas

Existen una gran variedad de compuestos de coordinacion de porfirinas con la mayoria de
los elementos metélicos de la tabla periddica, muchos de estos compuestos son capaces de
enlazar ligantes axiales adicionales. Como se mencioné en otras secciones de este informe,
esta coordinacion axial afecta profundamente caracteristicas espectroscépicas,
electroquimicas, estructurales, fotoquimicas entre otras de la metaloporfirina sintetizada. En
la mayoria de los casos, el estado de oxidacidén del ion metélico es conocido y tiene
propiedades de coordinacion Unicas®,

Se han reportado varias rutas para la sintesis de compuestos de coordinacion relacionadas
entre si. De ellas, las mas comunes, son la sintesis directa y la sintesis tradicional. EI método
mas comun es la sintesis tradicional, el cual consiste en hacer reaccionar una sal de metal con
un agente coordinante; en un disolvente o mezcla de disolventes en la que ambos sean
solubles®’. Este es el caso para la sintesis de metaloporfirinas de hierro (I11). La reaccion es
usualmente llevada a cabo calentando una disolucion acuosa de sal de hierro (I1) en presencia
de la porfirina en presencia de aire. EI producto resulta en un centro de hierro (I11), a menos
que las condiciones sean anaerobias. Las sales de hierro (I11) pueden coordinarse
directamente al macrociclo utilizando FeCls-6H20 y agregando trazas de acido acético
glacial en reflujo por 90 minutos. Sin embargo, este método no resulta en la metaloporfirina
esperada utilizando derivados de la protoporfirina IX, los cuales son susceptibles a

hidratacién acida de los grupos vinilicos.
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Esquema 1 Reaccion entre una sal de hierro (I1l) con una porfirina que lleva directamente a una metaloporfirina de
hierro (I11)

Las condiciones tipicas para la sintesis de metaloporfirinas con hierro normalmente emplean
combinaciones de sal/disolvente de FeClo/DMF, FeSOu/piridina-AcOH, Fe(OAc)2/AcOH y
FeBra/base/Benceno-THF3,

Dependiendo de la fuerza donadora del ligante, pueden aislarse compuestos de coordinacion
penta o hexacoordinados. Ligantes enlazantes débiles, como alcoholes y éteres, resultan en
complejos pentacoordinados con estados de espin alto, mientras que la adicion de ligantes
fuertes como la piridina o el imidazol, resulta en compuestos de coordinacion
hexacoordinados inmediatamente, debido a que la constante de asociacion del segundo
ligante es alrededor de 10 veces més grande que el primero. En la formacion de compuestos
de coordinacion hexacoordinados, el macrociclo de la porfirina neutraliza dos de las tres
cargas positivas, por lo que estos compuestos deben de tener asociado un contraion. Este
puede estar coordinado directamente al centro metalico o fuera de la esfera de coordinacion
formando un par iénico con el compuesto. La coordinacion de aniones al centro metélico de
porfirinas con centro de hierro (111) resulta en un estado mezclado de espin cuantico de S =
5/2, 3/2. Para el hierro (I11), los productos directos de metalacion con sales de hierro (I1) en

condiciones aerdbicas tienen la formula general de Fe'''(Por)X. La especie coordinada a un
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cloruro, con férmula de Fe'!"'(Por)ClI, es un punto de partida comun para diversos
compuestos de coordinacién llevando a cabo la sustitucion del anion. La fuerza de la
coordinacion al centro metalico puede ser monitoreada por el desplazamiento quimico de los

hidrégenos de sustituyentes en el anillo de pirrol®.

2 Disolvente, aire § Bz

Agitacion §

A, s WY R e

Esquema 2 Reaccion general para la sintesis de metaloporfirinas de hierro (111)

Resonancia magnética nuclear a temperatura variable

La resonancia magnética nuclear puede ser aplicada para estudiar procesos reversibles
dependientes de la temperatura como cambios conformacionales o tautomeria, esto es debido
a que la forma de las sefiales es sensible a estos cambios, si el ambiente del nucleo que
estamos estudiando es diferente de un estado a otro.

Procesos dinamicos, como cambios conformacionales, reacciones sintéticas reversibles,
entre otras, son dificiles de observar utilizando otras técnicas espectroscopicas.
Generalmente, equilibrios lentos permiten la medicion de propiedades para todas las especies
individuales, por lo que todas las especies son observables en el espectro. Equilibrios rapidos,
sin embargo, resultan en un espectro promedio de todas las especies presentes en una
disolucion, por lo que no se observan individualmente en el espectro. Por medio de la
temperatura, podemos hacer que un equilibrio se vuelva mas lento, para poder asi observar
especies individuales en el espectro de RMN. La temperatura donde los procesos dindmicos

tienen su transicion de rapido a lento es la temperatura de coalescencia?.
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Esquema 3 Ejemplos de procesos dependientes de la temperatrua. 1 - Tauromeria, 2 - Cambio conformacional.

Para establecer un equilibrio lento, se pueden calcular los anchos de linea al determinar la
altura maxima de la sefial de interés y medir el ancho de la sefial justo a la mitad y al
establecer las diferencias de dos frecuencias de resonancia de dos nucleos quimicamente
equivalentes que estan separados por un proceso intramolecular.
vy —vg =Av EC. 1
Donde vay vs son las frecuencias en Hz de las resonancias, que tienen una rapidez de
intercambio (kint) denominada por la siguiente ecuacién en la temperatura de coalescencia
(Te):
kine = m(Av)/V2 Ec. 2
Donde r tiene su significado usual y Av es la diferencia de frecuencias antes mencionada.
Las unidades correspondientes a la rapidez de intercambio estan dadas en unidades de
frecuencia (Hz). A bajas temperaturas, la diferencia de los anchos de linea es mucho mas
grande que la rapidez de intercambio, por lo que el espectro consistira en dos sefiales agudas
bien diferenciadas con sus respectivos anchos de linea. A temperaturas mas altas, el
intercambio es répido, por lo que kint €s mucho mas grande que Av, por lo que un solo pico
angosto es observado. También hay un intervalo intermedio donde se observa una sefial
ancha donde las sefiales se traslapan. Estos procesos reversibles observables por RMN
presentan sefiales anchas en equilibrios lentos, que se afiaden a las propiedades de las sefiales
que son dependientes de los tiempos de relajacion espin-espin y espin-orbita.
El principio de incertidumbre establece que la energia de un estado particular (AE) y la
incertidumbre en el tiempo de vida del estado (At) es aproximadamente igual a la constante
de Planck reducida (h).
AEAt = h Ec. 3
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Esta ecuacidn establece que una sefial aguda y bien definida tiene un estado energético o
frecuencia bien establecida, pero implica también que el tiempo de vida del estado es muy
incierto. Una sefial ancha indica un tiempo de vida caracteristico, pero una incertidumbre en
la energia o frecuencia de los estados particulares. Debido a que

AE = hAv,,, Ec. 4
Donde Av, /, es el ancho de linea de la sefial de absorcidn, es inversamente proporcional al

tiempo de vida del estado excitado, se deriva la siguiente ecuacion:

1
Avl/z = ﬁ EC. 5

La cual relaciona el tiempo de vida del estado excitado con el ancho de banda de la sefial en
el espectro de RMN®. A partir del calculo de la separacion de las sefiales en la temperatura

de coalescencia, puede calcularse la energia libre para la barrera de la energia de activacion.
AG = aT [9.972 + log (5£)| Ec. 6

Donde a es una constante de 4.575 x 102 en unidades de kcal/mol, T se refiere a la
temperatura a calcular para la energia, Tc la temperatura de coalescenciay Av es la diferencia
en frecuencia de las resonancias. Mediante el uso de diferentes ecuaciones, sabemos que la
energia esta relacionada con el ancho de linea de la transicién, por lo que, sabiendo la energia,
podemos calcular la intensidad de la sefial a una frecuencia determinada. Este método de
determinar las constantes de intercambio y la temperatura de coalescencia son los mas
comunes Yy tal vez inexactos, debido a que la temperatura de coalescencia se determina
mediante la medicion de maltiples espectros a distintas temperaturas, por lo que puede haber
errores en la estimacion de la barrera de la energia de activacion. Métodos mas precisos, pero
mucho mas dificiles de acceder son experimentos a temperaturas variables de intercambio
fugaz, como 2D-EXCHSY 0 1D-EXCHSY,

Resonancia magnética nuclear de compuestos paramagnéticos en disolucidn

El fisico galardonado con el premio Nobel, Pieter Zeeman descubrié el comportamiento
peculiar de ciertos atomos cuando son expuestos a un campo magnético externo. Los atomos

que tiene este comportamiento peculiar son 4&tomos que tienen un namero de protones,
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neutrones o0 ambos impares, por ejemplo, isétopos de *H, 13C, 1N entre muchos otros. Estos
nacleos adoptan un nimero de orientaciones totales posibles no degenerados en un campo
magnético dictado por la siguiente formula:

m; =21 +1Ec. 7
Donde | es el espin nuclear. Estas orientaciones, también llamados estados de espin
nucleares, se separan en energia dentro del campo magnético externo. A este efecto de estos
atomos se le llama el efecto Zeeman nuclear. Estos estados de espin nucleares estan separados

por la diferencia en energia de cada estado, definida por la siguiente ecuacion:

hB
Ei = —miy 0 Ec. 8
21T
Donde h es la constante de Planck, Bo es la fuerza del campo magnético externo y gamma es
una constante llamada razon giromagnética y se determina mediante la abundancia isotépica

del 4&tomo que esta siendo expuesto al campo magnético.

m=-1/2
E 0 AE
m=+1/2
0 By —»

Figura 6 Efecto Zeeman nuclear para un nicleo con I = 1/2

Cuando estos nucleos se encuentran en el campo magnético externo, experimentan un
movimiento oscilatorio periédico llamado precesidn, a una frecuencia caracteristica del
nacleo que estamos estudiando, llamada frecuencia de Larmor, dada por la siguiente
ecuacion:
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Esta frecuencia esta en unidades de radianes por segundo, que puede ser transformada por
medio de un tratamiento matematico a unidades de frecuencia (Hz) para ser estudiada mas a
fondo.

Los ndcleos de estudio tienen que absorber un valor energético igual a la frecuencia con la
que realizan la precesion en el campo magnético externo, para ir de un estado de espin de
menor energia (mi = -1/2 alineado con el campo magnético) a uno de mayor energia (mi =
+1/2 en contra del campo magnético). Durante un experimento de RMN, la sefial es generada
teniendo un campo magnético externo alineado en el eje z. Antes de que empiece la
irradiacion mediante radiofrecuencias, se tiene a los nucleos precesando a su frecuencia
caracteristica en presencia de este campo magnético. Ahora, se afiade un campo magnético
oscilante mucho mas débil al inicial en posicion perpendicular a este presente en los ejes x y
y. Asi, los momentos nucleares se enfocan y rastrean al campo magnético, precesando a la

frecuencia de Larmor en estos ejes.

z

X

Figura 7 Precesion de un niicleo en presencia de un campo externo y la inclinacion que sufre debido a la presencia de un
segundo campo externo rotatorio

Cuando se aplica el pulso de radiofrecuencias y ocurre el cambio del estado de espin del
nucleo, estos empiezan a precesar en direccion del campo magnético externo. Esta precesion
genera un campo magnético débil perpendicular al campo magnético inicial, lo cual induce
un voltaje en el recibidor del espectrémetro. Este voltaje inducido es detectado y se le da el
nombre de Free Induction Decay (FID). Esta sefial contiene informacion acerca de las

interacciones del espin nuclear, dinamicas moleculares y el ambiente quimico de la muestra.
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Durante esta sefial, los espines nucleares pierden coherencia, salen de fase unos con otros
debido a interacciones con su ambiente quimico, como acoplamientos dipolares a través del
espacio entre otros. Esto lleva a una pérdida gradual del campo magnético generado llamado
decaimiento. En ausencia de un campo magnético externo, la distribucion de los estados de
espin para un nucleo con un mi = % es de aproximadamente 50/50. Los numeros relativos
entre los estados de espin de mayor y menor energia se llama equilibrio de Boltzmann.
Cuando el ndcleo que estamos observando absorbe energia, el sistema puede llegar a
saturarse, lo que significa que ambas poblaciones estan de nuevo en una relacion 50/50, y
que el sistema no puede absorber méas energia. Cuando la irradiacion se detiene, los ndcleos
excitados volveran a sus estados iniciales mediante procesos de relajacion. En los sistemas
estudiados por resonancia magnética nuclear, existen dos tipos de procesos de relajacion:
relajacion espin-orbita y relajacion espin-espin. Cada uno de ellos estéa caracterizado por un
tiempo de relajacion, lo que determina el tiempo de decaimiento.

Los procesos de relajacién espin-orbita, también Ilamado longitudinal, ocurren en direccién
del campo magnetico externo fijo. Los espines disipan la energia absorbida al transferirla a
su entorno como energia térmica. El tiempo de relajaciéon T1 describe este proceso. Muchos
procesos intra e intermoleculares contribuyen a este proceso de relajacion, pero los
contribuidores principales son las interacciones dipolo-dipolo. Los espines de un nlcleo
excitado interactGan con los espines de otros nucleos cercanos de la misma molécula o de
moléculas cercanas, lo que lleva a intercambios y transiciones de espin. Estos mecanismos
son especialmente efectivos si hay nucleos de hidrdégenos cerca, o directamente enlazados.
Este tipo de relajamiento es mucho mas efectivo en moléculas grandes que rotan lentamente
que en moléculas pequefas, que rotan rapidamente.

Los procesos de relajacion de espin-espin son aquellos que ocurren perpendicularmente al
campo magnético externo fijo, el mismo plano en que la sefial es detectada. La relajacion
espin-espin no cambia la energia del sistema. Cuando el sistema comienza a perder fase
después del pulso del segundo campo perpendicular externo, los nucleos pierden esta
coherencia intercambiando su espin. Este proceso solo ocurre con nucleos del mismo tipo, y

el tiempo de relajacion espin-espin, T2, gobierna este proceso*!.
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Solia creerse que el espectro de resonancia magnética nuclear de un compuesto de
coordinacion paramagnético, debido a que un momento de espin electrénico tan grande causa
una relajacion nuclear muy rapida y por lo tanto a una sefial en el espectro demasiado ancha
como para poder interpretarse. Sin embargo, es posible detectar sefiales de resonancias
pertenecientes a hidrégenos en la molécula a desplazamientos muy positivos 0 negativos.
Los electrones desapareados no estan localizados en un solo punto, si no en general estan
deslocalizados sobre toda la molécula. En cualquier punto del espacio, los orbitales
moleculares de los nlcleos de hidrégeno que tienen valores de electron desapareado diferente
de cero, el momento magnético sentido por el nicleo también es diferente de cero, y es
proporcional al valor promedio del espin en el eje z multiplicado por la fraccion del electron
desapareado presente en ese punto, a lo cual se le Ilama densidad de espin. Los electrones
desapareados en un orbital molecular pueden polarizar a un par electrénico en un orbital
molecular lleno, llamado polarizacion de espin. Los momentos magnéticos de los nucleos
que se alinean con el momento magnético del electrén desapareado tienen una ligera
preferencia a ocupar la region del espacio de su orbital molecular que estd mas cerca al
electron desapareado, teniendo el efecto contrario para momentos magnéticos de nucleos que
estan alineados en contra al momento magnético del electrén desapareado.

Esta polarizacion puede ocurrir mediante mecanismos de polarizacion directa o indirecta.
Los nucleos magnéticos que estamos estudiando interactian con los electrones desapareados
de la misma manera en que dos dipolos magnéticos interactian entre si. La interaccion se
divide en dos partes, una con la densidad de espin en los nicleos resonantes y otra con el
efecto magnético de los electrones despareados en el resto de la molécula. El primer efecto
es llamado el acoplamiento de contacto de Fermi, mientras que el segundo es el acoplamiento
dipolar a través del espacio.

El acoplamiento de contacto de Fermi se produce por la presencia de la densidad de espin de
los electrones desapareados del centro metalico en nucleos de los hidrogenos del ligante.
Esto, en presencia del campo magnético externo aplicado durante el experimento de la RMN,
da lugar a un campo magnético permanente que se afiade al aplicado. Debido a este efecto,
los nucleos que estamos estudiando sufren un desplazamiento mayor en su frecuencia de
resonancia. Este efecto ocurre con nudcleos que estan cerca del centro metalico donde la

densidad de espin se puede deslocalizar. Si consideramos un espin con un ndcleo B para ser
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cuantizado alrededor del eje z, el hamiltoniano de contacto se describe por la siguiente

ecuacion:

-~

H = ilgﬁgNﬁNszng Ec. 10

El acoplamiento dipolar a través del espacio, también llamado acoplamiento de
pseudocontacto, ocurre por el acoplamiento del momento magnético del electron
desapareado con el del nlcleo que estamos estudiando. Este acoplamiento tiene un efecto
significativo cuando la interaccion por el contacto de Fermi es despreciable*?. Este
desplazamiento es llamado desplazamiento isotrépico hiperfino, y puede ser determinado
experimentalmente al medir la diferencia en desplazamiento de un atomo dado en un

compuesto paramagnético y el del mismo atomo en un compuesto diamagnético analogo*®.

Teoria de los funcionales de la densidad

El primer vinculo entre la quimica tedrica con la quimica de coordinacion fue la teoria de
campo cristalino en la década de 1950. La quimica teorica es una gran herramienta para
obtener informacion acerca de metales de transicion.

El punto de partida para la aplicacion de la quimica tedrica a compuestos de coordinacion y
organometalicos se data a la conocida metodologia de Hiickel en la década de los 1970. El
método extendido de Hiickel es el méas popular debido a que otros métodos semi empiricos
no pueden describir a los orbitales d y f correctamente. Por lo tanto, el modelo de EHT ha
utilizado las propiedades de simetria de los orbitales extensivamente y la teoria de
perturbacion®.

La teoria de los funcionales de la densidad, o DFT por sus siglas en inglés, proveen resultados
suficientemente precisos a un costo computacional razonable. El desarrollo del método de
DFT trajo “precision quimica” al principio de la década de 1990, y conecto6 con el desarrollo
de la tecnologia computacional, lo que ha hecho de estos métodos las més poderosas
herramientas al final del siglo XX y principios del siglo XXI para el estudio tedrico de
compuestos de coordinacion. Un “funcional” es una funcion que tiene como argumento otra
funcion.

La teoria de los funcionales de la densidad es la base de diferentes métodos computacionales

que permiten el estudio de diversos sistemas. Se basa en el teorema de Hohenber y Kohn,
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que establece que la energia del estado basal de un sistema es funcional de la densidad
electrénica del mismo, por lo que solo se necesita conocer la densidad para calcular todas las
propiedades del sistema. Partiendo el funcional de la energia en energia cinética, potencial,
repulsion electrostatica clasica de Coulomb y la energia de intercambio y correlacion®.

El funcional de energia de intercambio y correlacién no es conocido, y aproximaciones para
su solucién son obtenidas usando términos empiricos. Este método nos permite solucionar
un problema de métodos desarrollados con anterioridad al cambiar el término de intercambio
potencial por un potencial de intercambio y correlacion que es més simple por ser funcién de
la densidad**.

Debido a que el funcional de intercambio y correlacion no es conocido, tienen que usarse las
aproximaciones mas precisas posibles, y la elaboracion de nuevos funcionales es un area de
trabajo muy activa. Los funcionales para el calculo de esta energia fueron clasificados en tres
generaciones: aproximaciones de densidad local (LDA), aproximaciones de gradiente
generalizado (GGA) y funcional méas alld de aproximaciones de gradiente generalizado
(Meta-GGA)°.

Los métodos computacionales basados en la teoria de los funcionales de la densidad permiten
predecir un gran numero de propiedades, como estructuras moleculares, energias de enlace,
superficies de energia potencial, momentos dipolares, polarizabilidad, potenciales de
ionizacion, afinidad electronica, espectros e intensidades de UV-Vis, frecuencias de

vibracion, desplazamientos quimicos, entre otros.

Ll

Coordenadas y comandos (.gjf, .slrm) Servidor del nodo

T

Comandos de terminal linux Comandos de terminal linux
‘ \ (sftp, ssh) (sftp, ssh)
. ———
k 2

Figura 8 Diagrama de proceso para la realizacion de cadlculos
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Metodologia

Medicion de los espectros de RMN a temperatura variable

Los espectros de RMN de 'H, $3C, DEPT, HSQC, HMBC y COSY fueron realizados en un
equipo Bruker de 500 MHz en tubos de resonancia de cuarzo ultrapuros. Se escogi6 al
metanol deuterado como disolvente para todos los experimentos. Primero, se realizaron los
espectros de una y dos dimensiones de los ligantes 2-metil piridina y piridina, también
obteniendo el espectro de 'H para el éster de la cloroprotoporfirina IX de hierro (I11). Se
asignaron todas las sefiales caracteristicas de las materias primas de hidrégenos y carbonos
correspondientes y se compararon con espectros ya reportados en la literatura.
Posteriormente se realizaron los estudios a temperaturas variables para obtener sus espectros
de RMN *H en un intervalo de temperatura de — 25 °C a 25 °C de las materias primas para
observar su comportamiento a temperatura variable.

Finalmente, se analizaron los espectros a temperaturas variables de los compuestos de
coordinacion sintetizados en un intervalo de temperatura de — 25 a 40 °C. Los espectros
obtenidos se compararon con los de las materias primas con el fin de identificar variaciones
con la temperatura y analizar este comportamiento en comparacién con el de las materias
primas. Todos los espectros obtenidos fueron procesados utilizando el software MestReNova

version 14.2.0.

Sintesis de los compuestos de coordinacidn

Los reactivos que se utilizaran para la sintesis de los compuestos de coordinacion fueron
adquiridos con el proveedor Sigma-Aldrich y fueron usados sin purificacion adicional.

La sintesis de los compuestos de coordinacion fue realizada disolviendo el éster de la
cloroprotoporfirina de hierro (I11) en metanol deuterado, en una concentracion de 1 mM. Se
tomé una alicuota de 1.2 x 10> mmoles, 2.5 eq de piridina y 2-metil piridina. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion magnética durante seis horas. Pasado este tiempo, la
disolucion se refrigerd para su posterior andlisis para la obtencién de 1y 2 pertenecientes a

los ligantes respectivos.
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Esquema 4 Reaccion para la sintesis de los compuestos de coordinacion de interés

Calculos computacionales

Los calculos computacionales se realizaron empleando la teoria de funcionales de la densidad
en el programa Gaussian 09 version D.01 implementado en la supercomputadora del
Laboratorio Nacional de Supercomputo del Sureste de México en la BUAP.

Como estructura base para los calculos computacionales se utiliz6 a la octometilporfirina de
hierro (I11) con el objetivo de simplificar las interacciones de lo sustituyentes del macrociclo
que habria en la estructura completa de la cloroprotoporfirina 1X. Se utilizé al metanol como
disolvente implicito en todos los calculos. Se tomaron en cuenta todas las multiplicidades
posibles para los compuestos de coordinacién hexacoordinados con centro de hierro (111) en
un ambiente octaédrico, con los ligantes axiales de 2-metil piridina y piridina. Todos los
calculos fueron realizados utilizando el funcional de GGA de PBE para obtener un tiempo
de calculo més eficiente y el funcional hibrido de B3LYP para obtener valores de energia
mas precisos, con las funciones de base def2svp o def2tzvpp, utilizando correccion de la

dispersion empirica mediante el método de Grimme de D3
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Se calcularon energias en cambios conformacionales de angulos dihedrales y se determinaron
estados de transicion entre estos, calculandose energias libres de estos estados
conformacionales. Se tomaron las coordenadas de estos estados de transicion obtenidos para
optimizar sus geometrias en estados de transicion y se realizaron célculos de IRC (Intrinsic

Reaction Coordinates) donde se conectan estos estados con estructuras relajadas.

Resultados y discusién

Experimentos de 'H, 13C de una y dos dimensiones de los ligantes 2-metil
piridina vy piridina

Se comenz6 el analisis obteniendo espectros de resonancia magnética nuclear de una
dimension H, 3C desacoplado y DEPT y de dos dimensiones HSQC, HMBC y COSY para
los ligantes 2-metil piridina y piridina con el fin de asignar todas las sefiales de carbonos e
hidrégenos de sus estructuras. En la figura 11 y 12 se presentan los espectros de *H y 3C
respectivamente. El espectro de la figura 11 corresponde a la piridina, que contiene sefiales
en 8.53 ppm (d), 7.79 ppm (t) y 7.38 ppm (dd). Todos estos desplazamientos quimicos son
tipicos para hidrégenos en un ambiente aromético. La sefial observada en 2.0 ppm
corresponde a restos de acetona utilizada para remover agua del tubo de RMN, mientras que

la sefial cerca de 5 ppm corresponde a residuos de metanol.

A (d)
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B (t)
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.C (dd)
[ 738

2 2
87 86 85 B4 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71
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Figura 9 Espectro de proton del ligante piridina
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Figura 10 Espectro de carbono del ligante piridina

Y el espectro en la figura 12 corresponde al experimento de '3C de la piridina, con un
acercamiento en el espectro de DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer), donde se puede confirmar que todas las sefiales son pertenecientes a un carbono

tipo CH o CHg, lo cual concuerda con los metilenos (CH) y rango de desplazamientos para

el anillo aromaético en la piridina.

Figura 11 Estructura de la piridina

Todos los carbonos e hidrogenos fueron asignados mediante el analisis de las multiplicidades
de los espectros de 'H y andlisis de los experimentos de dos dimensiones, comenzando con

los espectros de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) donde se correlacionan
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las sefiales de *H y °C para asignar sefiales de hidrégenos a los carbonos a los cuales estan
directamente enlazados.

Gracias a esta correlacion, podemos asignar las siguientes sefiales en el espectro de carbono
a su correspondiente sefial de proton: al carbono con sefial en 148.8 ppm le corresponde el
hidrogeno con sefial en 8.52 ppm, y al de 136.8 ppm con el hidrégeno en 7.79 ppm al de
124.1 ppm el hidr6geno en 7.38 ppm

Podemos inferir que los carbonos en 148.8 y 124.1 ppm pertenecen a los carbonos 2y 4 0 1
y 5 debido a que las sefiales en el espectr o de *H integran para dos hidrégenos. Asi mismo,
podemos asignar la sefial del carbono en 136.8 ppm con la sefial de su hidrégeno en 7.79, al
carbono en posicion 6 y al hidrogeno Hc, debido a que la sefial de este hidrégeno solo integra

para un proton.

PIRIDINE 111222 2D.13.1.2rr

r115

ri20
(7,40,124.17%

r130

ri3s

f1 (ppm)

r140

r14s

{8.55,148.95
_— - é =

r150
r1s5

r160

165

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71
2 (ppm)

Figura 12 Espectro de HSQC de la piridina
Para asignar adecuadamente las sefiales restantes a los atomos de carbono e hidrégeno

restantes, pasamos a un analisis de los espectros obtenidos de COSY (Correlated

Spectroscopy), donde podemos relacionar sefiales de protones vecinos a tres enlaces.
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Figura 13 Espectro de COSY de la piridina

Gracias a este espectro podemos confirmar que la sefial de protén en 8.52 ppm

correspondiente al carbono en 148.8 ppm pertenece a los carbonos 2 y 4, siendo este proton

vecino a tres enlaces a los protones Hb, no habiendo acoplamiento aparente con el proton Hc,

lo cual se confirma con la multiplicidad de doblete de la sefial. Esto significa que el proton

en 7.79 ppm correspondiente al carbono en 136.8 ppm se asigna al carbono 6, presentando

acoplamiento con los protones Hb, con sefial en 7.38 ppm que corresponde al carbono en

124.1 ppm que se asignan a los carbonos 1y 5.
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Letra | Proton Numero | Carbono

A 8.52 ppm 2/4 148.8 ppm
C 7.79 ppm 6 136.8 ppm
B 7.38 ppm 1/5 124.1 ppm

Tabla 1 Desplazamientos asignados para la piridina



Habiendo asignado las sefiales para el ligante piridina, proseguimos a la medicion y
subsecuente asignacion de sefiales en espectros de las mismas técnicas para el ligante de 2-
metil piridina.

El espectro de proton nos da mucha informacién gracias a la multiplicidad e integracion de
las sefiales. Observando las sefiales, asignamos la sefial en 2.49 ppm a los protones del grupo
metilo que integran para tres. La sefial en 7.23 ppm corresponde al proton Hd, debido a su
multiplicidad de doblete y a que integra para un proton. Por ultimo, las sefiales en 7.17 ppm
y 7.23 ppm pueden corresponder a los protones restantes Hb y Hc, ambos integrando para un

proton, y teniendo multiplicidad de doble de dobles y un triple de dobles respectivamente.

1
2
HaC 2 N"# Ha

Figura 14 Estructura de la 2-metil piridina
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Figura 15 Espectro de proton de la 2-metil piridina
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Posteriormente, nos referimos al espectro de resonancia magnética nuclear de *C para
confirmar el nimero de sefiales. En este espectro, podemos observar claramente la sefial para
el grupo metilo en 22.5 ppm, y las cinco sefiales restantes para los carbonos del anillo
aromatico en el rango de desplazamientos tipicos para tales carbonos. Un zoom en esta
seccion en el espectro de DEPT, nos muestra que la sefial en 157.8 ppm corresponde al
carbono cuaternario, debido a la orientacién del pico, mientras que el resto de las sefiales

corresponde a los cuatro carbonos restantes del anillo.
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Figura 16 Espectro de carbono con un acercamiento en el espectro de DEPT en la region de carbonos aromdticos de la
2-metil piridina

Continuando con el espectro de HSQC de la 2-metil piridina, podemos asignar las sefiales de
carbono en 148.0 ppm que esté enlazado al protdn en 8.38 ppm y en 121.0 ppm que esté
enlazado al proton en 7.23 ppm a los &tomos de carbono 1y 4 en la estructura del compuesto
basandonos en la multiplicidad de doblete que presentan ambas sefiales. Las sefiales restantes
de carbono en 123.6 ppm enlazado al proténen 7.17 ppmy en 137.1 ppm enlazado al protén

en 7.66 ppm corresponden a los carbonos restantes 5y 6.
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Figura 17 Epectro de HMBC de la 2-metil piridina
El estudio de un espectro de HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), que
relaciona las resonancias de carbono con protones vecinos de dos o tres enlaces, nos fue de
gran ayuda para realizar la distincion adecuada entre las sefiales de carbono restantes.
Podemos observar que la sefial en el espectro de 3C asignada al carbono dos, el carbono
cuaternario, esta acoplada a sefiales de protones en 8.66 ppm, 7.66 ppm y 7.23. Tomando en
cuenta que el acoplamiento con el protén en 7.17 ppm enlazado al carbono con sefial en 123.6
ppm, fuera el carbono cinco, el acoplamiento seria poco probable debido al nimero de
enlaces. Podemos concluir que esta sefial corresponde a este carbono, y por lo tanto asignar
el multiplete del espectro de protdn en 7.66 ppm enlazado al carbono en 137.1 ppm al carbono
seis. Observando el desplazamiento de las sefiales restantes, asignamos a la sefial en el
espectro de protdn en 8.38 ppm enlazada al carbono en 148.0 ppm perteneciente al carbono
cuatro debido al gran desplazamiento quimico que sufre debido a la desproteccion causada
por estar mas proximo al 4tomo de nitrogeno. Esto nos deja asignando al proton con
multiplicidad doblete en 7.23 ppm enlazado al carbono con sefial en 121.0 ppm al nimero

uno en la estructura del compuesto. Gracias a este andlisis por resonancia magnética nuclear
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de dos dimensiones, podemos tener un alto grado de confianza en las asignaciones de sefiales

a dtomos de carbono e hidrégeno de nuestros ligantes.

Letra | Proton Nimero | Carbono
A 8.66 ppm 4 148.0 ppm
C 7.66 ppm 5 137.1 ppm
B 7.23 ppm 6 121.0 ppm
D 7.17 ppm 1 123.6 ppm
Metilo | 2.49 ppm - 22.5 ppm

Tabla 2 Desplazamientos asignados para la 2-metil piridina

Experimentos de 'H a temperatura variable para los ligantes 2-metil piridina y
piridina

El proximo paso fue un analisis de espectros de nuestros ligantes a temperatura variable para
observar el tipo de comportamiento que estos tienen a distintas temperaturas. Se llevaron a
cabo experimentos de RMN de *H en un rango de temperaturas de -15 a 25 °C en incrementos
de 5°C.
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Figura 18 Espectros de proton a temperatura variable de la piridina
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Podemos observar que el comportamiento de la piridina a temperatura variable es uno
bastante predecible. A temperaturas bajas, los multipletes de las sefiales de la piridina pueden
observarse sin problema. A partir de 15 °C, los multipletes comienzan a combinarse para
resultar en una sola sefial ancha que no presenta multiplicidad. Esto puede deberse a la rapida
tautomeria de resonancia que presenta el anillo aromatico de la piridina, que es mas rapido
que la velocidad que puede captar el experimento de resonancia, que resulta en una sefial
promedio para estos protones. La temperatura de coalescencia para las sefiales en la piridina
es de 293.15 K.
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Figura 19 Espectros de proton a temperatura variable del ligante 2-metil piridina
En los experimentos para la 2-metil piridina, que fueron realizados en un rango de
temperatura de -15 °C a 15 °C, podemos observar varios comportamientos. El
comportamiento predecible, donde a mayor temperatura, las multiplicidades de las sefiales
se van perdiendo al volverse interacciones promedio por el répido intercambio entre
conforfmeros. Gracias al grupo metilo extra a comparacion de la piridina, hay mas procesos
dindmicos presentes en la molécula. Podemos observar que la diferencia inicial entre las

sefiales para los hidrogenos Hb y Hd se vuelve indistinguible para el equipo cuando la
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temperatura aumenta. Asi mismo, cuando la temperatura disminuye, ocurre un cambio
marcado en las multiplicidades de las sefiales. Esto puede deberse a que la diferencia de
poblaciones entre las estructuras de resonancia posibles en la 2-metil piridina se hace
observable al equipo a temperaturas bajas, con lo que surgen multiplicidades nuevas y sefiales
a desplazamientos quimicos ligeramente diferentes, lo que resulta en sefiales complejas de

multiplicidad variable.

Experimentos y analisis de espectros de 'H de compuestos de coordinacidn
sintetizados

Figura 20 Estructura del éster de la cloroprotoporfirina IX de hierro (III)

Continuamos con el andlisis de la porfirina que utilizamos como materia prima para
sintetizar, el éster de la cloroprotoporfirina 1X de hierro (Ill), la cual fue sintetizada
anteriormente por miembros de nuestro grupo de investigacion con una metodologia
previamente reportada.

Se obtuvo el espectro de RMN *H para la identificacion de sefiales importantes en el espectro

paramagneético.
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Figura 21 Espectro de proton del éster de la cloroprotoporfirina IX de hierro (111)

En este espectro observamos un aumento en la region donde se encuentran las sefiales
paramagneéticas, en la region de 74 a 48 ppm. Las sefiales para estos protones son las que se
encuentran mas desplazadas debido a las interacciones antes mencionadas con el centro
metalico y el efecto de su electron desapareado. De acuerdo con asignaciones anteriores
realizadas por nuestro grupo de investigacion?3, podemos concluir que las sefiales en 72.85
ppmy 72.26 ppm pertenecen a los protones de los sustituyentes metilo enlazados a los anillos
de pirrol, los cuales son llamados hemo-CHs. Las sefiales en 49.52 y en 48.72 han sido
previamente asignadas a los llamados alfa-CH2 pertenecientes a la cadena del éster en la
porfirina. El resto de las sefiales aln no han sido asignadas con certeza, pero se cree que la
sefial en 56.45 ppm corresponde a las sefiales de los protones meso de la porfirina.
Posteriormente, se realizo la sintesis de los compuestos de coordinacion que nos interesa
estudiar, reemplazando el ligante cloro de la porfirina, por los ligantes previamente
estudiados, la piridina y la 2-metil piridina.

La sintesis fue realizada segun la metodologia desarrollada por la Dra. Alejandra Romero,
parte de nuestro grupo de investigacion, siendo la misma descrita en la seccion de
metodologia. Los espectros realizados para el primer compuesto, teniendo como ligantes
axiales a la 2-metil piridina en temperaturas que fueron de -24 °C a 30 °C.

El compuesto de coordinacién con piridina como ligante axial también fue sintetizado. En la

figura 22, puede apreciarse las sefiales caracteristicas para este compeusto de coordinacion.
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Figura 22 Espectro de RMN del compuesto de coordinacion con piridina como ligante axial

El grupo de Hill et al realiz6 la sintesis de este compuesto de coordinacion con la piridina
como ligante axial de la protoporfirina IX de hierro (III)* en donde las sefiales pertenecientes
a la piridina son asignadas en desplazamientos quimicos cercanos a cero y no se empatan con
los obtenidos para el ligante 2-MP, ni se observa la presencia de ninguna sefial ancha en el
espectro con piridina como ligante axial, como se puede apreciar en la figura 23 en la

comparacion de ambos espectros en la region diamagnética.
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Figura 23 Comparacion de espectros en la region diamagnética de los compuestos de coordinacion obtenidos con 2-metil
piridina (azul) y piridina (rojo) como ligantes axiales.
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Figura 24 Espectros a temperatura variable del compuesto de coordinacion éster de la 2-metil piridina protoporfirina de
hierro (I11) hexacoordinada
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En esta comparacion de espectros, estan los espectros pertenecientes al compuesto de
coordinacion sintetizado con temperaturas desde -24 °C a 30°C. También se muestran los de
la cloroprotoporfirina IX de hierro (I11) con el fin de comparar el valor de desplazamientos
quimicos. Podemos observar que las sefiales se mantienen intactas, pero los valores del
desplazamiento quimico aumentan conforme disminuye la temperatura. A comparacion del
espectro perteneciente a la porfirina coordinada con cloro, el espectro de resonancia
coordinado a dos moléculas de 2-metil piridina tiene desplazamientos quimicos mayores para
las sefiales caracteristicas de la porfirina, lo que nos indica una coordinacion exitosa, y nos
habla de un cambio en el estado de espin de alto (S = 5/2) a un estado de espin cuantico mixto
(§=5/2, 3/2). Los ligantes axiales influyen fuertemente en el estado de espin y configuracion

espacial de una porfirina.
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Figura 25 Relacion entre la temperatura y el desplazamiento quimico en la region paramagnética de los espectros a T.V.

El aumento en desplazamiento de estas sefiales se debe a que, a bajas temperaturas, la
configuracion de espin intermedio es favorecida, lo cual es una tendencia observada para los
compuestos de coordinacion de porfirinas con un estado de espin intermedio debido a la

poblacion del orbital dxy en la porfirina“.
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Figura 26 Espectro a T.V. Del compuesto de coordinacion en la region diamagnética

En la regidn diamagnética donde se encuentran las sefiales de la piridina, podemos observar
una coordinacion exitosa debido al desplazamiento de las sefiales de los hidrégenos
aromaticos a desplazamientos mayores en comparacion a los valores de desplazamientos de

la 2-metil piridina aislada, asi como no se observa cambios significativos en los

desplazamientos de estas sefiales conforme aumenta o disminuye la temperatura.
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Figura 27 Comparacion de espectros a T.V. Donde se aprecia el movimiento de una sefial ancha.

También podemos observar la aparicién de una sefial muy ancha, la cual aparece a
desplazamientos menores cuando la temperatura aumenta hasta que aparentemente coalesce
con otras sefiales pertenecientes a los hidrdgenos aromaticos del ligante 2-metil piridina. Otra
manera en que los ligantes axiales afectan la estructura de una porfirina, es en su estructura
espacial.

La estructura del compuesto de coordinacion de la protoporfirina IX de hierro (111) es mas
estable cuando sus ligantes 2-metil piridina estan perpendiculares entre si. En esta posicion,
existen ocho posibles conférmeros que pueden existir relativos a su posicion con respecto a
los sustituyentes en la periferia del macrociclo (Figura 28). En cuatro de estos conférmeros
(estructuras A-D), los hidrogenos de los grupos metilos de los ligantes axiales estan en
proximidad con la cadena del grupo éster. En dos conférmeros estan lejos de la cadena
(figuras E'y G) y los ultimos (figuras F y 1) estan muy cerca de la cadena. Los hidrogenos de
estos Ultimos dos conférmeros tendrian un ambiente quimico distinto al de los demas, por lo

que existe una pequefia sefial a un mayor desplazamiento que se puede observar a
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temperaturas suficientemente bajas. Conforme la temperatura aumenta, esa sefial se mueve a
desplazamientos quimicos més bajos, donde podemos ver que a partir de 293 K, la sefial ya

no es observable en el espectro.

Figura 28 Estructuras de menor energia posibles para la bis 2-metilpiridina protoporfirina de hierro (11I)

Conforme se desplaza esta sefial en el espectro, concluimos que esta sefial se combina con
otras sefiales muy anchas en la region de que no pueden ser caracterizadas debido al caracter
paramagnético del compuesto. Desafortunadamente no pudimos caracterizar este proceso de
coalesencia mediante el célculo de una constante de intercambio, ya que no puede ser
correctamente apreciado en qué sefial en particular y en qué desplazamiento quimico coalesce

esta sefial ancha.
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Figura 29 Espectro de RMN del compuesto sintetizado de 2-MP como ligantes axiales

Debido a interacciones estéricas con el ligante, el plano de la porfirina llega a distorsionarse,
como se ha mencionado anteriormente. Con el objetivo de estudiar como afecta nuestro
ligante a la estructura de la porfirina y sustentar la conformacion mas estable para la porfirina,

hicimos calculos basados en DFT que nos ayuden a explicar fendbmenos observables en la
RMN de *H.



Célculos tedricos basados en la teoria de los funcionales de la densidad

Figura 30 Estructura de la octometil porfirina

Con el fin de simplificar la estructura de la protoporfirina IX y asi ser mas eficaces con el
tiempo de célculo, utilizamos la estructura de la octometil porfirina de hierro (I111) como base
para nuestros compuestos de coordinacion. Sabemos que los efectos de los ligantes axiales
sobre la distorsion de nuestra porfirina no es afectada en gran manera por los sustituyentes
del macrociclo, por lo que, para nuestro objetivo de estudio, esta simplificacion esta
suficientemente justificada.

Comenzamos haciendo calculos de optimizacién sobre las geometrias de los compuestos con
sus correspondientes multiplicidades, con la octometilporfirina de hierro (111) coordinada con
bis piridina y bis 2-metil piridina como ligantes axiales, utilizando el funcional hibrido
B3LYP con la base def2zvp, utilizando al metanol como disolvente implicito sobre las
propiedades moleculares, incluyendo la correccion de la dispersion empirica mediante el
método de Grimme de D3, el cual toma en cuenta las interacciones de Van der Waals que
son esenciales para representar las interacciones estéricas entre el plano de la porfirina y los
sustituyentes metilo de los ligantes axiales durante el célculo. Las estructuras de menor
energia fueron las pertenecientes a las multiplicades sextuplete y cuatruplete, de estas siendo
la Gltima la mas estable. La multiplicidad de doblete fue la menos estable, esto debido a que
nuestro compuesto presenta una distorsion tipo saddle, la cual no es estable con esta

multiplicidad®.
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Multiplicidad ~ Energia (kcal) Diferencia

Doblete -1919784.7 0.0
Cuatruplete -1919776.5 8.2
Sextuplete -1919762.6 22.1

Tabla 3 Energias para los compuestos con piridina

Multiplicidad Energia (kcal/mol) Diferencia

Doblete -1970631.0 48.6
Cuatruplete -1970679.6 0.0
Sextuplete -1970666.3 13.2

Tabla 4 Energias para los compuestos con 2-metil piridina

Observando las tablas 4 y 5, podemos concluir que las multiplicidades méas estables son las
de doblete para los compuestos con piridina y cuatruplete para los compuestos con 2-metil
piridina. El calculo de multiplicidad doblete para el compuesto con ligantes axiales de 2-
metil piridina tienen un tiempo de calculo especialmente grande, por lo que después de un
tiempo de calculo de una semana, se tomd la ultima energia calculada.

Consideramos el libre giro sobre su propio eje desde el enlace coordinado covalente
nitrogeno-hierro que tienen los ligantes de 2-metil piridina el enlace covalente, esto hace que
el grupo metilo de los ligantes interaccione con el plano de la porfirina, provocando
distorsiones fuera del plano, lejos de la estructura ideal plana del macrociclo de la porfirina.
Para observar cdmo cambia con estas distorsiones la estructura de nuestra porfirina conforme
se da este libre giro de los ligantes, se calcularon las geometrias optimizadas de cambios de
15° del angulo dihedral entre un atomo de nitrégeno del anillo de la porfirina con el &tomo
de carbono meta de uno de los ligantes de la 2-metil piridina. Utilizamos el funcional GGA
de PBE para obtener un tiempo de calculo eficiente, de nuevo considerando todas las
multiplicidades posibles para el hierro (111) con el fin de considerar algin cambio de espin al
cambiar la distorsion fuera del plano del macrociclo. Posteriormente se calcularon las mismas

energias utilizando el funcional hibrido de B3LYP para obtener energias mas precisas.

49



NEas wEas
s Fe.
Fé —

\ N/ N ] \ N/ N

B > P =

/N /N |

o o

Figura 31 Rotacion libre del ligante 2-metil piridina
Esta misma rotacion del enlace coordinado covalente también esta presente en los
compuestos con la piridina como ligantes axiales. Se lanzaron célculos con el funcional de
GGA de PBE para observar si habia alguna barrera energética similar a la encontrada en los
compuestos con la 2-metil piridina como ligantes axiales.
De nuevo, en todas las geometrias optimizadas obtenidas con el cambio del &ngulo dihedral,
se observo una distorsion tipo saddle en el anillo de la porfirina para los compuestos de 2-
metil piridina. Esto era de esperarse, ya que distorsiones tipo saddle para una porfirina de
hierro (111) ocurren cuando se tienen ligantes axiales que contienen grupos que tienen
interacciones estéricas con un sustituyente del ligante. Para los compuestos con piridina, no
se encontraron barreras energéticas significativas ni de valor energético relativo tan alto
como los obtenidos para los compuestos con 2-metil piridina. Esto es de esperarse, debido a
gue no existe ninguna interaccion estérica de sustituyentes de la piridina con el plano de la

porfirina.

Energia relativa (kcal/mol)
N

120 140 160 180 200 220 240
-1 ;
Angulo

Figura 32 Rotacion dihedral de la bis 2-metil piridina octometilporfirina de hierro (I11) de multiplicidad cuarteto
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Dentro de las geometrias optimizadas obtenidas, encontramos los angulos que tuvieran la
mayor barrera energética para encontrar el estado de transicién que hay entre las posibles
conformaciones mayoritarias de nuestro compuesto de coordinacion. Consecuentemente, se
realizaron célculos de optimizacion del estado de transicion e IRC (Intrinsic Reaction
Coordinate) para asegurarnos que este sea el estado de transicion. Durante este célculo, se
hace una optimizacion de la geometria del compuesto, para después moverse hacia delante y
hacia atras en el gréfico de energia potencial, asegurando que este es el punto de mayor
energia, utilizando el mismo funcional y base que se utilizd para la optimizacion de
geometrias. Se calcularon las frecuencias y se tomo la energia para este estado de transicion.
Sabiendo que el estado de espin intermedio (S = 3/2) también llamado de multiplicidad
cuarteto, es el mas importante del sistema, se calculd la energia libre de Gibbs de la geometria
en el estado de transicion y las energias relacionadas con puntos hacia adelante y hacia atras
en el grafico de la energia potencial. Se utiliz6 al funcional GGA de PBE como primera
prueba y posteriormente, se repitieron estos calculos utilizando el funcional de B3LYP para

obtener energias mas precisas.

PBE (kcal/mol) B3LYP (kcal/mol)
Edo de transicién 4.98 5.52
Post. Al ET 0.00 0.00
Ant. Al ET -0.12 -0.02

Tabla 5 Cuadro comparativo de energias de los funcionales PBE y B3LYP

Al obtener los resultados del calculo de IRC, podemos concluir que en puntos posteriores y
anteriores a la geometria denominada como el estado de transicion no son de mayor energia,
por lo que tenemos una certeza razonable que esta geometria puede representar el estado de
transicion entre cambios conformacionales de nuestro compuesto de coordinacion con la bis
2-metil piridina como ligantes axiales. Asi mismo, se puede observar la consistencia entre

los funcionales utilizados
Conociendo la existencia de este este estado de transicion existente en el compuesto de

coordinacion, revisamos el movimiento de las sefiales en los espectros de resonancia

magnética nuclear, para identificar si este proceso dindmico es observable a bajas
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temperaturas en nuestro espectro. En este punto, la sefial ancha que aparece en
aproximadamente 10.25 ppm y se mueve a desplazamientos menores conforme aumenta la
temperatura, no se encuentra en el espectro perteneciente a ligante 2-metil piridina aislado ni
en el espectro aislado del compuesto de la porfirina sin la 2-metil piridina. También se
observa la presencia de dos sefiales, las cuales pueden explicarse por la diferenciacion de
especies con metilos en diferentes ambientes quimicos.

Para confirmar que los procesos dinamicos visibles en la molécula y los cambios de
desplazamientos apreciados no se deben a un cambio en la poblacidn de espin si no que es
debido al incremento antes mencionado del estado de espin intermedio, se realizaron calculos
de Natural Bond Orbital (NBO) con las coordenadas de la geometria previamente optimizada
de la octometilporfirina en multiplicidades sextuplete y cuarteto y con las coordenadas del
estado de transicion encontrado para ambas multiplicidades. Este un proceso donde los
orbitales que estan asociados casi completamente con un solo atomo son localizados en
orbitales atdbmicos naturales (Natural Atomic Orbital, NAO). Este analisis nos permite
entender un poco mas a detalle la naturaleza de enlaces individuales en la molécula
expresando a los orbitales moleculares en términos lo mas cercanos posibles a una estructura

clasica de Lewis para una molécula.

Orbital Espin Espin en edo.
De transicion
dxy 0.014 0.033
Oxz 0.910 0.908
dyz 0.902 0.913
dx-y? 0.185 0.159
d? 0.806 0.804

Tabla 6 Valores de espin para los orbitales de valencia para la multiplicidad S = 3/2

En la tabla 7, podemos observar que los valores de espin para los orbitales de valencia del
hierro (111) son los esperados para la geometria optimizada del compuesto de porfirina con
multiplicidad S = 3/2, donde se esperaria un valor cercano a uno, para todos los orbitales

donde se encuentra un electron desapareado, en este caso los orbitales dx;, dy: y dz2. En el
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orbital dx?-y? hay una pequefia presencia de espin debido a la ocupacion de los orbitales d del

hierro por la donacién de pares libres del nitrégeno.

Orbital Espin Espin en edo.
De transicion
dxy 0.783 0.942
dxz 0.887 0.889
dyz 0.891 0.883
dx-y? 0.883 0.688
d? 0.789 0.796

Tabla 7 Valores de espin para los orbitales de valencia para la multiplicidad S = 5/2

Mientras tanto, los valores de espin para la multiplicidad S = 5/2 también son los esperados,
encontrando valores cercanos a uno para todos los orbitales d de valencia. Los valores
obtenidos para la geomteria optimizada en el estado de transicidn son altamente similares en
ambas multiplicidades y la variacion de espin en los orbitales cercanos al hierro (I11) no es
significativa, por lo que podemos concluir que el cambio de espin tiene un efecto muy
pequefio en el desplazamiento en partes por millon en los espectros de resonancia magnética
nuclear en comparacién con el efecto del aumento del estado de espin intermedio S = 3/2.

Gracias a estos calculos, también podemos observar en un renderizado del orbital donde se
encuentra el par electrénico del nitrégeno que no estd completamente alienado hacia el &tomo
de hierro (I11), lo que es la mas probable causa de que no haya un aumento considerable en
el desplazamiento de las sefiales de hidrogenos aromaticos de los ligantes axiales 2-metil

piridina.
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Figura 33 Representacion tridimensional del orbital de los electrones desapareados del atomo de nitrégeno

Despreciando este efecto en las sefiales observadas en los espectros de RMN y tomando en
cuenta el tipo de movimiento de la sefial en aproximadamente 10.25 ppm es inverso al
observado para las sefiales correspondientes al macrociclo de la porfirina, concluimos que
este proceso dindmico es independiente al incremento del estado de S = 3/2 de estas conforme
disminuye la temperatura. Esto tiene su explicacion en el cambio relativamente pequefio de
las densidades de espin de los orbitales d con componente en z, dx, dy: y d? con

representacion gréfica en la figura 31.

Figura 34 Orbitales Naturales Atémicos d con componente el z de hierro (I1l) a) dxz, b) dy- y ¢) d?
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Conclusiones

55

Los ligantes 2-metil piridina y piridina fueron caracterizados a partir de experimentos
de resonancia magnética nuclear de 'H, 3C, HSQC, HMBC y COSY.

Se analiz6 el comportamiento de estos ligantes en resonancia magnética nuclear a
temperatura variable en un interavalo de temperatura de -15 a 15 °C.

Las sefiales caracteristicas para el éster de la cloroprotoporfirina IX de hierro (III)
fueron asignadas.

Compuestos de coordinacion con estos ligantes fueron sintetizados a partir de la
cloroprotoporfirina IX de hierro (III) mediante la metodologia establecida por la Dra.
Alejandra Romero.

Fueron obtenidos espectros de resonancia magnética nuclear del compuesto de
coordinacion obtenido en intervalos de temperatura de -24 °C a 30 °C y se asignaron
las senales relevantes.

Mediante calculos tedricos, se establecido la existencia de un principal proceso
dindmico en la estructura del compuesto de coordinacion y se relacion6d con la
distorcion en el macrocilo de la profirina y con la sefial ancha, probablemente
perteneciente al metilo de los ligantes axiales observable en los espectros de RMN a
bajas temperaturas.

Se caracterizo al compuesto de coordinacion como estado de espin mixto S = 5/2-3/2,
apreciandose en los espectros de RMN un aumento en el estado de S = 3/2 a
temperaturas bajas, descartando un efecto de cambio de espin en el compuesto

mediante calculos computacionales.
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