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Mecanismos regulatorios y manipulacion de las
propiedades de transferencia electrénica en
metaloproteinas de cobre

Resumen

En esta tesis se aborda el estudio de los pardmetros que regulan las reacciones de
transferencia electrénica (TE) en metaloproteinas que contienen dos tipos de sitios de
cobre distintos. Para ello se utilizé una variedad de métodos espectroscépicos y
electroquimicos, cuyos resultados fueron analizados en el marco de la teoria de Marcus
de TE. El principal modelo de estudio es un fragmento soluble de la citocromo bas
oxidasa de Thermus thermophilus (Tt-Cua), que contiene el centro binuclear de Cua,
aceptor de electrones primario de la enzima. Mediante distintas estrategias de
mutagénesis tales como mutaciones puntuales de primera esfera de coordinacion o
ingenieria de bucles, se investigaron los factores que determinan las propiedades
electrénicas del sitio nativo, y que en ultima instancia determinan los mecanismos
regulatorios de la TE. Desde la dptica de la termodindmica estadistica, se logré
racionalizar las contribuciones entdlpica y entrépica al potencial de reduccién del sitio
de Cua y se verificé la aditividad de los efectos producidos por las distintas mutaciones
de primera y segunda esfera de coordinacion.

Diferentes estudios espectroscépicos (RR, RMN, UV-Vis, EPR) revelan que la
estructura electrdénica del sitio de Cua puede ser descripta mediante una superficie de
energia potencial con dos pozos que corresponden a estados fundamentales
alternativos. Mds aun, la poblacién relativa de estos estados puede ser modulada a
través de mutaciones de primera y segunda esfera, y en una mutante especifica
mediante el pH del medio. Empleando voltametria ciclica de films proteicos fue posible
determinar los parametros cinéticos de TE para ambos estados fundamentales de
manera independiente. En particular, la mutante puntual de ligando axial M160H
constituye el primer caso conocido en que resulta posible activar selectivamente dos
estados fundamentales diferentes mediante un simple cambio de pH.

Por otra parte, estudios realizados sobre sitios de cobre tipo 1 (T1) reconstruidos en
el esqueleto proteico de Tt-Cua mediante ingenieria de bucles muestran claras
diferencias en relacién a los sitios T1 nativos. Grandes cambios espectroscdpicos o
notables desplazamientos de los potenciales redox demuestran el rol determinante de
la matriz proteica sobre las propiedades estructurales y funcionales de los sitios redox.
Estos sistemas novedosos presentan ademas la capacidad de modificar la coordinacién
del sitio activo a partir del agregado de un ligando exdgeno sin perder su actividad redox,
permitiendo el estudio de este tipo de fendmenos en un sistema bioldgico.

Palabras clave: transferencia electrdnica, citocromo c oxidasa, sitio de Cua, sitio
T1, Marcus, bioelectroquimica, espectroscopia, monocapas autoensambladas, estados
fundamentales alternativos, switch funcional, mutagénesis dirigida, matriz proteica.






Regulatory mechanisms and manipulation of electron
transfer properties in copper metalloproteins

Abstract

The purpose of this thesis is to study the parameters that regulate electron transfer
(ET) reactions in metalloproteins containing two different kinds of copper sites. A variety
of spectroscopic and electrochemical methods were used in the research and the results
were analyzed in the context of Marcus ET theory. The main study model is a soluble
fragment of the cytochrome bas oxidase from Thermus thermophiles that contains the
Cua binuclear center (Tt-Cua), which is the primary electron acceptor of this enzyme.
Using different mutagenesis strategies, such as axial ligand point mutations -in the first
coordination sphere- or loop engineering, elements defining the native site electronic
properties, which also define ET regulatory mechanisms, were analyzed. The entropic
and enthalpic contributions to the reduction potential of the Cua site were rationalized
in terms of statistical thermodynamics, and the additivity of first and second
coordination sphere mutational effects was verified.

Spectroscopic studies (RR, NMR, UV-Vis, EPR) reveal that the electronic structure of
the Cua site can be described by a double well potential energy surface related to
alternative ground states. Moreover, relative populations of these states can be
modulated through mutations in the first and second coordination sphere, and through
pH in a particular point mutant. By means of protein film cyclic voltammetry, ET kinetic
parameters in both ground states could be independently established. The mutant
M160H constitutes the first example of a model center in which two different ground
states can be selectively activated through a simple pH change.

Finally, the characterization of type 1 (T1) sites artificially introduced in the Tt-Cua
protein backbone by loop engineering shows prominent differences with respect to
native T1 sites. This includes important spectroscopic changes and large redox potential
shifts; thus pointing out to the decisive role played by the protein matrix in defining
functional (redox) and structural properties. These novel systems also show the
capability to bind exogenous ligands without losing its redox activity, allowing research
of this kind of phenomenon in a biological system.

Key words: electron transfer, cytochrome ¢ oxidase, Cua site, T1 site, Marcus,
bioelectrochemistry, spectroscopy, self-assembled monolayers, alternative ground
states, functional switch, directed mutagenesis, protein backbone.
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Introduccion y fundamentos teoricos

1.1- Motivacidn y objetivos generales

A partir de los experimentos pioneros de Lavoisier acompafado del matematico
Laplace en 1783 acerca del consumo de oxigeno por distintos organismos, el primero
sentencié que “los organismos aerdbicos obtienen la mayor parte de su energia para
desarrollar los procesos bioldgicos a partir de la combustion de sus alimentos
empleando el oxigeno molecular del aire”. Desde aquel descubrimiento, que permitio
desterrar definitivamente la teoria flogistica, los mecanismos bioldgicos para la
generacion de energia han constituido un campo de enorme interés para la biologia y
para la quimica. Hoy sabemos que, en contraste con la enorme diversidad existente
entre las distintas especies biolégicas (en términos genéticos, morfoldgicos, fisioldgicos,
comportamentales, etc.), existe una gran similitud entre los mecanismos empleados
para la generacidon de energia y las maquinarias celulares donde se llevan a cabo. En
todos los organismos conocidos existen diversas proteinas que catalizan las reacciones
redox necesarias para la transduccion energética y, en consecuencia, el sostenimiento
de la vida. Estas proteinas, asociadas a cofactores, coenzimas, membranas y/u otras
proteinas conforman una maquinaria altamente ordenada en la membrana interna
mitocondrial (o en la membrana plasmatica de organismos procariotas) constituyendo
la estructura supramolecular denominada “cadena de transporte electrénico”.

Las reacciones de transferencia electrénica (TE) ocupan un rol central en estos
mecanismos y son, de hecho, la reacciéon quimica mas elemental de la naturaleza. Los
procesos que comprenden este tipo de reacciones han sido estudiados en un encuadre
comun y de caracter cuantitativo a partir del modelo cinético propuesto por Marcus
hace mas de medio siglo, y sus modificaciones subsecuentes. Este modelo constituye el
marco tedrico para las reacciones de TE y permite expresar la constante de velocidad
del proceso (kte) de una manera simple y en funcidon de apenas tres parametros: el
acoplamiento electrénico entre donory aceptor (| Hoal|), la fuerza impulsora del proceso
(AG?) y la energia de reorganizacion (M), directamente vinculada con la energia libre de
activacion del proceso (AG®). Este marco tedrico y sus modificaciones posteriores
demostraron ser una herramienta muy poderosa a la hora de estudiar procesos de TE
en diversos sistemas, desde la relativa simplicidad de iones, complejos inorganicos o
moléculas organicas pequefias hasta la complejidad grandes biomoléculas.

Las proteinas redox constituyen sistemas de gran complejidad como consecuencia
de la heterogeneidad de aminoacidos que las conforman y de complejos metalicos que
constituyen generalmente sus sitios activos, asi como de la variabilidad estructural que
presentan y la amplia diversidad de mecanismos que exhiben en la modulacién de su
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actividad fisioldgica. El hecho de funcionar generalmente en ambientes anisotropicos,
con alto crowding molecular y sometidas a fluctuaciones de las condiciones fisico-
quimicas de su entorno (temperatura, pH, fuerza iénica, campo eléctrico, etc.) hacen de
las proteinas redox sistemas dinamicos, lo que resulta una caracteristica fundamental
en su funcidn bioldgica. Si bien la complejidad asociada a estos sistemas impone todo
tipo de obstaculos en su estudio, es responsable también del alto grado de regulacion
gue presentan, sin el cual ningln organismo podria responder exitosamente a los
multiples cambios en los requerimientos energéticos originados por las constantes
fluctuaciones del medio. Ademas, la naturaleza ha tenido que armonizar dos requisitos
a priori incompatibles, a saber, procesos con una baja fuerza impulsora y con una alta
velocidad de reaccién para que ocurra en tiempos compatibles con la vida. En este
sentido, existen aun muchos interrogantes acerca de los distintos puntos de control del
proceso de respiracién celular y de los mecanismos que permiten una regulacién fina.
Un actor fundamental en estos mecanismos es la enzima terminal de la cadena de
transporte de electrones, la citocromo c oxidasa (CcO), y en particular su aceptor
primario de electrones, el sitio de Cua.

Se plantean en esta tesis dos objetivos generales, en torno a los cuales se desarrollan
los tres capitulos experimentales. El primero es contribuir a la elucidacién de los
mecanismos que regulan a las reacciones de TE en el aceptor primario de electrones de
la CcO, el sitio de Cua, y el segundo es generar un aporte en términos de la manipulacién
de las distintas propiedades de metaloproteinas redox de cobre. En particular, se
estudié un fragmento soluble de la subunidad Il que contiene el sitio de Cua de la CcO
(Tt-Cua). Las variantes estudiadas son tanto la proteina silvestre como especies
mutantes puntuales de un ligando axial y otras generadas mediante ingenieria de bucles.
A partir de esta ultima estrategia mutagénica se reconstruyd ademas un sitio de cobre
Tipo 1 con caracteristicas novedosas. Los objetivos especificos de la tesis son:

o Caracterizar y racionalizar el efecto de diversas perturbaciones sobre las
propiedades redox del sitio de Cua en un modelo nativo.

o Contribuir a la elucidacién de los mecanismos que modulan la alternancia de los
estados fundamentales alternativos del sitio de Cua.

o Generar un aporte cualitativo en términos de la manipulacién racional de sitios
redox de cobre.

En este primer capitulo se introducen los conceptos fundamentales de los sistemas
experimentales, del marco tedrico empleado y de las técnicas espectroscépicas y
electroquimicas utilizadas a lo largo de la tesis. En el capitulo 2 se detallan los protocolos
para la produccién de las muestras proteicas y de electrodos biocompatibles, asi como
también el equipamiento utilizado, el disefio de los distintos experimentos y los
formalismos para algunos tratamientos de datos. El capitulo 3 estd dedicado al estudio
espectroscépico y electroquimico de Tt-Cua y cuatro variantes mutagénicas, y a la
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racionalizacion de los resultados en términos de la poblaciéon diferencial de los estados
fundamentales alternativos. En el capitulo 4 se profundizan estos estudios a partir de
estudios en especies adsorbidas sobre electrodos biocompatibles y en particular se
caracteriza un switch funcional dependiente del pH. Este switch ofrece la oportunidad
de estudiar ambos estados redox activos alternativos en la misma proteina. En el
capitulo 5 se abordan dos modelos de proteina de cobre Tipo 1 novedosos,
reconstruidos en la matriz proteica de Tt-Cua mediante ingenieria de bucles. Estos
modelos permiten, por un lado, estudiar el efecto de la matriz proteica sobre las
propiedades redox del sitio activo y, por el otro, avanzar en términos de la manipulacién
racional de las propiedades redox de metaloproteinas de cobre. En particular, estos
modelos presentaron la capacidad de incorporar un ligando exégeno en la coordinacién
del sitio activo, modificando sus propiedades sin perder actividad redox. Finalmente, en
el capitulo 6 se realiza un analisis global de los resultados producidos a lo largo de la
tesis y se propone un modelo regulatorio para la porcién de la cadena de transporte
electrénico en la que participa el sitio de Cua.

1.2- Metaloproteinas redox y su entorno fisiolégico

Se estima que entre un cuarto y un tercio de todas las proteinas de un organismo
requieren de uno o mds atomos metdlicos como cofactores necesarios para llevar a cabo
su actividad fisioldgica 2. De hecho, las metaloproteinas abarcan una enorme variedad
de funciones in vivo, siendo una de las mas destacadas la de llevar a cabo reacciones
redox. Esta estrategia evolutiva permite superar las limitaciones que representarian
contener Unicamente los grupos funcionales de los aminoacidos como centros dadores
o aceptores de electrones 3. Tipicamente, el metal se presenta coordinado por &tomos
de nitrégeno, oxigeno o azufre de los residuos aminoacidicos de la cadena polipeptidica
y/o de un ligando macrociclico (grupo prostético) incorporado en la proteina . De este
ultimo caso, los mas conocidos y estudiados son los de las hemoproteinas, donde un
atomo de hierro se encuentra coordinado ecuatorialmente por atomos de una porfirina
(grupo prostético hemo) y axialmente por ligandos de la metaloproteina °.

Son muchos y muy variados los dtomos metdlicos que actian como cofactores de
metaloproteinas, siendo los mas ubicuos hierro, cobre, zinc, magnesio, manganeso,
cobaltoy mercurio ©. De ellos, el de mayor presencia en los organismos vivos es el hierro,
siendo el cobre el que ostenta el segundo lugar 7. Sobre estos Gltimos se centrara la
atencién en la siguiente seccion y, en particular, en dos subgrupos de las metalo-
proteinas de cobre, que configuran los sistemas de estudio en esta tesis: los sitios de
cobre tipo 1y los sitios de Cua.
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1.2.1- Sitios de cobre en metaloproteinas

Existen en la naturaleza distintos tipos de sitios de cobre, que pueden estar
conformados por un Unico dtomo de cobre, denominados tipo 1 (T1), tipo 2 (T2) y Cus,
por dos dtomos de cobre, denominados Cua y tipo 3 (T3), o por 4 atomos de cobre,
denominados Cuz (figura 1-1). En el sitio T1 el ion metalico se encuentra coordinado por
dos histidinas, una cisteina y una metionina axial débilmente unida, y es el tipo de
centros que se encuentra en proteinas tales como la Plastocianina, Pseudoazurina,
Azurina o Amicianina, entre otras 8. Este tipo de sitios redox, presentes principalmente
en las llamadas “proteinas azules de cobre”, serd introducido en detalle y estudiado a lo
largo del capitulo 5. Por su parte, los sitios T2 suelen presentar al ion cobre coordinado
por cuatro histidinas, pero existe cierta variabilidad, habiendo reportes de acidos
asparticos o tirosinas en la primera esfera de coordinacién °. Este tipo de centros se
encuentra en las superdxido dismutasas y galactosa oxidasas. El sitio de Cug, también
mononuclear, tiene una coordinacion de tres histidinas en una geometria piramidal
trigonal, y se encuentra en la Citocromo ¢ oxidasa (CcO) y algunas NO reductasas, en
todos los casos asociados a un grupo hemo °.

Tipo 1l Tipo 2 Tipo 3
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Figura 1-1. Representacion esquemadtica de los distintos centros redox bioldgicos que
contienen dtomos de cobre. Se distinguen con colores los dtomos de carbono (gris),
nitrégeno (azul), oxigeno (rojo), azufre (amarillo), cobre (naranja) y hierro (rojizo). Para
el caso de sitios T3, se presenta en violeta un dtomo que adquiere distintas identidades
entre las variantes del sitio y que “puntea” a los iones metdlicos. En el caso del centro de
Cus, se representa un grupo hemo al que se encuentra siempre asociado.
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En el sitio dinuclear T3 los atomos de cobre se encuentran coordinados por histidinas
y puenteados generalmente (aunque hay excepciones) por un atomo de oxigeno, de
modo que no se establece un enlace entre ambos %12, Este tipo de centro redox se
encuentra por ejemplo en la hemocianina y en la tirosinasa. El sitio tetranuclear Cuz
tampoco presenta enlace entre los iones metdlicos. En este caso los cuatro atomos de
cobre se encuentran coordinados por siete residuos de histidinas y puenteados por uno
o dos dtomos de azufre 3. Este sitio se ha encontrado Unicamente en la N,O reductasa
(N20R) y participa en su actividad catalitica 1*°. En contraste, el sitio de Cua es el primer
ejemplo conocido de un enlace entre dos iones metalicos en la naturaleza. Los atomos
de cobre forman un enlace covalente entre si y se encuentran coordinados
ecuatorialmente por una histidina cada uno, dos cisteinas que a su vez actian de puente
entre ambos iones y dos ligandos axiales débiles conservados: una metionina y el
carbonilo amidico de una glutamina 6%, Es un sitio que intercambia un solo electrén
en la reaccién de TE, quedando con un electréon desapareado completamente
deslocalizado entre ambos atomos de cobre en su estado oxidado. Estos sitios se
encuentran en las CcOs y las N;ORs, presentando en todos los casos conocidos un alto
grado de conservaciéon tanto en sus caracteristicas estructurales como en sus
propiedades funcionales 2%2!, Este tipo de sitios redox serd introducido extensamente y
estudiado en detalle en los capitulos 3 y 4.

Las proteinas que contienen sitios T1 y aquellas que contienen al sitio de Cua
comparten una estructura general conservada de la matriz proteica, denominada
plegamiento cupredoxina 22724 El motivo candnico de esta estructura conservada
consiste en un barril B formado por ocho laminas B y una o dos hélices a (figura 1-2).
Estas hélices a pueden variar, no sélo entre una o dos, sino en su extensién, aunque en
ningun caso participa del cuerpo principal de la matriz proteica, quedando relegadas a
posiciones superficiales. Si bien las proteinas que contienen sitios T1 y Cua son conocidas
como cupredoxinas por presentar este tipo de plegamiento, la reciproca no es cierta,
habiendo ejemplos de cupredoxinas que contienen sitios T2 como la Nitrosocianina o T3
como la Haemocianina, entre otras >2°. No obstante, los sitios T1 y Cua son los Unicos
gue solo existen en proteinas con este tipo de plegamiento. Los ligandos de primera
esfera de coordinacién en las cupredoxinas se encuentran en los bucles ubicados entre
algunas de las laminas B de la matriz proteica. Generalmente el bucle C-terminal es el
que presenta la mayor cantidad de ligandos al/los cobre/s (tres en sitios T1 y cinco en
sitios de Cua), razén por la cual recibe el nombre de “bucle ligante”. Este bucle ha sidoy
sigue siendo objeto de estudios mediante mutagénesis dirigida dada su relevancia en la
determinacion de las propiedades estructurales del sitio activo en cupredoxinas, lo cual
serd discutido a lo largo de los capitulos experimentales.
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Figura 1-2. Representacion topoldgica del plegamiento cupredoxina, con sus 8 hojas
8, sus (hasta) dos hélices a y sus multiples bucles, donde se encuentran la mayoria de los
ligandos al/los adtomo/s de cobre.

1.2.2- La cadena de transporte de electrones

La fuente casi absoluta de energia para los seres vivos en la Tierra es el Sol, dado que
los organismos fotosintéticos (plantas, cromistas y muchos grupos procariotas) utilizan
la radiacion solar como fuente de energia para sintetizar biomoléculas (tipicamente
glucosa) constituyendo asi el primer eslabén de la cadena alimentaria. La glucosa, ya sea
ingerida o sintetizada, es degradada a través de un conjunto de reacciones metabdlicas
dando como resultado moléculas de adenosin trifosfato (ATP) a partir de adenosin
difosfato (ADP) y fosfato 2°. Se dice que estas moléculas de ATP ofician de “moneda
energética” ya que su hidrdlisis se encuentra acoplada a muchas de las reacciones
involucradas en la mayoria de los demas procesos celulares, que no podrian ocurrir sin
aporte de energia libre ?7. Si bien existen en la biologia diversas rutas metabdlicas para
la sintesis de ATP, tales como distintas variantes de la fermentacién y respiracién celular,
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todas comparten a las reacciones redox como el mecanismo central. La respiracion
celular es el mas eficiente de los procesos conocidos, ya que durante el mismo se
obtiene la mayor cantidad de moléculas de ATP por glucosa frente al resto de los
mecanismos conocidos por la biologia. La respiracion comprende, en realidad, 3 grandes
rutas metabdlicas: la glicdlisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa (figura 1-3).

MME
i /e
transportados
via NADH _ | ViaNADHy el e
Mitocondria FADH, ad
Ciclo de
Krebs
Citosol
Forforilacién a Forforilaciéon a Forforilacion
nivel de nivel de oxidativa
sustrato sustrato

Figura 1-3. E/ conjunto de rutas metabdlicas necesario para obtener energia de la
glucosa mediante la respiracion celular. MME: Membrana mitocondrial externa. El:
Espacio intermembrana. MMI: Membrana mitocondrial interna. MM: Matriz
mitocondrial. Durante la glicdlisis comienza la degradacion de las moléculas de glucosa,
para continuar luego en el ciclo de Krebs. Asi, la degradacion ocurre secuencialmente
generdndose el denominado “poder reductor” (NADH y FADH) y moléculas de ATP.

El primer paso de la respiracién celular es la glicdlisis, que ocurre en el citosol,
durante la cual una molécula de glucosa es fragmentada y convertida en dos moléculas
de 4acido piruvico, produciéndose una liberacién de energia suficiente para formar dos
moléculas de ATP. El piruvato ingresa luego a la mitocondria (en el caso de células
eucariotas), donde una secuencia de reacciones y la asociacién con la coenzima A (CoA)
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lo convierten en acetil-CoA para luego entrar al proceso metabdlico denominado ciclo
de Krebs (también conocido como ciclo del acido citrico o ciclo de los acidos
tricarboxilicos). Durante este proceso, se desarrollan oxidaciones secuenciales del
reactivo produciéndose CO,, ATP y el denominado “poder reductor”. Este ultimo se
genera mediante la extraccidén de varios electrones y protones que son captados por
moléculas de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*), nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP*) y flavin adenin dinucledtido (FAD), dando como productos
NADH, NADPH y FADH;, todos ellos formados mediante reacciones de 2 electrones.
Estos protones y electrones seran utilizados durante la fosforilacion oxidativa, un
proceso que involucra a la cadena de transporte de electrones y la enzima ATP-sintetasa.

La cadena de transporte de electrones se encuentra constituida por un conjunto de
macromoléculas que trabajan en una interfaz delimitada por una membrana lipidica
(figura 1-4). Algunos de los componentes se encuentran directamente embebidos como
proteinas transmembrana, mientras que otros son solubles, pero desarrollan sus tareas
en la interfaz lipido-solucién. En organismos eucariotas, esta cascada de reacciones
ocurre en la mitocondria, siendo entonces la membrana interna mitocondrial el
escenario en el que se despliega este proceso. Por el contrario, en organismos
procariotas, que carecen de organelas, es en la propia membrana celular donde se
encuentra conformada la cadena de transporte de electrones (entre otras diferencias).
En cualquier caso y como fue comentado en la seccién anterior, el sitio de Cua se
encuentra presente en la CcO (ademas de la N;OR, ajena a la respiracién celular). Este
sitio redox es de enorme relevancia bioldgica teniendo en cuenta el caracter absoluta-
mente ubicuo de la CcO, actor fundamental de la cadena de transporte de electrones,
en los organismos aerdbicos de nuestro planeta. A lo largo de esta tesis, el sitio de Cua
serd el sistema estudiado en mayor extensidon y profundidad, y algunas de las
conclusiones finales estaran vinculadas con su rol bioldgico. Ademas, el entorno
fisioldgico en el que se desenvuelven los actores de la cadena de transporte de
electrones, una membrana bioldgica, presenta caracteristicas determinantes para su
funciéon (que serdn comentadas en la siguiente seccion).
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Figura 1-4. Representacion de la cadena respiratoria mitocondrial en la cual se
esquematizan los diversos complejos proteicos insertados en la membrana interna
mitocondrial. Cada complejo contiene en su interior distintos centros redox que son los
que efectivamente reciben electrones para luego cederlos al siguiente centro. El flujo de
electrones estd indicado con flechas rojas. El complejo | recibe electrones del NADH, que
entonces se oxida a NAD. Los electrones se transfieren secuencialmente a través de los
seis centros redox de dicho complejo, para finalmente ser transferidos a una UQ que se
reduce a UQH. El complejo I, a su vez, capta electrones del succinato proveniente del
ciclo de Krebs y los transfiere finalmente a la UQ, generando fumarato y UQH. La UQH,
(que es liposoluble) migra a través de la membrana hacia el complejo Ill dondndole
electrones que son luego transferidos al citocromo c (que es hidrosoluble). Este transfiere
electrones al complejo 1V que los utiliza para reducir el Oz a H>0. En los complejos I, Il y
IV las reacciones de TE estdn acopladas a la transferencia de protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembrana (contragradiente). Finalmente, el
gradiente protonico se disipa a través de la ATP sintetasa, de manera acoplada a la
sintesis de ATP.

En la cadena de transporte de electrones candnica, existen dos puntos de ingreso
para los electrones: la NADH deshidrogenasa (complejo 1) y la succinato deshidrogenasa
(complejo 11). La primera (complejo I) cataliza la transferencia de dos electrones desde
el NADH hacia la coenzima ubiquinona (UQ), un compuesto pequefio e hidrofdbico
capaz de difundir dentro de la membrana interna mitocondrial. Este complejo | involucra
mas de 30 cadenas polipeptidicas, una molécula de flavin mononucleétido (FMN), y
hasta 7 clusters de Fe-S. Basicamente, el NADH reduce al FMN a FMNH; en una reaccién
de dos electrones, y esta es luego oxidada en dos reacciones de un electrén en la que
cada uno es transferido del FMINH; a un cluster de Fe-S, y de alli a la UQ. La transferencia
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del primer electrén resulta en la forma radicalaria de la quinona (el intermediario
semiquinona) y la transferencia del segundo electrdn la convierte en ubiquinol (UQH).
Durante este proceso, cuatro protones son translocados desde la matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembrana, contribuyendo a la generacién de un potencial electro-
quimico. Por su parte, la succinato deshidrogenasa (complejo Il) es la Unica enzima del
ciclo de Krebs que se constituye como una enzima integral de membrana, en la
membrana interna mitocondrial, y estd compuesta por cuatro subunidades. Esta
proteina presenta clusters de Fe-S en dos de sus subunidades y estd asociada a un FAD,
por lo que es una flavoproteina. Cuando el succinato es convertido en el ciclo de Krebs
a fumarato, ocurre la reduccién concomitante del FAD a FADH; en el Complejo II, lo que
desencadena la transferencia electrénica (TE) hacia los clusters de Fe-S y finalmente a la
UQ para formar UQH.

El citocromo bci (complejo 1ll) es un dimero en el que cada mondmero estd
integrado por once subunidades proteicas. La estructura dimérica posee un dominio de
gran tamafio que se extiende dentro de la matriz mitocondrial, un dominio trans-
membrana y un pequefio dominio que se encuentra en el espacio intermembrana. En
este complejo, el ciclo de las quinonas sigue contribuyendo a la conformacién del
gradiente protdnico a través de una captura y liberaciéon asimétrica de protones. Se
remueven dos electrones del UQH y se transfieren secuencialmente a dos moléculas de
citocromo ¢ (Cyt c) que se localizan en el espacio intermembrana. Otros dos electrones
son transferidos a través de la proteina para la reduccion de una molécula de UQ a UQH
a partir de protones de la matriz mitocondrial, contribuyendo al establecimiento del
gradiente protdnico. Tanto la UQ como el Cyt ¢ son transportadores solubles de
electrones, pero el primero es liposoluble (se desplaza en el interior de la membrana
interna mitocondrial) mientras que el segundo es hidrosoluble (se desplaza en el espacio
intermembrana). Mds aun, esta hemoproteina globular pequeiia es el Unico de los
citocromos de la cadena de transporte de electrones que resulta soluble en agua,
encontrandose débilmente asociado a la membrana mitocondrial interna. El Cyt c recibe
electrones del citocromo c1 del complejo Il y luego migra sobre la superficie de la
membrana en su estado reducido, transportando electrones hacia la CcO, que
constituye el complejo IV de la cadena de transporte de electrones.

En la CcO (complejo IV) se remueven cuatro electrones de cuatro moléculas de Cyt
c y se transfieren, via una cadena de reacciones de transferencia electrénica
intramolecular, al Gltimo aceptor. Si la respiracién es aerébica, este aceptor es el O,
produciéndose como resultado dos moléculas de agua y la translocacion de cuatro
protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, lo que contribuye al
establecimiento del gradiente proténico. Este complejo proteico de gran tamafio se
encuentra formado por 13 subunidades en mamiferos (variaciones entre especies seran
comentadas en la seccién 3.1.1) y posee cuatro sitios redox. Dos de ellos son centros
hémicos (citocromos a y as) y los otros dos, como fue comentado en la seccidn anterior,
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son los sitios de Cua y Cus. La reduccion de una molécula de oxigeno requiere el pasaje
de cuatro electrones a través de estos transportadores, mediante reacciones mono-
electronicas. Los electrones son transferidos desde el Cyt c al centro de Cua y desde alli
al hemo a. Este ultimo los cede al centro dinuclear constituido por el Cug y el hemo a3,
que se encuentran situados muy préoximamente. Es aqui donde se cataliza la reduccién
de Oz a H;0, acoplada a la transferencia de cuatro protones a través de la membrana
interna mitocondrial. El gradiente proténico entre ambos lados de la membrana genera
una diferencia de potencial electroquimico que es luego utilizado durante el ultimo paso
de la fosforilacién oxidativa. El componente molecular que acopla la disipacidén de este
gradiente a la sintesis de ATP es la ATP sintetasa, también conocida como lollipop por su
particular estructura tridimensional. Esta proteina consta tipicamente de dos dominios,
el primero de los cuales actia como un canal idnico que permite el flujo de los protones
a favor del gradiente, mientras que el segundo aprovecha la energia libre de esa
disipacion para la sintesis de ATP.

La glicélisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa han constituido un campo de
investigacion de gran actividad para la biologia, la quimica y disciplinas asociadas
(bioquimica, biofisica, etc.). Si bien el conocimiento adquirido sobre los procesos que
ocurren en la cadena de transporte de electrones es muy extenso, muchos estudios
realizados fallan en captar las caracteristicas del sistema en condiciones reactivas. Este
punto no resulta un elemento exclusivo de la cadena de transporte de electrones, sino
gue afecta a todos los procesos metabdlicos que involucran proteinas transmembrana
0 asociadas a membranas bioldgicas, lo cual representa una porcién muy significativa de
los procesos bioldgicos conocidos. La inclusion experimental de algunas de las
caracteristicas presentes en las membranas biolégicas resulta entonces no sélo
aconsejable, sino necesaria para profundizar su entendimiento.

1.2.3- La interfaz membrana-solucion

Las membranas biolégicas, lejos de ser tan solo separadores entre compartimentos
celulares, representan un medio en el cual un sinnimero de proteinas desarrolla su
actividad biolégica ?’. Este tipo de medios presenta propiedades fisicas particulares,
cuya consideracion resulta indispensable a la hora de estudiar sistemas bioldgicos
vinculados a ellos. Tanto las proteinas transmembrana como las asociadas a membrana
o aquellas que actuan en sus inmediaciones desempenan su actividad en un medio
altamente anisotrdépico. Estas membranas presentan una estructura ordenada de bicapa
lipidica, donde los grupos polares (o cargados) estan expuestos al solvente, minimizando
el contacto de este con las cadenas alifaticas. Dichos grupos no se encuentran
homogéneamente distribuidos en las superficies de las membranas, sino que se
encuentran también agrupados y asociados a otros actores celulares. Como
consecuencia de estas caracteristicas estructurales, la interfaz membrana solucién
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presenta un perfil de potencial eléctrico () de enorme relevancia para en los procesos
bioldgicos que alli se desarrollan 2839 (figura 1-5). Este perfil de potencial responde a la
contribucién de tres fendmenos distintos propios de las membranas biolégicas: la
diferencia de concentraciones idnicas entre los compartimentos que separan, la
presencia de cargas eléctricas sobre las ambas superficies y la orientacion de los dipolos
(moléculas de agua, residuos aminoacidicos, etc.) en las inmediaciones.

80
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Figura 1-5. (figura adaptada de Murgida et al. 2004 2°) Perfil de potencial para las
interfaces entre membranas bioldgicas (tipicamente cargadas) y soluciones. Las
contribuciones mayoritarias se deben a la diferencia de potencial transmembrana AW,
el potencial de superficie Wsy el potencial dipolar Wp.

Capitulo 1 - Introduccion y fundamentos tedéricos

14



El primer fendmeno mencionado da origen al potencial transmembrana (AW), de
enorme impacto en la magnitud del campo eléctrico interfacial y del potencial efectivo
sobre la superficie de la membrana 3. Un valor de AW de 100 mV a través de una
membrana cuyo espesor sea de 4 nm resulta en un campo eléctrico de aproximada-
mente 2,5 10’ V/m 32, La segunda componente, la presencia de cargas eléctricas
superficiales, origina el denominado potencial de superficie (Ws). Este no sélo es
consecuencia de los grupos cargados de los lipidos que constituyen la bicapa, sino
también de los iones de la solucidn situados sobre su superficie. La magnitud del campo
eléctrico producido por este fendmeno es comparable al producido por el AW, y su valor
ha sido estimado en el orden de 107 V/m. La ultima contribucién y la de mayor magnitud
es el potencial de dipolo (Wp), consecuencia de la orientacion de los dipolos en el
entorno de la bicapa lipidica. El valor de Wp decae rapidamente con la distancia, razén
por la cual su medicidn directa presenta grandes dificultades. Asi, a distancias minimas
de la superficie de las membranas bioldgicas este campo eléctrico resulta muy intenso,
y han sido estimados valores de hasta 10° V/m.

Los campos eléctricos en la superficie de las membranas bioldgicas ejercerdn
ineludiblemente un efecto sobre la estructura y la dinamica de las proteinas que alli
desarrollan sus funciones, aunque la magnitud de este efecto dependera de cada caso
particular. Un ambiente tan ubicuo en los sistemas bioldgicos debe haber ejercido una
presién de seleccion tal que la mayoria de los procesos desarrollados sobre bicapas
lipidicas estén optimizados a dichas condiciones. Mds aun, es esperable que se hayan
generado evolutivamente mecanismos regulatorios que involucren estos potenciales,
agregando un grado de complejidad adicional. Por lo tanto, tener en cuenta este perfil
de potencial en las inmediaciones de las membranas celulares resulta indispensable
para abordar el estudio de las proteinas que alli desarrollan su actividad fisioldgica. Si
bien la gran mayoria de los estudios sobre proteinas se realiza en solucién, un ambiente
isotrépico que carece de estas caracteristicas, existen distintas estrategias para
incorporar en cierta medida la complejidad asociada a estas interfaces. En la siguiente
seccidn se comentard una de estas estrategias, muy difundida para el estudio de metalo-
proteinas redox vy, en particular, la empleada a lo largo de esta tesis.

1.2.4- Metaloproteinas adsorbidas sobre electrodos biocompatibilizados

La utilizacidn de técnicas electroquimicas para el estudio de proteinas redox resulté
siempre de gran atractivo dados los resultados producidos a partir de sistemas mas
simples, como complejos inorganicos o moléculas organicas pequefias. Pero el paso a
sistemas de esta complejidad no fue inmediato, principalmente debido a la dificultad de
generar una comunicacion directa entre el electrodo de trabajo vy el sitio redox de una
proteina preservando su integridad estructural, y por lo tanto su funcionalidad. La
voluminosidad de las proteinas, el hecho de que en muchos casos el sitio redox se
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encuentra embebido en la matriz, y el efecto desnaturalizante de las superficies
metalicas sobre la mayoria de las proteinas adsorbidas representan los principales
obstaculos que la electroquimica tuvo que sortear.

No fue sino hasta finales de la década del 70 que se pudieron lograr los primeros
resultados robustos a partir de una variante de Cyt ¢ adsorbida sobre electrodos
biocompatibilizados 3334, Poco se hizo esperar la variedad de intentos en la busqueda de
distintas estrategias de biocompatibilizacion de electrodos de trabajo, generalmente de
oro y de plata, siendo aquel posiblemente el punto de partida de la bioelectroquimica.
Las posibilidades de trabajar con proteinas redox en condiciones nativas y en ausencia
de mediadores permitié que esta disciplina creciera rdpidamente, gozando hasta estos
dias de una intensa actividad 338, Una de las estrategias mas difundidas en cuanto a la
biocompatibilizaciéon de electrodos metalicos es la utilizacién de monocapas auto-
ensambladas de alcanotioles w-sustituidos (SAMs), que ha permitido el estudio
electroquimico de proteinas redox desde hace aproximadamente 25 afios 3741, Su éxito
se debe, por un lado, a la versatilidad que presentan a la hora de modificar contro-
ladamente una superficie metdlica, y por el otro, al hecho de que recrean algunas de las
caracteristicas fundamentales de una membrana biolégica, conformando un medio con
cierto grado de biomimetismo para el estudio de proteinas redox (ver mas adelante). La
posibilidad de generar la adsorcidn de muestras proteicas sobre este tipo de sistemas
permitio la investigacion y caracterizacion de muchas de sus propiedades redox 22.

El tipo de SAM mads utilizada es la resultante de la quimisorcidon (adsorcién mediante
uniones covalentes) de alcanotioles sobre electrodos metalicos, que pueden ser de
distintos metales “nobles” como oro, plata, platino, cobre, etc. En la conformacién de
estos sistemas, los ensamblados de alcanotioles se organizan espontaneamente sobre
las superficies metdlicas, formando estructuras semicristalinas (figura 1-6). Los
alcanotioles pueden presentan distintos grupos funcionales, que seran los que inter-
actden con la muestra proteica ya que conformaran la superficie funcionalizada. Asi, el
empleo de distintos w-sustituyentes permite modificar la superficie para lograr tipos de
contactos especificos con la proteina redox de interés (uniones hidrégeno, puentes
salinos, contactos hidrofébicos, etc.). Tipicamente, la composicién de grupos
funcionales de la SAM se optimiza para la mayor adsorcién de muestra proteicay en la
orientacién promedio deseada, aunque existen casos distintos, como por ejemplo
experimentos electroquimicos sobre especies en solucién (ver seccidon 2.2.1). La alta
afinidad del grupo funcional tiol por este tipo de superficies metalicas posibilita la
construccidon de superficies orgdnicas sobre ellas, en las cuales puede controlarse la
composicién quimica, es decir, los grupos funcionales expuestos de la superficie 2. Son
estas cualidades, sumadas a la capacidad de controlar la distancia entre la superficie de
la SAM vy la superficie metdlica utilizando alcanotioles de distinto largo de cadena, las
gue dotan a estos sistemas de gran versatilidad en cuanto al control del entorno de las
proteinas adsorbidas.
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Solucion etandlica
de alcanotioles
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Figura 1-6. Proceso de autoensamblado de SAMs, donde los alcanotioles se
aproximan a la superficie y establecen un enlace covalente entre la superficie metdlica
(de oro) y el dtomo de azufre. Las interacciones intermoleculares entre las cadenas
alifdticas favorecen el empaquetamiento, dando origen a la SAM de grosor definido.

Las SAMs empleadas suelen ser estables en el rango de valores de potencial de
interés cuando se estudian sistemas proteicos, debido a que los potenciales de
desorcion reductiva son muy negativos, con valores de aproximadamente -1 V vs
Ag/AgCl 4344 Cabe comentar que algunos autores han reportado transiciones de fase
dependientes del potencial para SAMs de alcanotioles puros (con el grupo terminal
metilo), cuyo valor critico depende de la longitud de cadena de los alcanotioles y puede
encontrarse entre 0,15 Vy-0,35V %°. Este fendmeno, sin embargo, no ha sido observado
para SAMs de dos componentes con grupos terminales metilo e hidroxilo. Por su parte,
las SAMs puras de hidroxilo y las SAMs mixtas hidroxilo/metilo ensambladas sobre
electrodos de oro (los sistemas empleados en esta tesis) han sido caracterizadas
mediante técnicas espectroscépicas vibracionales (Raman e infrarrojo), observandose
una orientacion homogénea de los alcanotioles, con casi todas las cadenas alifaticas
completamente trans y pocas irregularidades en la estructura general 4647,

Como ya fue comentado, la ventaja de la utilizacion de SAMs no es meramente la de
un espaciador que preserva la estructura nativa de las proteinas, si no que pueden
conformar un entorno biocompatible que actia como un modelo simple de membranas
bioldgicas, ya que pueden emular varias caracteristicas importantes de las capas
lipidicas, como un interior hidrofébico y cabezas cargadas o polares. Electrodos
metalicos biocompatibilizados de esta manera presentan un perfil de potencial
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complejo en la interfaz entre el electrodo y la solucidn, de caracteristicas analogas a las
de una bicapa lipidica 2°731484% (figuras 1-5 y 1-7). Estos sistemas exhiben las
contribuciones Ws y Wp, y la diferencia de potencial entre el potencial del electrodo y el
potencial de carga cero (Ad) emula la contribucion del AW de las membranas biolédgicas
(ya que se asemejan en perfil y magnitud). En consecuencia, existe un campo eléctrico
local en la regién de unidn de la proteina que depende del largo de cadena de los
alcanotioles (que definen el espesor de la monocapa), la funcionalizacion de la SAM, el
potencial del electrodo, el pH y la fuerza idnica de la solucién. En particular, la distancia
entre la proteina y el sitio metdlico modifica el potencial efectivo y la magnitud del
campo eléctrico interfacial, especialmente para SAMs delgadas. Este fendmeno vy su
efecto sobre el sitio de Cua sera estudiado y discutido en el capitulo 4.

Electrodo
de oro

Figura 1-7. Perfil de potencial para la interface electrodo/SAM/solucion. Las
contribuciones mayoritarias se deben a la diferencia de potencial entre el potencial del
electrodo (E) y el potencial de carga cero (E;) Ap, el potencial de superficie Ws y el
potencial dipolar Wp.
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1.2- Transferencia electronica

La reaccion de TE constituye la reacciéon quimica mds elemental en la naturaleza y
en consecuencia es transversal a muchas dreas del conocimiento. Su estudio incluye
procesos sobre electrodos metalicos, en sdlidos, coloides, micelas y proteinas hasta
reacciones de TE acopladas a transferencia protdnica y la elucidacién del rol protagdnico
de la TE en diferentes mecanismos de reacciones organicas, la quimioluminiscencia y la
fotosintesis %2, En el marco de esta tesis, resultan de particular interés las reacciones
de TE proteica tanto en solucion como de especies adsorbidas sobre electrodos
metalicos.

1.3.1- Cinética de la reaccion de TE: teoria extendida de Marcus

La teoria semicldsica de Marcus constituye un modelo simple pero efectivo que
permite el abordaje de la cinética de procesos de TE °1. Este modelo ha sido modificado
y refinado posteriormente por distintos autores, tales como Dogonadze, Hush y Levich,
entre otros, tanto para extender el formalismo a reacciones heterogéneas como para
vincularlos a la descripcidn cudantica del sistema °3. No obstante, estas subsecuentes
modificaciones se mantienen sobre los mismos conceptos fundamentales.

En su caso mas sencillo, el formalismo semiclasico de las reacciones de TE esta
descripto en términos de la interaccion de dos curvas armdnicas de energia libre en
funcién de la configuracién nuclear de las especies: una correspondiente al estado inicial
y la otra al estado final >* (figura 1-8). En su interseccidn, ambas especies (reactivos y
productos) presentan la misma energia libre y la misma configuracion nuclear, y segin
este formalismo es alli donde se produce la ecualizacién de niveles electréonicos que
permite el tuneleo electrénico. Por lo tanto, los reactivos deben sufrir un reordena-
miento nuclear de modo de alcanzar este punto de interseccion para que la TE pueda
ocurrir. Alcanzada la interseccion, existe una probabilidad de que la TE ocurra, asociada
a la interaccidn electroénica o el acoplamiento electrdnico (|Hpa|) entre los reactivos.

La constante de velocidad de transferencia electrdnica (kre) para un sistema de estas
caracteristicas se puede expresar como:

krg = Vpkeiky (1)

donde v, es la frecuencia nuclear efectiva con la que los reactivos alcanzan la
interseccion de las curvas armonicas, k,; es el coeficiente de transmisidn electrénica
vinculado a la probabilidad de que se transfiera el electron alcanzada la interseccidén y
K, es el factor de reorganizacidn nuclear o de Franck-Condon.
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Energia libre

Coordenada de reaccion

Figura 1-8. Superficies de energia libre para reactivos (azul) y productos (rojo) de una

reaccion de TE en funcion de una coordenada generalizada de reaccion. Se indican en la
figura los pardmetros termodindmicos y cinéticos relevantes en términos de la teoria de
Marcus: energia libre de reaccién (AG°), frecuencia nuclear efectiva (vn), energia de
reorganizacion (A), energia libre de activacidn (AG”) y acoplamiento electrénico (|Hpal).

En el limite semicldsico de altas temperaturas, este Ultimo factor puede expresarse
como:

(A4 AG%)?
K, = exp <W> (2)

donde A es la energia de reorganizacion, AG° es la fuerza impulsora de la reaccién de TE
(la energia libre de reaccién) y kg es la constante de Boltzman. El pardmetro A,
intimamente vinculado con la energia libre de activacion del proceso (4G ™), fue definido
por Marcus como la energia necesaria para realizar los cambios estructurales que lleven
a los reactivos a la configuracion nuclear de equilibrio de los productos pero sin que se
produzca la reaccién de TE. Este parametro puede separarse en (al menos) dos
componentes o términos aditivos, a saber, A = A;;, + A,y - El primero es la energia de
reorganizacion de la esfera interna (4;,), correspondiente a las contribuciones del
desplazamiento de la posicion de equilibrio (x; — x; o) de todos los modos normales con
constante k; involucrados en la distorsidon de los reactivos hacia la geometria de los
productos. Esta contribucion puede expresarse como:
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1
Ain = Ziki(xi - xi,O)Z A3)

El segundo es la energia de reorganizacién de esfera externa (A,,:), vinculada con la
energia necesaria para que el solvente de constante dieléctrica estatica (&) y dptica
(€0p) responda ante el cambio en la carga transferida (Ae) entre el donor y aceptor de
radios 1 y 14, respectivamente, separados una distancia 1p 4. Esta contribucion puede
expresarse como:

2

Aout = Cryt+ 27t =) (et + e0p (4)

4,
donde ¢, es la permitividad en el vacio. A partir de la ecuacidn (2) puede apreciarse que
cuando AG° = 0 se cumplird que AG* = A/4. Por otra parte, puede observarse que el
factor k,, adopta su valor maximo (y también k a valores fijos de v,, y k.;) cuando se
cumple que 2 = —AG°, lo cual impone un limite a la posibilidad de aumentar la
velocidad de un proceso redox mediante el aumento de su fuerza impulsora. Aumentos
de la fuerza impulsora mds alld de esta condicién derivan en lo que se conoce como
“zona invertida”, donde k;y disminuye a medida que AG° se torna mas negativa >4%°.

El coeficiente de transmision electronica k,; es una medida de la probabilidad de
gue se produzca la reaccién de TE una vez alcanzada la interseccién de las curvas de
reactivos y productos. Este factor puede adoptar valores entre 0 y 1, definiendo asi el
régimen de la reaccién de TE: cuando k,; = 1 se dice que la reaccion se produce en el
régimen adiabatico, mientras que si se cumple que k,; < 1 se dice que la reaccion es
“no adiabatica” o “diabatica”. En el régimen adiabatico, donde la probabilidad de que la
reaccidn ocurra una vez alcanzada la interseccién es practicamente 1, la contante de TE
gueda definida como:

krg = vpkn (5)

Por otra parte, en el régimen no adiabatico el coeficiente k,; es funcion tanto de la
frecuencia de salto del electrén (v,;) en un evento de acceso a la interseccién de las
curvas de reactivos y productos como de la frecuencia nuclear efectiva (v,).
Considerando la probabilidad de la reaccién de TE en la interseccidon de dos curvas
parabdlicas idénticas (Prg), se puede expresar:

2Prg
= 6
donde:
()
PTE _ 1 — e 2Vn (7)
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Teniendo en cuenta la condicidn del régimen no adiabatico, es decir que tanto Prg
como v,;/2v,, adoptan valores muy pequefios, se puede despreciar Pz del divisor en
la ecuacidn (6) y linealizar la ecuacidn (7), y consecuentemente reexpresarse K,; COmMo:

Ket = vel/vn (8)

Es decir que en el régimen no adiabatico de TE, la constante cinética de TE se puede
expresar como:

krg = Veikn (9)

Esto significa que, cuando la probabilidad de que ocurra la TE en la interseccion de
las curvas es alta, la cinética del proceso depende directamente de la frecuencia con la
gue los nucleos acceden a tal conformacién (ecuacion (5)), mientras que cuando dicha
probabilidad es muy baja, la velocidad de la reaccién se torna a priori independiente de
Vv, Y pasar a depender de v,; (ecuacion (9)). Este ultimo pardmetro se define como:

(27T|HDA|)2

Vo = ———
T h[AmAkgT

donde h es la constante de Plank y |Hpy| es el elemento de matriz del acoplamiento

(10)

electrénico. Este ultimo exhibe una dependencia exponencial con la distancia, que
responde a la siguiente expresion:

|Hpal = IHL())AI exp[—F (R, — Ry)] (11)

donde 8 es un parametro empirico que depende de la composicidon del puente que
interconecta donor y aceptor, R, es la distancia que separa donor de aceptor, R, es la
distancia minima posible (méaximo acoplamiento)y |HJ 4| es el acoplamiento electrénico
cuando se cumple que Ry, = R,. Notar que para que se cumpla la condicion de régimen
no adiabatico (x,; < 1), el acoplamiento electrénico debe ser chico. Asi, la distancia
entre donor y aceptor es determinante para que la reaccidn se produzca en un régimen
u otro. La implicancia experimental inmediata es que, manipulando la distancia entre
donor y aceptor es posible controlar la transicion entre ambos regimenes. Esto puede
hacerse por ejemplo a partir de manipular el grosor de la SAM que separa una proteina
adsorbida de la superficie metdlica del electrodo, estrategia empleada en la seccién
4.2.4. Finalmente, reescribiendo la ecuacién (9) a partir las expresiones (2) y (10), se
obtiene la expresién semicldsica para k;z segun la teoria de Marcus para dos especies
en solucidn (en el régimen no adiabatico de TE):

_QulHpa)? | [(A+ 4G l a2

= exp
" nfandkT 40kpT

En esta expresion se pueden observar con claridad los tres pardmetros inherentes al
sistema que determinan la constante de velocidad de la reaccién de TE: AG®, Ay |Hp,].
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El primero es un parametro termodindamico que resulta relativamente sencillo de
determinar mediante diversas técnicas experimentales. Los otros dos parametros, en
cambio, no brindan tales facilidades y determinarlos experimentalmente suele repre-
sentar un desafio. En esta tesis, se llevaran adelante medidas directas del valor de 4,
cuya metodologia se desarrolla en la seccidn 4.2.3, y se sacaran conclusiones acerca del
acoplamiento electrénico a partir del modelo de Marcus. Sin embargo, se emplearan
técnicas electroquimicas para el estudio de la reaccion de TE en las enzimas redox, lo
cual implica que la reaccidn se producird no entre dos sitios redox, sino entre un sitio
redox y un electrodo metdlico. Se hace entonces necesario el empleo de un modelo
extendido de esta teoria, desarrollado por Dogonadze y Kuznetsov, para reacciones de
TE heterogénea °3

bien el modelo extendido resulta conceptualmente similar al modelo para
reacciones homogéneas, la expresidon para la kg presenta diferencias asociadas a la
inclusién de la descripcién de los niveles energéticos del electrodo metdlico. Ha sido
demostrado que la velocidad de TE entre una especie quimica y electrodo metalico es la
suma de las probabilidades parciales de las transiciones electrdnicas entre el orbital
redox activo (r) de energia €, de la especie molecular y los estados electrénicos {k} de
energia {€,} del electrodo 58, Las principales diferencias entre este tratamiento y el
modelo anterior son, por un lado, que en los experimentos con electrodos metalicos no
existe una unica superficie de energia potencial, sino tantas como niveles de energia €y,
y por el otro, que la fuerza impulsora viene dada por el sobrepotencial aplicado al
electrodo (£). No obstante, la expresion de kg conserva conceptualmente una forma
similar, siendo para el caso de una reaccion de TE no adiabatica:

ke (§) = | f©Y Il -e) @ de  (13)

1
h/4m Ak, T

y para el caso de una TE adiabatica:

krg(§) = vpkp(§) (14)

donde f(€) es la distribucion de Fermi-Dirac, h, es el acoplamiento electrénico entre
el orbital r y cada nivel k del metal, §(€ — €;) es el delta de Dirac para cada energia €,
definido como la densidad de estados p(€), y € es la variable de integracién. La
expresion en este caso para el factor de reorganizacion nuclear o de Franck-Condon es,
en esencia, la misma que en fase homogénea, pero donde la fuerza impulsora
corresponde al sobrepotencial del electrodo tomando en cuenta los niveles energéticos
del metal:

Kn (f) =

rl"ef'ke) de (15)

40kyT
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Una diferencia fenomenoldgica que distingue a las reacciones de TE heterogénea
sobre metales con las homogéneas es la ausencia de regién invertida, como conse-
cuencia de la distribucion electrénica continua del metal. A mayor ¢, los niveles por
debajo del nivel de Fermi actian como aceptores dominantes (reaccion de reduccion),
mientras que cuando el nivel de Fermi se encuentra muy por debajo del valor de E°, los
niveles por encima pueden actuar como aceptores (reaccidon de oxidacion). Asi, la
dependencia de kpy con & presenta una forma sigmoidea, en la que tras alcanzar su
valor maximo se vuelve insensible a aumentos en la fuerza impulsora.

Condensando todos los valores |h,| en un promedio efectivo de acoplamiento
electrénico (que por simplicidad serd denominado como el acoplamiento en reacciones
homogéneas: |Hp4|) se accede a la expresion conocida como Marcos DoS, utilizada para
reacciones de TE heterogénea (en el régimen no adiabatico):

|Hpal? (A—ed+e)
) = [ fopeen [ riOde ao)

1.3.2- Obtencidn electroquimica de parametros redox: Voltametria ciclica

La electroquimica comprende muchos y muy variados métodos experimentales que
permiten acceder a los parametros termodinamicos y cinéticos de una cupla redox >°.
De entre todas ellas, a lo largo de esta tesis se utilizd la voltametria ciclica (VC) como
técnica preferencial para los experimentos electroquimicos. Para el desarrollo de esta
técnica es necesario emplear una celda electroquimica de 3 electrodos: un electrodo de
trabajo (W), otro de referencia (R) y un tercero denominado contraelectrodo (C)
empleado para cerrar el circuito (figura 1-9). Este tipo de disefios permite variar
arbitrariamente el potencial entre el electrodo W y el electrodo R, que serdn de oro (y
recubierto con alguna SAM) y de Ag/AgCl (KCl 3,5M) a lo largo de la tesis, respectiva-
mente %91, E| electrodo W es el que participa en la reaccién de transferencia de carga
con el sitio redox de la metaloproteina, actuando como aceptor y donor de electrones a
lo largo de la voltametria. Su potencial se encuentra determinado en relacién al
electrodo R, que actla como una hemicelda con un potencial de reduccidn conocido por
el cual no circula corriente, siendo su funcidn la de medir y controlar el potencial del
electrodo W. El circuito eléctrico es cerrado por el contraelectrodo C, a través de cual
circula toda la corriente necesaria para balancear el flujo de electrones del electrodo W.
Para producir dicha corriente, el contraelectrodo alcanzard potenciales extremos de
modo de oxidar o reducir cualquier molécula en su entorno, ya sean moléculas de
solvente, del buffer o del electrolito soporte.

La muestra proteica puede estar adsorbida sobre la SAM del electrodo W, en cuyo
caso la técnica se denomina VC de film proteico (especies adsorbidas), o bien puede
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estar disuelta en la solucidn. Si bien la respuesta electroquimica obtenida en las dos
condiciones experimentales es diferente, la perturbacion impuesta es la misma. Se
aplica una rampa de potencial que comienza en un valor inicial (generalmente el mas
oxidante de la rampa), llega a un potencial de retorno en el cual se revierte el sentido
del barrido (generalmente el mas reductor), y finalmente se alcanza el potencial final
que tipicamente es igual al inicial (figura 1-10 A). La velocidad de barrido (v), medida en
V/s, es constante a lo largo de la voltametria, y su variacion permite producir la
transicidn entre los regimenes reversibles, cuasirreversibles e irreversibles de la cupla
redox. Esta transiciéon depende de la relacidén entre la velocidad de barrido y el valor de
kg, de modo que cuando se cumpla que v K kg, la reaccidn ocurre reversiblemente,
mientras que procede de manera irreversible cuando v > k.

Potenciostato

w R C

Figura 1-9. Celda electroquimica de 3 electrodos en una solucion de medida con
electrolito soporte. En el electrodo de trabajo (W) es donde ocurre la reaccion de TE de
interés, y el potencial es regulado a partir del electrodo de referencia (R). El
contraelectrodo (C) cierra el circuito, generando una corriente de igual magnitud y signo
opuesto a la que tiene lugar en el electrodo W.
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Tanto para especies adsorbidas como para especies en solucion, la desviacion de la
idealidad se refleja en la distancia entre los potenciales de pico catédico (Ej.) y anddico
(Epq)- Idealmente, esta diferencia entre ambos potenciales (4E),) deberia ser de 0 mV
en para especies adsorbidas y 57 mV para una transferencia monoelectrénica de
especies en solucion (figura 1-10 By C). La diferencia en las curvas entre ambos métodos
proviene de la contribucion difusional a la corriente en el caso de especies en solucién,
gue puede razonarse en términos de los perfiles de concentracidon generados en las
inmediaciones del electrodo W durante la voltametria (figura 1-10 D). Para especies en
solucion, luego de alcanzar el valor maximo de pico la corriente faradaica nunca se
extingue, debido a que el proceso difusional constantemente renueva la cantidad de
moléculas que sufren la reaccién redox sobre el plano del electrodo, fenédmeno ausente
en el caso de especies adsorbidas.

+ » t
E retorno
E final @
gl 8
15
'_
E inicial
, > >
(-) Potencial (+) (-) Potencial (+)
9
4(C) .. (D)
f
E I
E a b (o d
° kX PR
X RS
e f g h
EDC
- > Perfil de concentraciones
(-) Potencial (+)

Figura 1-10. (A) Rampa de potencial en funcion del tiempo aplicada para la
realizacion de un experimento de voltametria ciclica. (B) Representacion esquemdtica de
un voltagrama para especies adsorbidas, donde se indican los potenciales de pico
catodico y anddico, al igual que las corrientes. (C) Representacion esquemdtica de un
voltagrama para especies en solucion. Las diferencias con el experimento ejemplificado
en (B) provienen de la contribucion difusional a la variacion de la concentracion de las
especies oxidadas y reducidas sobre la superficie del electrodo, como se ejemplifica en
(D) para las especies oxidadas (celeste) y reducido (rojo).
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Los voltagramas contienen una gran cantidad de informacién acerca del sistema
medido, como serd desarrollado a continuacidn. Sin dudas, los pardmetros mas
utilizados de un voltagrama son los valores de E,. y Ep4, ya que a partir de su promedio
(E1/2) se estima tipicamente el valor del potencial redox (E®). Esta aproximacién es
vdlida en tanto que las especies redox no participen en reacciones secundarias luego de
aceptar o donar el electréon y, en el caso de especies en solucion, que los coeficientes de
difusidon para ambas formas redox sean similares. A lo largo de la tesis, se empleara
siempre este método para la determinacién del E° a partir de un voltagrama:

E°~E =1(E +Epq) (17)
~ ~1/2 2 pc pa

Otro parametro con valor informativo de un voltagrama es la corriente en el maximo
de pico (I,) tanto anddico (I4) como catédico (I,.), que idealmente son iguales en
modulo y de signo opuesto. El valor de I,, puede ser predicho analiticamente en funcion
de parametros accesibles, no obstante, las diferencias entre ambas condiciones
experimentales de la muestra (en solucién y adsorbida) conlleva diferencias en las
expresiones que predicen el comportamiento electroquimico del sistema. Para el caso
de especies en solucion, I, responde a la siguiente ecuacion:

nkvD
RT

I, = xnFA[C] (18)

donde n es el nimero de electrones que se transfiere por reaccién y por molécula (y
vale 1 para sitios T1 y Cua), F es la constante de Faraday, A es el area del electrodo W,
[C] es la concentracidon de la muestra en la solucidon sobre el electrodo, D es el
coeficiente de difusién de la especie electroactiva, R es la constante universal de los
gases y y es un factor que depende de la respuesta electroquimica del sistema y
adquiere tipicamente el valor de 0,4463 para una respuesta reversible. Por otra parte,
en el caso de especies adsorbidas sobre el electrodo W, [, responde a una expresion
diferente:

_ (nF)*vAIL

P RT (19)

donde [}, es la concentracion superficial de la especie adsorbida sobre el electrodo W.
Notar que las expresiones (16) y (17) difieren en la dependencia con I, con la velocidad
de barrido: mientras que para especies en solucion se cumple [, < v1/2, cuando las
especies estan adsorbidas la proporcionalidad es directa, I, < v. Esto representa una
caracteristica distintiva de ambas situaciones, y se utiliza para descartar ciertas
anomalias. Por ejemplo, desvios de la correspondiente proporcionalidad para medidas
sobre especies en solucién pueden ser indicio de la adsorcion inespecifica de la muestra
sobre el electrodo W, obteniendo una sefial compuesta tanto de moléculas adsorbidas

Capitulo 1 - Introduccién y fundamentos teéricos

27



como de moléculas disueltas. Por otro lado, medidas de especies adsorbidas que se
desvien de la relacion [, < v pueden estar indicando desorcion de la muestra o
fendmenos de difusion lateral o reorientacion.

Otro parametro relevante, especialmente en el estudio de especies adsorbidas, es
el ancho a la altura media de pico (FWHM), es decir, el AE para los valores de corriente
gue cumplen I = Ip/2 en cada pico. En el caso de una reaccidn reversible, el valor de
dicho parametro a 25 °Cy n =1 es de 90,6 mV, y desviaciones de este valor son un
indicador de la no idealidad de la reaccion de TE. Este parametro, al igual que AE), e I,,
aumenta a velocidades de barrido muy altas, dado el alejamiento de las condiciones de
reversibilidad de la reaccion de TE. Un elemento a destacar es la existencia de
formalismos y tratamientos matemdticos mediante los cuales es posible obtener el valor
de krg a partir de la dependencia de 4E, con v, pardmetros que no estan vinculados
analiticamente en una relacién biunivoca. Este tipo de informacién es de gran utilidad,
no soélo por el valor de la constante obtenida en si misma, sino porque ofrece la
posibilidad de acceder a parametros de activacién, en particular a A. Las estrategias de
medicion y los formalismos empleados para tales fines serdn comentados en el capitulo
2 y desarrollados en detalle en la seccién 4.2.3. También es posible discriminar entre las
contribuciones entélpica y entrdpica (AH® y AS°, respectivamente) del valor de E° para
una cupla redox, y el detalle del tratamiento de datos que implica sera desarrollado en
la seccién 3.2.4.

En suma, empleando la técnica de VC es posible obtener informacién valiosa sobre
el sistema de estudio a partir de la seleccion adecuada de condiciones experimentales
(como el control de la composicion de las SAMs y de la solucién de medida, de v, de T,
etc.) y del empleo de distintos tratamientos para el andlisis de los resultados. Asi, esta
técnica permite obtener valores tanto de los pardametros termodindmicos (E°, AH? y AS°)
como cinéticos (k;z y A) de la reaccién de TE.

1.4- Técnicas espectroscopicas y auxiliares

Diversas técnicas espectroscdpicas han sido utilizadas a lo largo de toda la tesis,
complementando los resultados electroquimicos y permitiendo un abordaje mas
completo de los sistemas estudiados. Estas técnicas sacan ventaja de distintos
fenédmenos fisicos contribuyendo asi a monitorear detalladamente las caracteristicas
geométricas y la descripcidn electrdnica de los sitios de Cua y T1 2. A continuacion, se
desarrollan brevemente los fundamentos basicos de las principales técnicas
espectroscépicas utilizadas a lo largo de los tres capitulos experimentales.
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1.4.1- Espectroscopia de absorcion electrdénica: UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es sin lugar a dudas la técnica espectroscépica mas
difundida en la actualidad, probablemente como consecuencia de combinar sencillez,
sensibilidad y bajo costo ©2. Esta técnica se basa en la excitacion de los electrones de las
capas externas de las moléculas y, como consecuencia, brinda informacién sobre la
estructura electrénica de las muestras. El principio de Franck-Condon establece que una
transicion electrénica ocurre a una velocidad tal que se encuentra, en principio,
desacoplada de los movimientos nucleares, de modo que esta espectroscopia no brinda
informacidn de tipo vibracional. El espectro UV-Vis de una biomolécula hace las veces
de huella dactilar, y suele usarse tanto para su identificacién como para el monitoreo de
procesos que la modifiquen (degradacion, transiciones, cambios de coordinacion, etc.).
Asi, es una técnica valiosa tanto para la identificacion y estudio de una muestra, como
para la determinacidn cuantitativa de compuestos que contienen cromdéforos 62,

En el caso de centros metdlicos se pueden agrupar tres tipos de transiciones, cuya
energia esta generalmente contenida en la region que permite monitorear esta técnica,
en funcion de los orbitales involucrados: transiciones que involucran electrones m, o
(enlazantes y/o antienlazantes) y/o n; transiciones que involucran transferencia de carga
(metal - ligando o ligando - metal) y transiciones entre niveles d o f 3 (figura 1-11).
En el primer caso, las energias de los diferentes tipos de orbitales moleculares suelen
diferir significativamente, por lo que son transiciones que se ubican tipicamente en la
region del UV o mas energética aun. Son posibles cuatro tipos de transiciones, en orden
descendente de energia: 0>0%*, n >0*, n >n* y n>n*. Por otra parte, los Ultimos dos
casos cobran especial relevancia para el caso de sitios activos de metaloproteinas
(croméforos), en donde el metal de transicién presenta transiciones internas entre
orbitales d (d—=>d) y transiciones de transferencia de carga ligando metal (TCLM) con los
ligandos coordinantes de la proteina 2 (figura 1-11).
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Figura 1-11. Diagrama de orbitales moleculares de un complejo de metal de
transicion (como los sitios de cobre) a modo de ejemplo. Se destacan las transiciones de
TCLM (bordd) y d-d (azul oscuro), con diferencias de energia tipicamente dentro del
rango UV-Vis.

La mayoria de los iones de los metales de transicion absorben en la regién
ultravioleta o visible del espectro electromagnético *. Desde un punto de vista bioldgico,
lo mas relevante es la absorcidn por elementos de la primera y segunda serie de metales
de transicion, en los que los electrones responsables corresponden a orbitales 3d y 4d.
La diferencia de energia entre los distintos orbitales d del mismo nivel se puede describir
a partir del efecto de campo ligando que ejerce el entorno quimico del dtomo (o ion)
metalico, ya sea el solvente si esta libre, o los ligandos si forma un complejo inorganico
0 un sitio activo en una metaloproteina (figura 1-12). Basicamente, este efecto resulta
de las fuerzas diferenciales de repulsidén electrostatica entre el par de electrones del
dador y los electrones de los diversos orbitales d del ion metalico central. La diferencia
de energia entre los orbitales d desdoblados por este campo ligando determina lo que
se denomina fuerza del campo ligando. Serd de especial interés el campo ligando
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octaédrico en el capitulo 5, donde se introduce el modelo de distorsion acoplada
propuesto por Solomon para la racionalizacidon de las caracteristicas espectroscépicas
de sitios T1 en funcién de sus propiedades estructurales 4> Cabe comentar que,
tipicamente, las transiciones d->d en los distintos sitios de cobre reportados se ubican
en las regiones menos energéticas del espectro UV-Vis, y con bajas intensidades debido

a que son transiciones prohibidas por la regla de Laporte 3.
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Figura 1-12. Ejemplos de diagramas de separacion de orbitales en un campo ligando
octaédrico (A), tetraédrico (B), cuadrado plano (C) y piramidal cuadrado (D). El caso del
campo ligando octaédrico serd de particular interés en la introduccidn del capitulo 5 para
la descripcion de sitios T1.

Por otra parte, para que un complejo o un sitio redox presente una banda de TCLM
en su espectro UV-Vis, es necesario que uno de sus componentes tenga caracteristicas
de dador de electrones y el otro componente tenga propiedades de aceptor de
electrones. La absorcidn de la radiacion implica entonces la transferencia de un electrén
desde el dador hasta un orbital que estd muy asociado con el aceptor 3. Por esta razén,
el estado excitado puede considerarse como el producto de un tipo de proceso redox
interno. Tal comportamiento difiere del de cualquier cromdéforo organico (sin atomos
metalicos), donde el electron en el estado excitado esta en un orbital molecular formado
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por dos 0 mas atomos. Las especies que presentan absorcion por transferencia de carga
tienen particular importancia en cuanto a los fines analiticos, ya que las absortividades
molares suelen ser altas. Posiblemente el ejemplo mds destacado de esto en
metaloproteinas es la banda de Soret en la hemoproteina Cyt ¢, proveniente de la
porfirina, cuya absortividad molar es del orden de 10° M! cm™ %, Las bandas
correspondientes a estas transiciones, en comparacion a las bandas d->d, se encuentran
tipicamente en regiones mds energéticas del espectro UV-Vis (hacia el violeta) y
presentan una mayor absortividad molar, dado que responden a transiciones permitidas
67, Tanto las transiciones d—>d como las de TCLM estan directamente vinculadas con la
configuracion electrénica del sitio redox y con su geometria (ambas propiedades
estrechamente vinculadas), por lo que la espectroscopia UV-Vis sera de capital
importancia a lo largo de esta tesis.

1.4.2- Espectroscopia de dispersion Raman resonante (RR)

El fendmeno de dispersion Raman se basa en la dispersién inelastica de la luz
monocromatica, generalmente proveniente de un laser, ya sea del espectro visible,
infrarrojo cercano o ultravioleta cercano. Este fendmeno ha sido aprovechado en el
desarrollo de una variedad de técnicas espectroscdpicas que permiten el estudio de
modos de baja frecuencia de un sistema, a saber, rotacionales y vibracionales 628 (en
esta tesis, dado que se trabaja con macromoléculas en solucién, sélo resulta relevante
la componente vibracional). Basicamente, el efecto Raman ocurre cuando la radiacién
electromagnética incide sobre una molécula e interactia con su densidad electrénica
polarizable. Esta perturbacion puede racionalizarse en términos de un estado virtual que
se puebla previo a la dispersidn ineldstica de un fotén. El fotén resultante de esta
dispersién puede tener mayor (anti-Stokes) o menor (Stokes) energia que el fotén
incidente y como consecuencia de este proceso la molécula se encontrard en un estado
vibracional distinto del de partida (Figura 1-13). La diferencia en energia entre el estado
inicial de la molécula y el estado resultante de la dispersién de luz da lugar a un
corrimiento en frecuencia del fotén emitido respecto de la frecuencia de excitacién ©°.
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Figura 1-13. Representacion de diversos estados electronicos con sus
correspondientes estados vibracionales, y de los estados virtuales. El fendmeno de
absorcion IR involucra la absorcion de un cuanto equivalente a la diferencia de energia
entre dos niveles vibracionales. Los diferentes fendmenos dispersivos se clasifican
dependiendo de la energia de la radiacion dispersada en relacidn a la radiacidn incidente
vo. La radiacion dispersada de menor longitud de onda presenta un corrimiento anti-
Stokes, mientras que la de mayor longitud de onda presenta un corrimiento Stokes. A su
vez, dependiendo de la magnitud de vo en relacion con la energia necesaria para
promover una transicion electrdnica, se puede trabajar en condiciones de pre-resonancia
0 resonancia.

La intensidad total de luz dispersada resulta proporcional a la polarizabilidad de la
molécula segun la expresion:

2
Ip = Iovgz |(apo)1F| (18)
po

donde v, es la frecuencia del laser y (ap(,)lp agrupa a los elementos de la matriz de

polarizabilidad de la transicién entre el estado inicial (I) y final (F) referidos al sistema de
coordenadas de la radiacién incidente (p) y la dispersada (o) 7°. Cada uno de los
elementos de matriz del tensor polarizabilidad puede ser calculado a partir de los
momentos de la transicidn entre los distintos estados de la molécula. A este desarrollo
se lo denomina teoria de la dispersion, la cual involucra la suma sobre distintas
perturbaciones de segundo orden ’!. Un aspecto importante es que, a diferencia de la
espectroscopia de absorcidn en la que magnitud de la sefial es proporcional al momento
de la transicidn, la intensidad de una sefial Raman depende del producto de entre los
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momentos de transiciéon 7°. Esto da lugar al llamado “principio de exclusién mutua”, que
indica que para moléculas centro-simétricas, aquellos modos que son visibles en
espectroscopia IR (cambio del momento dipolar) son invisibles en Raman (cambio de la
polarizabilidad) y viceversa. (figura 1-14). Esto implica que las transiciones que dan lugar
al efecto Raman seran las descritas por una perturbacidn nuclear totalmente simétrica

con la distorsidon en la nube electrénica 7.
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Figura 1-14. Modos vibracionales del PtCls, un sistema centro-simétrico (Dan). En la
fila superior se presentan los modos Raman activos e IR inactivos, mientras que en la fila
inferior se presentan los IR activos y Raman inactivos. Los modos e, son doblemente
degenerados.

Si bien el fendmeno de dispersién Raman es conceptualmente el mismo indepen-
dientemente de la energia del fotdn ineldsticamente dispersado, existen algunas
diferencias importantes en funcién de dicha energia, que permiten el desarrollo de
poderosas técnicas espectroscdpicas. Cuando la energia de la luz incidente es mucho
menor que la necesaria para acceder un nivel electrénico excitado se dice que la
transicion (en este caso a un estado virtual) es no resonante, si es cercana se la
denomina pre-resonante, y si permite tal transicidon se llama resonante (Figura 1-13). La
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intensidad de la respuesta Raman no resonante es muy baja; de hecho, la dispersién
Rayleigh es la dominante mientras que la dispersién Raman involucra uno de cada 10°
fotones dispersados aproximadamente. Por su parte, en condiciones de resonancia las
intensidades Raman del croméforo son selectivamente intensificadas en hasta cinco
ordenes de magnitud . Esto implica una ventaja importante respecto de otras
técnicas estructurales aplicadas a proteinas con cofactores, ya que si el cofactor es un
cromoéforo puede medirse selectivamente su espectro vibracional, sin interferencias del
resto de la muestra. De esta forma, las bandas vibracionales estudiadas mediante
espectroscopia Raman resonante (RR) reflejan de forma directa la estructura a nivel del
sitio activo de donde se encuentra el cofactor.

Como se presentd en la seccidén 1.2.1, los sitios de cobre estudiados en esta tesis
(Cua y T1) cuentan con una o dos cisteinas en su coordinacidn, presentando en sus
espectros UV-Vis una o dos TCLM entre la/s cisteina/s el el/los &tomo/s de cobre 2. En
estos sistemas, la espectroscopia RR resulta una poderosa herramienta que permite
interrogar selectivamente al sitio redox, obteniendo informacion de sus modos
normales, que a su vez permite evaluar indirectamente algunos aspectos de su
estructura electrénica (como serd discutido en cada caso particular).

1.4.3- Espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (EPR)

La espectroscopia de resonancia paramagnética electrdnica (EPR) es una técnica que
permite interrogar especies paramagnéticas a partir de su interaccion electrénica con
un campo magnético externo. A priori, es una técnica aplicable a cualquier especie con
al menos un electréon desapareado, tales como radicales libres, tripletes o complejos que
contengan metales de transicidn. Este ultimo caso resulta de especial interés en el
estudio de sitios redox de metaloproteinas, ya que un espectro EPR es capaz de brindar
informacién acerca del detalle de la descripcion electronica y la geometria de un sitio
redox paramagnético, como es el caso de los sitios de cobre Cua y T1 en sus formas
oxidadas ©2. El fundamento del EPR radica en la interaccién entre el momento magnético
electronico de una especie (4, = —gf.S) y un campo magnético externo (B), que
responde a la siguiente ecuacién:

E = gB,.SB (19)

donde E es el cambio de energia del electrén que interactia con el campo magnético
aplicado de intensidad B, g es el factor de desdoblamiento cuyo valor se ubica en torno
a 2, B, es el magnetdn de Bohr para un electrén (cuyo valor es 9,274 102 erg GY)y S es
el espin electrdénico total de la especie. En consecuencia, un electrén que interactla con
un campo magnético externo puede verse estabilizado o desestabilizado, en funcién de
la proyeccion de S sobre B (ambas magnitudes vectoriales). Asi, para una especie de
S = 1/2 (Unico caso relevante en esta tesis), la diferencia de energia entre los niveles
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desdoblados por el campo magnético equivale a AE = gB.B, lo cual implica una
proporciéon de aproximadamente 0,1% mas electrones en el nivel “estabilizado”
respecto del nivel “desestabilizado”, para valores de B tipicos (entre 0,1 y 1 T) a
temperatura ambiente. La mediciéon de un espectro EPR implica poblar el estado mas
energético, para lo cual se aplican microondas que deben cumplir la denominada
condicién de resonancia:

hv = gB.B (20)

donde hv corresponde a un cuanto energético, siendo h la constante de Planck y v la
frecuencia, en este caso, del campo magnético oscilante aplicado para la medicidn. Asi,
cuanto mayor sea la desproporcién de poblacidén entre los estados desdoblados, mayor
serd la absorcidn del cuanto energético, lo cual indica (segun la ley de Boltzman) que la
sensibilidad de la técnica aumenta a bajas temperaturas. La ecuacion (20) deja en
evidencia que AE depende tanto de B como de v, siendo a priori posible obtener un
espectro EPR variando cualquiera de los dos y dejando el otro constante. Sin embargo,
las dificultades experimentales que implican la variacion de v han hecho de esta una
configuracion experimental no utilizada, por lo que las medidas EPR constan tipicamente
del barrido de un determinado rango de valores de B con v constante 72 (figura 1-15). Si
bien los valores de B y v utilizados en los experimentos EPR dependen de cada particular,
tipicamente se encuentran entre 0,1y 1 Ty en torno a los 9GHz (conocido como banda
X), respectivamente, para metaloproteinas.

El factor g, cuyo valor es basicamente el parametro que permite evaluar un espectro
EPR, fue introducido inicialmente en la expresién de u para “corregir” la discrepancia
entre el espin magnético que predice la teoria clasica y el medido experimentalmente
(aproximadamente el doble). Para un electrdn libre, su valor exactoes g = 2,0023, pero
esta magnitud no sélo resulta sensible al detalle estructural y a distintas interacciones,
sino que es altamente anisotrépica. Esta cualidad, consecuencia directa de la interaccién
espin-orbita, hace del factor g un tensor de nueve componentes, que para los casos de
interés bioldgico pueden convertirse en tres componentes rotando el sistema de
coordenadas cartesianas.
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Figura 1-15. (A) Desdoblamiento energético del electron de S=1/2 por su interaccion
con el campo magnético aplicado. La doble flecha vertical indica el cuanto energético de
las microondas, que cumple la condicion de resonancia para un unico valor de B. (B)
Respuesta EPR (primera derivada, como suele presentarse) para el sistema presentado
en (A).

Asi, utilizando el denominado sistema de coordenadas principales se definen los tres
valores principales de respuesta, a saber, gx, 8y Y 8, que para una molécula en solucién
(donde no existe a priori ninguna orientacién preferencial) responden a la siguiente
expresion:

g0, = \/g,%cosz(go)senz (0) + gisen?(¢p)sen?(0) + gZcos?(0) (21)
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donde 8 y @ son los dngulos polar y azimutal, respectivamente, entre el eje principal del
tensor gy la direccidon de B. Los valores gy, gy y g; responden entonces a las proyecciones
de B en el tensor gy la proporcién de moléculas asociadas a cada orientacion posible es
proporcional al angulo 8. Tipicamente, la ecuacidn (21) se resuelve de manera numérica
para simular un espectro EPR y, a partir de un ajuste iterativo respecto de un espectro
experimental, obtener los valores de gy, gy y g:. Los resultados posibles de tales ajustes
pueden ser discriminados en cuatro grupos distintos: g, = g, = g, (respuesta
isotrépica), gx = g, < g, (respuesta axial prolato), g, = g, > g, (respuesta axial
oblato) y g, # g, # g, (respuesta rémbica). A los fines de esta tesis, de los tres casos
anisotropicos sera especialmente considerado el axial prolato (a partir de ahora sélo
axial), ya que es el tipo de respuesta observada para los sitios activos de cupredoxinas
en sus formas oxidadas ®’ (figura 1-16). Tipicamente, en sistemas axiales se denomina gy
al valor de g,y g1 al valor de gx y gy.

Hasta aqui, el efecto de la geometria de un sitio redox sobre los valores principales
del factor g se ve reflejado en las caracteristicas de su espectro EPR, no obstante, existe
otro fendmeno relevante para cupredoxinas que afecta su espectro EPR (pero sin alterar
los valores del factor g): el acoplamiento hiperfino. Cuando el electron desapareado
interactua con el campo magnético de un nucleo (Bn) con espin no nulo (I # 0), ademas
del campo aplicado B, su respuesta se desdobla en 0,51 + 1 frecuencias. Para el caso
particular del nucleo de cobre (I =3/2), el acoplamiento hiperfino genera un
desdoblamiento de la sefial EPR en cuatro sefiales de igual intensidad (siete sefiales para
el sitio binuclear de Cua), con un espaciamiento energético que responde a la constante
de acoplamiento hiperfino (A), pardmetro que también resulta del ajuste de los datos
experimentales (figura 1-16). Cabe mencionar que, aunque en algunos casos la
estructura hiperfina del espectro EPR no pueda ser resuelta, los valores gy, gy y g: (que
contienen la informacion estructural mas valiosa) pueden obtenerse con gran precision.

En esta tesis, se emplearan los espectros EPR de distintas variantes de sitios de CuA
y T1 principalmente para evaluar su integridad estructural y la conservacion de las
caracteristicas distintivas en mutantes de primera esfera de coordinacion, de segunda
esferay de la matriz proteica. En este sentido, el EPR resulta una técnica util, y los valores
del factor g excelentes diagndsticos que, combinados con otras técnicas, permiten
validar los sistemas generados a partir de diversas técnicas mutagénicas.
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Figura 1-16. Espectros calculados para una respuesta axial sin (arriba) y con (abajo)
acoplamiento hiperfino a un ntcleo de espin 3/2, como el caso del dtomo de cobre.

1.4.4- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) paramagnética

La resonancia magnética nuclear es una herramienta muy versatil en el estudio
estructural y dinamico de biomoléculas, y ha sido empleada tanto en sistemas
diamagnéticos como paramagnéticos. El principio fundamental de la técnica para ambos
casos es el mismo, aunque en el segundo es imprescindible la consideracion del
momento magnético electrénico u, %2 (unas 658 veces mayor que el protdnico). En
cualquier caso, el RMN puede pensarse como la contracara nuclear del EPR, ya que se
basa en el fendmeno de interaccidn entre el momento magnético de los nucleos
atdmicos de una especie (uy = —gnBnI) y un campo magnético externo, que responde
a la siguiente ecuacion:

E = gnvBnIB (22)
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donde E es el cambio de energia del nucleo que interactlia con el campo magnético
aplicado de intensidad B, gy es el factor de desdoblamiento nuclear, 3, es el magnetén
de Bohr el nicleo medido e I es su espin. Esta ecuacidn se expresa a veces en términos
de la constante giromagnética nuclear (yy = gyfn/h) y resulta anéloga a la ecuacion
(19) como consecuencia de responder al andlogo nuclear del fendémeno EPR. Asi, un
nucleo que interactia con un campo magnético externo puede verse estabilizado o
desestabilizado y la diferencia de energia entre los niveles desdoblados por el campo
magnético equivale a AE = gfyIB, lo cual impone también condiciones de resonancia
para la radiofrecuencia de medida aplicada a partir de AE = hv (figura 1-17). Cabe
destacar que, mientras los valores de v en las medidas EPR corresponden tipicamente
al IR, en el caso del RMN se encuentran en la regién de las ondas de radio, dado los bajos
valores de AE.

Campo magnético

Figura 1-17. Desdoblamiento energético del nucleo resonante por su interaccion con
el campo magnético aplicado. La doble flecha vertical indica el cuanto energético del
campo magnético de medida y las flechan punteadas (desplazadas lateralmente para
que el diagrama sea claro) marcan el cambio de magnitud de hv por efectos de
proteccion y desproteccion (consecuencia de la densidad electrdnica) que producen los
desplazamientos quimicos. Estos desplazamientos se ven modificados y fuertemente
intensificados en especies paramagnéticas.

Capitulo 1 - Introduccién y fundamentos teéricos

40



El desplazamiento quimico (6) es la propiedad mas informativa en un espectro RMN,
dado que depende del entorno electrénico de cada nucleo, brindando asi informacién
estructural muy detallada. La ecuacion (22) se completa tipicamente con un termino
(1 — o) donde o es la constante de apantallamiento que da cuenta de este fendmeno
(figura 1-17). Esto es valido para especies paramagnéticas, pero dada la magnitud de y,
el efecto resulta mucho mayor, amplificandose mdas de un orden de magnitud. Por
ejemplo, los valores de & tipicos de los protones piridinicos, inferiores a los 10 ppm,
resultan superiores a los 100 ppm cuando estas especies forman parte de complejos
paramagnéticos 73. Esta amplificacién es consecuencia de dos fenémenos: el contacto
de Fermi, dado por la interaccidn del espin desapareado deslocalizado a lo largo de los
enlaces quimicos con los nucleos (acoplamiento hiperfino), y la interaccion dipolar, que
no es otra cosa que la interaccion entre los momentos magnéticos (u.<>uy). El
Hamiltoniano para un sistema de estas caracteristicas puede expresarse como la
sumatoria de un término electrdnico, uno nuclear (o de Zeeman), uno de contacto de
Fermi y uno dipolar (respetando el orden):

H = gePeSB + gnBnIB + ASI + geBegnBnD(r, S, 1, 1) (22)

donde g, es el factor de desdoblamiento electrénico (definido como g en la seccién
anterior), A es la constante de acoplamiento hiperfino y D(r,S,1,1) una funcién de
interaccion dipolar que depende de los espines nuclear y electréonico (I y S,
respectivamente), del vector distancia electréon-nucleo (r) y del momento angular neto
del orbital electrénico (I). El término de Zeeman resulta siempre muy minoritario frente
a los ultimos dos términos, razén por la cual estos dominan los grandes desplazamientos
quimicos de las especies paramagnéticas. Cabe destacar que cuando la especie es
magnéticamente anisotrdpica, por un lado, el factor de acoplamiento hiperfino A puede
resultar también anisotrépico y debe tratarse entonces como un tensor, y por otro, el
término de interaccién dipolar (que se anula en especies isotrdpicas) cobra relevancia.

El andlisis matematico de la ecuacidn (22) y de la técnica discutida escapa a los
objetivos de esta seccién y de la tesis en general, pero cabe sefalar que pueden
adoptarse expresiones para las componentes de contacto de Fermi y de interaccién
dipolar del desplazamiento quimico, en funciéon de la simetria de la especie
paramagnética y de la anisotropia de sus momentos magnéticos (i, y ty)- Asi, el RMN
paramagnético permite obtener informacién estructural, por ejemplo, de la
coordinacion de un sitio redox paramagnético, como es el caso de los sitios de Cuay T1
en sus formas oxidadas. Cambios en la descripcion electrénica de este tipo de sistemas
pueden ser monitoreados, permitiendo no sélo un diagndstico de integridad estructural
sino un escrutinio de distintos estados fundamentales alternativos, lo cual presenta una
particular relevancia en el caso del sitio de Cua (ver capitulos 3 y 4).
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Materiales y Métodos

2.1- Materiales
2.1.1- Reactivos

La mayoria de los distintos alcanotioles empleados para los experimentos
electroquimicos fueron adquiridos en la compafiia Sigma-Aldrich. Estos son: el 4-
mercaptobutanol (C3-CH,OH), el 6-mercaptohexan-1-ol (Cs-CH,OH), el 8-
mercaptooctan-1-ol (C;-CH,OH), el 11-mercaptoundecan-1-ol (Cio-CH.OH), el 1-
butanotiol (C3-CHs), el 1-hexanetiol (Cs-CHs), el 1-octanetiol (C7-CHs), el 1-undecanotiol
(C10-CH3) y el 1-hexadecanotiol (C15-CHs). En el caso del 16-mectaptohexadecan-1-ol
(C15-CH,0H), fue adquirido en la compania Dojindo. Por otra parte, todos los reactivos
empleados en la preparacién de soluciones, asi como en la limpieza, preparacion y
modificacion de electrodos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y son de grado de pureza
analitico. El agua empleada en todos los experimentos fue purificada con un sistema
Millipore, obteniéndose una resistencia superior a los 18 MQ.

2.1.2- Muestras proteicas

El fragmento soluble de la subunidad Il de la citocromo basz oxidasa de Thermus
thermophilus fue desarrollado y aislado en el laboratorio del grupo colaborador del Dr.
Alejandro Vila en el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR), siguiendo
el protocolo reportado por Slutter y colaboradores . Brevemente, a la secuencia de DNA
codificante de dicho fragmento le fueron removidos los codones correspondientes a los
primeros 32 aminodcidos, pertenecientes a la a-hélice que conforma el dominio
transmembrana de la subunidad Il, generandose la proteina Tt-Cua. Las mutantes de
ligando axial M160, las mutantes de segunda esfera de coordinacién y las quimeras T1
en la matriz de Tt-Cua fueron creadas empleando métodos estandar de biologia
molecular y el detalle de las modificaciones que presentan en su secuencia aminoacidica
se detallan en las secciones 3.2.1; 3.2.2 y 5.2.1. En todos los casos la secuencia resultante
fue insertada en el plasmido pET9a, obteniendo el vector pETCua a partir del cual se llevé
a cabo el siguiente protocolo de expresion y purificacidén proteica.

- Preparacion de indculo: se cultivan bacterias Escherichia coli de la cepa BL21 Star
(DE3) (Invitrogen) que fueron previamente transformadas con dicho plasmido. Esto se
realiza en un medio LB con 50 pg/ml de kanamicina durante una noche a 37 °C.

- Crecida: al dia siguiente se inocula el cultivo bacteriano en un volumen mayor
(generalmente un litro) de medio LB con 50 pg/ml de kanamicina a 37 °C hasta una
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densidad 6ptica de la muestra de 0,8 (lo cual se alcanza aproximadamente en 2 horasy
30 minutos).

- Induccion: se centrifugan los cultivos crecidos a 5000 rpm y 4 °C por 5 minutos. Se
descarta el sobrenadante, se resuspende el pellet en 35 ml de Tris-HCI 50 mM a pH 8 y
se agrega 0,7 ml de PMSF 0,1M, 40 pl de DNAsa 10mg/mly 87 ul de MgCl, 2M. Luego se
congela la muestra (células) a -20 °C para continuar la purificacién al dia siguiente. En
este estado, las células pueden estar almacenadas hasta un mes.

- Sonicar: al dia siguiente se descongelan los extractos celulares y se los somete a
repetidos pulsos de 30 segundos (espaciados por un minuto) de sonicador a maxima
potencia. Esto se repite hasta que el color de la muestra se aclare (generalmente 5
pulsos). Se agregan luego 30 ml de Tris-HClI 50 mM a pH 8 al lisado resultante y se
centrifuga a 4 °C por media hora a 20000 rpm, recogiéndose luego el sobrenadante.

- Precipitacion térmica: Se somete el extracto crudo a un bafio térmico de 50 °C
(cuidando no sobrepasar la barrera de los 65 °C, donde Tt-Cua precipita). Se retira el
extracto del bafio térmico 15 minutos después de la aparicidn de un precipitado blanco
o amarillento y se centrifuga a 4 °C por media hora a 20000 rpm, recogiéndose luego el
sobrenadante. En algunos casos puede repetirse este paso para alcanzar un mayor grado
de pureza.

- Precipitacion de ADN: se agrega 1 ml de sulfato de estreptomicina 100 mg/ml cada
10 ml de extracto (aparece un precipitado blanco) y se agita en frio durante media hora.
Se centrifuga a 4 °C y a 20000 rpm, recogiéndose luego el sobrenadante.

- Precipitacion salina: se agregan 114 g de sulfato de amonio por cada litro de
extracto y se agita en frio durante media hora. Se centrifuga a 4 °C y a 13000 rpm,
recogiéndose luego el sobrenadante. Se agregan 189 g de sulfato de amonio por cada
litro de extracto y se agita en frio durante 10 minutos. Se centrifuga a 4 °C y a 13000
rpm, descartdndose el sobrenadante para resuspender el pellet (donde se encuentra la
proteina) con 5 ml de solucién Tris 50 mM pH 8.

A partir de este punto, el protocolo para Tt-Cua vy las distintas mutantes de primera
y segunda esfera de coordinacion difiere ligeramente del utilizado para las quimeras T1.
En el caso de las primeras se incorpora Cu?*, mientras que para las quimeras T1 se
continua la purificacién de la apoproteina hasta el final.

- Incorporacién de Cu?* (excepto quimeras T1): se agregan 50 pul de CuSO4 100 mM y
se incuban en hielo por 15 minutos, agitando a intervalos (en este punto debe aparecer
el caracteristico color purpura).

- Precipitacion dcida: se agregan 0,5 ml de NaAc 5M a pH 4,5 y se incuba en hielo
durante una hora (este tiempo puede ser variable). Se centrifuga a 4 °C durante media
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hora a 20000 rpm, recogiéndose luego el sobrenadante, el cual se neutraliza con 50 pl
de NaOH 5M (agregando de manera lenta y con agitacién para evitar altas
concentraciones locales).

- Uso de columna HiTrap-Chelatin (excepto quimeras T1): Se equilibra previamente
la columna haciendo pasar secuencialmente 15 ml de agua, 2,5 ml de CuSO4 0,1 M, 15
ml de agua, 25 ml de solucién Al (compuesta de KH,P04/K;HPO4 0,1 My KCI 0,5 M a pH
7), 25 ml de soluciéon Al con 10 mM de imidazol y finalmente 25 ml de soluciéon Al. Tanto
el equilibrado de la columna como su uso para la purificacién del extracto se realizan
con un sistema FPLC. Se siembra el extracto en la columna (no mas del equivalentea 1,5
litros iniciales), que tifie de color purpura la columna, y se lava con solucion Al a flujo
bajo (0,05 ml/min). Terminada la siembra se lava con 200 ml de soluciéon Al a 2 ml/min
y luego se eluye la muestra con un pulso de solucién A con 10 mM de imidazol a 2
ml/min, recolectando la muestra. La columna se lava con 25 ml de EDTA 50 mM a pH 8,
luego con 25 ml de agua y finalmente 25 ml de etanol 20 % para almacenarla.

- Uso de columna Q-Sepharose (Unicamente quimeras T1): Se equilibra previamente
la columna haciendo pasar secuencialmente 15 ml de agua, 25 ml de solucién Bl
(compuesta de KH2PO4/K;HPO4 50 mM con DTT 0,5 mM a pH 7,5), 25 ml de solucién B1
con NaCl 0,5 M y finalmente 25 ml de solucién B1. Tanto el equilibrado de la columna
como su uso para la purificacidn del extracto se realizan con un sistema FPLC. Se siembra
el extracto en la columnay se lava a 2 ml/min, recogiendo el eluido (donde se encuentra
la muestra proteica).

- Didlisis: Se dializan las muestras proteicas contra la solucidn deseada. Si se registra
en los espectros UV-Vis una relacién de absorbancias Azsonm>Azsonm, significa que la
muestra estd contaminada con material genético, en cuyo caso se repite el paso que
emplea sulfato de estreptomicina. Para el caso de las quimeras T1, aqui se realiza el paso
de incorporacién de Cu?*, eliminando el excedente de CuSOs mediante didlisis. Las
muestras proteicas se congelan con N3 liquido y se almacenan idealmente a -80 °C,
aunque generalmente se emplean -20 °C.

Cabe sefalar que en la expresién y purificacion de las distintas muestras proteicas
hubo participacion activa del tesista, a lo largo de una estadia en el IBR. Para la
concentraciéon y/o cambios en la composiciéon de las soluciones de las muestras
proteicas en nuestro laboratorio se utilizaron unidades Amicon Ultra-4 para filtracion
con membrana NMWL de 10 kDa (el tamafio minimo de proteina capaz de retener
eficazmente) en una centrifuga HERMLE Labortechnik modelo Z 326 K, a una velocidad
maxima de 4000 rpm.
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2.2- Métodos electroquimicos
2.2.1- Preparacion de electrodos y celda electroquimica

Se utilizaron alambres de oro de 0,5 mm de didmetro y 99,99% de pureza, se cortd
el alambre en fragmentos de aproximadamente 2 cm o 5 cm (dependiendo el tipo de
electrodo a producir) y se limpiaron en acido sulfurico 96% (18 M) a reflujo de 250 °C
durante aproximadamente 4 horas. Se enjuagaron los fragmentos con agua y se calentd
la punta de los alambres de oro con un mechero Meker hasta formar una gota de
aproximadamente 0,05-0,11 cm? de area superficial. La gota fue calentada bajo la llama
hasta alcanzar un color rojo-anaranjado, momento en el cual fue introducida en agua
(solidificandose inmediatamente). Este proceso de recocido y templado se repitio al
menos 10 veces hasta formar una punta semiesférica en el fragmento de alambre
aurico, ahora electrodo. En los casos donde se usaron fragmentos de 5 cm el alambre
de oro expuesto (lado opuesto a la pseudo esfera) fue sellado en un tubo capilar de
vidrio, y la punta del alambre con la pseudo esfera de oro fue recocida y enfriada
empleando una corriente de gas argdn de mdaxima pureza. De esta manera se
produjeron electrodos de area fija, mientras que con los fragmentos de 2 cm esto no se
hizo, ya que se utilizaron como electrodos sin control de area (mds sencillos de
manipular). Para completar la limpieza de los electrodos se procedid a limpiarlos
electroquimicamente, para lo cual se sumergieron en una solucién de acido perclérico
2 M vy se realizaron aproximadamente entre 50 y 70 voltametrias ciclicas (VCs) hasta
obtenerse la tipica sefial del oro policristalino 2.

Para la preparacidn de electrodos quimicamente modificados con monocapas de
alcanotioles w-sustituidos (SAMs), estos fueron sumergidos en una solucion etandlica
(previo enjuague con agua y luego etanol) de concentracion 5 mM total de los
alcanotioles empleados para la formacidén de las SAMs puras o mixtas. Los electrodos
permanecieron en estas soluciones durante un dia (para alcanotioles de 7 o menos
metilenos) o dos dias (para alcanotioles de 10 y 15 metilenos). En el caso de los
electrodos preparados para experimentos con especies en solucion, la SAM se disefid
de manera de minimizar la adsorcién de muestra, mientras que, para los experimentos
sobre muestras adsorbidas, el disefio de la SAM reviste la estrategia opuesta (lo cual
serd detallado en cada caso particular). Tras ser enjuagados primero con etanol y luego
con agua, se procedid a caracterizar su capacitancia y respuesta voltamétrica en la
solucién de medida (figura 2-1). Luego de los experimentos electroquimicos la SAM fue
removida del electrodo por inmersidon en una solucidn “pirana” (una parte de H,0; 100
volumenes y tres partes de H,SO4 concentrado a 150°C) o por oxidacion en presencia de
HCIO4.
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Figura 2-1. Esquema del procedimiento experimental utilizado para modificar
electrodos por autoensamblado de alcanotioles.

2.2.2- VC para especies adsorbidas

Los electrodos recubiertos con SAMs fueron incubados en una solucion entre 0,5 y
1 mM de la muestra proteica durante aproximadamente 2 horas (en algunos casos mas

tiempo) a temperatura ambiente. Los experimentos de VC se realizaron generalmente
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empleando un potenciostato Gamry Reference 600, aunque algunos pocos fueron
realizados con un potenciostato EG&G PAR-263. La celda electroquimica empleada es
una celda Gamry termostatizable, modelo “Dr. Bob”, y todas las medidas se realizaron
con la celda dentro de una caja de Faraday Gamry’s VistaShield cerrada, que ademas
permite control digital de agitacion como también burbujeo y sobrepresidon de gases
(figura 2-2).

Figura 2-2. (A) potenciostato Gamry Reference 600. (B) Celda electroquimica Gamry
Dr. Bob. (C) Caja de Faraday Gamry’s VistaShield.

La celda electroquimica contiene un contraelectrodo espiralado de platino, un
electrodo de referencia de Ag/AgCl (3.5M NaCl) y el electrodo de trabajo de oro
recubierto de una SAM, cuya confeccidn se detalla en la seccién anterior. Los
experimentos voltamétricos se realizaron en soluciones degasadas bajo una atmdsfera
de argdn. Para aquellos experimentos en los cuales se varid y controlé la temperatura,
se circulé agua a la temperatura deseada por la camisa de la celda, empledndose un
termostato Fisherbrand FBC 620. Se verificd que la configuracién experimental
corresponde a una celda idealmente no isotérmica midiendo la dependencia del
potencial redox (E°) con la temperatura para la cupla ferro/ferricianuro de potasio. La
entropia de la reaccion redox asi determinada resulté idéntica a los valores de literatura.

Todos los voltagramas obtenidos con el software Gamry Instruments Framework
Version 5.61 fueron exportados y analizados con el programa OriginPro 8 u 8.1. Se
extrajeron las lineas de base y se obtuvieron los potenciales de pico (Epc y Epa), las
intensidades de corriente de pico (lyc € Ipa), y €l ancho a la altura media de pico (FWHM)
de las ondas catddicas y anddicas 3. El valor del E® se obtuvo a partir del Ei,
promediando el valor entre Epc y Epa. Dada la ausencia de una relacién analitica entre la
constante cinética de TE (kte) y un pardmetro medible electroquimicamente, se empled
la curva de trabajo de Laviron en la determinacién de kre. Este método se basa en el
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formalismo de Butler-Volmer y consiste en el cdlculo de un parametro definido a partir
de ke y variables medibles del sistema, el parametro m, que a su vez guarda una
correspondencia biunivoca con la separacidn de Epc y Epa (AEp), descripta mediante una
curva de trabajo. El pardmetro m se define como:
m = RTkTE/nFV
donde R es la constante universal de los gases, T es la temperatura, n el nUmero de
electrones que una molécula transfiere en una reaccién de TE, F es la constante de
Faraday, kre es la constante de transferencia electrénica en ausencia de sobrepotencial
(n=0) y v es la velocidad de barrido. Bdsicamente, para emplear este método se
adquieren voltagramas a distintos valores de v y se evalla sistematicamente el valor de
AE,. A través de la curva de trabajo de Laviron, estos valores registrados experimental-
mente se corresponden con valores de m y graficando este pardmetro en funcién de
R.T.n"'F1v!se obtiene el valor de kre de la pendiente . El método es valido para valores
de AEp, menores a los 200 mV, y permite acceder a valores de ke tan altos como lo
permite la constante temporal de la celda electroquimica.

2.2.3- Voltametria ciclica de especies en solucién

Las voltametrias ciclicas en solucién se realizaron empleando una celda de vidrio
construida a partir de una pipeta Pasteur de vidrio, introduciendo un alambre de platino
por su abertura menor, y sellandola con calor (figura 2-3 A). La celda fue limpiada con
una solucién de HCl 5% y luego enjuagada con agua. Tanto la muestra como los
electrodos de trabajo y de referencia se introdujeron por la abertura superior. Esta celda
permite minimizar el volumen de muestra necesaria para un experimento
electroquimico, siendo suficiente la utilizacion de 40 pL. Ademads, se diseiid y
manufacturd en nuestro laboratorio una camisa refrigerante de politetrafluoroetileno
(teflén) que permite realizar determinaciones electroquimicas con control térmico
(figura 2-3 B). La temperatura se regulé con un termostato Fisherbrand FBC 620 y la
celda se verifico como idealmente no isotérmica del mismo modo que en la seccién
anterior y se controld con un termdmetro digital Termo Fluke 51 Il. Los voltagramas
obtenidos con el software Gamry Instruments Framework Version 5.61 fueron
exportados y analizados con el programa Origin 8 u 8.1. Los mismos fueron procesados
mediante extraccién de la linea de base y se obtuvieron los valores Epc Y Epa., lpc € lpa Y
FWHM. El valor del E° se obtuvo a partir del E1/2, promediando el valor entre Epc y Epa 3.
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Figura 2-3. Camisa refrigerante (izquierda) y celda (derecha) para medidas
electroquimicas de especies en solucion con control térmico. Las flechas punteadas
describen las piezas, las flechas llenas indican el armado del mecanismo y las flechas
punteadas internas de la camisa refrigerante indican el sentido del (re)flujo del
refrigerante (tipicamente agua). La celda consiste de una pipeta Pasteur que es
trabajada a la llama de modo de sellar un alambre de platino, que funciona como
contraelectrodo (C). Dentro de la celda (de volumen reducido) se introducen la muestra
y los electrodos de trabajo (W) y referencia (R). La celda se introduce dentro de la camisa
(previo sellado con ambas tapas), se introduce un termometro digital (T), se conecta la
camisa al flujo de refrigerante y los electrodos al potenciostato. El sistema completo fue
bautizado como “Roboto”.

2.3- Métodos espectroscopicos
2.3.1- Espectroscopia Raman resonante (RR)

Los espectros Raman resonante (RR) fueron adquiridos a temperatura ambiente
empleando un microscopio Raman confocal Jobin Yvon XY 800 equipado con un detector
CCD retroiluminado y refrigerado con N; liquido (figura 2-4). Las muestras fueron
excitadas con la linea de 514 nm de un laser de Ar* (Innova 70, Coherent) utilizando una
potencia de 13 mW (514 nm) en la salida del microscopio. El haz fue dirigido mediante
espejos, a través de filtros de interferencia (IF) para remover las lineas de plasma, hacia
el espectrometro. Luego del pasaje por un pinhole (P) el haz laser es reflejado con un
divisor de haz (DS) dicroico hacia el microscopio (Olympus BX 40), donde es enfocado
sobre la muestra empleando el objetivo (O) de distancia de trabajo de 24 mm (Olympus
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20 x, NA 0.35). La radiacion dispersada fue colectada en una geometria de dispersion de
180 ° por el mismo objetivo (O), pasada a través del divisor de haz dicroico (DS) y luego
a través de un filtro Notch (NF). Este arreglo permite remover eficientemente la
radiacion Rayleigh dispersada eldsticamente. La luz colectada por el objetivo fue
enfocada en un agujero confocal (H) ajustado a 1000 um. Una lente adicional (L2) enfoca
el laser dispersado sobre una apertura (slit) a la entrada del espectrégrafo, cuyo ancho
se ajusté en 100 um. El espectrégrafo consiste en un monocromador Unico de diseio
Czerny-Turner (cuya distancia focal es de 800 nm) con una red de difraccién de 1800
lineas/mm (G), que dispersa la radiacién y la enfoca sobre el chip CCD (2048 x 512
pixeles). El espectrdmetro es controlado digitalmente con el software LabSpec (versién
5). Los espectros RR fueron adquiridos a partir de gotas de 2 ul de muestra concentrada
(1 mM) congeladas a 77 K. Para esto se utilizd un criostato Linkam THMS 300 acoplado
a una fuente de N; liquido con un controlador de temperatura Linkam TMS 94. Los
espectros RR fueron adquiridos a una resolucion de 0,5 cm™.
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G
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Figura 2-4. Configuracion experimental empleada en las medidas Raman resonante.
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2.3.2- Espectroscopia UV-Vis

Los espectros de absorcion electrénica o UV-Vis fueron adquiridos con un
espectrofotémetro Thermo Scientific Evolution Array equipado con detector de arreglo
de diodos y un portacelda termostatizable. Se emplearon celdas de cuarzo de 1 cm de
paso Optico y volumen reducido (para muestras de poco volumen) y de paso dptico
reducido (para muestras muy concentradas) en las distintas determinaciones. Los
espectros UV-Vis fueron procesados con el programa Origin 8 u 8.1.

2.4- Técnicas auxiliares

Los experimentos que involucran los métodos introducidos previamente fueron
realizados en nuestro laboratorio. Diversos grupos colaboradores han llevado a cabo
otros experimentos que han complementado y enriquecido nuestros resultados y nos
han asistido en la comprensién de los sistemas de estudio. Las técnicas empleadas por
dichos grupos colaboradores son el EPR, el RMN paramagnético y el SPR.

2.4.1- Resonancia electrénica paramagnética (EPR)

Los experimentos EPR fueron realizados en la facilidad que dirige el Dr. Brondino en
la facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad del Litoral, Santa Fe.
Los espectros fueron adquiridos en espectrometro Bruker EMX-Plus equipado con una
cavidad rectangular y un criostato de flujo continuo Oxford Instruments. En todos los
casos se utilizaron microondas de 9.4 GHz de frecuencia y 2 mW de potencia; con una
amplitud modulada de 4 G, una amplitud de campo de 100 kHz y una temperatura de
5K (refrigerado con He liquido). Los espectros EPR adquiridos fueron analizados y
simulados con la caja de herramientas de EasySpin, basado en MATLAB °. En todos los
casos, las primeras simulaciones se realizaron a partir de parametros de literatura para
sistemas analogos, mejorando iterativamente estos pardmetros hasta converger a los
espectros simulados de menor diferencia respecto de los experimentales.

2.4.2- Resonancia Magnética Nuclear (RMN) Paramagnética

Los experimentos de RMN fueron desarrollados por el grupo colaborador del Prof.
Alejando Vila, en el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, Santa Fe.
Brevemente, la asignacion de las sefiales *H 13C >N para las distintas variantes de Tt-Cua
(incluyendo las quimeras T1) se realizé por una combinacién de experimentos NOESY de
1D y 2D, espectros HMQC de pulsado rapido de H, '3C y 'H,>N y experimentos de
transferencia de saturacidon. Los experimentos de RMN se realizaron en un
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espectrémetro Bruker Avance Il de 600.13 MHz (frecuencia 'H). El andlisis de los
desplazamientos quimicos y su dependencia con la temperatura se realizaron como fue
descripto en un trabajo previo . Brevemente, la magnetizacién en un material
paramagnético es directamente proporcional al campo magnético aplicado e
inversamente proporcional a la temperatura, lo que constituye el denominado
comportamiento de tipo Curie. Sin embargo, existen muchos casos donde se observan
comportamientos anti-Curie, es decir, donde tal relacién no se cumple. Son multiples
los fendmenos que pueden provocar estas distorsiones, pero resulta particularmente
interesante a los fines de esta tesis el caso de algunas hemo proteinas, cuyos desvios
han sido racionalizados en términos de la poblacion térmica de estados excitados ”/2. El
caso del sitio de Cua es comparable, ya que los & de los B-'H de la cisteina 153 y del a-
13C de la cisteina 149 (C149Ca) son muy sensibles al valor del AE,: . °. Evaluando la
dependencia anti-Curie de los 6 en base a la distribucidon de Boltzman para un modelo
de dos estados, es posible determinar la diferencia de energia entre ellos, como se
realiza en el capitulo 3.2.1y 3.2.2.

2.4.3- Resonancia de plasmoén superficial (SPR)

Los experimentos SPR fueron desarrollados en el Instituto de investigaciones
Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas (INIFTA), en La Plata, con participacidn activa del
tesista. Las muestras fueron adsorbidas sobre un soporte de oro transparente (tAu)
recubierto con una SAM 3:2 HS-(CH3)s-OH/HS-(CH2)s-CHs. Dicho soporte consta de una
hoja de vidrio de 1 mm de espesor cubierto por una ldmina de 48 nm de oro (mediado
por una lamina de 2 nm de cromo), de la compaiiia BioNavis Ltd. Previamente fue
limpiado mediante inmersion en una solucion NH4OH (28%) /H,02 (100 Vol) 1:1 a
temperatura de hervor por 15 minutos aproximadamente y posterior enjuague con agua
y etanol. El recubrimiento con la SAM se realizé de manera andloga a la empleada para
los electrodos utilizados en los distintos ensayos electroquimicos. Los espectros SPR
fueron adquiridos con un equipo de SPR multiparamétrico (de la compafiia BioNavis Ltd)
a 670 nm y a 20 °C, y procesados inicialmente con el software de visualizacién de
BioNavis y posteriormente con el Origin Pro 8.1.

2.4.4- Difraccion de rayos X

Los cristales de Ami-Cua y Az-Cua fueron crecidos, difractados y resueltos por los
integrantes de la plataforma PlaBem en el instituto Leloir. Ambas proteinas se
cristalizaron por el método de sitting drop, mezclando la solucién proteica con un
volumen equivalente de solucién de cristalizacidon (60% 2-methyl-2,4-pentanediol),
empleando una concentracion final de proteina de aproximadamente 70 mg/ml. Los
datos obtenidos mediante la difraccién de rayos X fueron colectados a -173 °C en un
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difractdmetro de rayos X de microenfoque Bruker D8 QUEST equipado con un detector
PHOTON 100 CMOS, con un maximo de resolucién de 2.30 A. Las estructuras
cristalograficas fueron resueltas empleando los paquetes PHASER, Buster-TNT y Coot,
teniendo éxito Unicamente para el caso de Ami-Cua.

2.4.5- Calculos y simulaciones computacionales

Todos los calculos se realizaron utilizando Gaussian09. Para los cuatro ligandos del
sitio T1 fueron empleados los aminoacidos enteros, aplicando las restricciones sobre los
atomos que participan de las uniones peptidicas. Se emplearon las bases mixtas triple-
zeta/doble-zeta (TZVP) para los 4&tomos de Cu y S mientras que se emplearon las bases
6-31G* para el resto de los dtomos. El criterio de convergencia utilizado fue el de “tight
SCF” para todos los calculos.

Los espectros UV-Vis fueron simulados realizando cdlculos DFT dependientes del
tiempo (TD-DFT) obteniéndose las energias e intensidades de las 100 transiciones
electrénicas de menor energia. Las energias e intensidades calculadas fueron
transformadas en los espectros de absorcidn simulados empleando funciones
gaussianas de 2700 cm™ empleando el programa SWizard, en base a los FWHM
experimentales de los espectros de los sitios T1 nativos.
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Determinantes de las
propiedades espectroscopicas y
funcionales en el sitio de Cua

3.1- Introduccion

El sitio de Cua es un sistema de caracteristicas Unicas, asi como también de enorme
relevancia para el sostenimiento de la vida sobre la tierra tal cual la conocemos. Por esta
razén su estudio es atractivo tanto desde el punto de vista fisicoquimico como desde un
enfoque fisiolégico e incluso evolutivo.

3.1.1- El sitio de Cua en la naturaleza

La citocromo c oxidasa (CcO) es la enzima terminal de la maquinaria de transduccion
energética electro-protdnica de la respiracién en mitocondrias y bacterias aerébicas. Su
funcién bioldgica es la de oxidar cuatro equivalentes de citocromo ¢ (Cyt ¢) para reducir
una molécula de oxigeno a agua, acoplando esta reaccién a la translocacién protdnica
contra-gradiente desde la matriz mitocondrial (o desde el citosol en células procariotas)
hacia el espacio intermembrana. Contiene generalmente cuatro sitios redox, cada uno
de los cuales es capaz tanto de recibir un electréon como de donarlo 2.

Esta enzima pertenece a la superfamilia de las oxigeno reductasas de hemo/Cu
(HCO), un extenso grupo de proteinas transmembrana que puede clasificarse en tres
categorias distintas: Tipo A (que a su vez puede subdividirse entre Al y A2), tipo B y tipo
C 2. Esta clasificacién no es la Unica existente y sigue siendo objeto de debate, sin
embargo es de las mas aceptadas y se basa en un robusto analisis filogenético sobre los
constituyentes de los canales proténicos >*. El conjunto de las HCO tipo A es el mas
extendido de todos y esta presente a lo largo de toda la vida eucariota y gran parte de
la procariota, mientras que el tipo B se encuentra en ciertos grupos de bacterias y
archeas. Las CcOs pertenecen a los Tipos Ay B de HCOs, mientras que las quinol oxidasas
conforman el conjunto de las HCO tipo C (figura 3-1).
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aaj P. denitrificans ba; T. thermophilus cbb; P. stutzeri

Figura 3-1. (figura adaptada de Sousa et al. 2012 #) Representacion de la estructura
cristalogrdfica de un exponente procariota de cada tipo de HCO: A, B y C. En verde la
subunidad 1 (catalitica), en rojo la subunidad 2 (Cua, excepto en tipo C donde no existe
este sitio) y en azul la subunidad extra de la quinol oxidasa.

La estructura de la CcO exhibe una gran variabilidad entre los distintos grupos
bioldgicos, desde la enorme complejidad de las CcOs tipo A de mamifero con sus 13
subunidades, hasta variantes tipo B (procariotas) que pueden llegar a estar conformadas
por sélo dos o tres subunidades >~ (Figura 3-2). Sin embargo, en todos los casos existe
un denominador comun irreductible conformado por dos subunidades: una catalitica
(subunidad 1) y otra que actua de aceptor primario de electrones (subunidad 2). El resto
de las subunidades cumple generalmente funciones estructurales, de anclaje a
membrana, de interaccidn con otros agentes bioldgicos, etc. 4. Mas alld de la distinta
cantidad de subunidades o las diferencias en la arquitectura de sus canales protoénicos,
la estructura y funcionalidad de las subunidades 1 y 2 se encuentran altamente
conservadas *.

En la subunidad 2 se encuentra el sitio de Cua que actla como aceptor primario,
recibiendo un electrén del Citocromo c y cediéndolo via transferencia electrénica (TE)
intramolecular al hemo a de la subunidad 1, y de alli al sitio catalitico dinuclear hemo
a3/ Cug, donde se produce la reduccion de O a H,0. Tanto el hemo a, como el hemo a3
y el centro de cobre Cug se encuentran en la subunidad 1. Sera particularmente
importante a lo largo de esta tesis la citocromo ¢ oxidasa de Thermus thermophilus,
constituida por sélo dos subunidades, y donde el hemo a candnico esta reemplazado
por un hemo b, por lo que se clasifica como bas & (Figura 3-3). Este sistema cuenta con
la ventaja de presentar una enorme estabilidad dada la adaptacion evolutiva del
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organismo extremofilo a temperaturas elevadas, y el caracter altamente conservado de
las subunidades enzimaticas hace posible una transferibilidad directa del conocimiento
adquirido a otras CcOs (ver detalles en la secciéon 3.1.4).

Figura 3-2. CcO de (A) Bos Taurus (mamifero) y (B) citocromo c oxidasa basz de
Thermus thermophilus, un organismo procariota. Las lineas horizontales encuadran los
segmentos que forman parte de los dominios transmembrana.

Subunidad 2

- -

) & ”.; . CUB
Hemo b - % o
Subunidad 1

Figura 3-3. Citocromo c oxidasa basz de Thermus thermophilus. En la subunidad 2
(azul) se encuentra el sitio de Cua y la subunidad 1 (celeste) residen los otros 3 restantes.
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Por otra parte, la nitrito reductasa (N2OR) es la enzima que cataliza el paso final del
proceso de desnitrificacién en una amplia variedad de bacterias desnitrificantes °. El N2O
se produce en el citoplasma de la bacteria como producto de la reduccién de NO por la
NO reductasa, y es reducido por la N2OR produciendo agua y nitrégeno molecular. La
N2OR no presenta una variabilidad estructural tan grande como la observada en la CcO
a lo largo de los organismos donde se la encuentra, sino que es en todos los casos un
homo-dimero de orientacion anti paralela con dos dominios principales por monédmero:
un dominio C-terminal donde se encuentra el sitio de Cua, y otro N-terminal en el que
estd el sitio de Cuz 1913 (figura 3-4). Al igual que en la CcO, el sitio de Cua de las N2OR es
el aceptor primario de electrones y oxida una molécula de Cyt ¢ cediendo luego el
electron al sitio de Cuz del otro mondmero. Este Ultimo es el sitio catalitico de la enzima,
donde se produce la activacion y posterior reduccion de la molécula de N;O. Es a partir
de la orientacion anti paralela o “head to tail orientation” que ambos sitios, separados
por 40 A de distancia intra-mondmero, estén a 10 A de distancia inter-monémero,
favoreciendo el acoplamiento en la reaccion de TE 4 (figura 3-4).

Cu,

Figura 3-4. (figura adaptada de Pomowski et al. 2011 14) Estructura homo-dimérica
de N0 reductasa de Paracocus Denitrificans. Cada monémero estd representado con un
color distinto (verde y azul). Se destacan los sitios activos y las distancias que separan a
un sitio de Cua de los sitios Cuz intra e inter mondmero.

Como ya fue mencionado en el capitulo 1, el sitio de Cua es el primer ejemplo
conocido de un enlace entre dos iones metalicos en la naturaleza. Los atomos de cobre
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forman un enlace covalente entre si y se encuentran coordinados ecuatorialmente por
una histidina cada uno, dos cisteinas que a su vez actian de puente entre ambos iones,
formando un motivo rigido Cu,S; y dos ligandos axiales débiles: una metionina y el
carbonilo amidico de una glutamina 77 (Figura 3-5). Es un sitio que actia de
intermediario electrénico y es capaz de intercambiar un solo electrén en la reaccion de
TE, quedando con un electrén desapareado en su estado oxidado.

Fhs157
Cys149

Met160

Figura 3-5. Representacion grdfica del sitio de Cua de T. thermophilus (2CUA de PDB).
Codigo de color: marrén para los cobres, amarillo para los azufres, azul para los
nitrégenos, rojo para los oxigenos y blanco para los carbonos.

Por un lado las propiedades estructurales como distancias interatdmicas o constante
de fuerza de modos normales, y por el otro las propiedades redox como el potencial de
reduccion (E°) del sitio de Cua, se encuentran altamente conservadas no sélo entre las
distintas especies, sino entre los sitios de Cua conocidos de las CcO y las N,OR 81°, Desde
un punto de vista evolutivo, es esperable que a lo largo de millones de afios se
mantengan conservadas Unicamente las caracteristicas indispensables para el
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desempefio de su rol bioldgico. El grado de conservacion observado para los sitios de
Cua es entonces indicativo de la importancia que la mayoria de sus caracteristicas
representa para su funcionalidad in vivo. A lo largo de este capitulo y del préximo se
presentan diversos estudios experimentales sobre el sitio de Cua, presente Unicamente
en la CcO 7 y en la N,OR °0, enfocando el andlisis y la discusion en torno a su rol
bioldgico en la CcO.

3.1.2- Primeros antecedentes en el estudio del sitio de Cua.

Dado el hecho de que la CcO es una proteina con varios sitios metalicos y cofactores
asociados, el estudio del sitio de Cua ha enfrentado diversos obstaculos. En particular,
los grupos hemo de las distintas CcO interfieren con la medicion de distintas
propiedades espectroscépicas en la proteina silvestre 2°. No es de extrafiar entonces que
el estudio de este sitio redox haya mostrado tantas aristas controversiales a lo largo de
mas de tres décadas 2122,

El primer paso importante en la elucidacidén de la estructura del sitio de Cua se
produjo a partir de experimentos de resonancia paramagnética electrénica (EPR) cuyos
resultados sugerian que el sitio posee un par de iones cobre que interactian
magnéticamente 23, Esto contrasta con los otros centros de cobre conocidos que, o bien
poseen solo un ion cobre (T1, T2, Cusg), o bien poseen mas que no interactlan entre si
(T3, Cuz). Pocos afios después este primer indicio fue apoyado por estudios de
espectroscopia de masa, realizados sobre el fragmento soluble del sitio de Cua de la
subunidad 2 de la CcO de Paracoccus denitrificans obtenido mediante técnicas de
biologia molecular 24, Estos resultados demostraron concluyentemente la existencia de
dos dtomos de Cu en el sitio de Cua.

En su estado reducido este sitio no tiene ningln electrén desapareado, siendo la
carga formal sobre los iones Cu®-Cul. Sin embargo, en su estado oxidado presenta un
electrén desapareado, que en principio podria localizarse en uno de los dos iones
metalicos, o deslocalizarse (parcial o totalmente) entre ambos. Los estudios de EPR
realizados sobre la variante de P. denitrificans confirmaron que el estado oxidado es un
estado de valencia mixta (VM) con un electron completamente deslocalizado sobre los
dos iones cobre, que puede describirse como un estado de carga formal Cul->-Cu®> 23,

A partir de la estructura conservada de todos los sitios de Cua se concluyd que los
ligandos coordinantes de los atomos de cobre son dos cisteinas y dos histidinas. Pero se
plantearon dos modelos contrapuestos: uno en el que los &tomos de S de las cisteinas
ligantes (Scys) actian de puente entre los iones Cu y otro donde actian como ligandos
terminales al igual que los 4&tomos de N de los ligandos histidina (Nuis) 2°. Si bien hubo
distintos resultados que avalaban a un modelo u otro, finalmente se determiné que el
modelo correcto era aquel donde los Scys actian de puente. Esta conclusidn se alcanzé
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gracias a estudios realizados sobre el dominio de Cua de Thermus thermophilus que
mostraron no solo distancias ligando-metal compatibles con dicho modelo, sino ademas
valores de la distancia entre los iones metalicos sorprendentemente bajos, entre 2.4y
2.5 A. Esta distancia es menor que la esperada e indica una interaccién directa entre los
dos iones cobre °. Finalmente, la primer estructura de rayos X de una CcO confirmd
que el modelo de los puentes tiolato es la estructura correcta del centro de Cua ’ (Figura
3-6).

Con el paso de los afios fue posible el estudio del sitio de Cua de una mayor variedad
de proteinas de distintos organismos. A través de la excitacion de las dos bandas de
transferencia de carga ligando metal (TCLM) Scys—>Cu, que dominan el espectro UV-VIS
de estos sitios 2°, se obtuvieron espectros Raman resonante (RR) con preponderancia de
modos vibracionales del motivo CusS;, asighados mediante sustitucion isotépica ?’. Los
resultados obtenidos a partir de distintas especies mostraron una muy baja variabilidad
en la frecuencia de las sefiales, raramente mayor a 5 cm™, prueba del cardcter robusto
y conservado del sitio de Cua 2772°. También aportaron datos que validaron la estructura
de tetraedro distorsionado previamente propuesta y la corta distancia entre los iones
metalicos, profundizando ademas en el detalle estructural de la descripcién del sitio.

Si bien el caracter robusto que presenta el sitio de Cua resulta una caracteristica
indispensable en términos de minimizar la energia de reorganizaciéon (A), parametro
clave en la para la TE (ver detalles en la seccién 1.3.1), esta no es la Unica. Su estructura
particular, un tetraedro distorsionado a mitad de camino entre la estructura trigonal del
estado Cu*'y el cuadrado plano del Cu*?, es otro factor determinante para un bajo valor
de A. Finalmente, el caracter de VM del sitio de Cua en su forma oxidada también
contribuye a la minimizacién de dicho parametro.

Una estrategia que permitié abordar con otro enfoque el estudio de los sitios de Cua
fue la del empleo de complejos inorganicos sintéticos, disefiados con el fin de emular
sus propiedades distintivas 3737 (figura 3-6). Si bien los resultados obtenidos a partir de
estos sistemas no resultan tan facilmente extrapolables al sistema bioldgico, su gran
versatilidad para el trabajo experimental propicid ciertos avances en el estudio del sitio
de Cua. El [Cuz(iPrdacoS):]* o complejo de Tolman (Figura 3-6 E) ha sido el mas popular
como consecuencia de mostrar mayores similitudes que otros (hasta hace algunos afos)
con el sitio nativo 38 En particular, es el Unico complejo sintético que reprodujo
relativamente bien la estructura del motivo Cu,S,. Sin embargo, fue en el afo 2011
cuando se reportd el [Cuzx'™> °L’]*, dnico complejo inorganico que no sélo logra
reproducir algunas de las caracteristicas espectroscépicas del sitio de Cua sino que
ademas es redox activo, pudiendo ser estudiado en sus dos estados de oxidacién: Cu®>-
Cul?y Cul-Cu? (figura 3-6 F) 3940, Este sistema (complejo de Duboc) es hasta la actualidad
el modelo inorganico mas prometedor para el estudio del sitio de Cua con este tipo de
enfoque.
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Figura 3-6. Algunos omplejos inorgdnicos sintéticos utilizados en el estudio del sitio
de Cua. (A) [Cuz(SNS),]* 3°. (B) [Cuz(BBAN)(I-O2CCPh3)(OTf)]* 33. (C) [Cu(t-BuNHC(O)
NHCH2CH2NMe3)]2t y  [Cu(t-BuNHC(O)NHCH2CH3)sN]2* 32 (D) Ejemplo de complejo
dinuclear azacriptano 3¢37. (E) [Cuz(iPrdacoS),]* 8. (F) [Cuzt> 1-L"]* 39,

De todos los resultados obtenidos a partir de estos complejos sintéticos, los mas
relevantes resultan sin dudas los referidos a los determinantes estructurales del estado
de VM. A través del estudio de los distintos compuestos se verificd no sélo que los
puentes tiolato son prescindibles para mantener el cardcter de VM del sitio, sino que
tampoco es necesario que los atomos de cobre posean ligandos completamente
simétricos (figura 3-6). Pero, aunque estos resultados fueron de gran importancia en la
caracterizacidn de los sitios de Cua, las falencias de estos modelos limitaron mayores
avances. Ninguno de los centros sintéticos reportados tiene la corta distancia Cu-Cu
caracteristica de los sitios de Cua, ni tampoco coordinaciones que representen
adecuadamente a las histidinas y los ligandos axiales. La imposibilidad de representar
las caracteristicas estructurales fundamentales del sitio nativo debilita la capacidad de
extrapolar el conocimiento obtenido mediante el estudio de estos complejos sintéticos.
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3.1.3- Un modelo bioldgico robusto: Cua-Azu.

Los distintos sistemas modelo (sintéticos y bioldgicos) promovieron avances sobre
la caracterizacion estructural del sitio de Cua, no obstante, su estudio funcional
electroquimico se mantuvo esquivo por mas tiempo. Las razones principales radican en
la naturaleza del sistema, ya que la CcO es una proteina transmembrana, que resulta
dificil de sobreexpresar, por un lado, y poco propensa a establecer una comunicaciéon
electrénica directa con un electrodo, por el otro. Una de las estrategias de mayor éxito
para eludir estos impedimentos fue la de recrear el sitio de Cua en otra matriz proteica
mediante ingenieria genética 413,

Muchas de las metaloproteinas de cobre mono y di metdlicas tienen elementos
conservados en su estructura tridimensional. Este denominado “plegamiento
cupredoxina” consta a grandes rasgos de una estructura de barril-B en el que se
mantienen una histidina y una cisteina coordinantes conservadas, presentando la mayor
variabilidad en la secuencia aminoacidica del bucle que conforma el sitio redox,
denominado por algunos autores como bucle ligante 44 (ver detalle en la seccion
1.2.1). Esta caracteristica presenta un gran atractivo para la ingenieria genética, ya a
partir de reemplazar el bucle de una cupredoxina por el de otra, es posible en ciertos
casos recrear artificialmente el sitio de cobre de una proteina en la matriz proteica de
otra. Esta estrategia permitid la construccidn de varios modelos diferentes, el mas
estudiado de los cuales ha sido el llamado Cua-Azu, construido a partir del reemplazo
del bucle que conforma el sitio T1 en Azurina de P. aeruginosa por el bucle que forma el
sitio de Cua en la CcO de P. denitrificans *®*° (figura 3-7). En este caso puntual, al bucle
insertado se le realizé ademds una mutacion puntual (Y120L), dado que la insercién sin
modificaciones dificulta el correcto pegamiento de la proteina por impedimentos
estéricos (Tabla 3-1).

Tabla 3-1. Secuencia aminoacidica del bucle nativo de Azurina, el bucle insertado en
Cua-Azu sin la mutacion puntual Y120L (mal plegamiento) y el bucle de Cua-Azu.

Proteina Secuencia del bucle mutado
Azurina Cys Thr Phe Pro -+ Gly = =+« * His Ser Ala Leu Met
CUA-AZU Cys Ser Glu Leu Cys Gly Ile Asn His * - + Ala Tyr Met
(mal plegada)

Cys Ser Glu Leu Cys Gly Ile Asn His * + - Ala Leu Met
Cu,-Azu
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Azurina Cu,-Az

4

Figura 3-7. (figura adaptada de Savelieff et al. 2010 *3) Esquema de la construccién
de Cua-Azu a partir de la matriz proteica de la Azurina de P. aeruginosa con el bucle que

forma el sitio de Cua en la CcO de P. denitrificans.
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Figura 3-8. (figura adaptada de Savelieff et al. 2010 *3) Representacion de Cua-Azu
(PDB ID 1CC3) donde se muestra (A) el sitio redox en mayor detalle. (B) Espectros UV-Vis
de (verde) un modelo nativo de Cuy, (violeta) Cua-Azu y (azul) azurina. (C) Espectros EPR
que muestran el patron tipico (7 bandas) de sitios de VM para Cua-Azu en contraste con

el patron tipico (4 bandas) de sitios T1 para Azurina.
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Cua-Azu es una proteina quimérica que recrea en gran medida las principales
caracteristicas estructurales y espectroscépicas de los sitios de Cua nativos (figura 3-8).
Ademas, es un sistema de mucho menor tamafo que la CcO, es soluble, presenta una
enorme estabilidad y resulta de facil sobreexpresidon y purificacién, cualidades que
explican por qué ha sido la mayor fuente de informacion acerca del sitio de Cua hasta la
actualidad *°.

Sin lugar a dudas, uno de los resultados mas trascendentes que se obtuvieron a partir
de este modelo ha sido acerca del efecto del pH sobre las propiedades estructurales y
funcionales del sitio redox, y su potencial rol en la regulacién in vivo de la TE acoplada a
la translocacién protdnica. Especificamente, se observd que la variacion del pH en un
rango fisiolégicamente relevante (entre 4 y 7 aproximadamente) genera un marcado
corrimiento del valor del E° como consecuencia de una perturbacion en la estructura
electrénica, provocada por la protonacion y posterior desligamiento de una de las
histidinas coordinantes *°. Dicho cambio en la estructura electrénica fue inicialmente
adjudicada a una transicion del estado de VM en la cual el electron desapareado se
encuentra deslocalizado entre los dos dtomos de cobre (Cu'*>-Cu'®), a un estado de
valencia localizada (VL), donde el electrén se encuentra en uno de los iones metalicos
2051 (Cu!-Cu?). Afios mas tarde, a partir de nuevos estudios espectroscopicos y calculos
computacionales se determind que la transicién observada era producto de un cambio
en la estructura electrénica que no involucra un estado de VL. El desligamiento de la
histidina ecuatorial produce una asimetria en la contribucén de los iones metalicos a la
funcién de onda, pero manteniendose el caradcter de VM del sitio 2. La transicién
involucra entonces un estado de VM simétrico (VMs) y otro de VM asimétrico (VMa).

El consecuente corrimiento de aproximadamente 160 mV que se produce en el valor
del E® permitié postular que la histidina actuaria como un conmutador entre ambos
estados (VMs y VMa). De este modo, dado que el medio fisioldgico de la subunidad 2 de
la CcO estd sujeto a grandes cambios en el pH, producto de la traslocacién activa de
protones por bombeo en contra del gradiente y el transporte a favor a través de la ATP
sintetasa (ver detalles en la seccidn 1.2.2), este conmutador pH-dependiente permitiria
la alternancia entre un estado favorable (VMs) y otro desvaforable (VMa) para la TE in
vivo. La evidencia presentada por estudios EPR, UV-Vis, RR y calculos QM indica que en
el estado de VMa la reaccion de TE se encuentra desfavorecida. La perdida de covalencia
con los tiolatos cisteinicos y la mayor localizacion de espin observado sugieren que el
sitio de Cua en el estado de VMa presentaria un valor de A mayor que en el estado de
VMs, lo que se configuraria como otro parametro de control de la TE, ademas del fuerte
cambio en el valor del E?>2°3, Este potencial rol fisioldgico del pH en la regulacién in vivo
de la TE resultaba consistente con el conocimiento que hasta ese momento se tenia
acerca de los sitios de Cua.
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3.1.4- Un modelo nativo: Tt-Cua.

El sistema Cua-Azu propulsé un salto cualitativo en el entendimiento vy
caracterizacidon del sitio de Cua gracias a la versatilidad que presenta frente a la
aplicacion de diversas técnicas. No sélo permitid el empleo de la bateria de técnicas
electroquimicas, lo cual habia sido enormemente dificultoso hasta su aparicién, sino que
es hasta la actualidad el modelo de Cua mas estudiado espectroscépica y
computacionalmente *°. Esto, en muchos casos, propicid una extrapolacion directa de la
mayoria de los resultados obtenidos a los sitios nativos.

Si bien existen algunos antecedentes aislados de caracterizacion de sitios nativos de
Cua °*°%, fue en nuestro laboratorio donde se realizaron por primera vez estudios
espectroscépicos y electroquimicos exhaustivos sobre sitios de Cua silvestres y distintas
mutantes puntuales y de bucles . En particular, el modelo utilizado es el fragmento
soluble de la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa bas de T. thermophilus >7°8, que a
partir de aqui se denominard Tt-Cua (Figura 3-9). Este sistema se genera mediante la
eliminacion de 32 de los aminodcidos que conforman el dominio hidrofébico
transmembrana, dando como resultado una proteina pequefia y soluble que consta de
136 aminoacidos y tiene un peso molecular de aproximadamente 15 kDa (ver detalles
en la seccion 2.1.2).

Figura 3-9. El fragmento soluble de subunidad Il de la citocromo bas oxidasa de T.
thermophilus, denominado Tt-Cua. (ampliacion, derecha) Representacion detallada del
sitio de Cua de Tt-Cua. se marcan la posicion de los 6 ligandos en la secuencia
aminoacidica (2CUA de PDB).

T. thermophilus es una bacteria utilizada en una gran variedad de aplicaciones en
biotecnologia. Es un organismo extreméfilo capaz de habitar ambientes con
temperaturas superiores a los 100° C, razdn por la cual la mayoria de las proteinas de su
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magquinaria celular estd dotada de una gran estabilidad térmica. Sin ir mas lejos, una de
sus enzimas ADN-polimerasa es utilizada en protocolos de PCR dada su resistencia a
abruptos cambios de temperatura °°. Tt-Cua presenta una estructura secundaria
dominada por multiples laminas B de plegamiento muy resistente al incremento de la
temperatura, convirtiéndolo en el primer fragmento soluble nativo que se ha aislado
cuya estabilidad permite el empleo de diferentes técnicas electroquimicas y
espectroscépicas en diferentes condiciones experimentales.

El primer resultado experimental de Tt-Cua que entra en clara contradiccién con lo
observado en el sitio artificial Cua-Azu surge a partir de la determinacién de la influencia
del ligando axial débil metionina 160 (M160) sobre el valor de E°. En los centros T1 de
las proteinas azules de cobre, grupo al que pertenece la Azurina, el ligando débil
metionina es fundamental en la determinacion del valor del E° ¢061 Sin embargo,
estudios redox realizados en Cua-Azu mostraron que el ligando M160 no produce ningun
cambio en el valor de E°. La conclusidon inmediata fue que en centros de Cup, a diferencia
de los centros T1, la metionina axial no es relevante en la modulacion de dicho
pardmetro ®2. En contraste con estos resultados, estudios en nuestro laboratorio sobre
diversas mutantes puntuales del ligando M160 muestran grandes variaciones del E°, que
alcanzan los 200 mV (figura 3-10) 1793, Este resultado no solo pone en tela de juicio la
extrapolabilidad de la informacién obtenida a partir de sistemas no nativos de Cua, sino
qgue abre el camino para indagar acerca del rol de la matriz proteica sobre las
propiedades del centro redox.

Azurina (M121) | =t !
Q D wt L
Q D wt L
0 s ey i i = Tt-Cu, (M160)
K H Q S wt LY
| 0.2 ' 03 ' 04

E° (V)

Figura 3-10. E/ efecto que tiene sobre los valores de E° (vs NHE) la mutacién puntal
de la metionina axial por distintos ligandos en las proteinas Azurina (verde), Cua-Azu
(naranja) y Tt-Cua (azul).
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Sin embargo, existe un problema que no ha sido superado a partir del modelo de
Cua nativo y que entonces es comun tanto a este sistema como al artificial: la escasa
informacién acerca del estado reducido. Esto se debe no sélo a que en este estado la
proteina pierde estabilidad, sino a impedimentos experimentales inherentes a sus
caracteristicas electrénicas. Si bien se han podido realizar algunos estudios de gran
importancia estructural, como EXAFS en ambos estados de oxidacidon >16, el estado
reducido resulta invisible a la mayoria de las técnicas espectroscépicas capaces de
brindar informacién atil. Por un lado, no absorbe luz en la regién visible, dificultando no
solo el estudio mediante espectroscopia de absorcién UV-Vis sino también la obtencion
de espectros RR. Por otra parte, el sitio de Cua en su estado reducido es diamagnético,
impidiendo el empleo de técnicas como EPR o RMN paramagnético, de enorme
importancia en el estudio de este tipo de sistemas. Estos son importantes obstaculos
para la caracterizacion del sitio de Cua ya que dificultan la interpretacion acabada de los
datos experimentales.

3.1.5- Descripcion electrénica del sitio de Cua.

Como fue desarrollado en la parte inicial de este capitulo, el sitio de Cua es un sitio
redox que consta de dos dtomos de cobre puenteados por dos azufres de dos cisteinas
ligantes, formando una estructura de geometria romboidal cuasi plana Cu,S; con una
corta distancia Cu-Cu, de 2,4 A. La primera esfera de coordinacién se completa con dos
histidinas ecuatoriales y dos ligandos axiales débiles: el carbonilo amidico de una
glutamina y el azufre de la M160 (figura 3-5). En su descripcién electrdnica, cada 4&tomo
de cobre posee 5 orbitales d, que en un dimero de simetria D2 se combinan para dar 10
niveles, dada la unién Cu-Cu vy la interaccién mediada por los azufres cisteinicos (figura
3-11). A su vez, cada tiolato posee dos orbitales 3p perpendiculares a los enlaces S-C de
las cisteinas, que contribuyen a la formacidn de los orbitales moleculares que dan lugar
a la deslocalizacidn electrénica en el plano Cu;S;. El llenado del diagrama de orbitales
moleculares (OM) con los 19 electrones d presentes en el sitio de Cua en el estado
oxidado (de VM) da como resultado un orbital simplemente ocupado (HOMO o SOMO)
de tipo o;;.

Se determind que para el sitio redox de Cua-Azu en el estado fundamental el HOMO
es de tipo o;;, mientras que en el primer estado excitado electrénico es de tipo m,, °4%°.
Si bien las expresiones a,, y m, refieren estrictamente a tipos de simetria orbital, se
usaran de aqui en adelante también para nombrar de manera simplificada al estado del

Ill

sitio redox, refiriendo al “estado a,;” o al “estado m,,” en funcién de la simetria orbital
de su HOMO. Estudios en algunos complejos sintéticos disefiados para emular las
propiedades del sitio de Cua, como por ejemplo el complejo de Tolman (figura 3-6E),
determinaron que para muchos de estos sistemas en el estado fundamental el HOMO

es de tipo m,, lo cual permitié su caracterizacién 263938 Como fue comentado, estos
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centros sintéticos muestran en su forma oxidada una distancia Cu-Cu mayor que la
presente en Cua-Azu o Tt-Cua: mientras que en los modelos bioldgicos esta distancia
estd en torno a 2,4 A, los modelos sintéticos presentan tipicamente distancias cercanas
a 3 A. Esto hecho resulté un indicio de que la distancia Cu-Cu era determinante para el
cardcter o, o m, del estado fundamental, lo cual fue corroborado y descripto mas tarde
mediante cdlculos DFT . En estos casos, los iones metdlicos interactian mas
débilmente entre si, dando como resultado un reordenamiento de OMs que genera el
HOMO de tipo m,, (por encima del orbital de tipo o;;). Las diferencias entre el diagrama
de orbitales moleculares del centro de Cua y este complejo se han racionalizado en
términos de efectos de campo ligando 2° (figura 3-12).

Figura 3-11. (Figura adaptada de Xie et al. 2012 >2) Diagrama de OM simplificados
para un diamante CuzS; plano. Se muestra el acoplamiento entre dos monomeros NCuS;
Cov con su HOMO de simetria a;,.
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Figura 3-12. (Figura adaptada de Gamelin et al. 1998 2°) Diagrama de OM a partir de
la combinacion y desdoblamiento de los mondmeros para (izquierda) un modelo
inorgdnico, con débil interaccion entre los iones metdlicos (ej.: complejo de Tolman,
complejo de Duboc), y (derecha) un modelo bioldgico, con fuerte interaccion entre los
iones metdlicos (ej.: Cua-Azu, Tt-Cua).

Si bien hubo consenso inmediato en el caracter m,, del primer estado excitado en el
sitio de Cua, la determinacidon de su energia relativa, es decir, la diferencia de energia
entre el estado fundamental o;; y el primer excitado m, (AE,: /. ), fue fuente de
controversia. Mientras algunos estudios por EPR mostraban valores de entre 3000 y
5000 cm™ 2667 |os resultados a partir de experimentos por RMN se encontraban entre
350 y 600 cm™ 88 Esta ambigliedad fue resuelta a partir de calculos TD-DFT, que
permitieron caracterizar la (hiper) superficie de energia potencial (SEP) de ambos
estados electrénicos, apoyados por nuevos experimentos de EPR y RMN que
completaron dichos estudios. Se determind que los dos estados estan fuertemente
acoplados, formando una superficie adiabatica con doble pozo donde la transicién entre

Capitulo 3 - Determinantes de las propiedades espectroscépicas y funcionales en el sitio de CuA

80



ambos depende de la distancia Cu-Cu ® (figura 3-13). Los bajos valores de AEg: /m,
medidos por RMN corresponden a la diferencia de energia entre ambos estados
electrénicos en sus respectivas geometrias de equilibrio. Estas distintas geometrias
estan caracterizadas por la distancia Cu-Cu, de 2,5 A para o} y 3,1 A para m,,. Por otra
parte, mediante EPR se mide el AE,:,, de una transicion vertical hacia el estado
excitado m, con la geometria del estado o, >3. Entonces, en su forma oxidada el sitio de
Cua es un centro de VM cuya estructura electrdnica puede ser descripta por una SEP en
funcién de la distancia Cu-Cu, con dos minimos correspondientes a estados
fundamentales cuasi degenerados: un estado o;; y un estado m,, (figura 3-13).

5000

)
)

4000

Energia (cm
N w
o o
o o
2 2

—

o

o

o
|

2,0 2,5 3,0 3,5
Distancia Cu-Cu (A)

Figura 3-13. Representacion esquemdtica de la SEP del sitio de Cua en funcion de la
distancia entre los dtomos de cobre para el estado fundamental y el primer estado
excitado electronico. En linea punteada fina se marcan las transiciones medidas
mediante EPR (vertical) y RMN (adiabdtica).

Este resultado implica que el estado m, es térmicamente accesible a temperatura
ambiente, aunque la poblacion estimada en base a la ley de Boltzman es de
aproximadamente el 5% ®°. Mds aun, resultados de RMN paramagnético indican que hay
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una rapida interconversion entre ambos estados °. Sin embargo, célculos DFT sugieren
que el valor de A del estado electrénico r,, seria aproximadamente un 50% mayor al del
estado a;;, en cuyo caso la eficiencia de la TE resultaria mucho menor. A raiz del presunto
valor elevado de A y de su bajo poblamiento a temperatura ambiente, se desestimé la
relevancia que pudiera tener el estado m,,, asumiendo que el Unico orbital redox activo
(RAMO) es el a;; °3%°. No obstante, estas conclusiones han sido y siguen siendo objeto
de intenso debate. Estudios en nuestro laboratorio sugieren que el estado m,, es capaz
de actuar como RAMO en ciertas condiciones, postulandose que cumple un rol
fundamental en la regulacion y la direccionalidad de la TE in vivo 22637071 Acerca de este
punto se profundizara y discutird extensamente a lo largo del capitulo 4.

Si bien los avances que se han producido en el conocimiento del sitio de Cua en estos
ultimos afios han sido notables, persisten aln numerosos puntos controversiales e
interrogantes que no han encontrado respuesta acerca de caracteristicas centrales en
su funcién bioldgica. El objetivo primordial de este capitulo es profundizar en la
caracterizacidon de aspectos estructurales y termodinamicos de este sitio en el modelo
nativo Tt-Cua a partir del estudio de distintas mutantes, utilizando conjuntamente
técnicas espectroscépicas y electroquimicas. En el capitulo 4 se avanzard sobre otros
aspectos del sitio de Cua, tales como su comportamiento en condiciones de adsorcién
sobre superficies biocompatibles, el efecto de distintas perturbaciones en el entorno y
el estudio cinético de la TE.
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3.2- Resultados.

A lo largo de este capitulo se presentardn los resultados de diversos estudios
realizados sobre el sitio de Cua silvestre de Thermus Thermophilus y mutantes de
primera y segunda esfera de coordinacion. Los objetivos especificos de este primer
capitulo experimental son caracterizar con el mayor grado de detalle posible la forma
en que las distintas alteraciones de la coordinacion del centro bimetdlico afectan sus
propiedades espectroscopicas y termodinamicas. Mediante las estrategias de
mutaciones puntuales e ingenieria de bucles se pretende obtener conclusiones sobre
los factores que determinan las propiedades electrdnicas del sitio nativo, y que en Ultima
instancia determinaran los mecanismos regulatorios de la TE.

Producidas las muestras (ver detalles en la seccion 2.1.2) se procediod a caracterizar
al Cua nativo y las mutantes mediante diversas técnicas espectroscdpicas, como RMN
paramagnético, EPR, absorcidon UV-Vis y Raman resonante (RR), como también técnicas
electroquimicas, principalmente voltametria ciclica (VC). Los experimentos de RMN
paramagnéticoy EPR fueron realizados por el grupo colaborador del Prof. Alejandro Vila,
del Instituto de Biologia Molecular de Rosario y en la facultad de Bioquimica y Ciencias
Bioldgicas de la Universidad del Litoral, respectivamente. Las muestras proteicas, fueron
producidas en dicho grupo con participaciéon activa de este tesista.

3.2.1- Efectos de mutaciones puntuales en la primera esfera de coordinacion:
caracterizacion espectroscopica.

Como se discutio en la seccidn introductoria, no existe un consenso establecido
acerca del rol del ligando axial metionina 160 (M160) en las propiedades
espectroscépicas y funcionales del sitio de Cua. Algunos resultados obtenidos en nuestro
laboratorio a partir de diversas mutantes puntuales de la metionina 160 (en conjunto
con otros resultados de literatura) presentan una oportunidad para el abordaje de este
tema 17°7.6372 (ver detalles en 3.1.4). En el marco de esta tesis se estudiaron en particular
las mutantes M160Q y M160H, en las cuales el ligando axial débil M160 es reemplazado
por una glutamina (Q) y por una histidina (H) respectivamente (Figura 3-14).

En primer lugar, experimentos previos de EPR corroboran que en su estado oxidado
el sitio de Cua es un centro de VM, mientras que determinaciones por RMN
paramagnético indican que el centro redox mantiene la conectividad de todos sus
ligandos para ambas mutantes en el estado oxidado 23%88%, Ademas, estudios EPR sobre
diversas mutantes puntuales, entre ellas M160H y M160Q, confirmaron que el caracter
de VM se conserva en todos los casos 17°772, La utilizacion de absorcién de rayos X
extendida a la estructura fina (EXAFS) fue también de gran ayuda en la caracterizacién
estructural de Tt-Cua y estas mutantes puntuales, no sélo por la calidad de los datos que
aporta, sino porque es una de las pocas técnicas que permite interrogar experimental-
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mente al Cua en estado reducido 73. Fue a partir de esta técnica que se establecié de
manera concluyente que ninguna de las mutantes puntuales presenta diferencias
estructurales significativas en la geometria del sitio redox respecto de Tt-Cua. Ademas,
los resultados mostraron que, en su forma reducida, el sitio mantiene también su
integridad estructural, presentando variaciones geométricas minimas, que no superan
los 0,03 A en la primera esfera de coordinacion 1663,

Metionina

M160H

Glutamina

Histidina

Figura 3-14. Representacion de las mutaciones puntuales del ligando axial débil
M160 (azul) por una glutamina, generando la mutante M160Q (verde), y por una
histidina, generando la mutante M160H (rojo).
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Los espectros de absorciéon UV-Vis de Tt-Cua y M160Q resultan practicamente
indistinguibles, mientras que la variante M160H muestra claras diferencias (figura 3-15
B). Estos espectros tienen el mismo tipo de forma general, dominados por dos bandas
muy intensas parcialmente superpuestas alrededor de 20000 cm™ que corresponden a
transiciones de transferencia de carga ligando metal (TCLM) Scys—> Cu. Presentan ademas
una banda de menor intensidad hacia los 28000 cm™ correspondiente a una transicion
de TCLM Nuis=>Cu y otra banda también de baja intensidad cerca de los 12000 cm™ que
corresponde a la transicion >y * (llamada también banda de intervalencia), producto
de la promociéon de un electréon del orbital molecular Cu-Cu ligante (totalmente
ocupado) al antiligante (parcialmente ocupado).
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Figura 3-15. (A) Espectros UV-Vis simulados de Tt-Cua en sus estados fundamentales
alternativos: a;; (celeste) y m,, (rosa), se indican las bandas de TCLM Scys—>Cuy de y—>¢*,
importantes en los andlisis de los espectros experimentales. (B) Espectros UV-Vis
experimentales (normalizados) de Tt-Cua (azul), M160Q (verde) y M160H (rojo).
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Se realizaron en nuestro laboratorio calculos TD-DFT sobre las geometrias de
equilibrio para ambos estados fundamentales alternativos o, y m,, de Tt-Cua, a fin de
obtener los espectros simulados para cada uno 3 (figura 3-15 A). En ellos se observa un
fuerte corrimiento de la banda correspondiente a la TCLM Scys—>Cu, que para el estado
g, se ubica en torno a los 21000 cm™ mientras que para el estado m,, estd en torno a los
27000 cm™. De la comparacion de estos espectros simulados con los obtenidos
experimentalmente surge que estos Ultimos pueden interpretarse como la convolucion
de los espectros UV-Vis de ambos estados fundamentales. Asi, Tt-Cua y M160Q
presentan espectros dominados por la contribucion del estado fundamental a;;, lo cual
es consistente con resultados previos que indican un poblamiento relativo del 5% del
estado alternativo m, en Tt-Cua © (figura 3-15 B). Por su parte, un escrutinio visual del
espectro UV-Vis de M160H indica, en términos de esta interpretacién, una mayor
contribuciéon del estado alternativo m, dada la mayor intensidad relativa de la
correspondiente banda de TCLM Scys— Cu.

Un analisis mas minucioso de los espectros simulados muestra un corrimiento hacia
el rojo de la banda de intervalencia del estado alternativo m, respecto del estado
fundamental g;; (figura 3-15 A). Tal desplazamiento es indicativo de una disminucién de
la interaccion entre los iones metalicos, caracteristica distintiva de algunos complejos
inorgéanicos que emulan al sitio de Cua, y presentan un HOMO de tipo m,, 2 (ver 3.1.5).
Esta diferencia es consistente con la interpretacion de los espectros experimentales, ya
que M160H presenta el mismo tipo de corrimiento respecto de las otras dos variantes
(figura 3-15 B). Por lo tanto, los espectros UV-Vis sugieren que el ligando axial M160 del
sitio de Cua es determinante en el equilibrio entre ambos estados fundamentales
alternativos y las perturbaciones producidas por su mutacién puntual son capaces de
alterarlo, lo cual implicaria que el valor del AE,: /., depende de la identidad del ligando

axial.

La interpretacidon propuesta para los distintos espectros UV-Vis experimentales (a
partir de los simulados) invoca la coexistencia de (al menos) dos especies distintas en las
muestras: el sitio de Cua en el estado fundamental g;; y en el estado alternativo .
Considerando al sistema en términos de la ley de distribucion de Boltzman, es claro que,
a temperatura mas alta, mayor sera la poblacién del estado alternativo m,,. Los espectros
UV-Vis de las tres variantes fueron medidos en funcién de la temperatura, observandose
el comportamiento esperado. En todos los casos se ve un aumento relativo de la banda
de TCLM Scys—~>Cu del estado alternativo m,, y el correspondiente corrimiento hacia el
rojo de la banda de intervalencia (figura 3-16).
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Figura 3-16. Espectros UV-Vis medidos en funcion de la temperatura. Se muestran
como ejemplo un espectro a temperatura baja (azul), uno a temperatura media
(naranja) y otro a temperatura alta (rojo) para (A) Tt-Cua, (B) M160Q y (C) M160H. En
todos los casos, aumenta la componente atribuida al espectro del estado alternativo m,,
con la temperatura, como es de esperar a partir de la ley de distribucion de Boltzman.

Si bien los espectros UV-Vis, y su dependencia con la temperatura, son consistentes
con la interconversién térmica entre estados fundamentales alternativos (a;; <> 1), es
posible postular explicaciones alternativas, como por ejemplo que las mutaciones de
ligando axial alteren la descripcidn electrénica del estado fundamental a;;. Si este fuera
el caso, se evidenciarian distorsiones en los espectros vibracionales, ya que el detalle de
la estructura electrénica afecta de manera directa las energias de los diversos modos
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vibracionales del sitio. La espectroscopia Raman resonante (RR) brindd la posibilidad de
abordar este aspecto en las tres variantes (ver detalles en secciones 1.4.2 y 2.3.1). Se
adquirieron espectros RR utilizando un laser de excitaciéon de 514 nm (19455 cm™), en
resonancia con la banda de TCLM Scys—> Cu del estado fundamental o;; (figura 3-15), por
lo que se ven intensificados los modos en los que participa el motivo Cu.S; (figura 3-17).
En este experimento el estado alternativo m,, resulta invisible dado que el marcado
desplazamiento hacia el violeta de banda de TCLM Scys—>Cu impide la resonancia con
este laser de excitacion, razén por la cual estas medidas permiten monitorear
selectivamente al estado fundamental g;;. Con el objetivo de maximizar el poblamiento
de dicho estado y de optimizar la relacion sefal/ruido, estos espectros fueron obtenidos
a temperaturas criogénicas, utilizando refrigeracion por circulacion de nitrégeno liquido
a77°K.

Intensidad normalizada (u.a.)

| |
300 350
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Figura 3-17. Espectros RR de Tt-Cua (azul), M160Q (verde) y M160H (rojo) obtenidos
con ldser de excitacion a 514 nm y a una temperatura de 77 K. Las lineas punteadas
marcan la posicion de las bandas observadas (S corresponde al solvente), que se
mantienen inalteradas en todos los casos.
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La asignacion de la mayoria de las bandas de los espectros RR fue previamente
realizada para el sitio de Cua de P. denitrificans, con excepcidn de v (348 cm™) y v (385
cm) 27 (figura 3-18). La banda v, (267 cm™) se corresponde con la combinacion de
movimientos de estiramientos Cu-Nuis y Cu-Scys, mientras que vs (338 cm™) resulta del
estiramiento totalmente simétrico del rombo Cu,S,;. Ambas son las que dominan los
espectros RR de todos los centros de Cua. La banda vi (219 cm™?) viene dada por la
combinacién asimétrica de los estiramientos Cu-N y Cu-S y vs (370 cm?) corresponde al
estiramiento asimétrico del rombo CuS; (figura 3-18). Las bandas vs (385 cm™) de
pequefia intensidad y va4 (348 cm™) de mayor intensidad, no se encuentran presentes en
el sitio Cua de P. denitrificans por lo que no tienen asignacion. En particular, v4 pudo
haber resultado indetectable a causa de su proximidad (y posible superposicion) con la
intensa banda vs, ya sea por haberse asignado en espectros de menor resolucién o
porque en P. denitrificans va y v tengan valores ain mas cercanos.

Figura 3-18. Representacion esquemdtica de los cuatro modos normales asignados
a bandas detectables mediante RR empleando excitacion de 514 nm.

Los espectros RR de las tres variantes resultan practicamente indistinguibles,
indicando que la estructura electrénica del estado fundamental o, permanece
inalterada, y sumando ademas nueva evidencia acerca del caracter robusto del sitio de
Cua (figura 3-17). Para poder comprobar si esta conclusidon es extensible al estado
alternativo m,, se podrian obtener espectros RR en resonancia con la correspondiente
banda de TCLM Scys—>Cu, pero desafortunadamente el laboratorio no cuenta con las
lineas laser necesarias para tal fin. Por otra parte, dicha medicidon enfrentaria problemas
propios del sistema experimental, ya que para maximizar la poblacién relativa del estado
alternativo m,, es necesario aumentar la temperatura, pero sensiblemente la calidad de
los espectros RR, ensanchando fuertemente las bandas medidas y disminuyendo la
relacién sefial/ruido 74.

En suma, los resultados brindados por las espectroscopias RR y UV-Vis, en conjunto
con los antecedentes brindados por EPR 77273, sugieren que las mutaciones de ligando
axial analizadas modifican el valor del AE,: /. sin producir otras alteraciones
significativas. Para contrastar esta hipotesis es necesario cuantificar el valor del AE,: /.
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en las tres variantes, lo cual es posible a partir de experimentos de RMN paramagnético.
La metodologia implica estudiar los desplazamientos quimicos (6) corregidos (sensibles
al valor de AE,: /. ) restando la contribucion diamagnética a diferentes temperaturas,
determinando su dependencia con dicho parametro (ver detalles en el seccién 2.4.2).
En particular, el & de los B-H de la cisteina 153 y del a-13C de la cisteina 149 (C149Ca)
son muy sensibles al valor del AE ;- /. 89, Esto es consecuencia directa de la geometria
del sitio de Cua y de la distinta distribucion de espin que presentan ambos estados
fundamentales alternativos (o, y m,). A partir de los angulos diedros S-S-CB-HB/Ca, de
aproximadamente 90°, el estado fundamental g;; presenta una baja densidad de spin
desapareado sobre el Cal49 y los HB153, mientras que en el estado alternativo m,, la
densidad de spin desapareado sobre estos &tomos es mucho mayor. De hecho, el § del
Ca149 muestra grandes diferencias entre las distintas variantes, con valores de 153,3
ppm; 249,6 ppm y 830,3 ppm para M160Q, Tt-Cua y M160H respectivamente ©3 (figura

3-19).
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Figura 3-19. (Figura adaptada de Abriata et al. 2012 ®3) Espectros 3C RMN
paramagnético de M160Q (arriba), Tt-Cua (medio) y M160H (abajo). Se marcan con linea
punteada los 6 de lo carbonos cisteinicos coordinantes del sitio redox. El andlisis del
comportamiento anti Curie de estos 6 permiten determinar el valor del AE;; /7. .

Evaluando la dependencia anti-Curie de los 6 en base a la distribucién de Boltzman
para un modelo de dos estados, se determin6 un valor de AE;: /, para M160H, Tt-Cua
y M160Q de 200 cm®, 600 cm™ y 900 cm™ respectivamente 3 (Tabla 3-2). A partir de la
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ley de distribucion de Boltzman y del valor de AE,:,, se puede determinar el
poblamiento de ambos estados fundamentales alternativos. Para este sistema en
particular, considerando ambos estados fundamentales como los Unicos estados
poblados a temperatura ambiente, y la diferencia de energia entre ellos, se puede
expresar la poblacion relativa del estado alternativo m, (P;,) en funcién de sélo dos
variables (siendo 1-P; la poblacion relativa del estado oy)):

_ exp(— AEG;/,Tu/kBT)
1+ exp(—AEg: /m, /kgT)

T 1)

Empleando este tratamiento para un sistema de dos estados, se puede determinar
el poblamiento del estado alternativo 7, conociendo su energia (relativa al estado a;;).
Asi, para estos valores de AE,- /. se estimo P, a partir de la ecuacion (1), siendo de 28
%,5 %Yy 1%a 25°C para M160H, Tt-Cua y M160Q respectivamente (Tabla 3-2). Estos
resultados concuerdan con lo observado en los espectros UV-Vis, donde las
contribuciones espectrales atribuidas al estado alternativo ,, son mayores para M160H
gue para las otras dos variantes (figura 3-15), y donde el aumento de temperatura trae
aparejado un aumento de tales contribuciones para todas las variantes (figura 3-16).

Tabla 3-2. Valores de AEg:,, vy de la poblacion relativa de ambos estados
fundamentales alternativos para Tt-Cua, M160Q y M160H, obtenidos a partir del andlisis
de espectros RMN paramagnético en funcion de la temperatura y la ley de Boltzman 3.

Proteina AEg: /m, (cmt) Poblacion (a;;: my,)
Tt-Cua 600 95:5
M160Q 900 99:1
M160H 200 72:28

3.2.2- Efectos de mutaciones de segunda esfera de coordinacion, caracterizacion
espectroscopica.

Las mutaciones puntuales sobre el ligando axial débil M160 ofrecen una poderosa
herramienta para el estudio del sitio de Cua. No obstante, este sitio redox aparece
altamente conservado en la naturaleza, no sélo en la identidad de los residuos de
primera esfera de coordinacion, sino también en el numero de residuos que constituyen
los tres bucles que conforman al propio sitio activo #7® (figura 3-20). La variabilidad
observada se limita entonces a la identidad de algunos residuos no coordinantes en
dichos bucles, lo que implica cambios sélo en interacciones de segunda (o superior)
esfera de coordinacidn. Por otra parte, distintos resultados de medidas por RMN vy
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calculos computacionales indican que la regidon delimitada por estos tres bucles
corresponde a la zona de interaccidn de la CcO con su partner biolégico, el Cyt ¢ 77, y que
pequeiias perturbaciones en dichos bucles pueden promover un aumento en la
poblacién del estado alternativo m, 3. Estas dos caracteristicas actuaron como
inspiracion para la construccién de sistemas donde se alteren la identidad de residuos
no coordinantes de estos tres bucles, es decir, aquellos que presentan variabilidad en la
naturaleza. La estrategia elegida en el grupo de trabajo para este nuevo enfoque fue la
ingenieria de bucles, a partir de la cual se buscé disefar una proteina que permitiera
estudiar este tipo de perturbaciones sobre el sitio nativo de Cua.

149-160 | CNQYCGLGHQNM
86-89 | FAFG
110-115 [PDVIHG

44/

i

Figura 3-20. Representacion esquemdtica de Tt-Cua (2CUA en PDB) donde se
destacan los 3 bucles (amarillo, gris y cian) que definen el entorno de los iones metdlicos
(plateado) y las interacciones de segunda esfera, que son reemplazados por los de la
secuencia homdloga humana en Tt-3L. Se muestran en distintos colores los aminodcidos
que conforman dichos bucles, y se detallan sus secuencias aminoacidicas.
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Se produjo entonces una proteina quimérica, denominada Tt-3L, a partir de
reemplazar los tres bucles que definen el entorno de los iones metdlicos en Tt-Cua por
los de la secuencia homdloga humana (figuras 3-20 y 3-21). El mas corto de ellos consta
de 4 aminodcidos, es el Unico que no presenta ningun residuo coordinante y se
encuentra integramente modificado (F86H, A87Q, F88W y G89Y). El siguiente bucle en
cuanto a longitud consta de 6 aminoacidos, uno de ellos coordinante (H114), y sufre sélo
dos mutaciones puntuales en Tt-3L como consecuencia del intercambio de secuencias
(P110Q e 1113L). El mas largo de los tres bucles estd constituido por 12 aminoacidos, de
los cuales 5 son coordinantes (C149, Q151, C153, H157 y M160). El remplazo de este
ultimo bucle por la secuencia homodloga humana en Tt-3L da como resultado 6
mutaciones puntuales (N150S, Q151E, Y1521, L155A, G156N y Q158S). En suma, si bien
estos tres bucles involucran en total 22 aminoacidos, Tt-3L presenta sélo 12 de ellos
modificados respecto de Tt-Cua, manteniéndose inalterada tanto la primera esfera de
coordinacidn del sitio redox como la longitud de los bucles que lo conforman 7* (figura
3-21). Cabe destacar que si bien la glutamina 151 se modifica por un acido glutamico en
Tt-3L (la mutaciéon Q151E), no se altera la coordinacién del sitio redox ya que es el
carbonilo amidico el grupo quimico coordinante, presente en todos los aminoacidos
naturales a partir de la unién peptidica.

A los fines de completar un estudio mas acabado sobre el efecto de mutaciones
puntuales del ligando axial M160 y de mutaciones de segunda esfera de coordinacién,
fue disefiada una proteina que combina ambos tipos de perturbaciones. Sobre la
mutante Tt-3L se realizd una mutacion puntual del ligando axial M160 reemplazandolo
por una histidina. Esto da como resultado una mutante de primera y segunda esfera de
coordinacion simultdaneamente, denominada Tt-3L-M160H (figura 3-21). El estudio
comparado del efecto de la mutacion de primera esfera (a través de M160H), la de
segunda esfera (a través de Tt-3L) y de la combinacion de ambas (a través de Tt-3L-
M160H) brindara informacion, entre otras cosas, de la aditividad (o no) del efecto de
dos perturbaciones de distinta indole.

Se emplearon diversas técnicas espectroscépicas en la caracterizacién de las dos
variantes novedosas con el fin de validar esta estrategia de ingenieria de bucles para el
estudio del sitio de Cua, y en particular estos dos nuevos modelos. Una de las
caracteristicas fundamentales de los sitios de Cua en la naturaleza es el caracter de VM
gue presentan en su estado oxidado, lo cual puede ser determinado de manera directa
y concluyente mediante espectroscopia EPR 23. Los espectros de Cua presentan
tipicamente siete bandas en la regién entre 2 y 2,3 del factor de desdoblamiento (g)
debido al acoplamiento hiperfino del electrén desapareado con los nucleos de los
adtomos de cobres °. Si bien para algunos modelos de Cua (entre ellos Tt-Cua) este
acoplamiento no puede ser resuelto en los espectros EPR, en todos los casos se obtienen
valores tipicos de g en torno a 2,195 y 2,010 para g; y g1 respectivamente, confirmando
el cardcter VM en todos ellos °7/6467.69.72.7578 Se realizaron entonces determinaciones
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mediante EPR para Tt-3L y Tt-3L-M160H, obteniéndose espectros que no resuelven el
acoplamiento hiperfino, al igual que Tt-Cua (figura 2-22). No obstante, ambas variantes
presentan valores de g y g1 que corroboran el caracter de valencia mixta en su estado
oxidado (tabla 3-3). Este resultado, en conjunto con medidas preliminares de RMN
paramagnético que confirman la conectividad de todos los ligandos del sitio, indican que
en ambos modelos se preserva la integridad estructural y las caracteristicas electrénicas
fundamentales del modelo nativo.

Tt-Cu,
Tt-3L

B o

DVIIHG
IDV e 110115

Tt-Cu,
Tt-3L

Tt-Cu, C CGLGHQNM
Tt-3L C CGANHSNM

Figura 3-21. Representacion esquemadtica de Tt-3L donde se destacan los 3 bucles

149-160

reemplazados (amarillo, gris y cian), distinguiendo por colores los 10 aminodcidos
conservados (negro) de los 12 mutados. Abajo se compara la secuencia de los tres bucles,
destacando en negrita los 6 ligandos de primera esfera, y marcando en naranja las 12
mutaciones puntuales que constituye el reemplazo de los tres bucles.
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— Experimental
==== Ajuste

__/\/\ Tt-Cu,

Tt-3L

Tt-3L
M160H

2,4 2,2 2,0 1.8 1,6
g

Figura 3-22. Espectros EPR (linea llena) y sus ajustes (linea punteada) de Tt-Cua (azul),
Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta). Los pardmetros relevantes extraidos de los
ajustes se presentan en la tabla 3-3.

Tabla 3-3. Valores de g; y g1 para Tt-CuA, Tt-3L y Tt-3L-M160H obtenidos a partir de
los espectros EPR. La variabilidad casi nula con los valores de Tt-Cua corrobora el cardcter
de VM de ambas mutantes en su estado oxidado.

Parametro Tt-Cua Tt-3L Tt-3L-M160H
g1 2,010 1,980 1,954
2,010 2,010 2,020
g 2,195 2,210 2,237

Por otra parte, tanto el espectro UV-Vis de Tt-3L como el de Tt-3L-M160H muestran
claras diferencias respecto del de Tt-Cua, aungque mantienen sus caracteristicas
principales y el color purpura tipico de las proteinas de Cua (figura 3-23). La posicion de
la banda de intervalencia en el espectro de Tt-3L (en torno a los 12500 cm™) es indicativo
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del acoplamiento entre ambos iones metdlicos. El hecho de que el corrimiento
observado sea menor a los 100 cm™ da cuenta de una distancia Cu-Cu muy conservada.
Ademas, la relacion de intensidades entre ambas bandas de TCLM Scys—>Cu del estado
fundamental o;; en torno a 20000 cm™ presenta sélo cambios leves. La diferencia mas
destacada se observa en el marcado aumento de la intensidad relativa en la zona que se
encuentra entre 27000 cm™* y 28000 cm™, donde se superponen la banda de TCLM
Nuis—>Cu del estado fundamental o;;, con la banda de TCLM Sc,s—>Cu del estado
alternativo m,,. Esta caracteristica en el espectro de Tt-3L recuerda a lo observado en el
caso de M160H (figura 3-15).
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Figura 3-23. (A) Espectros UV-Vis simulados de Tt-Cua en sus estados fundamentales
alternativos: a;, (celeste) y m,, (rosa), se indican las bandas de TCLM Scys—>Cu y de >y *,
importantes en los andlisis de los espectros experimentales. (B) Espectros UV-Vis
experimentales de Tt-Cua (azul), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta).
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Empleando el mismo andlisis desarrollado en la seccion anterior a partir de los
espectros simulados para el sitio de Cua en ambos estados fundamentales alternativos,
el espectro de Tt-3L indica un mayor poblamiento del estado alternativo m,, (figura 3-
23). Este resultado sugiere que las mutaciones de segunda esfera perpetradas en Tt-3L
promueven el poblamiento del estado alternativo m,, pero sin alterar la coordinacién
del sitio redox, a diferencia de lo que ocurre en M160H, donde se observa un efecto
similar a partir de una perturbacién directa en la primera esfera de coordinacién. Por su
parte, el espectro de Tt-3L.-M160H muestra mayores distorsiones respecto de Tt-Cua, en
particular la intensificacion relativa observada en la banda de TCLM Sc¢ys—>Cu del estado
alternativo m, (cercana a 28000 cm™) es mucho mas pronunciada, indicando una
poblacion relativa aun mayor (figura 3-23).
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Figura 3-24. Espectros UV-Vis medidos en funcion de la temperatura. Se muestran
como ejemplo un espectro a temperatura baja (azul), uno a temperatura media
(naranja) y otro a temperatura alta (rojo) para (A) Tt-Cua, (B) Tt-3L y (C) Tt-3L-M160H.
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Al igual que para las mutantes puntuales y teniendo en cuenta la ecuacion (3), esto
es, ley de distribucidn de Boltzman, es esperable que a temperatura mas alta sea mayor
la poblacién del estado alternativo m,,. Medidas de los espectros de absorcion UV-Vis de
las dos variantes en funcidn de la temperatura apoyan esta interpretacion (figura 3-24).
En ambos casos se observa que a mayor temperatura se incrementa la intensidad de las
bandas que corresponden a la contribucion del estado alternativo ,, y baja la intensidad
de las bandas correspondientes a la contribucién del estado fundamental a,;. Dado que
a mayor temperatura aumenta el poblamiento del estado =, se puede observar que si
bien en Tt-3L-M160H ambos estados fundamentales parecen estar practicamente
degenerados, sigue siendo el estado o;; el de menor energia (figura 3-24 C).

También para este caso la espectroscopia RR representa una herramienta muy util a
la hora de evaluar el impacto de las mutaciones introducidas en Tt-3L y Tt-3L-M160H
sobre la descripcidn electrénica del estado fundamental a,;. Se adquirieron entonces
espectros RR en idénticas condiciones que los presentados en la seccién anterior:
empleando un laser de excitacién de 514 nm (en resonancia con la banda de TCLM
Scys—>Cu del estado oy, viéndose intensificados los modos donde participa el motivo
Cu;S»), y trabajando a pH7 y a 77 K (figura 3-25). Como ya fue comentado, la asignacién
de la mayoria de las bandas fue reportada previamente para el sitio de Cua de P.
denitrificans, a excepcién de v4 y ve 2’ (figura 3-18).

Los espectros RR de las tres variantes resultan muy similares, aunque presentan
algunas diferencias sutiles. La posicion de la banda vi1 (219 cm™) se muestra inalterada
en ambas mutantes respecto de Tt-Cua, mientras que las bandas vz (267 cm™), vs (338
cm™) y vs (370 cm?) muestran leves corrimientos de -2 em™ (265 cm™), 1 cm™ (339 cm’
)y 3 cm? (373 cm), respectiva-mente, en ambas variantes. La banda v4 (348 cm™) se
muestra inalterada en Tt-3L-M160H mientras que en Tt-3L se encuentra a energias
ligeramente superiores, en 351 cm™. Por ultimo, la banda vs, que aparece como un
hombro débil a 385 cm™ en Tt-Cua, mantiene la misma posicién en Tt-3L aunque con
menor intensidad y se torna imperceptible en Tt-3L-M160H. Diferencias tan pequefias
no pueden atribuirse a un cambio significativo en la estructura electrénica del estado
fundamental g,;. Xie y colaboradores determinaron, a partir de estudios sobre Cua-Azu
y una mutante puntual (H120A), que cambios significativos en la descripcion electrdnica
del estado fundamental modifican sensiblemente la interaccion entre los atomos del
sitio de cobre, especialmente de ambos d&tomos metalicos >*®. En consecuencia, los
espectros RR del sitio de Cua “perturbado” (la mutante H120A de Cua-Azu) presenta un
corrimiento positivo de 10 cm™ en modos normales que involucran la vibraciéon Cu-Cu,
entre otras variaciones. Los espectros RR de las variantes mutagénicas de Tt-Cua
presentadas en esta seccion no muestran cambios de este tipo y, en conjunto con los
resultados de EPR y UV-Vis, sugieren que la mutacién de segunda (y su combinacién con
la mutacion de ligando axial) permite modular el valor del AE,; /- sin producir otros
cambios relevantes.
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Figura 3-25. Espectros RR obtenidos con Idser de excitacion a 514 nm y a una
temperatura de 77 K de Tt-Cua (azul), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta). Las lineas
punteadas marcan la posicion de las bandas observadas, que se mantiene inalterada en
todos los casos.

Se determino también el valor de AE,: /. de Tt-3L y Tt-3L-M160H mediante
mediciones de RMN paramagnético en funcion de la temperatura. EIl método es el
mismo que el desarrollado en la seccién anterior, por lo que la determinacién se realiza
a partir del andlisis del comportamiento anti Curie de los & de los B-'H de la cisteina 153
y del a-13C de la cisteina 149. La particular geometria del sitio y la distinta distribucién
de espin que presentan ambos estados fundamentales otorgan a estos & una alta
sensibilidad al valor de AE,: /. v, al igual que en los casos de las mutantes puntuales del
ligando axial débil, el 6 del Cal49 muestra grandes diferencias entre las distintas
variantes, con valores de 249,6 ppm; 539,4 ppm y 969,4 ppm para Tt-Cua, Tt-3Ly Tt-3L-
M160H respectivamente (figura 3-26).
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Figura 3-26. Espectros 13C RMN paramagnético de Tt-Cua (arriba), Tt-3L (medio) y Tt-
3L-M160H (abajo). Se marcan con linea punteada los & de lo carbonos cisteinicos
coordinantes del sitio redox. El andlisis del comportamiento anti Curie de estos 6
permiten determinar el valor del AE;: /. .

Evaluando entonces la dependencia anti-Curie de estos 6 en base a la distribucién
de Boltzman para un modelo de dos estados (como se hizo en la seccién anterior), se
determiné un valor de AE,: . para Tt-3L y Tt-3L-M160H de 240 cm™ y 50 cm’,
respectivamente (Tabla 3-4). A partir de la ecuacion (3) para estos valores de AE;» /., se
estimo el P, , obteniéndose poblaciones del estado alternativo mr,, de 24 %y 44% a 25°C
para Tt-3L y Tt-3L-M160H, respectivamente (Tabla 3-4). Estos resultados concuerdan
con lo observado en los espectros UV-Vis, donde las contribuciones espectrales
atribuidas al estado m, son mayores para Tt-3L-M160H que para Tt-3L, y a su vez
mayores para esta que para Tt-Cua (figura 3-23). También son consistentes con el
comportamiento de los espectros UV-Vis ante el aumento de la temperatura, que trae
aparejado un aumento de las contribuciones del estado alternativo m, para las dos
variantes (figura 3-16).

Los resultados experimentales hasta aqui presentados demuestran que a partir de
distintas estrategias mutagénicas, a saber, mutaciones puntuales del ligando axial débil
M160 o mutaciones en la segunda esfera de coordinacidn, es posible modificar el valor
del AE;: /. . La comparacion de los resultados de Tt-3L y M160H resultan interesantes,
ya que las dos variantes muestran valores de AE;: / muy similares (y significativamente
por debajo del valor de Tt-Cua) como resultado de ambas estrategias mutagénicas por
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separado. Las perturbaciones generadas por las mutaciones en Tt-3L y en M160H
producen en similar medida un aumento relativo de la intensidad de TCLM Scys—>Cu del
estado m, respecto de la del estado g, en el espectro de absorcion UV-Vis, un
desplazamiento de la sefial 3C149a hacia mayores valores de & en el espectro de RMN
y una disminucion del valor de AE;: /. al tercio (figura 3-27). Todos estos efectos se ven
intensificados en la proteina que combina ambas mutaciones (Tt-3L-M160H), sugiriendo
que los efectos producidos por ambos tipos de mutaciones serian aditivos (figura 3-27).

Tabla 3-4. Valores de AE;: /. vy del poblamiento relativo de ambos estados
fundamentales alternativos para Tt-Cua, Tt-3L y Tt-3L-M160H. Los valores de AE;: /.
fueron obtenidos a partir del andlisis de espectros RMN paramagnético en funcion de
la temperatura y los poblamientos relativos a partir de dichos valores segun la ley de

Boltzman.
Proteina AEg: /m, (cmt) Poblacion (a;;: )
Tt-Cua 600 95:5
Tt-3L 240 76:24
Tt-3L-M160H 50 56:44

Esto indica que las perturbaciones producidas a nivel de la segunda esfera de
coordinacién pueden propagarse al sitio redox modificando la relacién del poblamiento
de ambos estados fundamentales alternativos. Como fue comentado previamente, los
tres bucles modificados en estas mutantes cumplen un rol fundamental en la interaccion
con el Cyt css2 (partner bioldgico de la CcO de T. Thermophilus) 7’. Las perturbaciones
generadas por la formacion del complejo transiente CcO/ Cyt ¢ sobre estos tres bucles
podrian modificar el valor AE,- /. , ergo el poblamiento relativo de ambos estados
fundamentales alternativos, configurandose como un mecanismo regulatorio de la TE in
vivo. Esta hipodtesis se ve reforzada por calculos computacionales realizados con
anterioridad en nuestro laboratorio, los cuales descartan que la distancia entre los iones
metalicos del sitio redox sea la Unica coordenada relevante para el equilibrio entre
ambos estados fundamentales alternativos. Estos estudios sugieren en cambio la
existencia de multiples perturbaciones geométricas pequefias capaces de alterar tal
equilibrio ®3 (este punto se continuara en el capitulo 4).
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Figura 3-27. Figura ilustrativa de la aditividad de los efectos generados por las
perturbaciones a nivel de primera y sequnda esfera de coordinacion. En el panel superior
se muestran el valor de AE: /. de Tt-Cua (azul), su espectro UV-Vis a pH 7y 298 K y el
pico del Ca149 en el espectro RMN paramagnético. En el panel central se muestran las
mismas propiedades para M160H (rojo) y Tt-3L (naranja), marcando con flechas los
cambios mds destacados respecto de Tt-Cua, vinculados con el cambio de poblamiento
relativo del estado alternativo m,. En el panel inferior se muestran estas propiedades en
Tt-3L-M160H, y se marcan con flechas el efecto aditivo de ambas mutaciones.
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3.2.3- Estudio electroquimico de la reaccion de TE del sitio de Cua

Si bien las técnicas espectroscépicas hasta aqui utilizadas ofrecen una gran cantidad
informacidén acerca de las propiedades estructurales y la descripcion electrénica del sitio
de Cua, ninguna de ellas permite la medicidn directa de la reaccion de TE, que configura
la funcidn bioldgica de todas las variantes conocidas de este sitio en la naturaleza. Por
lo tanto, para la elucidacion de los mecanismos que regulan su funcién redox se encaré
el estudio de la TE mediante técnicas electroquimicas. La elegida para este menester es
la voltametria ciclica (VC) en solucidn, para lo cual se utilizaron electrodos de oro
policristalino recubiertos por monocapas autoensambladas (SAMs) de alcanotioles w-
sustituidos con grupos hidroxilo, que impiden la adsorcidn proteica garantizando el
estudio de especies en solucidn ’° (ver detalles en las secciones 1.3.2 y 2.2.3).

0.15
010
=
0
i 02 0.0 0.2 04
20.05 Evs Aa/AaCl 3.5 M
<
o))
e
@ -®- Tl‘-CuA
9y 0.00+ -®@=Cu,-Azu
H120A CuA-Azu
'005 =l 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 3-28. (Figura adaptada de Alvarez-Paggi et al. 2013 ) E° vs pH para Tt-Cua
(azul), Cua-Azu (rojo) y H120A Cua-Azu (naranja). Inset: voltagramas a modo de ejemplo
de Tt-Cua a pH 6,5 (azul); 4,6 (naranja) y 3,6 (rojo).

Estudios espectroscdpicos y electroquimicos previos realizados en nuestro
laboratorio sugieren que en el sitio de Cua nativo no tiene lugar ni una transicién VM—->VL
como se interpretd inicialmente en Cua-Azu, ni una transicion VMs—->VMa como se
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reinterpretd mds tarde por los mismos autores °%°2, E| valor del E® de Tt-Cua muestra
una pequeia y continua dependencia, de una amplitud de 15 mV, en respuesta a la
variacion del pH entre los valores de 4,6 y 7 8. En este rango de pH se observa una
variacion diez veces mayor en el valor de E° de Cua-Azu *° (figura 3-28). La sutil variacién
observada en Tt-Cua seria entonces consecuencia del equilibrio acido-base de residuos
protonables de la matriz proteica expuestos al solvente, que producen un bajo impacto
en la estructura electrénica del sitio redox, ejerciendo un suave y continuo efecto
electrostatico sobre el valor del E° 80,

El rango de valores de pH entre 4,6 y 7 resulta no solo fisioldgicamente relevante,
sino apto para distinguir la existencia o no de la transicion VMs—>VMa observada en Cua-
Azu (figura 3-28), y al mismo tiempo “amigable” para realizar experimentos prolongados
con estos sistemas >°. Se ensayaron entonces VCs en solucién tanto de Tt-Cua como de
las cuatro mutantes presentadas en las dos secciones anteriores para los valores
extremos de dicho rango de pH: 4,6 y 7 (figura 3-29). En un primer ensayo y a fin igualar
las condiciones para comparar las distintas respuestas electroquimicas, los voltagramas
se midieron todos a igual velocidad de barrido y temperatura: 100 mV/sy 298 K.

Se obtuvieron en todos los casos voltagramas con las caracteristicas tipicas de una
respuesta electroquimica reversible en solucién 81783 (ver detalles en la seccidn 1.3.2).
La forma de los picos tanto anddicos como catddicos muestran que, tras alcanzarse el
maximo de corriente faradaica, esta nunca se extingue completamente a causa del
proceso difusional que constantemente renueva la cantidad de moléculas que
reaccionan en el plano del electrodo. La intensidad de corriente en el maximo y el 4drea
de los picos anddico y catédico (lpa, lpc, Apa Y Apc respectivamente) resultan simétricas
dentro del error en todos los casos, indicativo de la reversibilidad del proceso. El valor
de la distancia entre los picos de corriente anddica y catdédica (AEp) mostrados en la
figura se encuentra entre 70 mV y 90 mV, mayor que los 57 mV esperables para una
reaccion ideal y totalmente reversible. Sin embargo, estos voltagramas fueron medidos
a una velocidad de barrido (v) de 100 mV/s, mientras que ensayos hechos a velocidades
menores (10 mV/s y 5 mV/s) presentan valores de AE, en torno a 60 mV. Lo mismo
ocurre con el ancho a la altura media del pico (FWHM), que se encuentra en torno a los
180 mV en los voltagramas de la figura 3-29, pero que a velocidades de barrido mas
bajas se aproxima al valor ideal de 90,6 mV. Como se ha desarrollado en el capitulo 1,
tanto el AE, como el FWHM (y también las |,) aumentan con v, por lo tanto, sus valores
ideales se alcanzan (o aproximan) a valores bajos de este pardmetro, en el régimen
totalmente reversible de medicién.
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Figura 3-29. Voltagramas medidos (normalizados) a 0,1 V/s de Tt-Cua (azul), M160H
(rojo), M160Q (verde), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) en buffer 10 mM fosfato
a pH 7,0 (linea llena) y HAc/AcNH4 a pH 4,6 (linea punteada). En ambos casos, la solucién
contiene 500 mM de KNO3 como electrolito soporte. Dada su reducida estabilidad fuera
de valores neutros de pH, Tt-3L-M160H fue medido unicamente a pH 7.
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El analisis de los voltagramas obtenidos muestra que las cinco variantes son sistemas
con respuesta electroquimica robusta y cuasirreversible, pudiendo obtenerse informa-
cion relevante de la reaccién de TE mediante esta técnica. La Unica excepcidn a esta
conclusion la configura el caso de Tt-3L-M160H, cuyo AE, y FWHM no tienden nunca a
los valores ideales, marcando cierto grado de irreversibilidad en su reaccién de TE.
Ademas, sélo es posible adquirir voltagramas de buena calidad en torno a valores
neutros de pH (entre 6 y 7), fuera de los cuales presentan anomalias, ademas de
observarse precipitados a simple vista en la solucién de medida. Por otra parte, los
valores de E° fueron aproximados a partir del promedio de los potenciales de los picos
anddico y catddico (Epa ¥ Epc respectivamente) de cada voltagrama (tabla 3-5). En todos
los casos las variaciones del E® entre ambos valores de pH resultan similares y pequefias,
apoyando las conclusiones previamente alcanzadas a partir del estudio de Tt-Cua &°
(figura 3-28). Por lo tanto, este primer resultado electroquimico contribuye a descartar
un mecanismo de modulacién del E° en sitios de Cua nativos mediado por protonacion
de sus ligandos, del tipo que se habia propuesto a partir del efecto del pH sobre el
sistema Cua-Azu °9°2°3,

Tabla 3-5. Valores E° estimado como el promedio de ambos picos. Los distintos
valores fueron obtenidos a partir de los voltagramas preliminares de las cinco variantes
(figura 3-29).

Proteina E% vs Ag/AgCl (mV)
pH 7 pH 4,6
Tt-Cua 0,072 0,089
M160Q -0,133 -0,109
M160H -0,108 -0,061
Tt-3L 0,054 0,088
Tt-3L-M160H -0,128 -

Con el objetivo de analizar en mayor detalle el efecto de las mutaciones sobre las
propiedades funcionales del sitio de Cua y mejorar la caracterizacion termodinamica de
la reaccion de TE, se realizaron ensayos electroquimicos en funcion de la temperatura
para asi poder discriminar entre las contribuciones entalpicas y entrdpicas de la reaccién
(AH® y ASP respectivamente). Se llevaron adelante entonces VCs a distintas v en cada
valor de temperatura ensayado, para asi obtener valores promediados de E°. Estos
experimentos se realizaron en un rango de temperaturas entre 5°C y 40°C por duplicado
y triplicado (figura 3-30). Si bien tanto los espectros UV-Vis y RMN paramagnético
indican un cambio poblacional entre ambos estados fundamentales alternativos con la
temperatura, también muestran que, en el rango de medidas, las distintas variantes se
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mantienen estables, descartandose cualquier transicion estructural o desnaturalizacion.
Para evitar la posible contribucién del electrodo de referencia a la dependencia con la
temperatura se utilizdé una celda no isotérmica ideal (ver detalles en la seccién 2.2.1). En
todos los casos se verifico la reversibilidad térmica de los voltagramas obtenidos,
descartando cualquier fendmeno de histéresis, asi como también de degradacién de las
muestras o deterioro del electrodo de trabajo (figura 3-30).

Para acceder a las variables termodinamicas deseadas, a saber, AH® y AS° a partir de
estos experimentos, es necesario un tratamiento formal de los datos obtenidos.
Considerado las siguientes relaciones termodindmicas:

G=H-TS 2)
AG = —nFE (3)

y las condiciones experimentales mencionadas, puede expresarse la variacion entrdpica
de la reaccion de TE como:

swonr()
=nF (o7 4)
, L —46°C
—11,5°C
—18,2°C
1+ 25°C
31,9°C
0o L
<
2
= 4L
2+
3+
4 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
04 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E’ vs Ag/AgClI (V)

Figura 3-30. Voltagramas (a modo de ejemplo) medidos a 100 mV/s a partir de Tt-
Cua en buffer fosfato 10 mM (con 500 mM de KNO3 como electrolito soporte) a pH 7,0
para temperaturas entre 278 K y 312 K. El orden de las medidas fue aleatorio,
descartdndose asi cualquier fendmeno de histéresis térmica.

Capitulo 3 - Determinantes de las propiedades espectroscépicas y funcionales en el sitio de CuA 107



Por otra parte, combinando la ecuacién de Gibbs-Helmholtz con (3), es posible
acceder al cambio de entalpia asociado a la reaccion con los mismos datos
experimentales:

O(E°/T)  AH°

a(1/T)  nF ®)

De esta manera, a partir del ajuste de medidas directas de la variacion del E° con la
temperatura y utilizando las ecuaciones (4) y (5) es posible acceder al cambio entdlpico
y al cambio entrépico asociados a la reaccion de TE. Ademds, conociendo estos
parametros se puede obtener un valor confiable de E° a 298 K a partir de combinar las
expresiones (4) y (5), es decir, utilizando la definicién de energia libre de Gibbs (figura 3-
31, figura 3-32 y tabla 3-6).

Cambios estructurales dependientes de la temperatura en el rango explorado (entre
278 K y 313 K) que afectaran las propiedades funcionales del sitio de Cua se harian
evidentes por la manifestacién de cambios abruptos en la dependencia térmica de E°.
La ausencia de quiebres en las tendencias observadas permite descartar tales
transiciones en el rango de temperaturas utilizado, validando la estrategia empleada
para el acceso a los parametros termodindmicos de la reaccién de TE y corroborando las
conclusiones antes comentadas de las medidas espectroscdpicas en funcidn de la
temperatura (figura 3-31, figura 3-32). Ademds, las variaciones del valor del E° con la
temperatura son reproducibles, continuas y lineales, lo cual permite ajustes de buena
calidad a las ecuaciones (4) y (5) en todos los casos.
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Figura 3-31. E° en funcién de la temperatura para Tt-Cua (azul), M160H (rojo),
M160Q (verde), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) a pH 7,0 (izquierda) y 4,6
(derecha). El valor de las pendientes de los ajustes lineales corresponde a la entropia de
la reaccion de TE segun la ecuacion (4). Se utilizaron los mismos buffers que en la figura
3-29.
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Figura 3-32. E%/T en funcién de la inversa de la temperatura para Tt-Cua (azul),
M160H (rojo), M160Q (verde), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) a pH 7,0
(izquierda) y 4,6 (derecha). El valor de las pendientes de los ajustes lineales corresponde
a la entalpia (cambiada de signo) de la reaccion de TE segun la ecuacion (5). Se utilizaron
los mismos buffers que en la figura 3-29.

Tabla 3-6. Valores de AS°, AH° y E° (a 298 K) de Tt-Cua y las cuatro mutantes a pH 7
y pH 4,6 obtenidos de los ajustes mostrados en las figuras 3-31 y 3-32.

Proteina AS° (J/Kmol) AH® (kJ/mol) E® (mV) vs Ag/AgCl
pH 7 pH 4,6 pH 7 pH 4,6 pH 7 pH 4,6
Tt-Cua 45 (+2) | -31(+2) | -40(+1) | -37(+1) | 69 (+7) 85 (+8)
M160Q 23 (+2) | -16 (+2) | -13 (+1) | -16(+1) | -139(+8) | -94 (+8)
M160H 51 (+3) | -24 (+3) | -24 (+1) | -22 (+1) | -111(+9) | -56 (+10)
Tt-3L 43 (+2) | -38(+3) | -37(+1) | -40(+1) | 50 (+7) 90 (+9)
Tt-3L-M160H | -39 (+3) - -18 (+1) - -132 (+9) -

Un aspecto interesante de estos resultados es el concerniente a la aditividad de los
efectos que producen las mutaciones de primera y segunda esfera. Como se discutié
hacia el final de la seccién anterior, las mutaciones en Tt-3L y M160H producen efectos
similares sobre las propiedades espectroscopicas el sitio de Cua, todos ellos vinculados
con la disminucion del valor del AE,: /. (figura 3-26). Los resultados electroquimicos
también muestran que ambas mutaciones producen el mismo efecto: la disminucién del
valor de E°. Dada la naturaleza de ambas mutaciones, es esperable que el impacto de
aquella que afecte directamente la coordinacion de los dtomos de cobre (M160H) sea
mayor que el impacto de la que no lo hace (Tt-3L). Los resultados corroboran este
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comportamiento, ya que M160H presenta una fuerte caida de 180 mV (respecto de Tt-
Cua) mientras que para Tt-3L se observa una leve disminuciéon de 19 mV (tabla 3-4).
Ademas, del mismo modo que con las caracteristicas espectroscdpicas, se observa un
fendmeno de aditividad, ya que la combinacién de ambas mutaciones (la mutante Tt-
3L-M160H) produce una caida del valor de E® de 201 mV. Si bien existen en la literatura
reportes acerca de aditividad del efecto de distintas mutaciones sobre el E° de sitios de
cobre, ningin ejemplo concerniente a sitios de Cua ha sido reportado 2. Esta
combinacion aditiva de perturbaciones a distintos niveles de la coordinacion del sitio
puede ser una caracteristica clave para la confluencia simultanea de diversos factores
que permitan la regulacion fina de la actividad bioldgica de sitio de Cua.

En cuanto a las entalpias de reduccién, estas generalmente representan el
componente mayoritario del valor del E° de metaloproteinas redox, como se ha visto en
numerosas proteinas de cobre y hemo-proteinas, y se encuentran controladas por las
caracteristicas de las uniones ligando-metal y las interacciones electrostaticas entre el
sitio metalico y su entorno, a saber, la matriz proteica y el solvente 8488, Los resultados
aqui desarrollados muestran que las cinco variantes medidas no son la excepcién a esta
tendencia ya que, al igual que en la gran mayoria de cupredoxinas, la componente
entdlpica del valor del E° es mayoritaria (tabla 3-6). No obstante, en todos los casos la
contribucién entrépica resulta significativa. Ademas, si bien las cuatro mutantes
presentan corrimientos del valor de AH° estos son mas pronunciados en M160Q,
M160H y Tt-3L-M160H, lo que sugiere que la primera esfera de coordinacién tiene un
peso mayor en la determinacidn del valor de AHC. Esta evidencia indica también que las
mutaciones tanto por histidina como por glutamina producen una desestabilizacidon
relativa de la forma reducida respecto de la oxidada, ya que en los tres casos la entalpia
de reduccion aumenta (lo cual se discutira en la siguiente seccion).

No obstante, estas diferencias no pueden ser racionalizadas facilmente a partir de
cambios geométricos del sitio de Cua, especialmente si se tiene en cuenta que la
informacién estructural y espectroscépica disponible indica que no existen cambios
apreciables en las distancias de equilibrio de los diversos enlaces, como se discutié a
partir de los resultados de EXAFS, UV-Vis y RMN; ni se ven alteradas significativamente
las energias de los modos normales de vibracién del sitio redox en su forma oxidada,
como se puede observar en los espectros RR 7! (ver detalles en las secciones 3.2.1y
3.2.2). Por otra parte, las contribuciones a los cambios entrépicos suelen estar
relacionadas con efectos de reorganizacion del solvente y cambios en la flexibilidad de
la cadena polipeptidica 8878992 Los valores de AS® observados resultan relativamente
pequefios en comparacion a otras proteinas de cobre como Azurinas, que pueden llegar
a valores de 68 J-mol1-K* 8587 (Tabla 3-4). Este resultado es consistente con el sitio
robusto, rigido y de poca variacion estructural entre su forma reducida y oxidada que la
evidencia espectroscépica sefiala.
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Cambios estructurales entre ambas formas redox se verian reflejadas en cambios
significativos de las componentes vibracional, rotacional y/o conformacional de la
funcién de particion (Q) que define el valor de AS° (ver detalles en la siguiente seccidn).
Ademas, un sitio de mayor flexibilidad o mayor accesibilidad al solvente favoreceria
estas diferencias entre las formas reducida y oxidada #°3. En particular, esta
observacion es compatible con la poca diferencia entre las estructuras geométricas de
ambos estados redox como fue previamente determinado por EXAFS para Tt-Cua y las
mutantes puntuales (menor a los 0,03 A en las distancias ligando-Cu) 3.

Si bien los resultados desarrollados en esta seccion aportan elementos importantes
para la caracterizacion termodinamica de la actividad redox del sitio de Cua, se requiere
un analisis mas profundo de los datos termodinamicos electroquimicos para
desentramar cudles son y como influyen los factores que determinan las distintas
contribuciones al valor del E°.

3.2.4- Control entrépico y control entalpico de la reaccion de TE

Un camino para mejorar el detalle del estudio sobre los pardmetros termodindmicos
de la TE es el de discriminar entre los factores que afectan diferencialmente a la
componente entalpica y a la componente entrépica de dicha reaccién. Para poder hacer
esta distincién es necesario un andlisis que supere la vision estdtica de este tipo de
modelos. Las proteinas son sistemas extremadamente complejos capaces de explorar
en mayor o menor medida una extensa superficie hiper-dimensional de energia
potencial dependiendo de su energia térmica. Desde este punto de vista, una proteina
no puede definirse a partir de una Unica conformacién estatica, sino de una extensisima
coleccion de conformaciones posibles o ensamble. Este ensamble constituye la funciéon
de particidn Q, la cual define los niveles energéticos accesibles del sistema.

Sin embargo, dado que las caracteristicas de las uniones ligando-metal y las
interacciones electrostaticas entre el sitio metalico y su entorno inmediato conforman
las principales contribuciones a la componente entdlpica del E°, su andlisis puede
abordarse en términos de una conformacién preferencial, es decir, de una visidén cuasi-
estatica del sistema 8879495 A partir de esta concepcion es posible estudiar el efecto de
variables como la constante dieléctrica del entorno del sitio redox, la naturaleza de los
ligandos coordinantes o las interacciones electrostaticas presentes. Por otra parte,
resulta indispensable tomar en consideracion el ensamble del sistema para el estudio
de las contribuciones entrdpicas, ya que estdn intimamente vinculadas con Ia
multiplicidad de estados, reflejada directamente en Q. Existen ejemplos en la literatura
donde se apelan a diversos factores para explicar las magnitudes de las contribuciones
entropicas, como la profundidad del sitio redox en la matriz proteica, la reorganizaciéon
de moléculas de solvente, interacciones de tipo no covalentes o cambios en la
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flexibilidad de la cadena polipeptidica, entre otras 85787929699 No obstante, en ninguno
de los casos se ha elaborado un marco tedrico robusto capaz de comprender los
resultados experimentales de una manera sistemdtica. A continuacién, se buscard
presentar un modelo formal que permita una interpretacion satisfactoria de los datos
experimentales.

Como se desarrolld previamente, la estructura electrénica del sitio de Cua puede ser
descripta mediante una superficie de energia potencial con dos minimos (los estados
fundamentales alternativos o;; y m,,) en funcién de una coordenada arbitraria tal como
la distancia Cu-Cu ©3 (ver seccidn 3.1.5). Se ha presentado abundante evidencia a lo largo
del capitulo acerca de que, a partir de las perturbaciones ejercidas sobre el sitio redox
con distintas mutaciones perpetradas en Tt-Cua, es posible modificar el valor del AE,: /.
sin alterar sensiblemente la naturaleza de cada estado fundamental alternativo. La poca
variabilidad mostrada en los espectros EPR, RMN y RR de todas las mutantes, asi como
los datos EXAFS de Tt-Cua y las mutantes de ligando axial, son consistentes con una
configuracion nuclear conservada entre las cinco variantes 97!, Por otra parte, los
resultados de las medidas de absorcion UV-Vis registradas a distintas temperaturas
apoyan la interpretacion del poblamiento térmico de un minimo alternativo en la
superficie de energia potencial (figuras 3-16 y 3-23).

Este fendmeno representa una valiosa herramienta para el estudio de las
propiedades termodindamicas del sistema. Es esperable que el aumento de la
accesibilidad al estado alternativo m,, tenga un impacto directo en el valor de AS°, dado
gue implica estados adicionales en la funcion de particién Q del sistema. La funcién de
particion puede separarse en términos a partir de considerar las distintas
contribuciones: electrénica, vibracional, rotacional y conformacional. A los fines del
tratamiento que se desarrolla a continuacidn, aqui se hara una distincidén binaria, entre
la componente electrénica y el conjunto de componentes no electrénicas, Qg; Y OnoEts
respectivamente:

Q = QrQnort (6)

A su vez, la funcién de particiéon Q se vincula con la energia libre de Helmholtz del
sistema (4) a través de:

A=—kgT InQ (7)

donde kg es la constante de Boltzman. La variaciéon de A para una reaccién quimica
(AA), en este caso la reduccion del sitio de Cua, puede expresarse como:

QRed) )

AA == —kBTlII(Q

Ox

donde Qgeq Y Qox son las funciones de particion del estado reducido y oxidado,
respectivamente. A su vez, se debe considerar la definicion de AA de una reaccién:
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AA = AU — TAS 9)

donde AU es el cambio de energia interna y AS el cambio de entropia. Combinando con
las ecuaciones (7), (8) y (9), y reordenando convenientemente se puede expresar:

Mo 10

AS = kB In <QEZ,RedQNoEl,Red>

QEl,Ox QNoEl,Ox

El sitio de Cua es un singulete (capa cerrada) en su forma reducida, mientras que es
un doblete (capa abierta) en su forma oxidada, para cualquiera de los dos estados
fundamentales alternativos (o;; y ). Resultados previos obtenidos mediante calculos
computacionales sugieren que, en su forma reducida, el sitio de Cua no presenta un
minimo alternativo térmicamente accesible . Por otra parte, calculos realizados en
nuestro laboratorio presentaron resultados compatibles, donde se observa que para el
sitio reducido es posible obtener un HOMO de simetria m, a partir de restricciones
geométricas, pero en ningun caso conforma un minimo de energia, lo cual sugiere que,
para dicho estado redox, sélo se encontraria poblado el estado fundamental o;;. Esto
implica que el sitio de Cua en su forma reducida no es degenerado (es decir, su
degeneracion es 1), mientras que en su forma oxidada la degeneracion es 2 para cada
uno de los estados fundamentales.

Refiriendo los niveles de energia del sistema al estado oxidado oy, las energias
relativas del estado oxidado m,, y del estado reducido (siempre g;;) pueden expresarse
en términos de AU y del AE;: /- . Asi, los términos Qg req Y Qg1,0x definidos para Q en
la ecuacion (6) pueden expresarse como:

_AU
QriRea = € RT (11)
_AEU:L/"u
Qerox =2|(1+e rT (12)

e introduciendo las ecuaciones (11) y (12) en la ecuacién (10), esta se puede re
expresar de la siguiente manera:

AU
e RT AU
AS = kg In — Unoetea | , BU (13)
_2Pau/mu Quogrox T
2+ 2e RT

Y reordenando los términos convenientemente:

B LEoymy QnoELRed
AS = —kgIn(2+2e  RT + kpIn| ——— (14)

QNoEl,Ox

Finalmente, la variacién entrépica del proceso puede expresarse simplificadamente
a partir de los dos términos de la ecuacion (14) como:
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AS® = ASY, + ASY, g, (15)

Este sencillo modelo indica que la componente electrénica del valor de AS® para la
reaccion de TE es negativa, ya que se alcanza un estado no degenerado (el reducido) a
partir de uno degenerado (el oxidado), lo cual se verifica en los resultados
experimentales mostrados en la seccion anterior (Tabla 3-6). Como ya fue comentado,
la descripcidon electrénica del sitio reducido es un singulete (no degenerado) y no
presenta ningun estado alternativo térmicamente accesible, mientras que en la forma
oxidada es doblemente degenerado, y ademdas posee un estado alternativo w,
térmicamente accesible . Si dicho estado no estuviera poblado la degeneracién del
sitio de Cua en su forma oxidada seria de 2, mientras que si ambos estados
fundamentales alternativos estuvieran igualmente poblados la degeneracidn seria de 4,
dado que cada uno es un doblete. La poblaciéon de ambos estados fundamentales esta
determinada por el valor de AE;: /. , por lo tanto, la degeneracion del sitio de Cua en su
forma oxidada puede adoptar un numero entre 2 y 4, dependiendo justamente del valor
de AEg: /. Yy de la temperatura.

El modelo propuesto no brinda herramientas para estimar de una manera sencilla la
componente no electrdnica de la entropia de reaccién, no obstante, las caracteristicas
de algunas variantes presentadas permiten eludir parcialmente este inconveniente. Tt-
Cua y las mutantes puntuales de ligando axial débil M160 son, desde el punto de vista
del esqueleto proteico, casi idénticas entre si. Se ha mostrado abundante evidencia
espectroscépica a lo largo del capitulo acerca del bajo impacto de ambas mutaciones en
las propiedades estructurales de la proteina, en contraste con el sensible efecto que
ejercen sobre el valor del AE: /. (EPR, RMN, RR, EXAFS, UV-Vis). Por lo tanto, puede
postularse que el efecto dominante de ambas mutaciones sobre la entropia de la
reaccion de TE sea la modulacién de su componente electrénica (ASp;), sin que se
modifiquen significativamente las otras (ASY,g;). Los datos experimentales concuerdan
con esta interpretacién, observdndose una correlacién en la cual aumenta en médulo el
valor de AS° a medida que baja el valor de AE,: /. (figura 3-32). Pero tal correlacion
entre AS°y el valor del AE;; / no se cumple para las mutantes de segunda esfera (Tt-
3L y Tt-3L-M160H). En estos casos no sélo se modifica AS2; como consecuencia de las
distintas poblaciones del estado alternativo m,,, sino también ASY,x; a raiz de los cambios
gue estas mutaciones implican en el esqueleto proteico y por lo tanto en las
contribuciones vibracionales, rotacionales y conformacionales a Q (figura 3-32).

Por otra parte, estudios previos de RMN paramagnético realizados en nuestro grupo
muestran en Tt-Cua una transicion pH-dependiente atribuida a un cambio en la
accesibilidad del solvente al sitio redox &°. Este fenémeno sera largamente desarrollado
y discutido en el capitulo 4, pero aqui se adelantan parcialmente algunos resultados para
utilizarlos como herramientas en el estudio termodinamico de Tt-Cua. Lo relevante a los
fines buscados en esta seccion es que dicha transicion pH-dependiente ejerce un
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sensible efecto sobre el AE,:,, , aumentando su valor a medida que se acidifica el
medio 7°. Por lo tanto, es de esperar que la componente electrénica de la entropia de
reaccion disminuya en modulo hacia valores acidos de pH, pero no en igual medida para
las distintas variantes. Evaluando la ecuacidn (12) se puede predecir que seran mayores
los cambios en ASY, para variantes cuyo valor de AE;: /7, S€a menor, ya que
disminuciones de similar magnitud provocaran un aumento mas pronunciado en la
poblacion relativa del estado alternativo m,, y por lo tanto del valor de Qg ox-
Definiendo la variacién en el valor de la entropia de reaccién entre ambos valores de pH
medidos (7 y 4,6) como 44S° = Ang — 453114,6, es esperable entonces que el valor de
AAS® sea menor en variantes de menor AEs: /., usando como referencia el valor a pH
7 (tablas 3-2 y 3-4). Los resultados experimentales son consistentes con esta prediccion:
no solo se observa en todos los casos que AS° disminuye en mdédulo a pH acido (tabla 3-
6), sino también una mayor variacién de la entropia (44S°) a medida que el AEq: /m,
decrece (figura 3-33).

-15

20l pH 7 M160Q

-35 I Tt-3L-M160H

40l @

Tt-Cu,

AS° (J.K".mol™)

M160H .

_60 1 ] ] N 1 ] ] . ] ]
0 200 400 600 800 1000

AEG, Im, (cm™)

Figura 3-32. AS? vs AEs: s, para Tt-Cua (azul), M160Q (verde), M160H (rojo), Tt-3L
(naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) a pH7. La linea punteada es una guia visual para las
variantes cuyo distinto AS® se atribuiria principalmente a la componente electronica.
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Figura 3-33. AAS? vs AE;: /., (medido a pH 7 por RMN) para Tt-Cua (circulo azul),
M160Q (circulo verde), M160H (circulo rojo) y Tt-3L (rombo naranja). La linea punteada
es simplemente una guia visual para las variantes cuyo AE: - es sensible al pH, y por
lo tanto presentan valores de AAS® mayores (en mdédulo).

Es interesante destacar que las caracteristicas estructurales que promueven la
transiciéon pH-dependiente en el sitio de Cua se encuentran ausentes en Tt-3L como
resultado de las mutaciones que la conforman 7%7? (ver detalles en las secciones 4.2.5y
4.2.6). Asi, Tt-3L se presenta como un control en este experimento, dado que el pH no
afecta el valor de su AE: / , por lo que se espera que no presente cambios en el AS2,.
Consistentemente, lo que se observa para esta variante es que el cambio en el AS°
asociado a la disminucién del pH es muy bajo. De hecho, este cambio es menor que para
las demas variantes estudiadas y, dado que el pH no afecta el valor del AE,:/ , se le
debe atribuir exclusivamente a cambios en ASJ,x; (figura 3-33).

Los resultados hasta aqui mostrados satisfacen las tendencias que se desprenden
del modelo planteado para la interpretacion de las contribuciones electrénicas a la
entropia de la reaccién de TE. Sin embargo, las diferencias de entropia predichas por
este modelo para las distintas variantes son menores a las observadas en los datos
experimentales. Segun la ecuacién (14), la componente electréonica de AS° puede tomar
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valores entre -5,8 y -11,5 J-K*-mol%, lo cual implica una diferencia maxima de 18 mV en
su contribucidn al valor del E°. Los datos experimentales muestran diferencias mayores
en la mayoria de los casos (tabla 3-6), sugiriendo que no es sélo la componente
electrénica de la entropia la que cambia con las mutaciones puntuales de ligando axial.
Distintos trabajos sugieren que para proteinas redox la oxidacion trae aparejada un
modesto cambio en la flexibilidad de la cadena polipeptidica, circunscripto a la region
superficial mas proxima al sitio activo 1907194, Este tipo de efectos, contenidos en ASY, ;.
podrian no ser idénticos entre Tt-Cua, M160Q y M160H, generando diferencias de AS°
mayores a las que se esperan por la exclusiva contribucién electrénica (ver mas
adelante).

En cuanto a la racionalizacion de la componente entélpica del E° no es necesario
apelar al analisis del ensamble. Como fue adelantado al inicio de esta seccién, las
caracteristicas de las uniones ligando-metal y el entorno inmediato de los atomos
metalicos conforman las principales contribuciones a la determinacién del valor de AH®,
y estas pueden analizarse a partir de una conformacion preferencial de la proteina
76,105,106 Exjsten en la literatura ejemplos de correlacién entre la hidrofobicidad de uno
o mas ligandos axiales de un sitio redox y el valor de su E° 8483107 En |os distintos
estudios se apela tanto al uso de mutantes puntuales de ligando axial (con aminoacidos
naturales y artificiales) como variantes proteicas de distintas especies, minimizando las
perturbaciones en la coordinacién y la geometria del sitio redox. Existe un razonable
consenso en lainterpretacién de tales correlaciones, apelando a la estabilizacidn relativa
de alguno de los estados redox del sitio (reducido u oxidado) respecto del otro. No
obstante, estos argumentos estan intimamente vinculados con la componente entdlpica
del E%, y en la mayoria de los ejemplos citados, es ésta la componente dominante 8%,

Los resultados obtenidos a partir de las distintas variantes del sitio de Cua muestran
que la naturaleza quimica del ligando axial 160 impacta sobre el valor del E% pero
aparentemente lo hace a través de su componente dominante: el AH®. La correlacién de
la entalpia de la reaccién de TE con la hidrofobicidad del ligando axial 160 (utilizando la
escala de hidrofobicidad de “Hopp & Woods” 1%8) es notable (figura 3-34). Ademas, las
mutaciones de segunda esfera presentes en Tt-3Ly Tt-3L-M160H no alteran de manera
significativa la coordinacién del sitio, por lo tanto es esperable que el efecto sobre el
valor del AH° sea menor. Por su parte, el pH no produce cambios significativos en las
propiedades espectroscépicas y estructurales del sitio de Cua, mas alld de aquellos
asociados al efecto sobre el AE,: ;. 7% (ver detalles en las secciones 4.2.5 y 4.2.6).
Entonces, los valores de AH° determinados a pH 4,6 y a pH 7 deberian presentar sélo
variaciones leves, asociados a cambios en la protonaciéon de residuos superficiales con
impacto leve sobre la primera esfera de coordinacion del sitio activo. Los resultados
experimentales verifican ambas predicciones, dado que ni las mutaciones de segunda
esfera ni el cambio de pH producen desviaciones significativas en la tendencia observada
(figura 3-34).
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Figura 3-34. AH vs Hidrofobicidad % del ligando axial 160 para Tt-Cua (azul), M160Q
(verde), M160H (rojo), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) a pH 7 (circulo) y 4,6
(cuadrado). La linea punteada es una guia visual para la tendencia observada.

Es destacable que los valores de E° de M160H y M160Q son muy similares, y no
discriminar las contribuciones entdlpica y entrdpica podria llevar a concluir que ambas
mutaciones producen una desestabilizacién relativa similar de la forma reducida
respecto a la oxidada. Por el contrario, estos resultados indican que la reduccidn del sitio
de Cua se ve entalpicamente favorecida por el caracter hidrofdébico del ligando axial 160,
dado que a mayores valores de hidrofobicidad, de -1,3; -0,5 y 0,2 para los residuos
metionina, histidina y glutamina respectivamente, AH® se vuelve menos negativo.
Ambas mutantes puntuales exhiben valores de E° similares como resultado de un
fenédmeno de compensacion de los cambios entalpicos y entrépicos (Tabla 3-6). Este tipo
de fenédmenos de compensacidn se han observado ya en otras proteinas redox, como
citocromos o proteinas azules de cobre (este ultimo caso serd discutido en el capitulo 5)
87,91,9298,99 Se ha interpretado para la mayoria de estos casos que la reorganizacion que
sufre la esfera de solvatacién de la proteina ante la reaccion de TE cumple un rol
fundamental en el fendmeno de compensacion 86109 Segin esta interpretacion,
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cuanto mayor sea el impacto de esta reorganizacion de moléculas de solvente sobre los
valores de AH® y AS°, mayor sera la compensacion entdlpico entrépica. Es esperable que
este tipo de fendmenos afecten el valor de ASJ ¢, y podria ser el responsable (o uno de
ellos) de medir diferencias de AS° mayores a las esperadas entre Tt-Cua, M160H y
M160Q (ver mas arriba).

Esta ultima observacion deja en evidencia el hecho de que el efecto de diversos
factores sobre las contribuciones entalpica y entrépica no son completamente
escindibles. La distincién entre el efecto de distintos factores sobre ambas
contribuciones puede resultar muy dificultoso en algunos casos. No obstante, los
resultados aqui presentados sefialan la posibilidad de racionalizar algunos de los
distintos efectos de una manera semicuantitativa. Esto permite no sélo mejorar el
entendimiento la termodinamica de la reaccion de TE en sitios de Cua, sino también las
capacidades de manipulacién de los parametros que la controlan. Cuanto mas selectiva
pueda ser la manipulacidn ejercida sobre este tipo de sistemas, mejores seran las
posibilidades para el disefio de, por un lado, modelos de estudio que permitan seguir
profundizando las investigaciones, y por otro, distintos tipos de dispositivos bio-
electroénicos.
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3.3- Conclusiones

Este primer capitulo experimental expone cinco variantes del modelo nativo Tt-Cua
(incluido el silvestre) desarrollados a partir de dos estrategias mutagénicas distintas:
mutaciones puntuales del ligando axial débil M160 e ingenieria de bucles. A lo largo de
las primeras dos secciones se despliega una variada evidencia espectroscépica acerca
de la validez de estos modelos en cuanto al estudio del sitio de Cua. Los resultados
obtenidos de UV-Vis, RR, EPR, EXAFS y RMN paramagnético, tanto los obtenidos en esta
tesis como los de literatura, muestran que estos modelos conservan las caracteristicas
estructurales y espectroscépicas distintivas de los sitios binucleares de Cua de VM. Por
lo tanto, se validan ambas estrategias mutagénicas como herramientas para la
perturbacion moderada del sitio redox, permitiendo asi estudiar el impacto sobre sus
propiedades espectroscdpicas y funcionales. Esta es una conclusién no menor teniendo
en cuenta que, como fue comentado en la seccidn introductoria, la mayor parte del
conocimiento hoy establecido acerca del sitio de Cua ha sido desarrollado a partir del
modelo quimérico Cua-Azu °. Este modelo artificial, si bien captura algunas de las
caracteristicas distintivas de los sitios nativos, ha mostrado también resultados
claramente contradictorios con ellos.

Ademas, los resultados espectroscépicos aqui desarrollados demuestran que
empleando ambas estrategias mutagénicas por separado y de manera combinada es
posible modular el valor de AE,- /. entre (al menos) valores que van desde los 50 cm?
hasta los 900 cm™. Esto destaca la sensibilidad estructural de este pardmetro, ya que
perturbaciones que representan alteraciones minimas en la geometria de la primera
esfera de coordinacion del sitio activo, repercuten en cambios que abarcan mas de un
orden de magnitud del valor de AE,: . . Resulta entonces evidente la importancia
fisioldgica de factores que tengan un impacto, aunque sea leve, sobre las propiedades
estructurales del sitio, como las interacciones proteina-proteina entre partners
bioldgicos, cambios de los campos eléctricos locales en las interfaces bioldgicas, la
atmosfera ionica, el pH, el crowding molecular, etc. La modulacion del valor de AE,: /.
es cuantificable no sélo mediante experimentos relativamente complejos de RMN
paramagnético, sino también mediante otros mas simples de espectroscopia UV-Vis,
analizando la relacion de intensidades de la banda de TCLM S¢ys—>Cu de ambos estados
fundamentales alternativos. Este hallazgo motorizé en gran medida los estudios
desarrollados a lo largo del siguiente capitulo.

Una conclusidn destacable acerca del efecto de ambos tipos de mutaciones es su
caracter en apariencia aditivo, esquematizado en la figura 3-27. Tanto la mutante
puntual de primera esfera M160H como la mutante de segunda esfera Tt-3L presentan
unvalor de AE,: /., disminuido (respecto al modelo silvestre Tt-Cua), con el consecuente
efecto en sus caracteristicas espectroscépicas. Por otra parte, |la variante combinada Tt-
3L-M160H presenta perturbaciones espectroscopicas que pueden interpretarse como la
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suma de las observadas para M160H y Tt-3L. Mds aun, el corrimiento en el valor del E°
de Tt-3L-M160H equivale a la suma de los correspondientes corrimientos para las
mutantes M160H y Tt-3L (dentro del error experimental). Esto sugiere que tanto la
mutacion de primera esfera en M160H como la mutacidn de segunda esfera en Tt-3L
ejercerian un efecto similar sobre el valor del AE,: /. , pero a través de perturbaciones
distintas sobre el sitio de Cua. Como se desarrollé6 en la seccidon 3.1.5, célculos
computacionales previos sefalan la posible variedad de distorsiones geométricas leves
capaces de alterar el valor del AE;:,, . Este antecedente es compatible con los
resultados mencionados, ya que ambas mutaciones podrian alterar preferencialmente
distintos parametros geométricos, y converger asi en un mismo efecto sobre el valor del
AEs: /.- Tal aditividad de efectos resulta de gran valor para el estudio de ambos estados
fundamentales alternativos, ya que ofrece una herramienta que permite aumentar
significativamente la poblacion del estado alternativo «,,.

Las dos ultimas secciones de resultados estan integramente abocadas al aspecto
funcional de las cinco variantes mediante el estudio de su respuesta electroquimica,
donde se confirma el importante rol del ligando axial metionina 160 en la determinacién
del valor de E°, en contraste con el pequefio efecto ejercido por las mutaciones de
segunda esfera. La discriminacién entre la componente entdlpica y la componente
entrdpica del valor de E° permite mejorar el entendimiento sobre el efecto de las
distintas mutaciones. Por un lado, la identidad quimica, y en particular la hidrofobicidad,
del ligando axial 160 modula la entalpia de la reaccién de TE, pardmetro que resulta
poco sensible a mutaciones de segunda esfera. Por otro lado, la entropia de reaccién se
ve también modulada por las distintas mutaciones, y fue presentado un modelo
estadistico sencillo que permite racionalizar parcialmente estos cambios. Distintas
perturbaciones ejercidas sobre el sitio de Cua, tales como mutaciones o cambios de pH,
afectan entre otras cosas el valor del AE,- /. , que a su vez modifica la degeneracion del
estado oxidado, y asi la componente electrdnica de su entropia. El modelo propuesto en
la seccion 3.2.4 permite predecir semicuantitativamente los resultados experimentales,
vinculando la variacidn entrdpica con la componente electrénica de la funcién de
particion. Asi, cuando el valor de AE,: ;. es mayor, la degeneracion del sitio de Cua en

su forma oxidada es menor, y mds favorecida entréopicamente resultara su reduccién.

Estos resultados destacan tanto el valor predictivo del modelo planteado como
también las bondades de este sistema para ponerlo a prueba, dada la relativa facilidad
para alterar el valor del AE,- /. sin afectar sensiblemente otras caracteristicas asociadas
a los parametros termodindmicos de la reaccidén de TE. Sin embargo, las predicciones no
gozan de valor cuantitativo, ya que las variaciones observadas en el valor del AS® son
superiores a las esperadas por cambios exclusivamente asociados al ASY,. Esto marca
dos desafios en el futuro inmediato: por un lado, refinar el modelo tratando de vincular
el termino ASJ,g, con alguna/s propiedad/es medible/es y, por otro lado, validar el
modelo planteado a partir de medidas directas del término ASg ;. En la actualidad este
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es un tema de intensa investigacion en el grupo de trabajo, donde se estan incorporando
nuevos datos experimentales para extender el andlisis desarrollado, mientras se evalian
técnicas alternativas para la determinacién de parametros termodindmicos, como por
ejemplo la utilizacién de micro-calorimetria diferencial de barrido 0.

Finalmente, el estudio de las propiedades funcionales del sitio de Cua resulta
insuficiente si no se incluye el aspecto cinético de la reaccién de TE. El marco tedrico
propuesto por Marcus (y posteriormente extendido y refinado) predice que la constante
cinética de la reaccién de TE (kre) depende de tres variables: la fuerza impulsora (AG°),
el acoplamiento electrénico (|Hpal), y la energia de reorganizacién (A), esta ultima
vinculada intimamente a la energia libre de activacion (ver detalles en la seccion 1.3.1).
Si bien la fuerza impulsora de la reaccién ha sido analizada y discutida a lo largo del
capitulo, practicamente nada se ha analizado acerca del resto de los parametros. Si bien
es posible acceder a la cinética de la reaccidn de TE a partir de técnicas electroquimicas
sobre especies en solucion, la presencia de la componente difusional representa un
obstaculo ineludible en estas condiciones. El siguiente capitulo estd enfocado al estudio
de los parametros cinéticos de la reacciéon de TE en el sitio de Cua a partir de la adsorcién
de Tt-Cua y las distintas variantes sobre electrodos biocompatibilizados, completando
algunos aspectos discutidos en este capitulo y abordando otros.
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El sitio de Cua en la interfaz
electrodo-solucion

4.1- Introduccion

El estudio funcional de proteinas redox es un aspecto de enorme relevancia para una
completa caracterizacion y existen distintas estrategias para su abordaje. Como se
desarrolld en el capitulo anterior, el empleo de técnicas electroquimicas, en particular
la voltametria ciclica (VC), es una poderosa herramienta en el escrutinio de parametros
termodindmicos de la reaccién de TE para el sitio activo de Tt-Cua (ver detalles en las
secciones 3.2.3 y 3.2.4). Sin embargo, los experimentos alli discutidos no brindan
informacidn sobre la cinética del proceso, aspecto clave para entender los mecanismos
que lo regulan. Si bien existen técnicas electroquimicas que permiten abordar la cinética
de la reaccién para especies en solucién, la componente difusional presente en tales
condiciones experimentales produce una importante limitacién en la calidad y precision
de los resultados. Una invaluable herramienta para eludir este problema, y la elegida en
esta tesis, es la adsorcién de la muestra proteica sobre la superficie de un electrodo
biocompatible.

Este enfoque implica un importante obstaculo inicial, ya que no es trivial generar
este tipo de sistemas (proteina/electrodo) donde exista una comunicacion directa entre
el electrodo de trabajo y el sitio redox sin perjudicar la integridad estructural de la
proteina, ergo su funcionalidad (ver detalles en la seccién 1.2.4). A pesar de esta
dificultad, los primeros reportes de medidas exitosas y reproducibles de proteinas redox
en estado adsorbido datan de hace casi tres décadas, y desde entonces se han
desarrollado varias estrategias para lograrlo *®. Sin duda, una de las mas populares ha
sido la biocompatibilizacion de electrodos metdlicos a partir de su recubrimiento con
una monocapa autoensamblada (SAM) de alcanotioles w-sustituidos ’~°. En este
capitulo se hard foco con especial interés en los resultados experimentales obtenidos a
partir de Tt-Cua y las distintas mutantes presentadas en el capitulo 3 adsorbidas sobre
electrodos de oro recubiertos con SAMs de alcanotioles w-sustituidos.

4.1.1- Adsorcion de Tt-Cua sobre electrodos biocompatibles

El dominio de Cua de la citocromo ¢ oxidasa (CcO) es la regién de la proteina que
contiene a su aceptor primario de electrones, el sitio de Cua, y que ademas interactuia
con el citocromo ¢ (Cyt ¢) . La region de reconocimiento entre ambas proteinas
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presenta una amplia variabilidad entre especies, desde interacciones fuertemente
electrostaticas entre regiones cargadas de polaridades opuestas hasta parches
hidrofébicos de estructura complementaria 277, El andlisis de estos mecanismos de
reconocimiento resulta de gran utilidad a la hora de disefiar estrategias de adsorcidn
sobre electrodos biocompatibilizados. A partir de recrear este tipo de interacciones es
posible no sélo la inmovilizacién de la enzima, sino también inducir una orientacién
promedio favorable a la transferencia electrénica (TE) heterogénea.

En el caso de la CcO de T. Thermophilus, la formacién del complejo con el Cyt css; (su
partner bioldgico) involucra tres segmentos particulares del dominio de Cua de la
subunidad 1l 1618, El segmento | (Ala87, Phe88, Gly89, y Tyr90) es el mas conservado
entre las especies conocidas, el segmento Il (Asp111, Vall12, Ile113, y His114) participa
ademas de la interaccidén con la subunidad | de la CcO y el segmento Il (Gly154, Leul55,
Cys156, His157, GIn158, Asn159 y Met160) no presenta aminoacidos cargados y es el de
mayor accesibilidad al solvente cuando el complejo CcO/ Cyt css2 no esta formado (figura
4-1). Estos residuos dotan de un caracter hidrofdbico a la region de interaccidn entre la
CcO de T. Thermophilus y el Cyt cssy, lo cual resulta poco comun ya que en la mayoria de
los casos conocidos el complejo CcO/ Cyt c involucra interacciones mayormente
electrostaticas 7.

Figura 4-1. Representacion esquematica de Tt-Cua (PDB: 2CUA). Se destacan en azul,
rojo y verde los segmentos I, Il y Il respectivamente, y en bronce los dos dtomos de cobre.
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El primer reporte de medidas electroquimicas de Tt-Cua adsorbida sobre electrodos
biocompatibles corresponde a Fujita y colaboradores, que emplearon SAMs mixtas de
alcanotioles funcionalizados con grupos metilo e hidroxilo, compatible con el parche
hidrofébico de interaccidon con su partner bioldgico, el Cyt cssy *° (figura 4-1). Para este
sistema se reportd una TE eficiente y se estimd un valor relativamente bajo de energia
de reorganizacion (M), atribuible parcialmente al caracter hidrofébico de la interaccién
Tt-Cua/SAM, similar al de la formacién del complejo CcO/Cyt css2. Resulta destacable
que, si bien hacia mediados de los 90’ se realizaron los primeros estudios mediante el
uso de técnicas electroquimicas convencionales sobre Tt-Cua, fue casi una década mas

tarde cuando se logrd realizar este tipo de estudios sobre especies adsorbidas %29,

El segmento Il (participe también de la interaccion entre las subunidades 1y 2 de la
CcO), que estd expuesto a solvente, queda completamente embebido en la interface
CcO/Cyt css2 al formarse el complejo entre ambas proteinas. A partir de esta interaccion
se forma un “bolsillo” que expone el carbonilo amidico del residuo C153 (estrictamente
conservada en todas las variantes reportadas), haciéndola accesible a la formacién de
un puente de hidrogeno 217%° (figura 4-2). Dado el comportamiento electroquimico de
Tt-Cua adsorbida, se ha postulado que en la interaccion Tt-Cua/SAM se conservaria esta
accesibilidad, permitiendo la formacion de un puente de hidrégeno entre el carbonilo
amidico de la Cisteina 153 y un hidroxilo de la SAM, lo cual favoreceria el acoplamiento
electrénico para una TE eficiente 12627, Esta hipétesis se fundamenta en estudios de TE
intermolecular entre la subunidad de Cua de algunas CcOs con sus respectivos partners
bioldgicos, empleando en algunos casos mutantes puntuales que distorsionan la
accesibilidad del carbonilo amidico del residuo C153 (que para cada especie tendrad una
posicidn distinta en la secuencia aminoacidica) >17:%8,

Carbonilo
amidico

&~ deciss

Figura 4-2. (A) Ampliacion del sitio activo de Tt-Cua (figura 4-1), sefialando el
carbonilo amidico (rojo) del ligando coordinante cisteina 153. (B) (figura adaptada de
Fujita et al. 2004 1°). Representacidn del complejo formado entre la subunidad de Cua de
la CcO de T. Thermophilus (blanco) y el Cyt cssz (azul). La fenilalanina (amarillo) permite
la formacion del “bolsillo” que hace accesible el carbonilo amidico C153 (rojo).
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4.1.2- Primeros resultados a partir del sistema Tt-Cua/SAM/Au

Una de las caracteristicas mas interesantes de los sistemas proteina/SAM/electrodo
es la posibilidad de manipular de manera sencilla el espesor de las SAMs mediante el
empleo de alcanotioles de distinto largo de cadena alifitica 2° (ver detalles en las
secciones 1.2.4y 2.2.1). De hecho, existen numerosos trabajos publicados en los cuales
se estudia la dependencia de la constante de velocidad de la reaccién de TE heterogénea
(kte) en funcién de la distancia muestra-electrodo para diversos sistemas proteicos,
como por ejemplo distintos citocromos o proteinas azules de cobre 33> (figura 4-3).

TOTMMOOT>

0 4 8 12 16 20 24
Numero de grupos -CH.-

Figura 4-3. Dependencia (logaritmica) de kre con la distancia medida en nimero de
metilenos de la SAM para el sitio redox (SR) de diversos sistemas proteicos. A: Cyt
adsorbido sobre SAM(CO;™)/Ag 3338, B: Cyt adsorbido sobre SAM(COZ™)/Au 31333738 C:
Azurina adsorbida sobre SAM(CH3)/Au 32. D: Cyt adsorbido sobre SAM(piridina)/Au 3432,
E: Cyt (dominio del citocromo caas oxidasa) adsorbido sobre SAM(CHs3:OH)/Ag . F: Cyt-
bss2 adsorbido sobre SAM(NHs*)/Ag #*. G: Cyt-cs adsorbido sobre SAM(CH3:0H)/Ag **. H:
Tt-Cua adsorbida sobre SAM(CH3:OH)/Au *°.

Como se desarrollé en el capitulo 1, a partir del marco que brinda la teoria de Marcus
se esperara a priori una dependencia exponencial del valor de la kte con la distancia en
este tipo de experimentos. En complejos inorganicos y moléculas pequefas se verifica
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tal comportamiento, no obstante, la mayoria de las proteinas redox presentan desvios
gue se manifiestan como un plateau a distancias cortas. A partir de la posibilidad de
adsorber funcionalmente a Tt-Cua sobre una SAM, la realizacion de este tipo de estudios
resultd inmediata, verificdndose el mismo tipo de desvios hacia SAMs delgadas, donde
se alcanza un plateau para el valor de la kre *° (figura 4-3). Este comportamiento, a
primera vista andmalo, se observa independientemente del material utilizado como
electrodo (oro, plata, distintos tipos de grafito), de las técnicas empleadas (VC,
cronoamperometria, TR-SERRS), de las estrategias de inmovilizacion ensayadas
(electrostatica, hidrofdébica, coordinacion, covalente) y de la naturaleza del centro redox
(Cyt ¢, isocitocromo ¢, citocromo cs, citocromo bse, Azurina, Cua, etc.).

En todos los casos, los valores medidos de kre se encuentran aproximadamente entre
50y 1100 s?, y por lo tanto por debajo de las resoluciones temporales de los métodos
empleados. Existen diversas hipdtesis planteadas que buscan explicar este fendmeno,
la mayoria de ellas basadas conceptualmente en dos principios distintos (figura 4-4). En
primer lugar, se ha propuesto que al disminuir la distancia entre la superficie del
electrodo y el sitio redox, el acoplamiento electrénico (reflejado en el valor del elemento
de matriz: |Hpa|) puede hacerse lo suficientemente grande como para que se produzca
un cambio de régimen desde el no adiabatico (o diabatico) hacia el adiabatico, también
denominado como régimen de control friccional (figura 4-4 A). En este caso, la velocidad
de la reaccion de TE ya no se encontraria limitada por el tuneleo electrénico a través de
la SAM, sino por la frecuencia nuclear efectiva (vn) con la que se alcanza la interseccién
entre las curvas de reactivos y productos 34324344 (ver detalles en la seccién 1.3.1).
Alternativamente, se plantean mecanismos en los cuales la proteina se encuentra
adsorbida en una conformacion u orientacidon preferencial que es redox inactiva,
pudiendo interconvertirse con otra conformacién u orientacion redox activa (figura 4-4
B). A distancias proteina-electrodo muy chicas, el acoplamiento electrénico es tal que la
velocidad de la reacciéon de TE pasaria a ser mayor que la de tal reorientacién,
volviéndose esta ultima el paso limitante de la cinética del proceso en su totalidad
31354548 Este paso limitante seria, en primera aproximacién, independiente de la
distancia muestra-electrodo.

Si bien existen casos puntuales en los cuales se ha podido determinar mediante
mediciones directas el fendmeno que produce la independencia de kre con la distancia
en la region del plateau, la mayoria de estos modelos propuestos se basan en evidencia
experimental indirecta 4+4%°0, Es evidente que los factores que determinan el tipo de
fendmeno que gobierna la reaccién de TE en condiciones de elevado acoplamiento
electrénico estdn estrechamente vinculados con las particularidades de cada proteina
redox. No obstante, algunos autores sugieren que la transicion al régimen adiabatico en
tales condiciones constituye el caso general en cuanto a la independizacién del valor de
la kte con la distancia entre donor (sitio redox) y aceptor (electrodo), relegando los otros
mecanismos a las peculiaridades de cada sistema 44,
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Kie >> kPL => k. =k

Figura 4-4. Representacion esquemdtica de la reaccion de TE heterogénea del sitio
redox (SR) ante un acoplamiento electronico [Hpa| elevado, sefalando los
determinantes de la constante cinética observada (kobs). (A) El régimen de control
friccional gobierna la reaccion de TE, por lo que no es la probabilidad del tuneleo
electronico (vinculada a [Hpal) sino v, la que determina el valor de ke (ver detalles en la
seccion 1.3.1). (B) La constante de velocidad de intercambio una conformacion redox
activa y otra inactiva (kei) es menor que el tuneleo electrdnico, volviéndolo el paso
limitante de la reaccion de TE.

Si bien existen casos puntuales en los cuales se ha podido determinar mediante
mediciones directas el fendmeno que produce la independencia de ke con la distancia
en la region del plateau, la mayoria de estos modelos propuestos se basan en evidencia
experimental indirecta %°. No obstante, es evidente que los factores que determinan el
tipo de fendmeno que gobierna la reaccién de TE en condiciones de elevado
acoplamiento electrénico estan estrechamente vinculados con las particularidades de
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cada proteina redox, aunque no de manera excluyente. Existen ejemplos de enzimas
redox que a cortas distancias sitio-electrodo presentan las caracteristicas o bien de un
paso limitante (reorientacidn) o bien las del régimen adiabatico de TE (control friccional)
dependiendo de la estrategia utilizada para la inmovilizacién sobre el electrodo 34394751,
Estos reportes sugieren que aun en los casos donde se elimine el paso limitante de
reorientacion proteica, el cambio al régimen adiabatico de TE a medida que el
acoplamiento electréonico aumenta es inexorable 4. Algunos autores sugieren que este
cambio de régimen se constituiria como la generalidad en cuanto a la independizacién
del valor de la ke con la distancia entre donor (sitio redox) y aceptor (electrodo),

relegando los otros mecanismos a las peculiaridades de cada sistema.

Para el caso particular de Tt-Cua, no existen en la literatura estudios acerca del
origen del plateau observado para SAMs delgadas. Sin embargo, fue en el Cyt ¢ donde
se desarrollaron muchos de los estudios mencionados sobre este tépico, existiendo
distintas interpretaciones de resultados experimentales acerca de la presencia de un
paso limitante de reorientacidn proteica o de un régimen adiabatico de TE, asi como
condiciones experimentales que presentan resultados compatibles con ambos casos
34,39,47,48,51,52 En particular, la reorientacion fue propuesta como un posible paso en el
mecanismo de TE electrdnica in vivo, y la regulacion de su cinética (por factores como el
campo eléctrico interfacial, por ejemplo) como uno de las tantas posibles instancias
regulatorias de la respiracion celular *3. Dado que el Cyt c es el partner bioldgico del sitio
de Cua de la CcO, resulta de particular interés el estudio y caracterizacién de este tipo
de fendmenos en un sitio nativo como el del modelo Tt-Cua, lo cual serd abordado en
este capitulo.

4.1.3- Dos estados redox activos en el sitio de Cua

Como se comentd en el capitulo anterior, el abordaje experimental del sitio de Cua
nativo mediante técnicas electroquimicas resultd tardio, dada la variedad de dificultades
experimentales que presenta. Por esta razén, hasta hace aproximadamente una década
casi toda la informacion electroquimica sobre este sitio redox en un sistema biolégico
provenia del sitio artificial quimérico denominado Cua-Azu *°. Dado su caracter robusto,
este sistema permitio el estudio y caracterizacién de las propiedades redox del sitio de
Cua mediante la utilizacién de técnicas electroquimicas convencionales y algunos de los
resultados obtenidos representaron fuertes implicancias desde el punto de vista
fisioldgico y evolutivo. Por un lado, se observé una transicion dependiente del pH a partir
de la cual el sitio de Cua alterna entre un estado de valencia mixta (VM) completamente
simétrico (VMs) y otro donde la contribucion a la funcién de onda electrdonica de ambos
iones metalicos es asimétrica (VMa). A partir de estos resultados fue propuesto un
mecanismo regulatorio in vivo en el cual el sitio de Cua podria alternar entre un estado
redox activo, el estado de VMs, y otro redox inactivo, el estado de VMa °*>°. Por otro
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lado, a partir de medidas electroquimicas sobre mutantes puntuales de la metionina
axial, se determiné la baja influencia de este ligando sobre el valor del potencial redox
(E9), restandole importancia en la estructura electrénica y la funcionalidad del sitio de
Cua °® (ver detalles en la seccion 3.1.3).

A
< 0,10}
Eg) ® Tt-Cu,
< Cu,-Azu
L 0,05}
Q
W
O’OO_I 1 | 1 1 1 | 1 1 1 |
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH
B
Q D wt L
/' ,L\ ¥ 1 )I\ Tt-CuA(NHGO)
K H Q S wt Y%
0,0 ' 0.1 ' 0.2

E’ vs Ag/AgCl (V)

Figura 4-5. Diferencias en las caracteristicas funcionales entre Tt-Cua (azul) y Cua-Azu
(naranja). (A) E° en funcién del pH, donde se observa un sensible contraste en la
magnitud de la dependencia. (B) E° de distintas mutantes puntuales de ligando axial
metionina, con un rol determinante en Tt-Cua, a diferencia de lo observado en Cua-Azu.
Ver capitulo 3 para mads detalles.

El desarrollo de Tt-Cua y su estudio funcional permitié explorar este tipo de
fenédmenos por primera vez en un sitio nativo de Cua. A partir de diversos estudios
espectroscépicos y electroquimicos sobre este modelo, algunos de los cuales se
realizaron en nuestro laboratorio, se determind que ninguna de estas conclusiones es
extrapolable al sitio nativo (ver detalles en la seccidn 3.1.4). En particular se observé que
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no existe transicion dependiente del pH entre estados de VM de distinto grado de
simetria y que ademas el ligado axial metionina 160 si tiene un rol determinante en las
propiedades redox del sitio de Cua °7°® (figura 4-5). Estos resultados evidencian la
importancia que presenta la matriz proteica sobre las propiedades del sitio de Cua, y
motivaron la profundizacion en el estudio de Tt-Cua como un sistema modelo mas
adecuado.

En su forma oxidada el sitio de Cua es de VM y presenta una estructura electrénica
que se puede describir mediante una (hiper) superficie de energia potencial (SEP) en
funcién de la distancia Cu-Cu, con dos minimos correspondientes a dos estados
fundamentales alternativos accesibles a temperatura ambiente, los estados
denominados a;; y m, (ver detalles en la seccidn 3.1.5). La diferencia de energia entre
ambos estados (AE,: /-, ) implica un bajo poblamiento del estado alternativo m,, segun
la ley de Boltzman (5%), sumado a las predicciones de un alto valor de A, propicié que
se desestimara su posible rol en la reaccidon de TE in vivo >°1. No obstante, algunos
estudios en nuestro laboratorio habian demostrado que el valor del AE,: /. puede ser
modificado mediante mutaciones puntuales del ligando axial M160 2. M&s aun, las
caracteristicas del espectro UV-Vis indicativas de un aumento en el poblamiento del
estado 1, segun la interpretacion desarrollada en el capitulo anterior, estan presentes
en una variante modificada de quinol oxidasa de Escherichia coli 3. Cabe destacar que
los autores de aquel trabajo interpretaron los resultados espectroscépicos como prueba
de que la variante desarrollada no recrea satisfactoriamente las caracteristicas basicas
del sitio de Cua.

La evidencia de los distintos casos sugeria que tanto la primera esfera de
coordinacién como el resto de la matriz proteica podria estar cumpliendo un rol
fundamental en la determinacion del valor de AE,:,, . Esto motivo el estudio
computacional (mediante calculos de tipo QM) de perturbaciones que permitieran el
poblamiento del estado 7, en el sitio nativo de Cua, pero sin alterar significativamente
la distancia Cu-Cu, observandose una variedad de distorsiones estructurales leves en el
entorno de los iones metdlicos que producian tal efecto 2. Se estudid, por ejemplo, el
efecto de producir torsiones en los angulos diedro Nhis114-Cu-Cu-NHis157 Y Cu-Scys149-Cu-
Scys1s1, 0 lo que es lo mismo, de romper la coplanaridad de las histidinas ligantes y la
planaridad del motivo CusS; (figura 4-6). En los distintos casos se observd la transiciéon
g, >, remontando barreras energéticas similares, en torno a los 600 cm™, y generando
casi nulos cambios en la distancia Cu-Cu. Estos resultados sugieren que la elongacién de
la distancia Cu-Cu es simplemente una de las posibles coordenadas de la transicién
a,~>™m,, Y que dicha transicién puede ocurrir no sélo a través de otra coordenada, sino
de muchas de ellas indistintamente o simultdneamente. Teniendo en cuenta la variedad
de factores capaces de inducir este tipo de distorsiones in vivo (cambios en la atmosfera
idnica o la protonacion de residuos, interaccidén con interproteicas, etc.), este resultado
cuestiona fuertemente la desestimacién del estado m,, en la actividad bioldgica.
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Figura 4-6. (figura adaptada de Abriata et al. 2012 2). Energia (rojo) y distancia Cu-
Cu (azul) en funcion de los dngulos diedro Nuisi14-Cu-Cu-Nisis7 (A) y Cu-Scys1a9-CuScysis1
(B). Se indican las regiones donde se favorece cada estado fundamental alternativo.

Algunos cdlculos computacionales realizados a partir del sitio redox de Cua-Azu
predijeron que tanto el pathway para la entrada como para la salida del electrén
involucran a las cisteinas coordinantes, debido principalmente al alto grado de
covalencia en el motivo CuyS; y la casi nula densidad de espin en el ligando axial
metionina 7. Sin embargo, estudios de RMN paramagnético sobre Tt-Cua revelan que, a
diferencia de lo observado en el estado g;;, existe una significativa densidad de espin
sobre el ligando axial M160 en el estado m,, del sitio redox °°. En nuestro laboratorio se
realizaron cdlculos computacionales que permitieron estudiar los pathways de entrada
y salida del electrén en el proceso de TE, analizdndolos a partir de evaluar las covalencias
de ambos estados fundamentales alternativos. Los resultados indicaron que la TE desde
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el hemo c del Cyt ¢s52 maximiza el acoplamiento electrénico con la entrada del electrén
a través de la metionina axial 160 (figura 4-2). La covalencia del atomo de azufre de este
ligando con el ion metdlico es 10 veces mayor en el estado m,, que en el estado a;;, lo
que supone una probabilidad de TE 100 veces mayor segun la teoria de Marcus (ver
detalles en la seccion 1.3.1). Este resultado sugiere que el estado ., de ser redox activo,
seria el mas eficiente para la entrada de electrones desde el Cyt cs52 dado el mayor
acoplamiento electrénico que sobrecompensaria su bajo grado de poblamiento y el
elevado valor de A. Por su parte, para la reaccién de TE desde el sitio de Cua en estado
reducido al hemo b (0 a) de la oxidasa, el calculo de pathways indica que el acoplamiento
electronico es mayor a través de la histidina ecuatorial 157. Esto concuerda con
resultados previos que sugieren a este ligando como posible punto de acoplamiento
electrénico con la subunidad 1 de la CcO 4% (figura 4-7). La covalencia del &tomo de
hidrégeno coordinante de la histidina 157 con el ion metalico del sitio reducido es el
doble para el estado g,, que para el estado m,, implicando una probabilidad 4 veces
mayor de tuneleo, lo cual sumado a su valor de A bajo indica que el estado o, estaria
optimizado para la salida del electrén. La propuesta en base a estos resultados fue que
el sitio de Cua actuaria como conmutador alternando sus dos estados electrdnicos
fundamentales, favoreciendo la direccionalidad del proceso bioldgico ©? (figura 4-7).

Figura 4-7. (arriba) Pathway optimizado desde el hemo c del Cyt ¢ al sitio de Cua en
el estado m,,. (abajo) Pathway optimizado desde el sitio de Cua en el estado o;; al hemo
a de la subunidad 1 de la CcO 145297,
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La reaccion de TE entre los sitios redox de ambas enzimas presenta un bajo valor de
energia libre (AG®), caracteristica que lo vuelve un proceso cuasi reversible. Esto resulta
un factor determinante en cuanto al aprovechamiento energético a nivel fisiolégico,
pero a su vez aumenta las probabilidades de la reaccion de TE inversa. La interconversion
entre dos estados fundamentales alternativos optimizados para la entrada y la salida del
electron, respectivamente, conferiria direccionalidad al proceso de TE, dado que la
reduccion del sitio gatillaria el cambio de estado. Asi, esta interconversion estaria
previniendo que se produzca la reaccién en sentido inverso y por lo tanto favoreciendo
la continuidad del proceso hacia la reduccidn final del O, ®2. Esto estaria compatibi-
lizando dos caracteristicas conocidas de este sistema (e indispensables para el
sostenimiento de la vida): un valor AG° cercano a cero y una alta eficiencia de la reaccion
de TE 146869 E| mecanismo propuesto podria configurar un punto clave en la regulacion
de uno de los procesos criticos para el sostenimiento de la vida sobre la tierra: la
respiracion celular. Sin embargo, no existe evidencia experimental de un sitio de Cua
capaz de intercambiar su actividad redox entre ambos estados fundamentales
alternativos. Por otra parte, el grado de complejidad del proceso completo, tanto por la
multitud de actores como por la cantidad de variables implicadas, hace indispensable la
profundizacién de su estudio en funcidn de plantear modelos que permitan abordarlo
mas acabadamente.

Los campos eléctricos que existen como resultado de los distintos potenciales en la
interfaz membrana-solucién son, sin lugar a dudas, un factor determinante en el
funcionamiento de estas enzimas, lo cual motiva el uso de entornos con algun grado de
biomimetismo para su estudio (ver detalles en la secciéon 1.2). En particular, el uso de
electrodos metdlicos recubiertos con SAMs ofrecen no sélo estas ventajas, sino la
posibilidad de manipular el campo eléctrico interfacial mediante el grosor del
dieléctrico. A su vez, el entorno fisioldgico puede presentar significativas variaciones en
la atmosferaidnicay el pH a raiz del balance entre el bombeo proténico de los complejos
respiratorios y la actividad de las ATP sintetasas. Cambios transientes en cualquiera de
estas variables podrian afectar alguno (o varios) de los pasos que controlan el
mecanismo de TE in vivo, actuando como factores reguladores de la reaccién de TE en
condiciones fisiolégicas. Resulta entonces de enorme interés la exploracion
experimental de su efecto sobre las propiedades termodindmicas y cinéticas de la
actividad redox del sitio de Cua.
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4.2- Resultados

Alo largo de este capitulo se presentaran resultados principalmente electroquimicos
de estudios realizados sobre Tt-Cua y las distintas variantes introducidas en el capitulo
3, adsorbidas sobre electrodos de oro biocompatibilizados con SAMs de alcanotioles w-
sustituidos. Se plantean dos objetivos especificos primordiales, en funcién de los cuales
se analizaran también resultados obtenidos de diversos estudios espectroscopicos tanto
de especies adsorbidas (SPR) como de especies en solucion (RR, RMN, EPR, UV-Vis), para
un abordaje mas amplio del sistema. El primero de ellos es profundizar la caracterizacién
desarrollada en el capitulo 3 de las distintas variantes del sitio de Cua, mejorando asi la
comprensién de la influencia de distintas perturbaciones mutagénicas sobre el sitio
redox nativo en cuanto a sus propiedades funcionales. El segundo es estudiar el efecto
de variables fisioldgicamente relevantes como la fuerza iénica (1), el campo eléctrico, la
distancia donor-aceptor y el pH, sobre tales propiedades. Ambos objetivos persiguen,
en ultima instancia, realizar un aporte cualitativo en la construccién de un modelo
conceptual acerca del rol fisioldgico del sitio de Cua como intermediario electrénico y
regulador en la respiracién celular.

4.2.1- Adsorcion sobre electrodos biocompatibles

El primer paso para el estudio de especies adsorbidas es la constitucién de tal
sistema, esto es, lograr una ldmina o film de muestra proteica inmovilizada sobre los
electrodos biocompatibles. Estudios previos en nuestro laboratorio sobre Tt-Cua y
algunas mutantes puntuales permitieron el refinamiento de un protocolo publicado
afos atras, siendo el punto de partida para el desarrollo experimental de este capitulo
19,5762 En pocas palabras, se incubaron electros de oro en soluciones etandlicas 5 mM
de alcanotioles w-sustituidos (de composicién 3:2 SH-(CH2),-OH: SH-(CH2)n-CHs) durante
una o dos noches para luego eluir el excedente (con alcohol y agua sucesivamente) e
incubar el electrodo modificado en una solucidn aproximadamente 1 mM de muestra
proteica durante dos horas (ver detalles en la seccién 2.2.1). Este protocolo se utilizd
para la adsorcién de todas las variantes estudiadas (Tt-Cua, M160H, M160Q, Tt-3L y Tt-
3L-M160H) sobre electrodos de oro recubiertos con SAMs mixtas (3:2 OH:CHs) de
distinto espesor, conformando el sistema experimental proteina/SAM/Au sobre el que
desarrollaron todos los experimentos de VC (figura 4-8).
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Figura 4-8. Voltagramas de Tt-Cua (azul), M160H (rojo), M160Q (verde), Tt-3L
(naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) en estado adsorbido a 100 mV/s y 273 K. El buffer de
medida es fosfato pH 7 mds 10 mM y 200 mM de KNOs como electrolito soporte. Los
distintos paradmetros analizados de ambas respuestas voltamétricas se detallan en la
tabla 4-1.

En contraste con lo observado en el capitulo anterior para las proteinas en solucién,
los voltagramas no presentan el decaimiento difusional de la corriente faradaica
posterior a los maximos de cada pico, lo cual responde a lo esperado para las senales
voltamétricas de especies adsorbidas. El andlisis de las intensidades de corriente y las
areas de los picos anddico y catddico (lpa, loc Apa Y Apc respectivamente) sefialan una
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marcada simetria entre ambos picos, lo cual es indicativo de una respuesta
electroquimica reversible (tabla 4-1). La variante Tt-3L-M160H muestra un desvio en
este sentido, con cocientes lpa/lpc Y Apa/Apc menos cercanos a 1 que las demds, lo cual
puede estar siendo el reflejo de un coeficiente de transferencia de carga (a) ligeramente
desviado del valor ideal 0,5 7°. Sin embargo, es en la separacidn entre ambos picos de
corriente (AEp) donde se detecta la diferencia mas conspicua: mientras Tt-Cua y las
mutantes puntuales presentan valores de AE, bajos (< 15 mV), y tendientes a cero para
velocidades de barrido menores, Tt-3L presenta un valor de casi el doble y Tt-3L-M160H
de mas del cuddruple (tabla 4-1). La separacion de picos en condiciones reversibles
(valores bajos de v), es decir, descartando efectos de la cinética de la reaccién de TE,
puede darse por diversos motivos, como por ejemplo diferencias en la solvatacién de la
especie reducida respecto de la oxidada, o diferencias en la adsorcién de moléculas en
solucién sobre la superficie de la proteina reducida respecto de la oxidada 7.
Independientemente del origen de las desviaciones, es evidente que la variante Tt-3L-
M160H es un sistema que no responde completamente a los cdnones de un
comportamiento electroquimico ideal en estado adsorbido %73, Esto no implica que no
pueda ser estudiada mediante estas técnicas, sino mas bien que los resultados
obtenidos merecen un cuidado especial en cuanto a las suposiciones realizadas, y una
actitud mas conservadora acerca de las conclusiones que se puedan extraer. En este
sentido, cabe sefalar que existen muchos ejemplos en literatura de proteinas redox con
valores similares de AE,, y en todos los casos se corrobord la efectividad de este tipo de
técnicas para el estudio de la reaccion de TE 44717478 QOtra caracteristica diagndstica de
una respuesta electroquimica reversible es el valor del FWHM, que idealmente adopta
un valor de 90,6 mV, y para los voltagramas presentados se encuentra valores
ligeramente superiores (tabla 4-1). Como se ha desarrollado en el capitulo 1, el valor de
FWHM (al igual que AE; e Ip) aumenta con v, tendiendo a sus valores ideales cuando tal
parametro tiende a cero, lo que ha sido corroborado para las cinco variantes.

Tabla 4-1. Valores de algunos pardmetros relevantes, como lpa/lpc, Apa/Apc, AEp,
FWHM y E° obtenidos a partir de los voltagramas de las cinco variantes proteicas
presentados en la figura 4-8. Los valores de E° para las especies en solucidn (E%c) fueron
tomados del capitulo anterior (seccion 3.2.3).

Parametro Tt-Cua M160H M160Q Tt-3L Tt-3L.-M160H
loa/lpe 0,998 1,015 0,996 1.067 0,867
Apa/Apc 0,961 1,085 0,959 1.110 0,825
AE, (mV) 14 11 14 26 61
FWHM (mV) 107-113 115-108 100-102 92-108 134-136
EC vs Ag/agcl (MV) 21 -155 -138 44 -126
E%c (3.2.3) (MV) 69 -111 -139 50 -132
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En cuanto al valor del E° para cada variante proteica, se estimd a partir del promedio
entre Epc y Epa, Y los resultados muestran una tendencia generalizada de valores de E°
menores a los registrados para las especies en solucién (tabla 4-1). No obstante, los
corrimientos no presentan la misma magnitud para las distintas especies, y el caso de
Tt-3L-M160H es nuevamente la excepcidn, ya que el valor del E® en estado adsorbido es
ligeramente superior al observado en soluciéon. La fisonomia de su voltagrama sugiere
que la razdén podria ser un desplazamiento del Epa hacia valores mayores (responsable
también del AE;, alto), reforzando la nocién de que en esta mutante en particular el
estado reducido experimenta mayores cambios respecto del oxidado. En cuanto a las
demas variantes, el corrimiento observado no resulta novedoso, ya que resultados
similares han sido reportados para otras proteinas redox pequeiias, como el Cyt c o
proteinas azules de cobre 3972, Inicialmente, este fendmeno fue interpretado como una
consecuencia de la mayor afinidad de adsorcion de la forma oxidada (respecto de la
reducida), mientras que estudios posteriores propusieron que seria el efecto de la
distribucion (caida) interfacial del potencial el principal responsable 30°380381 (yer
detalles en la seccion 1.2.4).

Para estudiar el efecto de la caida interfacial de potencial en Tt-Cua adsorbida, la
estrategia utilizada fue la manipulacién del espesor del dieléctrico en los electrodos de
trabajo. Para este y otros fines, a lo largo del capitulo se emplean electrodos recubiertos
con SAMs de distinto espesor, seleccionando alcanotioles con valores de n de 3; 5; 7; 10
y 15 para la confeccidn de las soluciones de incubacion. Asi, la distancia entre la muestra
adsorbida y la superficie del electrodo de oro se controla de una manera tan precisa
como simple, lo que constituye un excelente método para estudiar el efecto de esta
distancia sobre distintas propiedades de la reaccion de TE. Con el objeto de simplificar
la notacién para estos sistemas, se designard como C, a una SAM mixta de la
composicidon antes mencionada (3:2 HS-(CH2)n-OH:HS-(CH2)n-CHs) para determinado
valor n de metilenos. A partir del estudio del efecto de la distancia muestra-electrodo
sobre el valor del E° en Tt-Cua mediante VC, se observé una modulacién de 20 mV (en
principio lineal) entre C3 y Cis, lo que equivale a un rango de distancias de
aproximadamente 16 A 3 (figura 4-9).

La pendiente del ajuste lineal para la dependencia del valor de E° con el espesor del
dieléctrico es aproximadamente 1,1 mV/A, que resulta un valor compatible con una
simple caida interfacial del potencial 3°. Esto permite descartar, en principio, otros
efectos que pudieran operar sobre las muestras adsorbidas tales como cambios
estructurales. Asi, la estrategia de manipulacién de la distancia proteina-electrodo
resulta valida para controlar, por ejemplo, el acoplamiento electrénico de la reaccidn de
TE heterogénea, que serd estudiado en la seccién 4.2.4. La baja amplitud del efecto
observado sugiere que la caida interfacial del potencial tiene una incidencia menor en
el valor de E°, aunque no permite descartar efectos de mayor envergadura sobre otros
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aspectos de la reaccion de TE, como sus parametros cinéticos. Algunos de estos aspectos
serdn retomados y discutidos a lo largo del capitulo.

0,07

E° vs Ag/AgCl (V)
g

0,05

0 | 5 | 10 15
Numero de grupos -CH.-

Figura 4-9. Valor de E° de Tt-Cua en funcién de la distancia muestra-electrodo medida
en numero de metilenos (-CH>-) de los alcanotioles que conforman la SAM. Los valores
de EY se obtuvieron a 273 K en un buffer de medida HAc/AcNH4 10 mM a pH 4,6 con 200
mM de KNO3 como electrolito soporte. El ajuste lineal arroja una pendiente de 1,1 mV/A.

4.2.2- Efecto de la fuerza idnica sobre el valor de E°

El espacio intermembrana mitocondrial, donde el sitio de Cua de la CcO desarrolla
su actividad bioldgica, presenta un ambiente de composicién compleja y dindmica (ver
secciones 1.2.2 y 1.2.3). Si bien existen resultados previos que indican que la fuerza
idnica (1) de este espacio se encuentra entre 100 y 150 mM, las concentraciones de los
distintos iones, y por consiguiente el valor de |, pueden variar significativamente en las
inmediaciones de las membranas (de manera local y transiente), dado que estas son
superficies cargadas y heterogéneas 82. A su vez, la actividad de las multiples bombas y
canales idnicos presentes en la membrana interna mitocondrial también contribuye
significativamente a la variabilidad temporal y espacial de |. En relacién a estas
caracteristicas (entre otras) resulta entonces de interés el estudio del efecto de esta
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variable sobre la reaccion de TE del sitio de Cua en condiciones (parcialmente)
biomiméticas.

Se desarrollaron experimentos voltamétricos a partir de Tt-Cua y ambas mutantes
puntuales adsorbidas sobre electrodos de oro recubiertos con SAMs Cs y C1s5, empleando
un electrolito soporte compuesto por un buffer HAc/NHsAc 10 mM, pH 4,6; y una
concentracion variable de KNOs (electroquimicamente inerte), a fin de manipular el
valor de I. A partir de los voltagramas adquiridos se estudio la dependencia del valor de
E% con | para ambas SAMs, esto es, a dos distancias diferentes muestra-electrodo (figura
4-10). Los resultados obtenidos sefialan una pronunciada modulacién del valor del E°
con | con una amplitud en torno a los 80 mV a lo largo del rango estudiado, aunque la
mayor parte del efecto se produce en valores relativamente acotados de I: entre 10 y
110 mM. Cabe aclarar que, si bien en esta seccidn se analizaran los resultados obtenidos
en términos del E°, las medidas realizadas permitieron realizar algunas determinaciones
cinéticas, las cuales seran tratadas en la siguiente seccion.

014l 0,12
0,12 0,10 [
0,10 | 0.08}
< 0,08} < 0,06}
006 . Z 004}
:?)’ 0.04f > 0,02
q L
; 0,02[
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0,12 0,12 S
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Figura 4-10. E° vs | para Tt-Cua (azul), M160H (rojo) y M160Q (verde) adsorbidas
sobre electrodos de oro recubiertos con SAMs (A) Cs y (B) Cis. Las lineas no responden a
ningun ajuste y sirven sélo como orientacion de la tendencia observada.

Estos resultados sefialan la importancia de la fuerza iénica como factor modulador
del valor de E?, lo cual resulta particularmente interesante en términos de su relevancia
fisioldgica. Es muy probable que la interaccién entre la subunidad de Cua de la CcO y su
partner bioldgico (el Cyt ¢) modifique significativamente la atmosfera iénica del sitio de
Cua, sobre todo teniendo en cuenta su proximidad a la regidn de interaccién
interproteica. Este cambio en la atmosfera idnica se reflejara en un cambio del valor de
EC, que a su vez contribuiria a aumentar o disminuir la energia libre de la reaccién de TE,
regulando asi su velocidad. Esto implica que la sensibilidad del E° con | puede constituir
un factor determinante en la regulacién de la respiracién celular, no sélo a partir de
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cambios en las concentraciones idnicas del espacio intermembrana, sino también por
las interacciones especificas entre la CcO y el Cyt ¢ que modifican la atmosfera iénica del
sitio activo.

Por otra parte, las medidas realizadas permiten acceder a otras propiedades del
sistema, como la carga total de la proteina (q), para lo cual resulta necesario un andlisis
mas formal. En una primera aproximacion, el valor del E° se vera modulado por el efecto
que ejerce | sobre los coeficientes de actividad (y). Ademads, el potencial que afecte al
sitio redox serd el resultado del efecto tanto de las cargas de la proteina como del
apantallamiento culémbico del medio idnico. A fin de analizar cuantitativamente el
proceso de TE desde un aspecto termodindmico, se puede escribir la variacién de
energia libre (AGx) como:

AG,, = AG® + RTIn (‘;—d) (1)

donde a,.qy a,x son las actividades del sitio en los estados reducido y oxidado
respectivamente. Expresandolo en términos de la ecuacion de Nernst y separando cada
actividad a en concentraciéon c y coeficiente de actividad y, el valor de E° puede
expresarse como:

RT c RT Vred
EO — EO_ —l ( red) —l ( re ) 2
I‘0+nF n Cox +nF n Yox )

donde E, en es el valor de E° cuando se cumple I = 0. Los valores de ¥,¢q Y Vox SON
una medida de las contribuciones eléctricas al potencial quimico de las especies redox y
pueden estimarse a partir del modelo de Debye-Hiickel, que permite expresar al
coeficiente de actividad como:

22 AVI,

In(y) = ——=
n(y) 1+ Br,VI

3)

donde A y B son pardmetros que dependen de la temperatura, y a 298K se estiman
tipicamente con valores de 0,509 (L/mol)¥2 cm™ y de 0,329 108 (L/mol)¥2 cm™
respectivamente. El parametro 7, es geométrico y se define como el radio efectivo de la
especie, considerandola como un ion de simetria radial, mientras que z es su carga. Una
medida razonable de la carga del valor de z para el sitio redox de una proteina es su
carga neta, que llamaremos q. Reemplazando los valores conocidos a 298K, el
parametro z por q y combinando (2) y (3), se pude expresar:

[qu - qzed]‘/l>
1+ 0.3297,V1

E°=EY,—0.03 ( (4)

Para estimar un valor del parametro 7, se utilizaron datos extraidos de calculos
computacionales previamente realizadas en nuestro laboratorio. Estos calculos
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consisten basicamente en simulaciones de dindmica molecular a partir de la estructura
cristalina de Tt-Cua (que fue previamente termalizada y minimizada), donde se evalué,
entre otras propiedades, el radio de giro de la proteina, que puede definirse
intuitivamente como el radio de la esfera de menor tamafio capaz de contener a la
proteina completa. El valor del radio de giro es de 14 A, y se utilizé como una estimacién
de 7, para los ajustes realizados con la ecuacion (4).

Utilizando los datos presentados en la figura 4-10 se analizé la dependencia del valor
de E° con | en términos del modelo de Debye-Hiickel extendido, para lo cual se
incluyeron en el tratamiento Unicamente los valores medidos dentro del rango de
validez del modelo, esto es, hasta un valor de | de 110 mM (figura 4-11). Con esta
metodologia se determind el valor de greq para las tres variantes estudiadas a partir del
ajuste con la ecuacién (4) de los datos en cada condicién (Tabla 4-2). Como resulta
esperable para el caso de un efecto electrostatico inespecifico, los valores no difieren
entre las distintas variantes, no obstante, se observa que la carga de la proteina es
mayor en Cs que en Cis. Esto puede ser atribuible a diferencias en el pH local para
distintos largos de monocapa, de manera que a un mismo valor del pH de la solucién,
para electrodos recubiertos con SAMs de distinto grosor, las especies adsorbidas estaran
sometidas a valores de pH local diferente 3. Este aspecto acerca de las proteinas
adsorbidas sobre electrodos recubiertos con SAMs se profundizard y discutird en la
seccion 4.2.6.

Los resultados indican que el valor de E° puede ser sensiblemente modulado por la
interaccion electrostatica del sitio de Cua con las cargas superficiales de la proteina, pero
el mayor efecto se observa a valores de fuerza idnica por debajo del rango fisiolégico.
Sin embargo, la variacion de la carga total de Tt-Cua con el espesor de la SAM sugiere
que la distribucidn interfacial de potencial podria estar afectando al E° tanto a través de
la caida del potencial local como del corrimiento del pH interfacial respecto del seno de
la solucidn. Por otra parte, como ya fue comentado en parrafos anteriores, la superficie
de Tt-Cua participa en procesos de interaccién interproteica especifica con, al menos, la
subunidad | de CcO y el Cyt ¢, siendo muy probable que estas interacciones modifiquen
la distribucidn de cargas superficiales de las proteinas involucradas. Esto significa que el
valor del E° del sitio de Cua podria cambiar significativamente, por ejemplo, con la
formacién de un complejo transiente con el Cyt c. Este efecto electrostatico sobre el
sitio de Cua a partir de una interaccién especifica donor-aceptor, acoplado a los efectos
gue pueden ejercer los cambios en la atmosfera idnica y el campo eléctrico interfacial,
podria configurar un factor importante en los mecanismos regulatorios de la TE in vivo.
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Figura 4-11. E° vs | para Tt-Cua (azul), M160H (rojo) y M160Q (verde) de la figura 4-
10 acotados a valores de | entre 10mM y 110 mM. Las curvas resultan del ajuste de la
ecuacion (4) para estimar la carga de las proteinas (q) adsorbidas sobre SAMs (A) Cs y
(B) Cis.

Tabla 4-2. Valores de qreq para Tt-Cus, M160H y M160Q adsorbidas sobre Csy Cis a
pH 4,6. El error de los valores reportados es de 0,5 en todos los casos.

Proteina Gred (Cs) Gred (C15)
Tt-Cua 8,5 7
M160H 8,7 7,1

M160Q 85 7,2

4.2.3- Determinacion de parametros cinéticos de la reacciéon de TE

La VC es una técnica que permite el acceso a parametros cinéticos de la reaccion de
TE heterogénea mediante el muestreo de la respuesta voltamétrica a distintas
velocidades de barrido. Como paso previo a estudios cinéticos se verificd una relacién
lineal de las intensidades de corriente lpa € Ipc de los voltagramas con v, caracteristica
distintiva tanto de especies en estado adsorbido como de la ausencia de una
contribucién significativa de la resistencia no compensada (Ry) de la celda
electroquimica # (figura 4-12). Esta ultima cualidad resulta una condicién crucial a la
hora de determinar la constante temporal de la celda (t.), definida como el producto
entre R, y la capacitancia del electrodo de trabajo (C,). El valor de ambos parametros
caracteristicos de una celda electroquimica con un electrodo de trabajo de simetria
radial esférica (lo cual resulta una buena aproximacién al caso) estd definida como:

C, = 4mr2CY (5)

Ry = (4mkrg) ™! (6)
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donde 7, es el radio del electrodo de trabajo (cuasi) esférico, C? es la capacitancia del
electrodo de trabajo por unidad de drea y k es la conductividad de la solucién de la celda.
Estrictamente, la ecuacién (6) deberia completarse con un factor que considera la
disminucion del valor de R,, por la proximidad del electrodo de referencia, definido
como x/(x + 1), donde x es tal distancia entre ambos electrodos (el de trabajo y el de
referencia). Este factor pierde peso rapidamente para electrodos de trabajo de
dimensiones reducidas (como los aqui empleados) por lo que, en primera aproximacion
y para evitar sobreestimar los limites de deteccidn, serd considerado unitario, es decir,
x > 1y. Cabe aclarar, a pesar de esta consideracion, en todas las medidas cinéticas se
minimizoé lo maximo posible el valor de x, con el objeto de optimizar ..

e Tt-Cu,

- e M160H

¢ M160Q
Tt-3L

[ e Tt-3L-M160H

-0,2 0,0 0,2 0,4 0 20 40 60 80
E’ vs Ag/AgCl (V) v(V/s)

Figura 4-12. (A) Ejemplo de voltagramas de Tt-Cua adsorbidos sobre una SAM Cs
medidos a diferentes valores de v entre 0,1 y 50 V/s. (B) lpa € Ioc €n funcion de v para Tt-
Cua (azul), M160Q (verde), M160H (rojo), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta). En
todos los casos se observa una clara dependencia lineal.

De la definicion de 7. y las ecuaciones (5) y (6) surge inmediatamente la expresion:
T, = 1ok~ 1C2 (7)

que considerando un valor de C2 = 3,7 uF cm?2 y un k = 0,02 Q' cm™, como ha sido
reportado para un electrodo de oro recubierto con una SAM Cs OH pura y una solucién
200 mM de KNOs respectivamente, resulta en valores de 7. entre 11,1y 16,6 us para los
tamarios de electrodos empleados, de 1, entre 0,06 y 0,09 cm 8486 (ver seccién 2.2.1).
Distintos autores sefialan el limite cinético de deteccidn de una celda electroquimica
entre valores de 57, y 107,, esto quiere decir que el limite cinético de deteccion mas
conservador (tomando un limite de 107,, un 1y de 0,09 cm y un x > 1) contempla un
proceso de constante de velocidad de 6000 s, mientras que para un tamafio promedio
de electrodo el limite estd en 7250 s
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Se determinaron experimentalmente los dos parametros que definen la constante
temporal de la celda, R, (con una utilidad del software Gamry Instruments Framework
Version 5.61) y C, (a partir de la corriente capacitiva de un voltagrama), obteniéndose
valores promedio de 38 Q y 0,26 puF, respectivamente. Estos valores corresponden a un
T, de 10 us lo cual permite, manteniendo el criterio conservador del limite de deteccidn
en 107., medir una constante de velocidad de hasta 10000 s™. Este valor supera el
estimado tedricamente en el pdrrafo anterior, en particular, porque el valor de
resistencia obtenido es menor al esperado teniendo en cuenta el k considerado y para
un valor promedio de r (0,075 cm), en cuyo caso se obtendria R, = 50 2. La baja
resistencia medida es consecuencia de la optimizacion de la geometria de la celda, en la
cual se minimiza la distancia entre los electrodos de trabajo y de referencia,
disminuyendo el valor del factor x/(x + r,). A lo largo de la tesis, se tuvo especial
cuidado con este factor en los experimentos donde los procesos medidos fueran
rapidos, de manera de mejorar aun mas la constante de tiempo de la celda. Cabe sefialar
que este limite supera por mas del 100% al maximo valor de constante de velocidad
medido, y por mas del 200% al valor medido en la mayoria de los procesos rapidos de
este capitulo (como se vera en las siguientes secciones). Valores similares fueron
determinados a partir de medidas de impedancia modeladas con un circuito RC, y
también se determind experimentalmente la conductividad de la solucién de medida
(10 mM de buffer fosfato y 200mM de KNOs), que presenta un valor de k = 0,021,
consistente tanto con el valor de literatura y como con el valor de R,, medido para la
celda.

A partir de las medidas presentadas en la figura 4-12 es posible acceder al valor de
kre de las especies adsorbidas utilizando el método de Laviron sobre los datos
expresados en el denominado “grafico de trompeta” (figura 4-13). Este formalismo
consiste en el empleo de una curva de trabajo que vincula el valor de kre con AEp en
funcion de v, y es vélido para valores de AE, de hasta 200 mV ¥, Es ademds necesario
para un ajuste confiable que el sistema presente una respuesta electroquimica similar
en ambos estados redox, lo que se traduce en un valor de coeficiente de transferencia
de carga (a) cercano a 0,5. Esta condicion se deriva tipicamente en una respuesta
voltamétrica simétrica (como la observada para las distintas variantes en la figura 4-8) y
se considera que el ajuste es apropiado en un rango de valores que comprende entre
0,3<a<0,7707273

Por otra parte, si bien en el trabajo original se plantea un limite cinético de
aproximada-mente 1000 s para el método, en lineas generales se corrobora que es la
constante de la celda 7. el Unico factor que determina el limite cinético de deteccidn, e
incluso algunos trabajos sefialan que este método tiende a sobreestimar (en hasta un
20%) los valores de kre en condiciones donde el efecto del campo eléctrico interfacial
sea considerable 71878 E| método de Laviron fue desarrollado a partir del formalismo
de Butler-Volmer, muy utilizado dado el contraste entre su alto poder predictivo y su
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bajo nivel de complejidad. Es interesante sefialar que el marco teérico de Marcus
constituye un abordaje mas refinado y complejo para una reaccién de TE heterogénea,
no obstante, ambas teorias predicen comportamientos muy similares en condiciones
cuasi-reversibles, donde los valores de AE, son bajos .

-0.02H(A) (B)
0.8l
~ -
=001k 0.7
3 06}
4 g
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Figura 4-13. (A) E, en funcion de log(v), conocido como grdfico de “trompeta”, para
un experimento sobre Tt-Cua. (B) Ajustes de Laviron para los datos del panel (A). La
inversa de la pendiente del ajuste lineal corresponde con la kte.

Preliminarmente se realizaron medidas de ke en funcién de | con el objeto de
determinar las concentraciones de electrolito soporte por encima de las cuales el efecto
de Ry sobre las medidas electroquimicas fuera despreciable (figura 4-14). Los resultados
sefialan que a concentraciones mayores a 120 mM de KNOs (sumado el buffer 10 mM)
no se detectan cambios significativos en el valor de kre. A partir de estas
determinaciones se estipulé una concentracién de 10 mM del par acido-base regulador
mas 200 mM de KNOs para las distintas soluciones de medida utilizadas en experimentos
sobre especies adsorbidas. Es interesante comentar que, si bien son condiciones
comparables a las encontradas en literatura, algunos autores han reportado
incrementos en el valor de kre aln por encima de estas concentraciones en un sistema
similar como el Cyt ¢ adsorbido %3. No obstante, tales aumentos resultan en
aproximadamente un 10% del valor de ke para un incremento de un orden de magnitud
en el valor de I. Aun cuando no se ha determinado univocamente si el origen de este
aumento radica en un valor residual de R,, o un efecto especifico de la fuerza idnica
sobre la cinética de la reaccién de TE del Cyt ¢, su incidencia es minoritaria, por lo que
se le ha restado importancia en términos practicos.
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Figura 4-14. ke vs | para Tt-Cua (azul), M160Q (verde) y M160H (rojo) en estado
adsorbido a pH 7. La linea punteada vertical marca el valor de | por encima del cual no

hay cambios significativos en kre. Las lineas horizontales marcan el rango de valores de
kre en el que no se registran variaciones significativas. Los ajustes corroboran la variacion
casi nula en los valores de kre a concentraciones salinas por encima de los 200mM.

El valor absoluto de kie que obtiene con esta estrategia experimental no es en si
mismo relevante para la caracterizacién de las distintas variantes, dado que no sélo
depende de las propiedades de la proteina sino también de las del electrodo de trabajo.
No obstante, la comparacién entre los valores de ke de las distintas variantes de Tt-Cua,
asi como también el monitoreo de la dependencia de este pardmetro con distintas
variables (como la distancia muestra-electrodo o el pH) representan herramientas muy
utiles para el abordaje cinético de la reaccion de TE. Resulta de particular interés el
estudio de la dependencia de dicho parametro con la temperatura, ya que los datos
obtenidos permiten acceder a la energia de activacion del proceso (AE") a partir de un
ajuste tipo Arrhenius. Cabe sefalar que en el acotado rango de temperaturas
experimentalmente accesibles (de 278 K a 313 K) la utilizacién de ajustes mas refinados
gue el de Arrhenius (tales como el de Eyring o el de Marcus) no exhiben diferencias
significativas. La energia libre de activacion (AG’) es aproximadamente igual a AE”
teniendo en cuenta que en fases condensadas la entalpia y la energia de activacion
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resultan practicamente equivalentes (AE* = AH*) y que la entropia de activacién (AS")
es en primera aproximacion despreciable para metaloproteinas redox, que tipicamente
vale AS* = AS°/2 90, Ademds, como fue desarrollado en la seccién 1.3.1, dadas las
condiciones experimentales y el modelo empleado se corrobora que AG* = A/4, lo que
implica que a partir del ajuste de Arrhenius es posible acceder al valor de A de la reaccién
de TE para cada variante 1. No obstante, en la literatura existe una variedad de
estrategias para la determinacién de A, con enormes discrepancias en los valores
reportados para los diversos sistemas estudiados, lo que evidencia la dificultad de su
determinaciéon 9297, Esto hace importante que el anélisis de los resultados sea
cuidadoso, evitando la comparacién entre valores determinados mediante distintas
técnicas. Con estas consideraciones, se realizaron medidas voltamétricas por triplicado
(o mas réplicas) de las cinco variantes en funcién de la temperatura, en un rango que va
de 5°C a 40°C (figura 4-15 A). Para cada una de las temperaturas ensayadas se
adquirieron voltagramas a distintas velocidades de barrido para obtener valores de ke
mediante el formalismo de Laviron y utilizaras en el ajuste tipo Arrhenius para acceder
al valor de A de cada variante (figura 4-15 By C).

Las distintas variantes, a excepcidon de Tt-3L-M160H, presentan valores de kre
similares (medidas a idénticas condiciones experimentales), indicativo de que las
distintas mutaciones de primera y segunda esfera de coordinaciéon no perjudican
significativamente la cinética global del proceso (tabla 4-3). En el caso de Tt-3L.-M160H,
el valor de kre muestra una caida de casi dos 6rdenes de magnitud respecto de las demas
variantes, lo cual puede ser consecuencia de un elevado valor de A y/o un bajo valor de
|Hoa| (segun la teoria de Marcus). Sin embargo, ni M160H ni Tt-3L (cuyos valores de A
son similares) presentan tales caidas de krg, lo cual descarta este parametro como
responsable la cinética lenta y sugiere una fuerte disminucién del acoplamiento
electronico. Cabe recordar que el segmento Il de la secuencia aminoacidica (con
numerosas mutaciones en esta variante) forma un “bolsillo” que expone el carbonilo
amidico de la cisteina 153 en el complejo con el Cyt css2, ¥ se postula que la cinética
rapida de la reaccion de TE de Tt-Cua en estado adsorbido radica en la conservacion de
dicho bolsillo y la formacién de un puente de hidrégeno entre el carbonilo amidico del
ligando C153 y un OH de la SAM, maximizando el pardmetro |Hpa| %27 (figura 4-2).
Esta hipodtesis fue reforzada por resultados a partir de mutantes puntuales de residuos
cuya voluminosidad restringia levemente la accesibilidad del carbonilo del ligando C153,
disminuyendo drasticamente la velocidad de TE disminuye >'72%, Es posible que la
estabilidad estructural disminuida de Tt-3L-M160H contribuya una distorsién menor en
la region del segmento lll, tendiendo a cerrar el bolsillo que expone dicho carbonilo e
impidiendo asi la formacién del puente de hidréogeno que maximiza el acoplamiento
electronico.
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Figura 4-15. (A) Voltagramas de Tt-Cua (a modo de ejemplo) adsorbida sobre una
SAM Cs adquiridos a cuatro temperaturas distintas (5; 12,5; 25 y 38 °C). La solucion de
medida contiene 200 mM de KNO3 y 10 mM de fosfato a pH 7. (B) Ajuste de Laviron para
los datos voltamétricos de las medidas mostradas en (A) a distintos valores de v para 5;
12,5; 25 y 38 °C (azul, marrdn, negro y rojo, respectivamente). (C) Grdfico de Arrhenius
para Tt-Cua (azul), M160Q (verde), M160H (rojo), Tt-3L (naranja) y Tt-3L M160H
(violeta). La pendiente de los ajustes lineales permite acceder al valor de A, reportado en
la tabla 4-3 junto al valor de kre a 25°C de cada variante.
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Tabla 4-3. Valores de kre (a 273 K) y A para Tt-Cua (azul), M160Q (verde), M160H
(rojo), Tt-3L (naranja) y Tt-3L M160H (violeta) en estado adsorbido a pH 7 (en las
condiciones especificadas en la figura 4-15). El error en los valores de los pardmetros
reportados es de aproximadamente un 15 %.

Pardmetro |  Tt-Cua M160H M160Q Tt-3L Tt-3L-M160H
kre (L) 3200 3800 3000 2700 32
A (eV) 0,29 0,60 0,32 0,62 0,60

Por otra parte, los valores de A obtenidos para las distintas variantes de Tt-Cua a pH
7 pueden separarse en dos grupos: Tt-Cua y M160Q presentan valores en tornoa 0,3 eV
mientras que M160H, Tt-3L y Tt-3L-M160H presentan valores cercanos a 0,6 eV (tabla
4-3). Apelando nuevamente a antecedentes bibliograficos, distintos calculos basados en
mecanica cuantica (algunos realizados en nuestro laboratorio) predicen un valor de A
entre 0,3y 0,4 eV para el sitio nativo de Cua en el estado a;;, mientras que en el estado
m, el valor estaria en torno a 0,6 y 0,7 eV %992, Teniendo en cuenta que Tt-Cua y M160Q
presentan un poblamiento muy mayoritario del estado fundamental a;;, los valores de A
medidos sugieren que es éste el estado redox activo (RAMO) que se detecta en los
voltagramas. A priori se podria atribuir la ausencia de una segunda cupla detectable
correspondiente al sitio activo en su estado alternativo m, a su baja poblacidn,
dificultando asi la deteccidn voltamétrica por la baja intensidad de corriente asociada.
No obstante, los resultados de las demds variantes descartan esta hipétesis, dado que,
como se discutid en el capitulo anterior, el estado fundamental alternativo m,, presenta
una poblacién considerable y comparable al del estado fundamental o;;. Ademas, las tres
variantes presentan una Unica cupla redox cuyos valores de A son consistentes con el
estado fundamental alternativo m, actuando como unico RAMO. La ausencia de
segundas cuplas fue corroborada en ensayos voltamétricos realizados en amplias
ventanas de potenciales (-0,6 V a 0,7 V) y valores de v (0,001 V/s a 75000 V/s),
descartando la actividad redox de ambos estados fundamentales alternativos en la
misma variante proteica. Estos resultados hacen necesario un analisis mas profundo
para entender el fendmeno que produce la ausencia total de una u otra cupla redox en
las distintas variantes.

En primer lugar, ya se ha discutido que el sitio de Cua en su estado oxidado puede
describirse mediante una superficie de energia potencial en funcién de una coordenada
de reaccidn arbitraria (por ejemplo, la distancia entre los iones metdlicos) con dos
minimos casi degenerados, los estados fundamentales alternativos a;; y m,, (ver detalles
en la seccion 3.1.5). Ademas, medidas RMN indican que el valor de AE;: /, es muy bajo
en las variantes que presentan valores de A=0,6 y que la interconversién entre ambos
estados es muy rapida >°5%°8 (ver detalles en las secciones 3.2.1y 3.2.2). Sila coordenada
de la reaccion de TE estuviera acoplada a la coordenada (o las coordenadas) de la
transicion o, /m,, el sitio de Cua sélo transferira el electréon a través de uno de los dos
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estados fundamentales, y es la relacion entre la energia libre de activacion de la reaccién
de TE (AGrg) y el valor del AE,: /. la que determine cual de ellos. El avance sobre la
coordenada de reaccion de un proceso y el otro serian equivalentes, y ocurrird
indefectiblemente primero el de menor energia de ambos (figura 4-16). Cuando AE . /.
sea lo suficientemente grande como para superar la energia libre de activacion de la
reaccion de TE (el valor de AGrg), entonces el RAMO sera el estado fundamental oy,
como sucede con Tt-Cuay M160Q que son las variantes con valores mas altos de AE: /.
(figura 4-13 A). Por su parte, Tt-3L, M160H y Tt-3L.-M160H presentan valores de AE: /-
mucho mds bajos y menores al valor de AGg en cada caso, por lo tanto, el sitio de Cua
en su estado fundamental g;; indefectiblemente sufrird la transicion al estado m,, antes
de que ocurra la reaccién de TE, haciendo de este ultimo el RAMO (figura 4-13 B).

Segun este modelo, independientemente del estado fundamental de partida, es el
valor de AGrz del RAMO el que se mide experimentalmente en tanto que el
acoplamiento entre ambos procesos (la reaccion de TE y el intercambio de estado
fundamental) sea fuerte. Si este acoplamiento no lo fuera, existiria una probabilidad de
que el proceso de mayor energia también se produjera (en alguna proporcion), y esta
probabilidad aumentaria cuanto menor sea la diferencia entre ambas energias. Sin
embargo, no se observan rastros de una segunda cupla redox en ninguna de las cinco
variantes, lo que sugiere que ambos procesos estan altamente acoplados, haciendo
virtualmente inaccesible al de mayor energia. Asi, la relacion de magnitudes entre

I "

ambas variables, a saber, AGrg vy AE;: /r,, determinaria el “camino” que toma la
reaccidon de TE. Como fue comentado en la seccion 4.1.3; estudios computacionales
previamente realizados en nuestro laboratorio indican la existencia de multiples
distorsiones que pueden producir la transicion o;,/m,, aumentando la probabilidad de
que este tipo de acoplamiento ocurra ®2. Este antecedente, sumado a las evidencias
acerca de distintos factores fisioldgicamente relevantes que modulan el valor del E°
(algunos ya presentados y otros que seran discutidos en las siguientes secciones),
sugieren que este modelo podria configurar parte de un mecanismo regulatorio de la TE

in vivo.

Por otra parte, estos resultados indican que ambos estados fundamentales pueden
ser redox activos, y que las distintas variantes utilizadas en esta tesis permiten estudiar
a cada uno de manera independiente, lo cual representa una conclusién de enorme
valor experimental que serd explotada en las siguientes secciones. Ademas, tanto
M160H como Tt-3L presentan velocidades de TE similares a Tt-Cua y M160Q a pesar de
tener un valor de A superior (tabla 4-3). La similitud en la cinética de la reaccién de TE
sugiere que el acoplamiento electrdnico del estado alternativo r,, estaria siendo mayor
que el del estado fundamental g;;, sobrecompensando el mayor valor de A. Este aspecto
serd tratado en profundidad en las secciones 4.2.5y 4.2.6.
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Figura 4-16. Modelo idealizado de la SEP para sitios de Cua con valores (A) altos de
AEs: /7., cOMo Tt-Cua y M160Q, y con valores (B) bajos de AE ;- /. , como M160H, Tt-3L
y Tt-3L-M160H. Las curvas de los estados oxidados a,, y m,, se muestran en azul y rojo
respectivamente. Las curvas de los estados reducidos ay, y m,, se muestran en verde y
naranja respectivamente. Cuando AE: ;. es mayor al valor de AGrg la reaccion de TE
produce desde el estado a,;,, mientras que cuando es menor, se produce desde el estado
m,. El acoplamiento entre las coordenadas de la transicion o;;/m, y de la reaccion de TE
en el estado a;, anula su actividad redox.

4.2.4- Dependencia de la velocidad de TE con la distancia muestra-electrodo

En la seccion 1.3.1 se desarrollaron los fundamentos de la teoria de Marcus y su
extension para reacciones de TE heterogénea (Marcus —DoS), segun la cual el valor de
kre es proporcional al cuadrado del elemento de matriz del acoplamiento electrénico
entre el donory el aceptor de la reaccion de TE (|Hp4]):
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_ |Hp,|? exp[2B(R. — R

k =
e h/amAkyT

donde R, es la distancia del sitio redox al electrodo, R, es la distancia minimay |HJ |

o)l |Hpal? f f©p(e)rn(e; ) de (8)

es el acoplamiento electrénico a R, ¢ es el sobrepotencial aplicado al electrodo, € es la
variable de integracion y se corresponde con los niveles de energia del metal, kg es la
constante de Boltzman, f(e) es la distribucién de Fermi-Dirac para el electrodo
metalico, p(€) es su densidad de estados y k,(€;¢) es el factor de reorganizacion
nuclear (o factor de Franck-Condon).

Se determind el valor de la ke para Tt-Cua y las mutantes puntuales en funcion de la
distancia muestra-electrodo mediante la manipulacion del espesor de las SAMs
utilizadas (figura 4-17). Los resultados obtenidos verifican la dependencia esperada
segun las ecuacion (8) a distancias largas con un valor de B = 1,1 A%, similar al reportado

para diversos sistemas de caracteristicas similares en la regidn no adiabatica
19,31,32,35,43,44,99—101-
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Figura 4-17. Dependencia (logaritmica) de kre con la distancia (medida en numero de
metilenos de la SAM) para Tt-Cua (azul), M160H (rojo) y M160Q (verde). El valor
reportado de 8 = 1,1 A se midié a partir de la pendiente entre los puntos medidos sobre
SAMs Ci5 y SAMs Cio.
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Por otra parte, al igual que numerosos ejemplos mencionados en la seccion
introductoria, la kte tiende a un plateau a distancias cortas cuyo origen puede deberse a
distintos fendmenos 393> (figuras 4-3 y 4-17). En el marco tedrico de Marcus se plantea
que, como regla general, cuando el acoplamiento electrénico es lo suficientemente
grande (distancias cortas), el mecanismo de reaccién cambia, pasando del limite no
adiabdtico al limite adiabatico, también conocido como régimen de control friccional **
(figura 4-4 A). En esta situacion, la kre se hace proporcional a la frecuencia nuclear
efectiva (v,,) que lleva a los reactivos a la interseccidn de las curvas de energia libre (ver
detalle en seccién 1.3.1):

krg = vnin(€§) €))

El factor v,, es la frecuencia efectiva nuclear y esta vinculado con los tiempos de
relajacion de la polarizacién del solvente, que a su vez esta relacionado con lo modos
difusionales del mismo y dependen de la viscosidad (n) 34324344101 por |o tanto, la ke
en el régimen de control friccional esta estrechamente vinculada con la viscosidad del
medio, ya que ambos dependen de dichos tiempos de relajacién. Trabajos pioneros de
Goguadze y colaboradores demostraron una proporcionalidad empirica entre Ia
viscosidad del medio y el factor v,;, que mas tarde fue corroborada y estudiada en mayor
profundidad por Khoshtariya y colaborador 344344101102 Esta proporcionalidad
responde a la expresion:

vy xnd (10)

donde 6 es un parametro empirico de acoplamiento solvente-proteina que puede
adoptar valores entre 0 y 1. El valor nulo de 6 indica que la relajacidn de la polarizacion
del solvente y v,, estan integramente desacoplados, es decir, no hay una vinculacién
directa entre la dindmica del solvente y la del sitio redox. Por su parte, cuando 6 = 1
ambas dinamicas estan acopladas y la reaccion de TE en el régimen adiabatico
dependera de la viscosidad del medio.

Con el objetivo de evaluar esta correlacidn sobre Tt-Cua en la regién del plateau se
determinaron los valores de kre a partir de medidas voltamétricas realizadas con
soluciones de trabajo a distintos valores de 77, que se ajustaron mediante el agregado de
sacarosa en la solucién de medida. Como se muestra en la figura 4-18, las medidas
cinéticas en funcién de la viscosidad se llevaron a cabo tanto en la zona de respuesta
exponencial de la figura 4-17 (Cis) como en la regién del plateau (figura 4-18 A y B,
respectivamente). Cabe senalar que, en el rango de concentraciones de sacarosa
utilizados (entre 0 y 30 % m/m), la viscosidad es la Unica propiedad que sufre cambios
significativos, mayores al 300%, mientras que otros parametros como la conductividad
o la constante dieléctrica varian por debajo de un 10% 13, En muestras adsorbidas sobre
electrodos de oro recubiertos con SAMs Css, situacion experimental gobernada por el
régimen no adiabatico de TE, el valor de la kre resulta insensible a cambios en 7. Por su
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parte, en las muestras adsorbidas sobre SAMs Cs se observa un evidente efecto
ralentizador de la reaccién de TE al aumentar 7. A partir del ajuste de los datos a la
ecuacion (10) se determind un valor de 6=0,5, similar al reportado para otros sistemas

similares en condiciones de control friccional de la reaccion de TE heterogénea
43,102,104,105

A C5 e Tt-Cu, 24 B 015 e Tt-Cu,
e M160Q 20l e M160Q

2,0+

2500L- e M160H

1,81
1,61

—a-e
L
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20001

k TE

1.4

1500+ 12 8=0.0

1,01
10001 0.8y

1 2 3 4 T 2 3
nm, nm,
Figura 4-18. kit en funcion de n (normalizada) para Tt-Cua (azul), M160H (rojo) y
M160Q (verde) adsorbidas sobre (A) SAM Cs y (B) SAM Cis. Los ajustes a la ecuacion (11)
presentan el mismo valor de & para las tres variantes, obteniéndose un 6=0,5 en Cs y un
6=0,0 (no hay dependencia) en Cis.

Este resultado es consistente con el cambio de mecanismo planteado para la
reaccidon de TE en la region del plateau. No obstante, el mismo tipo de dependencia de
la velocidad de TE con 71 ha sido propuesto para un mecanismo gobernado por un
fenédmeno de reorientacién o cambio conformacional que no esté intrinsecamente
vinculado con la reaccién de TE, pero que actie como paso limitante (figura 4-4 B). En
este mecanismo, el cambio conformacional es condicidn necesaria para que ocurra la
reaccion, y sila velocidad de intercambio entre la conformacién activa y la conformacién
inactiva es menor a la velocidad de TE, serd entonces el proceso limitante 31354546 | os
resultados hasta aqui presentados son, en principio, compatible con los dos modelos
planteados.

Si bien ambos mecanismos comparten la dependencia inversa con 7, son procesos
distintos y por lo tanto deben tener diferente valor de AGr aparente, ya que en uno de
los casos serd la energia de activacion del proceso previo a la reaccion de TE. El factor
K, (€; &) en la ecuacidn (9) es en principio igual tanto en el régimen no adiabatico como
en el régimen adiabatico de TE, y puede expresarse como (ver seccion 1.3.1):

Kn(e;f)-— [(A__ef'ke) de (11

40kyT
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Dado que los valores de kte obtenidos utilizando la curva de trabajo de Laviron son
por definicién valores a § = 0, se cumple que AG* = A/4 , lo cual permite acceder al
valor de A considerando las mismas aproximaciones que las desarrolladas en la seccidon
anterior. Teniendo en cuenta que en principio k, es independiente del mecanismo de
reaccion, el valor de AGy aparente de la TE en el régimen no adiabatico sera el mismo
que el que se mida en la region del plateau si el mecanismo es de control friccional,
mientras que se observara un valor diferente de AGrz aparente si existiera un paso
limitante de tipo conformacional. Por ejemplo, para Cyt ¢ fuertemente adsorbido sobre
SAMs de cadena corta, donde el paso limitante no es la TE sino la reorientacidn, el valor
aparente de A resulta muy inferior al medido en condiciones dptimas °*.

Se midieron los valores de AGrg aparente a partir de las constantes de Tt-Cua
adsorbida sobre SAMs Cis y Cs, en este Ultimo caso a dos valores distintos de viscosidad,
aplicando el ajuste de Arrhenius de la misma forma que la desarrollada en la seccién
anterior (figura 4-19). Los resultados de los tres experimentos revelan una total
independencia del valor de AG7g aparente (y por consiguiente de A) respecto de la
distancia muestra-electrodo, asi como también del valor de n (tabla 4-4). El caracter
invariante de los pardmetros de activacién de la reaccion de TE es consistente con un
régimen de control friccional a cortas distancias muestra-electrodo 3. Mas aun, a la luz
de la evidencia acumulada a lo largo de los ultimos afios, este pareciera ser el
mecanismo generalizado para la TE en proteinas redox bajo condiciones de elevado
acoplamiento electrénico %4,

Tabla 4-4. Valores de AGyy aparente y de A obtenidos a partir del ajuste de Arrhenius
sobre las medidas cinéticas de Tt-Cua adsorbida sobre Ci5 y Cs (en este ultimo caso a dos
valores distintos de n).

Cx (-CH2-) n/no AG* (kJ/mol) A (eV)
15 1 7+1 0,3+0,1
5 1 7+1 0,3+0,1
5 2 7+1 0,3+0,1
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Figura 4-19. Grdfico de Arrhenius para Tt-Cua adsorbida sobre Cs (circulos) en un
medio de viscosidad n/no=1 (circulos llenos) y n/no=2 (circulos vacios), y adsorbida sobre
Ci15 en un medio de viscosidad n/no=1 (cuadrados). La pendiente de los ajustes lineales
permite acceder al valor de A (a partir del valor de AG*), igual para los tres casos y
reportado en la tabla 4-4.

4.2.5- Efecto del pH sobre el sobre el sitio de Cua en un entorno biocompatible

Estudiar el efecto del pH sobre las propiedades de una proteina redox resulta un
aspecto atractivo para explorar los mecanismos de TE. Existen numerosos antecedentes
en la literatura de casos donde el pH tiene algun efecto significativo sobre parametros
funcionales relevantes de este tipo de sistemas 19°>106-110 Ademds, la cadena de
transporte de electrones de la respiracién celular se caracteriza por multiples procesos
de transferencia electrénica y protdnica acoplados (ver detalles en la seccién 1.2.2). Asi,
el entorno fisioldgico de la subunidad de Cua de las CcOs representa un ambiente de
fuertes variaciones en la concentracién protdnica. A lo largo del capitulo 3 se expusieron
resultados experimentales y antecedentes bibliograficos que descartan un efecto
significativo del pH sobre las propiedades estructurales y funcionales de Tt-Cua en un
rango fisiolégicamente relevante. Estos resultados se mostraban en clara contraposicion
a las determinaciones previamente realizadas sobre el sistema quimérico Cua-Azu,
donde se observa una transicidn de estados dependiente del pH °*>°. Sin embargo, tanto
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los experimentos espectroscépicos como electroquimicos fueron realizados en solucién
y el comportamiento de la proteina adsorbida a un entorno biocompatible puede no ser
el mismo.

Al igual que en casos anteriores, se realizaron experimentos de VC con Tt-Cua y las
distintas mutantes adsorbidas sobre electrodos de oro recubiertos con SAMs Cs, pero
en este caso a distintos valores de pH de la solucién de medida. En los primeros ensayos
se exploré una amplia ventana de valores de pH, entre 2,5 y 10; para estudiar el
comportamiento del valor de E° y poder detectar o descartar transiciones dependientes
del pH (figura 4-20 A). Los resultados muestran una variacion continua y mondtona, con
una amplitud maxima de aproximadamente 100 mV en todo el rango. Este tipo de
dependencia, comparable a la observada para Tt-Cua en solucién, ha sido atribuida a un
efecto electrostatico de la superficie proteica, poblada de residuos protonables cuyos
equilibrios acido-base modifican de manera continua (a lo largo del rango de pH) la
atmésfera idnica del sitio activo °8. Las diferencias entre Tt-Cua en estado adsorbido y
en solucién en cuanto a la dependencia del valor de E° con el pH estdn probablemente
asociadas al cambio de superficie expuesta al solvente y a diferencias en los valores
locales de constante dieléctrica y de pH tras la adsorcién 31! (como se discutira en la
siguiente seccion). Es importante sefalar también que, aunque la magnitud de la
variacion total es considerable, la ausencia de quiebres o cambios abruptos permite
descartar transiciones como la observada en Cua-Azu >°. Por otra parte, acotando el
rango del pH analizado a valores fisiolégicamente relevantes, en torno a pH 7, tanto el
E® de Tt-Cua como de las distintas variantes presentan variaciones de pocos mV (figura
4-20 B). Estos resultados sugieren que el pH no cumpliria un rol determinante en la
modulacion del valor del E°.

Se estudié también la dependencia del valor de la ke de las distintas variantes de Tt-
Cua en funcidn del pH, mediante el mismo método descripto en las secciones anteriores,
obteniéndose resultados cuya interpretacion resulta menos inmediata (figura 4-21). En
primer lugar, Tt-3L presenta un valor de kre insensible al pH dentro del rango estudiado,
mientras que Tt-Cua y ambas mutantes puntuales exhiben una dependencia reversible
de tipo sigmoidea con un valor de pKa en torno a 5, sugiriendo una transicidon pH-
dependiente de este pardmetro. En segundo lugar, resulta destacable la diferencia de
amplitudes para dicha transicion, ya que mientras el valor de kre de Tt-Cua y M160Q
apenas varia en aproximadamente un 25%, en M160H el aumento supera el 100% (tabla
4-5). Con el objeto de ilustrar la magnitud del cambio, se presentan en la figura 4-21
datos “crudos”, como ejemplos de voltagramas y graficos de Laviron, para las variantes
con efectos mas disimiles, a saber, Tt-3L y M160H. Cabe mencionar que, ante
dificultades experimentales que presenta Tt-3L-M160H a valores de pH no neutros, esto
es, degradacion de muestra y pérdida de respuesta electroquimica (como fue
comentado en la seccién 3.2.2), ha resultado imposible obtener datos cinéticos de
buena calidad a partir de medidas en funcidn del pH.
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Figura 4-20. (A) E° en funcién del pH para Tt-Cua en estado adsorbido (circulos llenos)
y en solucioén (circulos vacios). (B) E° en funcidn del pH para Tt-Cua (azul), M160Q (verde),
M160H (rojo), Tt-3L (naranja) y Tt-3L-M160H (violeta) en estado adsorbido. A la derecha
de (A) y (B) se presentan voltagramas de cada variante a pH neutro (linea llena) y dcido

(linea punteada, a modo de ejemplo.

Tabla 4-5. Valores de ke minimo y mdximo a lo largo del rango de pH medido,
aumento porcentual de su valor entre pH dcido y pH neutro y pKa de la transicion medida
para Tt-Cuga, Tt-3L, M160Q y M160H en estado adsorbido.

Proteina kre min (s2) kre max (s1) Aumento (%) pKa
Tt-Cua 2500 + 200 3200 + 300 28 5,0
Tt-3L 2800 + 500 2700 + 300 - -
M160Q 2400 + 200 3000 + 300 25 4,8
M160H 1800 + 300 3800 + 500 111 51
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Figura 4-21. Medidas cinéticas de las distintas variantes de Tt-Cua adsorbidas sobre
C5 en un buffer de medida con 10mM fosfato (pH variable) y 200 mM KNOs. (A) y (B)
Voltagramas de Tt-3L (naranja) y M160H (rojo) adquiridos a distintas velocidades de
barrido. (C) y (D) Formalismo de Laviron para la obtencidn del valor de ke en los valores
extremos de pH ensayados. (E) kre (normalizada) en funcion del pH para Tt-Cua (azul),
M160H (rojo), M160Q (verde) y Tt-3L (naranja) en estado adsorbido. Se muestran los
valores de pKa obtenidos del ajuste a una curva sigmoidea, a excepcion de Tt-3L, que no
presenta transicion dependiente del pH.
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Segun la teoria de Marcus, una transicion en el valor de ke producida en estas
condiciones experimentales puede estar reflejando cambios en tres variables distintas,
a saber, la fuerza impulsora, el acoplamiento electrénico y la energia de reorganizacién
(ver detalles en la seccién 1.3.1). Dadas la ausencia de transiciones abruptas en el valor
del E® y el hecho de que el método utilizado para determinar ke arroja el valor a
sobrepotencial nulo, la fuerza impulsora no puede ser la responsable del cambio cinético
8789 _Si bien no es posible medir de manera directa el acoplamiento electrénico entre la
muestra adsorbida y el electrodo, se puede acceder al valor de A empleando el ajuste de
Arrhenius del mismo modo que en las secciones anteriores. Con este objetivo se
realizaron determinaciones del valor de kre en funcion de la temperatura a valores
distintos de pH por encima y por debajo del pKa de la transiciéon. Sorprendentemente
M160H mostré también una transicién pH-dependiente en este pardmetro, con valores
de aproximadamente 0,3 eV y 0,6 eV a pH acido y neutro respectivamente (figura 4-22).
El valor de A del resto de las variantes no presento variabilidad con el pH, manteniendo
los valores de 0,3 eV, 0,3 eV y 0,6 eV para Tt-Cua, M160Q y Tt-3L, respectivamente,
previamente informados en la tabla 4-3.

86 A O Tt-Cu, pH 3,5
84l O Tt-Cu,pH 6,5
’ [0 M160H pH 3,5
8,21 O M160H pH 6,5
8,0t
<
E78F
760
745
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0,0032 0,0033 0,0034 00035 0,0036
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4500 0,7
B M160H
/!——.—-—-——‘* 106
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{103
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3 4 5 6 7 g O

pH

Figura 4-22. (A) Ajuste de Arrhenius para medidas cinéticas de Tt-Cua (azul) y
M160H(rojo) a pH 3,5 (cuadrados) y 6,5 (circulos). (B) Valores de k1t (eje izquierdo, rojo)
y A (eje derecho, negro) en funcion del pH para M160H.
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Ante estos resultados se buscd, en primer lugar, descartar artefactos experimentales
particulares de M160H que estuvieran generando datos espurios y pudieran asi conducir
a conclusiones errdneas. Se corrobord la reversibilidad de la transicion del valor de kre,
asi como también de la variacidon en el valor del E®, descartando cambios estructurales
irreversibles en M160H que alteren las propiedades funcionales del sitio activo (figura
4-23 A). Ademas, algunas de las réplicas introducidas en los ajustes de Arrhenius fueron
realizadas sobre muestras sometidas previamente a distinto pH, sin que se afectara la
calidad de las regresiones lineales (figura 4-23 B).
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Figura 4-23. (A) Valores de kit (eje izquierdo, rojo) y E° (eje derecho, negro) para
medidas sucesivas de M160H realizadas a pH 7; 4,4 y 7, corroborando la reversibilidad
de los cambios. (B) In(kte) vs T para M160H a pH 3,4 (mardn); 4,6 (rojo); 5,5 (rosa) y 7,7
(violeta). Los valores de A se obtuvieron a partir de las regresiones lineales.
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Cabe sefialar que, segun los resultados presentados en la seccidon anterior, la
reaccion de TE para Tt-Cua adsorbida sobre SAMs delgadas se encuentra en el régimen
adiabatico o de control friccional. En este régimen el valor de kte se hace practicamente
independiente de la distancia, pasando a depender fuertemente de la frecuencia
nuclear efectiva v,, (la dependencia con k, no se altera). No obstante, las descripciones
matemadticas del modelo responden a los casos extremos, es decir, a la reaccion de TE
cuando ocurre en condiciones totalmente adiabaticas o totalmente no adiabaticas. Los
resultados electroquimicos aqui presentados sefialan que las condiciones de adsorcidn
sobre una SAM C;s representan para esta proteina un caso intermedio que no responde
completamente a la descripcién de alguno de los dos regimenes, sino parcialmente a
ambos.

Constatada la calidad y reversibilidad de los resultados, se analizé el hecho de que
la transicidon pH dependiente de la kre esté asociada a una transicién entre dos valores
caracteristicos de A (0,3 y 0,6 eV). Esto sugiere que M160H sufre una transicidn funcional
entre sus dos estados fundamentales alternativos a,, y m,, que se alternarian como
RAMO. Segun esta hipodtesis, el valor de A medido a pH acido (0,3 eV) se corresponderia
con la reaccién de TE desde su estado o;, mientras que hacia pH neutro la TE se
produciria a partir del estado mw, (0,6 eV), lo que configuraria un switch funcional
dependiente de pH entre ambos estados. El hecho de que el valor de ke se duplique
cuando el valor de A también lo hace resulta a priori anti-intuitivo, no obstante, es
consistente con los resultados presentados en la seccién 4.2.3. En ese caso, los valores
de kre entre mutantes de distinto A son similares, sugiriendo que el en el estado m,,
presenta un mayor acoplamiento electrénico que compensa el elevado valor de A. En
este caso, el estado r,, de M160H presentaria un aumento del acoplamiento electrénico
respecto del estado o;;,, el cual estaria sobrecompensando el mayor valor de A,
aumentando asi la velocidad de la reaccién de TE cuando actia como RAMO. A la luz de
la teoria de Marcus, los valores de ke y A obtenidos a pH 4cido y a pH neutro (a ambos
lados del aparente switch funcional) serian indicativos de un aumento del acoplamiento
electrénico entre el sitio de Cua de M160H y el electrodo |Hpa| en un factor 7,5. Cabe
sefialar que, dado que el término del de acoplamiento electrénico esta elevado al
cuadrado en la ecuacidn (8), este aumento de |Hpa| representa un aumento en casi un
factor 60 para el valor de kre (considerando invariable los demads parametros).

Estos resultados propulsaron diversos intentos para estudiar espectroscdpicamente
a las distintas variantes de Tt-Cua en estado adsorbido, desde espectroscopia Raman
resonante (RR) intensificada por superficie (SERRS), técnica de la que se cuenta con gran
expertise en nuestro laboratorio, hasta medidas de absorcién UV-Vis en muestras
adsorbidas sobre electrodos transparentes de oro (tAu) biocompatibilizados
4550100112113 * pesafortunadamente las caracteristicas propias del sistema y de los
métodos ensayados presentaron obstaculos insorteables. La ausencia de una banda de
absorcidn en el espectro UV-Vis que sea lo suficientemente intensa como para producir,
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con las lineas laseres disponibles, la intensificacion necesaria de sefial (por resonancia),
resulta un fuerte limitante de la sensibilidad de la SERRS 29°0, Ademas, para contar con
control electroquimico, es necesario trabajar por encima de las temperaturas de
congelamiento del agua, donde las bandas en los espectros RR de los sitios de Cua
tienden a ensancharse, perjudicando ain mas la deteccién *#4115 por otra parte, la
espectroscopia UV-Vis de especies adsorbidas sobre oro transparente requiere un
coeficiente de extincién molar de la muestra lo suficientemente alto como para que la
absorbancia de una monocapa de moléculas sea detectable. Lamentablemente, este no
es el caso de Tt-Cua, y por extensidon de sus variantes, dado que tal coeficiente no
sobrepasa los 3100 M cm™ en el espectro visible 1,

Sin embargo, fue posible la utilizacién de una técnica capaz de brindar informacién
complementaria sobre el sistema proteina/SAM/electrodo, y ampliar asi el enfoque
acerca del efecto del pH sobre M160H: la resonancia de plasmdn superficial (SPR). Para
las medidas realizadas fue empleado un electrodo plano y trasparente de oro recubierto
de la misma SAM utilizada en los experimentos electroquimicos antes desarrollados,
sobre el cual se adsorbieron M160H y Tt-Cua (como control). A partir de un sistema de
flujo, ambas muestras fueron sometidas a soluciones de distinto pH, midiendo en cada
caso la reflectividad en funcién del angulo incidente del haz sobre la superficie metdlica.
Se midieron 3 valores de pH, a saber, 7; 4 y 3; para medir luego un cuarto punto a pH 7
nuevamente y corroborar la reversibilidad de los (posibles) cambios (ver detalles en la
seccidon 2.4.3). Los datos demuestran que hacia pH acido se produce un cambio
reversible y de igual magnitud en la reflectividad de ambas proteinas (figura 4-24).
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Figura 4-24. (a) Curvas de reflectividad en funcion del dngulo incidente del haz para
M160H a distintos valores de pH. (b) Angulo SPR para Tt-Cua (azul) y M160H (rojo) a
distintos valores de pH. El experimento consta de medidas consecutivas apH 7; 4, 3y 7
nuevamente, corroborandose la reversibilidad del cambio observado. Las lineas actuan
como guia visual de la secuencialidad experimental.
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Para el analisis de estos resultados es importante recordar que, si bien la transiciéon
de los parametros cinéticos de la reaccion de TE en M160H implica una duplicacién tanto
del valor de ke como del valor de A, Tt-Cua también presenta una transicién que se
refleja Unicamente en un aumento leve (28%) del valor de su ke (figuras 21 y 22).
Teniendo esto en cuenta, los resultados obtenidos por SPR sugieren una reorientacién
reversible dependiente del pH de la proteina tanto para Tt-Cua como para M160H. Esta
reorientacion dependiente del pH explica el leve aumento en el valor de kre de Tt-Cua 'y
M160Q (que no fue medida por SPR) observado en la figura 21, ya que un cambio de
orientacién puede generar un cambio en el acoplamiento electrénico, alterando el valor
de kre sin modificar el E°. Es importante sefialar que un fendmeno de estas
caracteristicas es probablemente consecuencia del equilibrio acido-base de uno o varios
residuos superficiales. M160Q y Tt-Cua tienen una superficie proteica idéntica, y
asumiendo que la reorientacién se debe al cambio de protonacidon de residuos
superficiales, esta también serd idéntica, generando el mismo cambio en el
acoplamiento electrénico y por lo tanto el mismo cambio en el valor de kg, como lo
corroboran los datos de la tabla 4-5.

Por su parte, M160H también es superficialmente idéntica a Tt-Cua, por lo cual
también debe ser idéntica su reorientacion pH-dependiente, como lo refleja el hecho de
que la magnitud de la variacidn en el angulo SPR de ambas sea tan similar (figura 4-24).
Cabe recordar que, de las cuatro variantes estudiadas electroquimicamente, Tt-3L es la
Unica cuya kre resulta insensible al pH. Esta es ademas la Unica de las cuatro variantes
que presenta mutaciones superficiales en los bucles que conforman el sitio activo (ver
detalles en la seccién 3.2.2), lo cual posiblemente haya alterado su sensibilidad al pH,
impidiendo su reorientacion y consecuente cambio de acoplamiento electrénico (esto
aspecto sera retomado en la siguiente seccién). Los resultados SPR sefialan que el
fendbmeno que genera una transicion en el valor de kre de Tt-Cua y ambas mutantes
puntuales seria una reorientacidon dependiente del pH. Sin embargo, es insuficiente para
explicar el gran aumento de la kre con el pH en M160H (comparado al leve aumento en
Tt-Cua y M160Q), o el cambio de su valor de A entre los correspondientes a ambos
estados fundamentales alternativos (figura 4-22 y tabla 4-5). Una modulacién de esta
magnitud en ambos pardmetros cinéticos no puede atribuirse a una simple
reorientacién, menos aun si provoca variaciones tan leves en proteinas casi idénticas
desde el punto de vista estructural. Por lo tanto, la hipétesis de un switch funcional
dependiente del pH en M160H no sélo no puede descartarse, sino que estimula una
profundizacion en los estudios sobre esta peculiar variante de Tt-Cua.
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4.2.6- El switch en el estado redox activo del sitio de Cua

Con el objetivo de profundizar el estudio acerca del posible switch funcional pH-
dependiente en M160H se realizaron diversos estudios espectroscépicos en funcién del
pH sobre muestras en solucién (UV-Vis, RR, RMN y EPR). Este tipo de medidas brindan
informacién complementaria en relacion a aquellas realizadas sobre especies
adsorbidas (presentadas en la seccidn anterior: VC y SPR), lo cual permite un abordaje
mas completo del sistema. Uno de los aspectos mas importantes dado que el fenédmeno
observado ocurre a valores acidos de pH es descartar cambios estructurales que afecten
las propiedades fundamentales del sitio redox tales como su caracter de VM, generando
asi los cambios cinéticos no por el poblamiento del estado alternativo m,, sino por el
cambio en la descripcién electrénica del mismo estado fundamental ;. Se realizaron
entonces determinaciones mediante EPR sobre la mutante M160H a distintos valores
de pH, buscando elucidar la permanencia o no del caracter de VM a lo largo de todo el
rango (figura 4-25). Si bien los espectros adquiridos presentan leves diferencias, en
todos los casos reproducen las caracteristicas tipicas de los sitios de Cua, con su electrén
desapareado completamente deslocalizado entre ambos dtomos de cobre °%63116-120
(ver detalles en la seccion 3.2.2). En particular, los valores del factor g y del acoplamiento
hiperfino (A) responden a los de un sitio de VM en los cuatro valores estudiados de pH
(tabla 4-6).

Tabla 4-6. Valores de g, g1, Ay y AL para M160H a pH 7; 5; 4,5 y 3,5 obtenidos a partir
de los espectros EPR de la figura 4-25. La variabilidad casi nula con los valores
presentados corrobora el cardcter de VM en todo el rango de pH.

Pardmetros pH 7 pH 5 pH4,5 | pH3,5
gy 2,219 2,219 2,212 2,210
g1 2,02 2,02 2,01 2,01
1,96 1,97 1,96 1,98
Ay (mT) 60 60 60 60
A; (mT) 40 40 40 40
40 40 40 40
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Figura 4-25. Espectros EPR de M160H (linea llena) a pH 7 (violeta); 5 (rosa); 4,5 (rojo)
y 3,5 (marrén), dispuestos de arriba hacia abajo. A partir de los ajustes (lineas
punteadas) se obtuvieron los pardmetros detallados en la tabla 4-6 que permiten
descartar cambios significativos en el cardcter de VM del sitio de Cua.

Estos resultados son consistentes con la ausencia de transiciones en el valor del E°,
donde se veria reflejado un cambio en el caracter de valencia mixto del sitio de Cua,
como fue reportado para el caso de Cua-Azu >#°> (figura 4-20 B). Otra técnica util para
monitorear cambios en la estructura y la descripcidn electrénica del sitio de Cua es la
espectroscopia Raman resonante (RR), ya que permite obtener espectros vibracionales
intensificando los modos normales que involucran a los dtomos de cobre 21, Se
adquirieron espectros RR en condiciones andlogas a las empleadas en el capitulo
anterior, esto es, utilizando un laser de excitacion de 514 nm (19455 cm™) que se
encuentra en resonancia con la transicion electrénica de TCLM Scys—>Cu del estado
fundamental o;;, intensificAndose principalmente los modos en los que participa el
motivo Cu;S; de acuerdo a la asignacion vibracional previamente realizada para el sitio
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de Cua de la CcO de P. denitrificans **° (figura 4-26 A). Cabe recordar que, dado que la
linea laser utilizada es resonante Unicamente con una transicién desde el estado
fundamental a;;, el espectro obtenido es “invisible” al estado alternativo m,. Estas
medidas fueron adquiridas a distintos valores de pH entre 7 y 2,2 (empleando distintas
soluciones de buffer fosfato 100 mM) y a 77 K con los objetivos de optimizar la sefial RR
y de maximizar el poblamiento del estado fundamental medido (figura 4-27).

V; $ V, S
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Figura 4-26. (A) Representacion esquemdtica de los cuatro modos normales
asignados a bandas detectables mediante RR empleando excitacion de 514 nm. (B)
Espectros RR de Tt-Cua (azul) M160H (rojo) y Tt-3L (naranja) obtenidos con ldser de
excitacion a 514 nm, a una temperatura de 77 Ky a pH 7. Las lineas punteadas marcan
la posicion de las bandas observadas cuya asignacion responde al antecedente de citado
de P. denitrificans ' (S corresponde al solvente).
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Figura 4-27. Espectros RR de Tt-Cua (azul), M160H (rojo) y Tt-3L (naranja) a distintos
valores de pH (por simplicidad se omiten los espectros de M160Q, idénticos a Tt-Cua).
Las lineas punteadas siguen la posicion del mdximo de las bandas vz y vs, que se presenta
en la figura 4-22.

Los espectros RR de estas proteinas presentan seis bandas caracteristicas cuya
asignacion ya ha sido analizada en el capitulo anterior (ver detalles en las secciones 3.2.1
y 3.2.2). Resumidamente, la banda vi responde a una combinacion asimétrica de los
estiramientos Cu-N y Cu-S, la banda v; es la correspondiente a una combinacién de
movimientos de elongacion Cu-Nuis y Cu-Scys, la banda vs esta asignada al estiramiento
simétrico del rombo Cu;S;, la banda vs viene dada por el estiramiento asimétrico del
rombo Cu;S», y las bandas va y ve no han podido ser asignadas (figura 4-26). A partir de
la inspeccidn de las medidas en funcién del pH se puede observar una fuerte resiliencia
en la posicidn de las distintas bandas con esta variable, a excepcion de la banda v, (=267
cml), que presenta un corrimiento en los espectros de Tt-Cua, M160Q y M160H con una
amplitud de aproximadamente 3 cm™. Este desplazamiento de la banda v, hacia
energias mayores (=270 cm) ocurre a valores acidos de pH, con un pKa aparente de
3,2; pero no aparece en la variante Tt-3L, cuyo espectro RR se muestra absolutamente
insensible a cambios en el pH (figuras 4-27 y 4-28).
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Figura 4-28. Dependencia de las bandas v; (circulos) y vs (cuadrados) de las variantes
medidas con el pH. Tt-Cua (azul) y M160H (rojo) presentan una transicion pH-

dependiente en la posicion de la banda v, con un pKa aparente de 3,2, mientras Tt-3L
(naranja) resulta insensible al pH.

El valor de pKa registrado en la transicidn de la banda v; es notablemente similar a
lo observado en estudios previos realizados en nuestro laboratorio sobre Tt-Cua, que
indican la existencia de una transicidon dependiente del pH con un pKa aparente de 3,5.
Esta transicidon aparente, detectada por medidas de RMN paramagnético, fue atribuida
a un cambio en la velocidad de intercambio protdnico del anillo imidazdlico del ligando
ecuatorial histidina 157, probablemente debido a un cambio sutil en la matriz proteica
inducido por el cambio de pH. Sin embargo, se pudo descartar que este efecto altere las
poblaciones relativas de los estados fundamentales alternativos de Tt-Cua 2 (figura 4-
29). Por su parte, la banda v; del espectro RR corresponde a un modo vibracional Aig
cuyas contribuciones mayoritarias corresponden a elongaciones de enlaces Cu-Cu, Cu-
N y Cu-S %5 (figura 4-26 A). Por lo tanto, es esperable que este modo normal,
directamente ligado a la oscilacidn de enlaces Cu-N, se vea afectado por perturbaciones
en el ligando H157 como las detectadas por RMN. Si esta transicién detectada por RMN
fuera la responsable del corrimiento de la banda v, seria también esperable que
aquellas bandas atribuidas a modos que no involucren la oscilacion Cu-Nuisy
permanezcan inalteradas en el rango de valores de pH estudiados. En concordancia con
esta interpretacion se verifica que la banda vs (360 cm™), correspondiente a un modo
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normal que involucra de manera casi excluyente a los 4&tomos del motivo Cu,S; **° (figura
4-26 A), resulta insensible al pH a lo largo de todo el rango medido y para todas las
variantes proteicas estudiadas (figuras 4-27 y 4-28). Estos resultados sugieren que el
desplazamiento de la banda v, es consecuencia de un cambio en el entorno de Ila
histidina 157 que ocurre a pH acido y que aumenta tanto su velocidad de intercambio
protdnico con el solvente como la energia vibracional del enlace Cu-Nui1s7.
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Figura 4-29. (figura adaptada de Alvarez-Paggi et al. 2013 38) Espectro protdnico de
RMN paramagnético de Tt-Cua a distintos valores de pH. Las sefales de los distintos
desplazamientos quimicos estdn referenciadas al esquema del sitio de Cua. De particular
interés es la aparicion de la sefial i a valores bajos de pH, atribuida a un cambio en la
velocidad del intercambio protdnico de la histidina 157.

La interpretacion de los datos espectroscépicos desarrollada en parrafo anterior
implica que la insensibilidad al pH del espectro RR de Tt-3L debe estar vinculada con la
sustitucion de los tres bucles que configuran el sitio activo (ver detalles en la secciéon
3.2.2). Esta variante presenta 12 mutaciones puntuales respecto de Tt-Cua, todas en el
entorno del sitio activo, y en particular tres de ellas resultan préximas a la Histidina 157
en la estructura tridimensional: L155A, G156N y Q158S. Estas mutaciones
evidentemente alteran el entorno proteico de la histidina 157, eliminando su
sensibilidad al cambio de pH (en el rango medido), lo que explica no sélo los resultados
obtenidos por RR, sino también la ausencia de transicidn en el valor de la kre observada
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en los experimentos electroquimicos presentados en la seccion anterior (figura 4-21).
Ademas, el cambio del valor de ke de un 25% observado en Tt-Cua y M160Q (y ausente
en Tt-3L) habia sido atribuido, a partir de la evidencia obtenida por SPR, a una
reorientacion dependiente del pH (ver detalles en la seccion 4.2.5). Asi, los resultados
espectroscopicos y electroquimicos en conjunto son consistentes con que las
mutaciones superficiales introducidas en la construccién de Tt-3L provocan una
insensibilidad al pH que se manifiesta en la ausencia de transicién tanto de su valor de
kte como en la posicidn de la banda v,.

Por otra parte, y teniendo en cuenta que la transicion observada mediante los
espectros RR son idénticas en Tt-Cua y las mutantes puntuales, permanece aun el
interrogante acerca de la fuerte modulacién de los pardmetros cinéticos (ke y A) de
M160H. En este aspecto, los espectros RR medidos en funcién del pH representan un
aporte, ya que permiten descartar una perturbacion del estado fundamental o, a
valores acidos de pH como explicacidn de los distintos valores de A medidos electro-
quimicamente. Seria esperable que cambios en la descripcidn electrdnica del sitio activo
capaces de modificar de tal manera los parametros redox implicaran una sensible
redistribucion de su densidad electrénica. A partir del modelo Cua-Azu (y su mutante
puntual H120A) estudiado a distintos valores de pH, Xie y colaboradores determinaron
gue una perturbacion del sitio activo de tales caracteristicas estd asociada a cambios en
su descripcidn electrénica y, en particular, a un aumento en la interaccidon Cu-Cu 40,
Los autores observaron que los espectros RR del sitio de Cua perturbado presenta un
corrimiento positivo de 10 cm™ en la banda correspondiente al modo normal que
involucra la vibracién entre los atomos metalicos, como consecuencia de su mayor
interaccion. La insensibilidad al pH de la mayoria de las bandas en los espectros RR es
indicativa de que tal tipo de transicion no tiene lugar en este caso, confirmando que el
estado fundamental g;; se mantiene inalterado (figuras 4-27 y 4-28). En el citado trabajo
se observan ademas otras alteraciones espectroscdpicas asociadas a la perturbacién del
sitio de Cua, como por ejemplo cambios en los parametros obtenidos de los espectros
EPR. Los resultados de EPR (figura 4-25 y tabla 4-6) aqui discutidos no responden a
cambios comparables a los observados en Cua-Azu, por el contrario, son consistentes
con un sitio de Cua cuya naturaleza se ve inalterada ante los cambios de pH estudiados.

Habiéndose descartado que el efecto del pH sobre el sitio redox de M160H radique
en un cambio de su descripcién electrénica, se refuerza la hipdtesis de un switch
funcional entre ambos estados fundamentales alternativos a,; y m,,. Un fendmeno de
estas caracteristicas podria producirse por el cambio en el valor de AE,: /. , que
repercutiria ademas en la poblacidn relativa de ambos estados, aumentando la
poblacion del estado a;; hacia pH acido (donde se registra un valor de A de 0,3 eV) y del
estado m,, hacia pH neutro (donde se registra un valor de A de 0,6 eV). Asi, el pH no
estaria ejerciendo (en principio) un efecto sobre la naturaleza de los estados funda-
mentales alternativos, sino sobre el valor del AE;: /. , cuya relacién con el valor de AGrg
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estaria determinando si es el estado g;; o el estado m,, el que actia como RAMO (figura
4-16). Por lo tanto, si la transicion observada en los parametros cinéticos de M160H
implica un aumento en el valor de AE,- /. al bajar el pH (y el consecuente incremento
poblacional del estado a;;), deberia verse reflejada en el espectro UV-Vis (ver detalles en
las secciones 3.2.1 y 3.2.2). Se adquirieron espectros UV-Vis de las distintas variantes
proteicas a distintos valores de pH en el rango comprendido entre pH 7 y pH 2,2 (figura
4-30). Los espectros de Tt-Cua, Tt-3Ly M160Q se muestran invariantes frente a cambios
en el pH, mientras que M160H presenta cambios significativos hacia valores de pH
acidos (por debajo de pH 4). En particular, se observa una variacion reversible en las
intensidades relativas entre la banda de TCLM Scys—>Cu del estado a;; (18500 cm™) y la
banda de TCLM Scys—>Cu del estado m, (28000 cm™). Empleando el mismo andlisis
desarrollado en el capitulo anterior a partir de los espectros simulados para el sitio de
Cua en ambos estados fundamentales alternativos, los cambios espectrales de M160H
con a pH acido reflejan una modulacion en el poblamiento relativo de ambos estados
fundamentales alternativos 2 (ver detalles en las secciones 3.2.1y 3.2.2).

Analizando el cambio de intensidades relativas observado en los espectros de
M160H en funcién del pH, se detecta una variacién que responde a un ajuste de tipo
sigmoideo (figura 4-31). La forma de esta variacidon indica una transicidon entre dos
estados, y el hecho de que el pKa adopte un valor de 3,1 sugiere que el aumento de la
poblacion relativa del estado o,, a pH acido puede estar vinculada a la transicién
observada en los espectros RR, con un pKa de 3,2 (figura 4-28). La transicién asociada al
cambio en el entorno de la histidina ligante 157 hacia valores bajos de pH seria entonces
la responsable del aumento en el valor del AE;: /. , con el consecuente aumento de la
poblacion relativa del estado fundamental o, y los cambios asociados en el espectro UV-
Vis. No obstante, la transiciéon observada en el espectro RR de M160H es compartida por
Tt-Cua y M160Q, quienes no muestran una transicion asociada en sus espectros UV-Vis.
Este aspecto controversial en la interpretacién de los resultados espectroscdpicos sera
discutido en los parrafos sucesivos a la luz de mayor evidencia.

Por otra parte, es posible determinar semicuantitativamente la poblacién relativa de
ambos estados fundamentales alternativos a partir de las intensidades relativas de sus
respectivas bandas de TCLM Scys—>Cu. Considerando al estado fundamental alternativo
m,, como el primer y Unico estado excitado accesible, su poblacion relativa (P, ) puede
expresarse en términos de la ley de Boltzman:

_ exp(— AEaﬁ/nu/kBT)
1+ exp(—AEg: /, /kpT)

(12)

Ty

Capitulo 4 - El sitio de CuA en la interfaz electrodo-solucion 183



Cys

V4

TCLM N,,/»Cu

\_}‘\7/, —

(A) TCLM S, —Cu
b

Espectros —— o,
simulados T
y—y”
¥
¥

(B)

(E)

M160H

30000 25000 20000

15000

Ndmero de onda (cm™)

Figura 4-30. (A) Espectros UV-Vis simulados de ambos estados fundamentales
alternativos del sitio de Cua (ver detalle en las secciones 3.2.1y 3.2.2), con la asignacion
de las distintas bandas. En los paneles (B), (C), (D) y (E) se presentan los espectros
experimentales (normalizados) de Tt-Cua, Tt-3L, M160Q y M160H a distintos valores de
pH abarcando un rango entre pH 7 y pH 2,2. El espectro de M160H es el unico que
presenta cambios significativos pH-dependientes. Las flechas destacan los principales

cambios de intensidades, analizados en la figura 4-31.
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pKa=3,1

Figura 4-31. Cociente entre el mdximo de absorbancia de las bandas de TCLM
Scys—> Cu de los estados oy, (Asaonm) y Ty, (A3s7nm) de los espectros de M160H presentados
en la figura 4-30 en funcion del pH. El ajuste a una curva de tipo sigmoidea presenta un
valor de pKa=3,1.

Se debe considerar también que la banda de TCLM Scys—>Cu del estado m,, tiene una
absortividad molar un 33% mayor que la banda de TCLM Sc¢ys—>Cu del estado g,; segun
los espectros simulados. Esta primera banda, ademas, esta superpuesta con la banda de
TCLM Nyis—>Cu del espectro a;;, cuya absortividad molar es un 32% menor que la TCLM
Scys=>Cu en el espectro de M160Q, que casi no tiene contribucion del estado m,, (ver
detalles en la seccion 3.2.1). Con estas consideraciones, el valor de B, se puede estimar
en términos de dos valores de absorbancia como:

p. = 1,33X(A357nm—0,32XAs40nm) (13)
Tu  Asaonm+1,33%(A357nm—0,32XAs40nm)

donde A357,,m €s la absorbancia a 357 nm (el maximo de la banda de TCLM Scys—>Cu del
estado m,) Y Agsonm €S la absorbancia a 540 nm (el maximo de la banda de TCLM
Scys—>Cu del estado a;;). Comparando las poblaciones obtenidas a partir de los espectros
UV-Vis y la ecuacidn (13) con las calculadas mediante la ecuaciéon (12) empleando los
valores de AE;: /, determinados por RMN (ver detalle en las secciones 3.2.1y 3.2.2), se
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puede constatar que la ecuacion (13) permite realizar estimaciones semicuantitativas
aceptables, lo que pone de manifiesto la consistencia de la linea argumental (figura 4-

32).
® UV-Vis
0,3F M160H
® Boltzman
t::
S o02-
&
o
3
'S 0,1r
AW
<O
S
Q.
0,0r
1 | | | |
2 4 6 8 10
AEc, ', (kJ.mol”)

Figura 4-32. P, calculada con la ecuacion (14) (azul) y la ecuacion (13) (rojo)
empleando los valores de Assonm y Aszsznm (de los espectros UV-Vis) y los valores de
AEs: /r, (de las medidas RMN) respectivamente.

Segun la ley de Boltzman, expresada en la ecuacién (12), la disminucién de la
temperatura provoca un aumento en la poblacién relativa del estado fundamental oy,
sin alterar el valor del AE,:,, . Lo mismo deberia ocurrir como consecuencia de
aumentar el valor del AE,: /. lo cual, segun los resultados hasta aqui presentados,
ocurre en M160H a pH 4&cido (figura 4-30). Se midié entonces el espectro UV-Vis de
M160H a 25 °Cy pH 7, luego el espectro de la misma muestra tras una disminucion de
20 °C, y finalmente un tercer espectro tras la restauracion de la temperatura inicial y la
acidificacion del medio hasta pH 2,2 (figura 4-33). Los resultados corroboran el
comportamiento esperado, ya que la disminucién tanto del pH como de la temperatura
generan los cambios espectroscopicos indicativos de un aumento de la poblacién
relativa del estado a;;.
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Figura 4-33. Espectros UV-Vis de M160H a pH 7 y 25 °C (rojo), apH 7y 5 °C (azul) y a
pH 2,2 y 25 °C (rosa) normalizado. La disminucion de la temperatura y del pH presentan
perturbaciones andlogas. Las flechas destacan los principales cambios de intensidades.

Con el objeto de constatar experimentalmente el cambio dependiente del pH en el
valor de AE,: /- se estudié la dependencia del espectro de absorcion UV-Vis de M160H
con la temperatura a pH 2,6 y a pH 7, es decir, a cada lado de la transicién observada
espectroscépicamente y caracterizada en la figura 4-31 (figura 4-34). Como es esperable
(segun la ley de Boltzman), se observa un aumento poblacional del estado 7, con la
temperatura para los dos valores de pH, pero este aumento no es de igual magnitud en
ambos casos. La muestra medida a pH 2,6 exhibe una variacién visiblemente menor que
aquella medida a pH 7 ante los mismos cambios de temperatura, indicando un mayor
valor de AE;:/, . Cabe destacar que en ambos casos se constato la reversibilidad
térmica de los cambios observados, descartando que se produjera una degradacién
significativa de la muestra.
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Figura 4-34. Espectros UV-Vis de M160H a (A) pH 7 y (B) pH 2,6 en funcion de la
temperatura. Los espectros se obtuvieron partiendo de bajas temperaturas (azul) y, tras
alcanzar el valor mdximo (rojo), volviendo a enfriar (verde) para corroborar la
reversibilidad del proceso, descartando asi un proceso de desnaturalizacion. Las flechas
sefalan los principales cambios que se producen con el incremento de la temperatura.
Los insets muestran la dependencia del cociente entre el mdximo de absorbancia de las
bandas de TCLM Scys—>Cu de los estados oy, (Asaonm) y 1y (A3s7am) con la temperatura
calentando la muestra (circulos llenos) y luego enfridndola (cuadrados vacios).

A partir de estos resultados se calcularon las poblaciones relativas de los estados m,,
y g,, a cada temperatura, utilizando la ecuacion (13). Se analizé la dependencia de estas
poblaciones relativas con la temperatura segun la ley de Boltzman, estimando de
manera semicuantitativa el valor del AE,: ;r de M160H en ambos pH (figura 4-35). Los
resultados muestran un aumento del 25% en el valor del AE,: /. a pH 2,6 (125 cm™)
respecto de lo registrado a pH 7 (100 cm™), corroborando que el pH modula este
parametro. Es importante senalar que el valor calculado por este método a pH 7 (100
cm?) difiere significativamente del que fue determinado mediante RMN a igual pH (200
cm), lo cual es razonable teniendo en cuenta las diferencias metodoldgicas y mas
errores asociados. El aqui empleado es un método semicuantitativo que parte de
asunciones que le quitan precision, como tomar los coeficientes de extinciéon molar de
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los espectros simulados (que suelen ser inexactos), o asumir que la banda de TCLM
Nuis—=>Cu del espectro a;; es igual para M160H que para M160Q y en todo el rango de
pH. Por su parte, las determinaciones realizadas por RMN paramagnético requieren
ajustes que implican también una fuente de error importante, pero aun asi se pueden
considerar valores mas confiables *%122, Amén de esto, los datos estimados en la figura
4-35 permiten un andlisis comparativo entre ambos valores de pH de M160H, vy la
magnitud de la diferencia que presentan (25%) es significativa, lo cual responde a un
cambio en el valor de AE,- /. con el pH.

0,6

0,4

0,2

In (P(r,)/P(s,))

0,0

0,0032 0,0033 0,0034 0,0035
1T (K')

Figura 4-35. ln(P,Tu / PJZ) en funcion de la inversa de la temperatura. P, y P, fueron
calculados empleando la ecuacion (14) a partir de los espectros UV-Vis de la figura 4-34
A (rojo) y 4-32 B (rosa). Las pendientes de los ajustes lineales constituyen una estimacion
del valor del AE;: /1, a ambos pH, observdndose un aumento del 25% a pH dcido.

Como fue desarrollado en capitulos anteriores, medidas de RMN paramagnético
permiten cuantificar cambios poblacionales entre ambos estados fundamentales a
partir del comportamiento anti Curie de desplazamientos quimicos (6) sensibles a ellos
(ver detalles en las secciones 2.4.2 y 3.2.1). Pero los experimentos necesarios para tal
cuantificaciéon requieren tiempos largos de adquisicién y muestras muy concentradas,
condiciones incompatibles con los valores extremos de pH en los cuales ocurre la
transicién observada. No obstante, es posible estimar cualitativamente el cambio
poblacional de los estados fundamentales a partir del corrimiento desplazamiento
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quimico de los protones B cisteinicos en los espectros *H RMN. Esta estrategia involucra
la adquisicion de un solo espectro para cada valor de pH, haciendo posible la medida en
las condiciones que requiere la técnica. Asi, se adquirieron espectros proténicos de
M160H en funcién de la temperatura (a pH 6) y en funcién del pH (a 25 °C),
monitoreando especialmente las sefiales correspondientes a los protones B cisteinicos
(figura 4-36). Los resultados muestran que dichos desplazamientos quimicos sufren los
mismos corrimientos ante la disminucion tanto de la temperatura como del pH, que son
indicativos de un aumento de la poblacidn relativa del estado fundamental o;;. El efecto
de disminuir la temperatura responde a la ley de Boltzman, mientras que el efecto de la
disminucion del pH es compatible con un aumento en el valor del AE,: /. . Si bien esta
estrategia experimental no permite cuantificar el cambio en el valor del AE,: . o de la
poblacion relativa del estado fundamental o, (dado el cardcter cualitativo de sus
resultados), aporta evidencia consistente con la hipdtesis planteada a partir de los
resultados espectroscépicos desarrollados a lo largo de esta seccion. Cabe senalar que
la idea de este experimento y su resultado son andlogos al presentado en la figura 4-33,
donde la respuesta UV-Vis al enfriamiento y a la acidificacion del medio resultan
practicamente iguales.
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Figura 4-36. Medidas de 'H RMN paramagnético de M160H en funcidn de la tempe-
ratura (izquierda) y el pH (derecha). Se muestra el & de los protones cisteinicos C153H8’
(a y b), que muestran el mismo comportamiento ante la disminucion de la temperatura
y del pH, indicativo en ambos casos del aumento en la poblacion del estado a;,.
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En resumen, los resultados electroquimicos muestran una transiciéon dependiente
del pH en los parametros cinéticos de M160H, que consiste en una fuerte caida tanto de
la ke y como del valor de A para M160H cuando se acidifica el medio (figuras 4-21 vy 4-
22). Esta disminucion de ambos parametros cinéticos resulta a priori anti-intuitiva a la
luz de la teoria de Marcus, aunque son consistentes con un switch funcional entre ambos
estados fundamentales alternativos (ver seccidn anterior). Por su parte, los resultados
de las medidas EPR y la ausencia de transiciones abruptas en el valor del E® permiten
descartar una pérdida del caracter de VM (figuras 4-20 y 4-25, y tabla 4-6), mientras que
los espectros RR sugieren que el estado fundamental o,, mantiene practicamente
inalterada su descripcidon electrénica >*°> (figura 4-27). Esta ultima evidencia revela
ademas una transicién en la banda v, de los espectros de Tt-Cua, M160Q y M160H (figura
4-26 y 4-28), consistente con un cambio en el entorno del ligando H157, previamente
reportado a partir de resultados RMN > (figura 4-29). Sin embargo, la Unica variante que
ademas presenta cambios dependientes de pH en su espectro UV-Vis (con el mismo pKa)
es M160H, y estos cambios son compatibles con una modulacidn de la poblacién relativa
de ambos estados alternativos fundamentales (figuras 4-30 y 4-31). La comparacién del
efecto de la temperatura y del pH tanto mediante espectroscopia UV-Vis como RMN
paramagnético corrobora un aumento de la poblacidn relativa del estado a,; a pH acido
(figuras 4-33 y 4-36), consistente con un aumento en el valor de AE;: /. (figuras 4-34y
4-35). De acuerdo con los resultados electroquimicos de M160H, este cambio del
AE,: /-, resultaria suficiente para que a valores neutros de pH (donde se registra A =
0,6 eV) sea m, el estado redox activo, mientras que a valores de pH acido (donde se
registra A = 0,3 eV) resulte o, el estado redox activo. Esta breve recapitulacion recorre
los resultados espectroscopicos y electroquimicos de esta seccion y la anterior en
términos del switch funcional dependiente del pH de la variante M160H. No obstante,
algunos aspectos especificos de los resultados demandan una discusidén mas pormeno-
rizada en términos de la hipdtesis planteada.

En primer lugar, la modulacion en el valor del AE;:,, de M160H parece ser
consecuencia del cambio en el entorno de la histidina 157 a pH acido, segun indican los
resultados de RMN y RR 2. Sin embargo, estos mismos resultados indican que tal cambio
también se observa en Tt-Cua y M160Q, variantes que no presentan cambios
poblacionales pH-dependientes en sus espectros UV-Vis. Esta aparente inconsistencia
no es tal, dado que el valor del AE,: ,, de ambas variantes a pH 7 (600 cm™?y 900 cm™?
respectivamente) es mucho mayor que el de M160H (200 cm™), lo cual implica una
poblacion relativa muy alta del estado a;; (95% y 99% para Tt-Cua y M160Q
respectivamente). Por esta razon, un aumento del 25% en el valor del AE;: /., , tomando
como referencia la estimacién a partir de los espectros UV-Vis de M160H (figuras 4-34 y
4-35), generaria cambios indetectables en la poblacidn relativa de ambos estados, ya
que serian menores al 2% segun la ley de Boltzman. Tal aumento en el valor del AE,: /.
de M160H representa un cambio porcentual de casi el triple en la poblacidn relativa de
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ambos estados fundamentales alternativos, lo cual si resulta espectroscopicamente
detectable. En otras palabras, el pH podria estar ejerciendo cualitativamente el mismo
efecto sobre Tt-Cua y M160Q que el que ejerce sobre M160H, a saber, aumentar el valor
de su AE: /. €n al menos un 25%, pero en ambos casos el cambio estaria por debajo
del limite de deteccidn.

En segundo lugar, los resultados obtenidos a partir de la mutante Tt-3L podrian
parecer a primera vista contradictorios con el argumento esgrimido en el parrafo
anterior. Aun cuando el valor de AE;: /, de Tt-3Ly de M160H son muy similares (240
cm™y 200 cm™ respectivamente), no se detecta ningin cambio dependiente de pH en
la poblacion relativa de los estados alternativos de Tt-3L. No obstante, la comparacién
de los resultados tanto espectroscépicos como electroquimicos de Tt-3L con las otras
tres variantes permiten entender tal discrepancia. Esta mutante no sélo no presenta
cambios con el pH en su espectro UV-Vis, sino tampoco en su espectro RR ni en los
parametros cinéticos de la reaccién de TE, lo cual marca una clara diferencia respecto
de las demas variantes. La sensibilidad al pH estd vinculada con el cambio en el entorno
del ligando H157 y, como ya fue discutido, Tt-3L presenta un entorno modificado para
este ligando. Los experimentos SPR sugieren que, en estado adsorbido, Tt-Cua y las
mutantes puntuales sufren una reorientacién pH dependiente que modifica el
acoplamiento electrénico con el electrodo, repercutiendo en el valor de la kye. Si bien
los experimentos SPR no fueron hechos sobre Tt-3L, el hecho de que el valor de su kst
resulte también independiente del pH sugiere que tal reorientacidn no tiene lugar, lo
cual es consistente con la insensibilidad al pH de la regién superficial cercana al ligando
H157, involucrada tanto en la adsorcidn al electrodo de trabajo como en la modulacién
del valor del AE;: /. . Es decir que Tt-3L, como consecuencia de las mutaciones que la
constituyen, responde de diferente manera a la disminucion del pH y en particular,
carece de los fenomenos dependientes del pH (reorientacion y modulacion del AE: /. )
presentes en variantes con superficies nativas.

En tercer lugar, si bien tanto la evidencia espectroscdpica como electroquimica es
consistente con un equilibrio acido-base que modula el valor del AE;:,, (y en
consecuencia la relacién poblacional a;;/7,,) en M160H, existe una evidente discrepancia
en los valores de pKa aparente (pKaa) de las transiciones en las distintas condiciones
experimentales. A partir de las muestras en estado adsorbido se registré una transiciéon
en los parametros cinéticos de la reaccién de TE con un pKaa alrededor de 5, mientras
gue los cambios observados sobre especies en solucién mediante las distintas técnicas
espectroscépicas (UV-Vis, RR, RMN) presentan valores de pKaa ligeramente superiores
a 3. Esta diferencia de casi 2 unidades de pKaa podria racionalizarse en términos de las
diferencias que existen entre el seno de la solucién y la interfaz electroquimica tanto
para el pH local como para la constante dieléctrica y la accesibilidad al solvente de los
aminodcidos relevantes 39111,
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Se decidioé abordar experimentalmente la hipdtesis de que la discrepancia del valor
de pKaa es consecuencia directa de las diferencias entre el seno de la solucién y la
interfaz electroquimica. Las diferencias mencionadas entre ambos contextos
experimentales deberian afectar no sélo el pKaa de la transicidn discutida, sino otras
propiedades dependientes del pH, como por ejemplo el valor aparente del punto
isoeléctrico (Pl) de la proteina. Si la hipdtesis planteada es correcta, las muestras
proteicas arrojardn en estado adsorbido un valor de Pl superior al medido en solucion,
dado que responderan a un pH local mas bajo. Para constatar esta prediccion se
determiné la carga total de la proteina (q) a distintos valores de pH, estimando asi el PI,
y comparandolo con el valor reportado para Tt-Cua en solucién. El disefio experimental
consiste en la medicién del valor de E° sobre las muestras adsorbidas en funcion de la
fuerza idnica del medio y estimar g empleando el ajuste de Debye-Hiickel extendido de
la ecuacidn (4), como fue descripto en la seccidn 4.2.2 (figura 4-37). Se realizaron estas
medidas sobre Tt-Cua y M160H en estado adsorbido y a 4 valores distintos de pH (4,6;
6; 7 y 8), estimandose un valor de Pl de aproximadamente 7 en ambos casos (figura 4-
38). Este resultado implica una diferencia de aproximadamente una unidad respecto al
valor reportado previamente para Tt-Cua en solucidn (PI=6), consistente un pH local mas
acido en la interfaz electroquimica 6. Asi, el corrimiento del pKaa de las muestras
adsorbidas hacia valores superiores seria consecuencia (al menos en parte) del pH local,
que también estaria corrido hacia valores superiores.
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Figura 4-37. EO vs | para Tt-Cua (A) y M160H (B). Las curvas resultan del ajuste de la
ecuacion (4) para estimar la carga de las proteinas en estado adsorbido a valores de pH
8,2 (triangulos); 7 (cuadrados); 6 (circulos) y 4,6 (rombos).
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Figura 4-38. Valores de q para Tt-Cua (azul) y M160H (rojo) en estado oxidado,
estimados a partir de los ajustes de la figura 4-37. Los ajustes lineales permiten estimar
el valor de PI=7; un punto por encima del reportado para Tt-Cua en solucién .

El desplazamiento del valor del Pl de Tt-Cua tras la adsorcion sobre el electrodo se
produce en el mismo sentido que el del pKaa (esto es, hacia valores mas altos), aunque
la magnitud de este corrimiento no es idéntica. Mientras el pKaa de la transicién
observada aumenta casi dos puntos tras la adsorcién (desde 3,1-3,5 hasta 5), el Pl
aumenta en una unidad (de 6 a 7). Esta diferencia sugiere que el cambio de accesibilidad
de residuos relevantes para la transicion observada podria estar afectando también el
valor del pKaa. Por otra parte, nada indica que el efecto de la superficie del electrodo en
términos del pH local deba ser el mismo para cualquier valor de pH en el seno de la
solucién, de manera que, si este (por ejemplo) se acentuara en medio acido, podria estar
incidiendo en las magnitudes de los corrimientos. En suma, este resultado es un
indicador del cambio que representa la adsorcién a una superficie biocompatible en
términos de pH “efectivo”. Segun esta interpretacion, para el caso particular de Tt-Cua
y del tipo de electrodo empleado, la proteina estaria censando en estado adsorbido un
pH menor que el que censa en solucién (que es el pH medido convencionalmente), lo
cual conciliaria la informacién obtenida en ambas condiciones experimentales con las
distintas técnicas empleadas.
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4.3- Conclusiones

A lo largo de este segundo capitulo experimental se han presentado principalmente
resultados electroquimicos de Tt-Cua y las distintas variantes mutagénicas (presentadas
en el capitulo anterior) adsorbidas sobre electrodos biocompatibilizados. Como ya fue
comentado en el capitulo 1, los electrodos utilizados emulan algunas de las propiedades
de las membranas bioldgicas, confiriendo cierto grado de biomimetismo a las condi-
ciones experimentales. En este contexto, se estudié el efecto de distintas variables sobre
el valor de E°, uno de los parametros redox mds relevantes. Los resultados indican que
este pardmetro es sensible a cambios en la composicion del medio exhibiendo, por un
lado, una modulacién de 80 mV para valores de fuerza idnica entre 10 y 200 mM (ver
figura 4-10), y por otro, una modulacién de 100 mV para valores de pH entre 3y 10 (ver
figura 4-20). Si bien no es esperable que el entorno fisiolégico del sitio de Cua presente
cambios tan grandes en la fuerza idnica o en el pH, estas variaciones evidencian la
sensibilidad del valor de E? a cambios en su atmosfera idnica, lo cual puede variar fuerte-
mente in vivo con el contacto proteina-proteina. La interaccién entre la subunidad de
Cua de la CcO y el Cyt ¢ (partner biolégico) probablemente genere cambios en este
sentido, y la proximidad de la regidn de interaccidn interproteica con el sitio de Cua
sugiere que el impacto podria ser muy significativo. Este se reflejaria en una modulaciéon
del valor de E° y en consecuencia (segun la teoria de Marcus) en la velocidad de la
reaccidn de TE, razén por la cual esta sensibilidad del valor del E° del sitio de Cua podria
ser un punto de control en la regulacién del proceso de TE in vivo.

Esta conclusién, lejos de ser aplicable exclusivamente al caso particular de Tt-Cua,
podria ser extensible a muchos sistemas proteicos con caracteristicas comunes. Existen
distintos trabajos sobre complejos de diversas cupredoxinas (generalmente proteinas
azules de cobre) con sus partners biolégicos, donde se observa una fuerte modulacién
del valor del E° tras la formacidn del complejo transiente 1213123, por otra parte, como
fue comentado en la seccion introductoria, resultados previos en nuestro laboratorio
sefialan la importancia de pequefias distorsiones en la geometria del sitio de Cua,
especialmente en términos del espaciamiento energético entre los dos estados
fundamentales alternativos ©? (figura-4-6). Esto significa que la interaccion proteina-
proteina puede tener un rol fundamental en la regulacién no sélo del valor de E°, sino
también en la poblacién del estado fundamental, lo cual tiene implicancias directas
sobre otros parametros de la reaccion de TE, como el acoplamiento electrénico y la
energia de reorganizacioén (A).

Como ha sido desarrollado en la seccidn introductoria de este capitulo, estudios
previos en nuestro laboratorio sugieren que el sitio de Cua in vivo seria capaz de alternar
entre ambos estados fundamentales para la reaccion de TE. Segun esta hipdtesis, cada
uno de ellos estaria optimizado para la entrada o para la salida del electrdn, haciendo
de este switch un mecanismo que no sélo permite la regulacién del proceso en el
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contexto fisiolégico, sino también la direccionalidad de la velocidad de TE, conciliando
una alta velocidad y una baja fuerza impulsora simultdaneamente, previniéndose el
proceso inverso de TE ©2 (figura 4-6). Los estudios electroquimicos y espectroscépicos
sobre la transicién observada en el valor de kre de la mutante puntual M160H indicarian
que es producto de un switch funcional entre ambos estados fundamentales alterna-
tivos o, y m,. Este fendmeno convierte a M160H en el primer caso conocido de un
modelo proteico que permite estudiar dos estados redox activos distintos en el mismo
sitio activo. El cambio de estado redox activo (de m,, a g;; hacia pH acido) se refleja en un
aumento del valor de A, como habia sido predicho en trabajos previos para el estado m,,,
pero también en una sobrecompensacion del término |Hpa|, ya que el valor de ke
aumenta a pesar del alto A. Esta seria una prueba directa del enorme impacto que puede
tener sobre los parametros cinéticos de la reaccién de TE el intercambio entre ambos
estados fundamentales alternativos. Ademas, confirma que ambos estados pueden ser
funcionales en la misma proteina, y que su eficiencia resulta comparable a pesar de la
significativa diferencia en el valor de A.

La evidencia espectroscopica sugiere que este switch funcional esta asociado a un
cambio en el entorno de la histidina 157 (ligando de primera esfera), que aumenta su
velocidad de intercambio protdénico con el solvente a pH acido, modificando la energia
de un modo normal que involucra la vibracién Cu-Cu. Esta perturbacién menor alteraria
el valor de AE,: /. lo suficiente como para hacer del estado o, el RAMO a pH 4acido,
siendo el estado 7, el RAMO a pH neutro (figura 4-16). El hecho de que la mutante Tt-
3L, de similar valor de AE,: ,, que M160H a pH neutro, no presente transicion en su
valor de kre y tampoco muestre los cambios espectroscépicos asociados a la histidina
157, es consistente con la interpretacién de los resultados. Las mutaciones de segunda
esfera en Tt-3L estarian aboliendo la sensibilidad al pH de la histidina 157, eliminando
asi tanto el corrimiento detectado por RR (figura 4-28) como la transicidon en los
pardmetros cinéticos de la reaccion de TE (figura 4-21).

Si bien no existe en la naturaleza ningun sitio de Cua con la coordinacion que
presenta M160H (la primera esfera de coordinacion esta absolutamente conservada en
la naturaleza), esta mutante permite explorar ambos estados redox en el mismo sitio, y
permite ademas probar que perturbaciones menores sobre este pueden actuar de
interruptor entre ambos estados fundamentales alternativos. La ausencia de switch
funcional en Tt-Cua seria entonces consecuencia del elevado valor de AE,: /. , que hace
insuficiente la perturbacion producida por el cambio de pH para generar el cambio de
estado activo. Sin embargo, el conjunto de las condiciones fisioldgicas como el crowding
molecular, las tensiones de la matriz proteica que impone el resto de la CcO o la
interaccion proteina-proteina con el Cyt ¢ (entre otras) podrian ser suficientes para que
se produzca tal efecto. En este sentido, es muy interesante el trabajo de Muresanu y
colaboradores sobre el complejo transiente Cyt css-Tt-Cua , en el cual se realizaron
experimentos de RMN bidimensional [*°N,*H] TROSY y se estudié el grado de perturba-
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cion de la formacion del complejo sobre los distintos aminoacidos de Tt-Cua 4. Sus
resultados muestran que, si bien las perturbaciones generadas por la formacién del
complejo son leves, uno de los aminodcidos mas afectados es justamente la histidina
157. Seria posible que esta perturbacion generada por la formacién del complejo
transiente (en conjunto con las demas) produzca una modulacion del valor del AE;: /.
suficiente para cambiar el estado redox activo.

En suma, la formacion del complejo transiente entre la subunidad de Cua de la CcO
y su partner bioldgico tiene la capacidad de alterar los tres parametros redox que
definen la velocidad de la reaccidon de TE segln el marco tedrico de Marcus: E, |Hpa| vy
A. El primero de ellos por los cambios que pueda generar en la atmosfera idnica del sitio
de Cua, cuyo efecto puede superar los 100 mV, y los otros dos por el switch funcional
del estado redox activo, cuyo efecto puede alterar a A en un factor 2 y a |Hpa| en casi
un orden de magnitud. Modulando los tres parametros, la reacciéon de TE puede pasar
de estar practicamente bloqueada (tiempos no compatibles con la vida) a ser muy
rapida. Ademas, el hecho de que la alternancia entre ambos estados fundamentales
alternativos también pueda ser modulada, permitiria regular la direccionalidad de la
reaccidon de TE. El hecho de que existan tantos factores capaces de alterar los distintos
pardmetros, como la fuerza idnica, el pH, el potencial y el campo eléctrico interfaciales,
el crowding molecular y la interaccién proteina-proteina genera la posibilidad de
multiples efectos que actuando simultdaneamente regulen finamente cada parametro de
la reaccidn de TE, y por lo tanto la respiracién celular.
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Estudio de la transferencia
electronica en centros T1 novedosos

5.1- Introduccion

El cobre es el segundo metal de transicion mds abundante en los sistemas bioldgicos,
siendo el hierro el que ostenta el primer lugar . Son numerosos y variados los sitios
activos que se conforman a partir de estos dtomos metalicos en la naturaleza, y la
clasificacién mas comun se plantea en funcién de las caracteristicas generales de su
coordinaciéon, como ya ha sido presentado en la secciéon 1.2.1. Los sitios de cobre
cumplen una gran cantidad de funciones fisioldgicas, a partir de lo cual se pueden
discriminar dos grandes grupos: los sitios que presentan actividad catalitica y aquellos
gue no la tienen, cumpliendo estrictamente un rol de intermediario en el transporte
electrdnico. El ultimo es el que agrupa a los dos sitios de cobre protagonistas de esta
tesis: los sitios de Cua, a los cuales se dedican integramente los capitulos 3y 4, y los sitios
Tipo 1 (T1), que se estudian en este capitulo. Aunque la terminologia T1 refiera
estrictamente a ciertos sitios de cobre, de aqui en mas se llamaran también proteinas
T1 a aquellas proteinas que contienen tales sitios.

5.1.1- Las proteinas azules de cobre

Los sitios de cobre Tl se encuentran mayoritariamente en las denominadas
proteinas azules de cobre, que deben su nombre al tipico color azul fuerte que exhiben.
De los seis reinos biolégicos de la clasificacién tradicional, se las ha encontrado
Unicamente en tres, a saber, los reinos Bacteria, Archea y Plantae, y a pesar de que la
variabilidad de secuencia entre las distintas proteinas T1 conocidas es mayor al 80%,
presentan una estructura general de la matriz proteica conservada evolutivamente ?
(figura 5-1). Este tipo de plegamiento (compartido con los sitios de Cua y algunas otras
metaloproteinas) consiste basicamente en un barril-B formado por ocho laminas-f y una
o dos hélices-a en la region superficial de la proteina, y se denomina plegamiento
cupredoxina 3= (ver detalles en la seccién 1.2.1). A lo largo de las ultimas tres décadas
(al menos) muchos estudios se han enfocado en entender la relacién entre el
plegamiento cupredoxina y la optimizacién de la transferencia electrénica (TE) que
muestran las proteinas que lo presentan 3613 (ver mas adelante).

Capitulo 5 - Estudio de la transferencia electronica en centros T1 novedosos 209



Gl N Se {1
( 3 'S o Y LR e
! = / " i : | : f“ ~

N
~

-~ (URS (NS e
/i "». { ,5

JS PR “f J"

Plastocianina Azurina Pseudoazurina Amicianina
(1PLC) (2AZA) (1PAZ) (1AAC)
4 o . LK) s

L ] ; v k? / ( -
Plantacianina Estalacianina Auracianina Rusticianina
(2CBP) (1JER) (1QHQ) (1RCY)

Figura 5-1. (figura adaptada de Liu et al. 2014 #) Representacién de la estructura
cristalogrdfica de distintos ejemplos de proteinas T1 y entre paréntesis sus respectivos
codigos de PDB. A simple vista se detecta una fisionomia comun a todas las estructuras,
a pesar de la alta variabilidad en la secuencia aminoacidica, como consecuencia del
plegamiento cupredoxina conservado.

Si bien son abundantes y variados los ejemplos reportados de proteinas T1, sdlo se
conoce la funcidn fisioldgica de un grupo bastante limitado 3. En todos los casos, el sitio
T1 se desenvuelve como intermediario electrénico de un proceso metabdlico, y en este
capitulo los estudios estaran concentrados en el sitio redox de dos de estas proteinas:
la Azurina y la Amicianina. Esta ultima ha sido estudiada primordialmente a partir del
modelo de Paracoccus denitrificans, y se ha establecido que en dicho organismo toma
un electron de la metilamina deshidrogenasa para luego transferirlo a un tipo de
Citocromo ¢, el Cyt ¢-551i >1°, El caso de la Azurina no ha llegado a ser descripto con
tanta precisién, aunque diversos estudios sobre el modelo de Alcaligenes faecalis
indican que es capaz de oxidar a algunas deshidrogenasas de aminas aromaticas para
luego reducir a distintos tipos de Citocromo ¢ presentes en su entorno celular 2022,

Las interacciones entre las proteinas T1 con sus partners bioldgicos son
generalmente a partir de la formacién de complejos transientes, como indican diversos
estudios realizados en Azurina, Amicianina y Plastocianina 1%'821-23 En algunos casos se
ha detectado la formacion de complejos multimoleculares, como por ejemplo una
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estructura cristalografica de Azurina en complejo con cuatro amino deshidrogenasas, o
un complejo ternario entre la molécula de Amicianina, una metilamina deshidrogenasa
y un Cyt ¢-551i 242>, Sin embargo, el grado de conocimiento sobre los mecanismos para
las reacciones de TE in vivo sigue siendo precario, y existe controversia aun acerca de la
naturaleza de los complejos que presentan actividad redox. Sin ir mas lejos, resultados
recientes a partir de medidas de actividad redox entre Amicianina y ambos partners
putativos en solucion indican que no es mediante la formacién de un complejo ternario,
sino a partir de un mecanismo de “ping-pong” que la proteina T1 actuaria como
intermediario electrdnico in vivo 26. Ademds, muchas de estas proteinas son promiscuas
en cuanto a su actividad redox, habiendo reportes de reacciones de TE con otras
proteinas (ademas de los partners putativos), diversos complejos inorganicos y también
algunas moléculas pequefias 32772°,

Son notables los avances que se han realizado sobre la caracterizacidn de los sitios
T1 en los ultimos afios, no obstante, su complejidad y variabilidad bioldgica han
colaborado para mantener varios aspectos controversiales. La diversidad de organismos
y rutas metabdlicas donde se las encuentra, en conjunto con sus caracteristicas
estructurales y funcionales Unicas (como se desarrollard en las siguientes secciones),
convierte a estas proteinas en sistemas de gran atractivo para su estudio.

5.1.2- Caracteristicas estructurales generales de los sitios T1

La primera estructura cristalografica que se logré obtener de una proteina T1 fue la
de la Plastocianina de Populus nigra (varietal italica), hace ya casi 40 afios 3°. Desde
entonces, muchas proteinas Tl se han sumado al grupo de las estructuras
cristalograficas, y han permitido conocer en gran detalle los elementos comunes y los
aspectos variables de sus sitios activos 3 (figura 5-1). Como ya fue mencionado, uno de
los aspectos transversales a todas las proteinas T1 (pero no exclusivamente de ellas) es
el esqueleto proteico que responde al plegamiento cupredoxina, y que conlleva la
conservacion de algunos de los residuos coordinantes del sitio activo 3 (figura 5-2 A).
El ion cobre se encuentra en un extremo de la proteina T1, coordinado ecuatorialmente
por un azufre cisteinico y dos nitrégenos correspondientes a histidinas. Tipicamente la
primera esfera de coordinacidon se completa con el azufre de una metionina axial vy,
menos comunmente, por un carbonilo amidico axial del lado opuesto al de la metionina
330 (figura 5-2 B). A pesar de estar proximo a la superficie, la forma en la que las
cupredoxinas se pliegan previene la entrada de ligandos exégenos al sitio redox,
minimizando las posibilidades de reacciones secundarias que interfieran con el rol
fisioldgico de transportador de electrones que cumplen en todos los casos conocidos 3.
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Figura 5-2. (Arriba) Representacion esquemdtica de la topologia de la estructura
secundaria de Azurina, como modelo del plegamiento cupredoxina. El bucle entre las
hojas-B 3 y 4 contiene una histidina ligante y el carbonilo amidico axial (de una glicina).
El bucle C-terminal o bucle ligante, contiene a la cisteina y a la otra histidina ligante,
ademds de la metionina axial. (Abajo) Representacion del sitio T1 de la Azurina de
Alcaligenes Denitrificans (como ejemplo candnico). El dtomo de cobre (marrdn) estd
coordinado ecuatorialmente por un azufre (amarillo) cisteinico y dos nitrogenos (azul)
histidinicos. La coordinacion se completa con un azufre metioninico y un oxigeno (rojo)
del carbonilo amidico de una glicina, ambos ligandos axiales.
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Los distintos ligandos coordinantes del sitio redox se ubican en posiciones internas
o adyacentes a dos de los bucles comprendidos entre los elementos de estructura
secundaria de la proteina (figura 5-2). Una de las histidinas coordinantes es el primer
residuo (en sentido N-terminal - C-terminal) de la cuarta hoja-B, y en los casos donde
un carbonilo amidico axial (generalmente de una glicina) se presenta como el quinto
ligando del sitio activo, éste se ubica en la posicidon inmediata anterior, es decir, como el
ultimo residuo del bucle entre las hojas-f 3 y 4. El resto de los ligandos que coordinan al
ion cobre se encuentran en el bucle de la regidon C-terminal que se define entre las hojas-
B 7y 8, denominado por algunos autores como “bucle ligante”. Este bucle se conforma
con un motivo Cys-(Xxx)n-His-(Xxx)m-Met donde m y n pueden adoptar los numeros 2; 3
y 4 en la mayoria de las proteinas T1 32 (figura 5-2). Por lo tanto, este bucle presenta
variabilidad tanto en la identidad de sus residuos como en la cantidad, a diferencia de
lo que ocurre con el bucle homdlogo en sitios de Cua, cuya extensidn se encuentra
altamente conservada 3334 (ver detalles en la seccién 3.2.2). Es interesante comentar
que existen proteinas T1 en las cuales los valores n y m del bucle ligante pueden ser
mayores, como es el caso de la Nitrito reductasa (NiR), donde son ocho los aminoacidos
que separan a la cisteina de la histidina (n=8) 323>, Este tipo de proteinas presentan sitios
T1 con caracteristicas espectroscépicas diferentes, lo cual serd desarrollado en la
siguiente seccion.

Los tres ligandos ecuatoriales (una cisteina y dos histidinas) estan absolutamente
conservados en todas las proteinas T1 reportadas, pero no asi el ligando axial débil
metionina que, aunque es muy comun, se encuentra ausente en algunos grupos. Entre
ellos se conocen las estalacianinas y las diacinas, donde la metionina axial es
reemplazada por una glutamina %3¢ Existen otras proteinas T1 como algunas
plantacianinas, celuroplasminas o lacasas fungicas, donde el lugar de la metionina es
ocupado por una leucina, una valina o una fenilalanina, aunque en la mayoria de estos
casos el residuo no coordina al ion metdlico 3~%4. El carbonilo amidico que actta de
segundo ligando axial débil es menos comun, y se lo encuentra en algunas proteinas T1
como la Azurina 3.

Las geometrias que adoptan los sitios T1 se encuentran en un punto intermedio
entre trigonal plana y tetraédrica, y el detalle de esta geometria depende de los ligandos
axiales y de las restricciones estructurales que imparta la matriz proteica 3%
Generalmente los sitios que carecen de ligandos axiales se configuran en una geometria
(pseudo) trigonal, donde los tres ligandos ecuatoriales definen un tridngulo en torno al
ion metalico. Los sitios que presentan una metionina (u otro ligando coordinante) axial
presentan al ion cobre desplazado del plano trigonal formado por los ligandos
ecuatoriales por el efecto de la coordinacién del grupo tioéter, deformando
tetraédricamente la geometria trigonal plana. Por Ultimo, aquellos sitios que presentan
un segundo ligando axial (el carbonilo amidico) adoptan una geometria trigonal
bipiramidal (no simétrica), donde el carbonilo contrarresta en cierta medida el efecto
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del tioéter, lo que mantiene al ion cobre en el plano trigonal definido por los ligandos
ecuatoriales (figura 5-3). Ademas, la geometria de tipo (pseudo) tetraédrica puede
presentar distinto grado de distorsiones en las proteinas T1, acercandose en algunos
casos a una geometria tetragonal distorsionada !, La proximidad a uno u otro tipo de
geometria determina muchas de las propiedades espectroscdpicas y funcionales de las
proteinas, como sera discutido en la siguiente seccién.

Met86

l.euS13 O

Pseudoazurina Azurina Lacasa

Figura 5-3. (figura adaptada de Dennison et al. 2005 3) Estructura de la primera
esfera de coordinacion de los sitios T1 de Pseudoazurina, Azurina y Lacasa, como ejemplo
de coordinacion por 3; 4 y 5 residuos respectivamente. En el caso tetra coordinado, el
ligando axial es metionina y en el caso penta coordinado, el sequndo ligando axial es el
carbonilo amidico.

Sin lugar a dudas, la caracteristica estructural mas destacada de los sitios T1 es la
corta distancia Scys-Cu (en comparacion con lo observado en complejos inorganicos), que
fue determinada de manera precisa por primera vez a partir de medidas de absorcién
de rayos X extendida a la estructura fina (EXAFS) sobre la forma oxidada de la Azurina
45, Esta distancia presenta valores entre 2,26 Ay 2,07 A para las distintas proteinas T1
conocidas, y en particular es de 2,24 Ay 2,11 A para las formas oxidadas de Azurina y
Amicianina, respectivamente *¢, El hecho de que la distancia Scys-Cu sea mas corta de lo
esperado (en funcion de los antecedentes en complejos inorganicos y otras
metaloproteinas) esta vinculado con las restricciones estéricas impuestas por la matriz
proteica, y diversos estudios sugieren que el entramado de puentes hidrégeno en la
zona de la cisteina coordinante cumple un rol determinante en ese sentido **. Por su
parte, las distancias Nuis-Cu suelen mostrar valores tipicos para este tipo de
interacciones, esto es, en torno a los 2,0 A. Es interesante el hecho de que ambas
histidinas ligantes coordinan al ion cobre a través del Ns, en contraste con lo observado
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en otros sitios de cobre (como por ejemplo los sitios T2) donde las histidinas coordinan
al ion metalico tipicamente a través del N¢. Finalmente, aunque no sea ubicua, la
metionina es el ligando axial mds comun en sitios T1, y presenta distancias Swet-Cu que
pueden variar entre 2,6 Ay 3,2 A 14,

Los dos dtomos de nitrégeno y el &tomo de azufre coordinantes forman un plano
trigonal, con el ion metalico cerca del centro y mds o menos por encima del plano
dependiendo de los ligandos axiales y las restricciones impuestas por el resto de la
proteina. Los angulos del plano trigonal definidos como dos N-N-S y uno N-S-N
presentan valores tipicos de 101°, 117° y 134° respectivamente, seglun cdlculos
realizados a partir de estructuras cristalograficas con resoluciéon de 2 A 47. A su vez, los
angulos diedros Cu-Sy— Cg—Cq and Sy—Cpg—Co—N (donde el N es el nitrogeno amidico de la
cisteina) presentan valores cercanos a 180°, lo que implica una coplanaridad entre el
enlace Scys-Cu, la cadena lateral de la cisteina y su orientacidn en el esqueleto proteico.
Esta coplanaridad es consecuencia de las imposiciones estéricas antes comentadas
sobre la cisteina ligante.

A partir de medidas EXAFS también pudieron ser determinadas las variaciones
geométricas asociadas a la reduccion del sitio, las cuales resultan sorprendentemente
bajas, observandose en promedio un aumento de 0,08 A en la distancia Scys-Cu y de 0,06
A en ambas distancias Nuis-Cu %124849 (figura 5-4). Cambios geométricos tan pequefios
entre ambas formas redox son consistentes con la evidencia cristalografica e indicativos
de un bajo valor de energia de reorganizacién (A) asociado a la TE, factor determinante
para la eficiencia en el rol fisiolégico que desempefias estas proteinas ! (ver detalles en
la seccion 1.3.1). Ademas, distintos estudios indican que la geometria del sitio tampoco
presenta grandes cambios ante la insercion de otros metales de transicion (como Hg, Cd
0 Zn), sugiriendo que es la matriz proteica la que impone la geometria del sitio redox °°-
32, Esta hipétesis, denominada de estado entatico, pondera el rol de la matriz proteica
en la determinacién de la estructura del sitio activo, que en ultima instancia define las
propiedades espectroscépicas y funcionales de la proteina >3, El hecho de que las
estructuras reportadas de distintas apoproteinas T1 (sin el ion metalico) conserven la
orientacidn y la geometria general de los ligandos del sitio activo, con cambios entre 0,1
Ay 0,3 A, confirma el modelo de estado entatico 5156759,
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Figura 5-4. (figura adaptada de Holm et al. 1996 °) Diferencias geométricas de la
primera esfera de coordinacion del sitio T1 de la plastocianina entre su estado reducido
(circulos llenos) y su estado oxidado (circulos vacios). (A) Distancias de enlace y dngulos
de los ligandos del plano ecuatorial. (B) Angulos formados entre cada ligando ecuatorial
y el azufre metioninico.

5.1.3- Descripcion electronica de los sitios T1

A partir de lo desarrollado en la seccién anterior queda de manifiesto, por un lado,
el caracter asimétrico de los sitios T1, y por otro, que la matriz proteica impone sobre
estos una geometria con caracteristicas atipicas. Ambos hechos dotan a estos sitios de
una gran complejidad en su descripcidn electronica y, en consecuencia, de
caracteristicas espectroscdpicas Unicas &°. El abordaje de sistemas cupricos mas simples,
como complejos inorganicos de cobre, ha representado una herramienta invaluable
para la interpretacion de los resultados experimentales de los sitios T1, y por lo tanto
para una mejor caracterizacion.

En su descripcion electrénica, el &tomo de cobre posee 5 orbitales d en su capa de
valencia, que en un campo ligando octaédrico se dividen en dos grupos de orbitales: tres
tag y dos eg. Este es por ejemplo el caso del complejo CuCls?, donde la degeneracidn
orbital se rompe por el efecto Jahn-Teller, generando orbitales de distinta energia y
simetria (figura 5-5 A). Tal efecto produce ademas una distorsion geométrica que,
continuando con el ejemplo del CuCls*, se manifiesta como una elongacién en el eje z
(donde no hay coordinacién) y una contraccién ecuatorial (donde se disponen los cuatro
cloros coordinados) generando una geometria plana tetragonal (figura 5-5 A). En el
diagrama de orbitales atémicos del cobre, el OA dx-y2 es el nivel ocupado de mayor
energia (parcialmente ocupado) ya que presenta sus cuatro l6bulos orientados en la
direccion de los atomos de cloro, lo cual maximiza la interaccién antiligante de tipo o*
(figura 5-5 A). Por su parte, cada atomo de cloro posee un orbital p orientado en la
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direccién del Cu, por lo que recibe el nombre de ps. Célculos DFT indican que la
descripcién del HOMO de este complejo resulta de la combinacién entre el orbital Cu
dx2-y2 con un peso del 61% y un 39% proveniente de la contribucion efectiva de los cuatro
orbitales ps de los atomos de Cl 1! (figura 5-5 B).
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Figura 5-5. (figura adaptada de Solomon et al. 2006 1) (A) Efecto de la distorsion de
Jahn-Teller sobre la geometria, simetria y energia de los OAs del cobre en un campo
ligando octaédrico. (B) Representacion esquemdtica de la combinacion del OA Cu dxz-y2
con los cuatro OA Cl ps en el complejo CuCls*, y la descripcidn electrénica del HOMO.

Los dos orbitales p restantes de cada dtomo de Cl (2 Cl px) se encuentran orientados
de manera perpendicular a la unién ligando-metal, razén por la cual experimentan una
interaccion de tipo 1 con el &tomo de cobre 198961 (figura 5-6 A). Ambas interacciones
dan lugar a una transferencia de carga ligando metal (TCLM), que resulta en un caso de
caradcter o (de mayor energia) y en el otro de caracter m (de menor energia). La
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intensidad de tales transiciones es proporcional a la superposicion de los OA
involucrados en cada una, por lo tanto, en el espectro de absorcion electrdnica la banda
de TCLM Cl(ps)=>Cu(dx2-y2) s mas intensa (y de mayor energia) que la banda de TCLM
Cl(pr)—>Cu(dx2-y2) ®? (figura 5-6 B). En regiones menos energéticas se observan bandas
correspondientes a transiciones de campo ligando (d->d), es decir, de orbitales del cobre
totalmente ocupados al orbital dx2y2 (de mayor energia) parcialmente ocupado. Estas
bandas, ademds de ubicarse en regiones menos energéticas del espectro, presentan
intensidades mucho menores que las bandas de TCLM, ya que corresponden a
transiciones de baja probabilidad (figura 5-6 C).
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Figura 5-6. (figura adaptada de Solomon et al. 2004 !!) (A) Representacidn
esquemadtica de la interaccion entre el OA Cu dxz-y2 con un OA Cl ps y con un OA Cl pren
el complejo CuCls*. (B) Espectro de absorcion electrénica del CuCls?, donde se observan
las bandas correspondientes a las (azul) TCLM Scys(p)—>Cu(dx2-y2) v las (rojo) transiciones
d->d. (C) Representacion esquemdtica de las transiciones de tipo (azul) TCLM
Scys(p)—>Cu(dx2-y2) y (rojo) d->d entre los distintos OAs. Las flechas mds gruesas indican
transiciones mds probables y las flechas mds largas indican transiciones mds
energéticas.

Como fue desarrollado en la seccién anterior, los sitios T1 se muestran muy alejados
de una geometria tetragonal plana como la del CuCls?. Si bien la cantidad e identidad
de ligandos en la primera esfera de coordinacién es variable, la mayoria de los sitios T1
tetracoordinados configuran una geometria tetraédrica mas o menos distorsionada, con
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los tres ligandos ecuatoriales (una cisteina y dos histidinas) y el ligando axial metionina
en sus vértices (figura 5-3). Por su parte, la distancia Scys-Cu particularmente corta
implica una fuerte interaccion de caracter covalente, lo que se traduce para su forma
oxidada en una densidad de espin desapareado localizada mayoritariamente en ambos
atomos. Dado que la plastocianina fue la primera estructura cristalografica reportada de
un sitio T1, muchos avances sobre la descripcidn electrdnica de estos sitios se llevaron
a cabo utilizdndola como modelo °3°. A partir de estudios de absorcidn de rayos X (XAS)
y resonancia paramagnética electrénica (EPR) en combinacion con calculos
computacionales se determind la contribucion del cobre y los ligandos ecuatoriales al
orbital molecular ocupado de mayor energia (HOMO) para el sitio T1 de la plastocianina.
Estos resultados indican contribuciones de 42%, 38%, 4% y 4% para los 4tomos Cu, Scys,
y ambos Nuis respectivamente, con un 12% restante correspondiente a contribuciones
minoritarias de otros &tomos préximos 162 (figura 5-7).

4% Nyjis |

42% Cu dxz_yz —>

G

Figura 5-7. (figura adaptada de Solomon et al. 2006 °2) Superficie de isodensidad de
la funcidn de onda del HOMO en el sitio activo de la plastocianina y la contribucion
porcentual de cada dtomo, obtenido a partir de cdlculos DFT refinados con datos
experimentales de XAS y EPR.

En conjunto, la particular disposicidn espacial de los ligandos y la corta distancia Scys-
Cu resultan determinantes en la orientacion relativa de los orbitales del &tomo de cobre
y del atomo de azufre cisteinico (su ligando mas fuerte). Como puede verse en la figura
5-7, tal orientacion dispone una superposicion de los OA Cu dxa-y2 Y Scys p casi
enteramente por fuera de la direccion que contiene a ambos nucleos, lo que implica una
interaccion Scys-Cu de caracter primordialmente m. Esto implica que la TCLM
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Scys(po)> Cu(dxa-y2) (Scyso—>Cu) serd menos intensa que la TCLM Scys(pr)—> Cu(dx2-y2)
(Scyst=>Cu), al contrario de lo observado en el complejo CuCls?, y por lo tanto la relacién
de intensidades entre ambas bandas serd también inversa. Las proteinas T1 reciben
histéricamente el nombre de proteinas azules de cobre, dado el caracteristico color azul
de la mayoria de ellas. Esta cualidad distintiva es consecuencia de la intensa banda (€max
=~ 5000) que presentan hacia los 600 nm (16700 cm™) y domina el espectro de absorcion
UV-Vis 83785 (figura 5-8). Esta es precisamente la banda correspondiente a la TCLM
Scyst—>Cu, mientras que las correspondientes a las demas transiciones observables en
regiones energéticas comparables (como las de TCLM Sc¢ys6—>Cu y d—>d) presentan inten-
sidades mucho menores, perdiéndose por debajo de la banda dominante (figura 5-8).
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Figura 5-8. Espectro UV-Vis de la Plastocianina (linea llena) y su deconvolucion (linea
punteada). La banda dominante hacia los 17000 cm™ corresponde a la TCLM Scyst—>Cu,
la débil anda hacia los 22000 cm™ corresponde a la TCLM Scyst—>Cu y la banda a mayores
energias corresponde a la superposicion de bandas d->d.
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5.1.4- El modelo de distorsion acoplada

El color azul caracteristico que presentan tantas proteinas T1, o lo que es lo mismo,
su espectro UV-Vis dominado por una banda a aproximadamente 600 nm, es la
consecuencia directa de la descripcidn electrdnica de su sitio metdlico, que es a su vez
consecuencia de la geometria de la primera esfera de coordinacion (como se desarrolld
en la seccién anterior). Sin embargo, existen diversos ejemplos de proteinas T1 con el
mismo grupo de ligandos coordinantes, pero que exhiben un color verde o una tonalidad
distinta de azul, como los casos de la Pseudoazurina (PAz), Plantacianina (o CBP), NiR,
etc. 7356266-69 E| color diferente de estas proteinas es consecuencia de la presencia de
una banda hacia los 450 nm en el espectro UV-Vis, de intensidad similar o superior a la
banda de TCLM Scysm—>Cu que es tipica de las proteinas que presentan un color azul
intenso (figura 5-9). A partir del andlisis comparativo con la asignacion del espectro UV-
Vis de la plastocianina (figura 5-8) se desprende que la banda en 450 nm corresponde a
la TCLM Scys6—>Cu, lo cual fue confirmado por multiples estudios espectroscépicos en
diversas proteinas T1 ®2. La orientacidn relativa de los OA involucrados en la TCLM
Scys—>Cu estd directamente vinculada con la relacién de intensidades entre ambas
bandas de TCLM, sugiriendo que en los sitios no azules el orbital parcialmente ocupado
Cu dy2-y2 esta rotado, incrementando el cardcter o de la interaccién (en detrimento del
caracter m). Esta conclusién fue apoyada por calculos computacionales, confirmando el
cambio en la orientacion del orbital Cu dx.y» como responsable de las diferencias
espectrales 779,

Por otra parte, fueron reportados estudios Raman resonante (RR) sobre distintas
proteinas T1 nativas y mutantes puntuales donde se observaron, entre otras cosas,
diferentes valores para la energia vibracional del enlace Scys-Cu. Estas diferencias
mostraron una excelente correlacion con la relacion de intensidades de las bandas de
TCLM Scys—>Cu de los espectros UV-Vis, observandose que el enlace Scys-Cu tiene una
menor energia vibracional a medida que aumenta su caracter o a lo largo de las distintas
variantes estudiadas 7%72, Esto significa que, por ejemplo, la NiR presenta un enlace Scys-
Cu mas débil (segun los resultados RR) y de mayor caracter o (segun los espectros UV-
Vis) que la plastocianina. A partir del andlisis de estos y otros resultados sobre sitios T1
y T2 se propuso inicialmente que la perturbacidon geométrica asociada a estos cambios
espectrales para los sitios T1 verdes radica en una disposicion espacial de los ligandos
de la primera esfera mas préxima a un tetraedro regular, con un consecuente aumento
de la distancia Scys-Cu %72, Sin embargo, analisis mas rigurosos realizados posterior-
mente, complementando la informacion disponible con resultados obtenidos mediante
dicroismo circular magnético (DCM), determinaron que la perturbacion geométrica
involucrada consiste en una tendencia del sitio T1 a una disposicion tetragonal, y no
tetraédrica 73.
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Figura 5-9. Espectro UV-Vis de distintas proteinas T1, ejemplificando las distintas
distorsiones espectrales que dan lugar a las proteinas de color azul, las de color verde y
las de color intermedio. De arriba hacia abajo se muestran los espectros de Amicianina,
Azurina, CBP, PAz y NiR.

Los diversos resultados espectroscdpicos sefialan una estrecha vinculacién de la
descripcidn electrénica de distintos sitios T1 con su detalle estructural. En particular, los
sitios T1 tendientes a una geometria tetragonal, mencionados también como sitios
rombicos (o verdes) en contraposicion a los sitios axiales (o azules) por algunos autores,
presentan enlaces Scys-Cu mas débiles y de mayor caracter o. Esta tendencia fue
correlacionada con las estructuras cristalograficas de distintas proteinas T1, dando lugar
a una interpretacion generalizada de los factores estructurales que determinan las
propiedades espectroscopicas de estos sitios 3>7376, Se observd que el cambio
simultdneo de tres pardmetros estructurales particulares correlaciona con la tendencia
descripta. Tomando a la plastocianina como el sitio T1 candnico (axial) y a la NiR como
el caso de mayor perturbacion geométrica (tetragonal o rémbico), la distancia Scys-Cu
aumenta mas de 0,1 A, la distancia Smet-Cu disminuye mas de 0,3 A y el plano Cu-Scys-
Swmet Y sufre una rotacidn hacia el plano Cu-Nuis-Nwis superior a los 30° (figura 5-10 A). La
mayor proximidad del azufre metioninico al atomo de cobre debilita la unidn Scys-Cu,
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aumentando su distancia y llevando al sitio hacia una geometria tetragonal. Es a partir
del cambio en la disposicidn espacial del sitio que se produce la rotacion del orbital Cu
dx2-y2, con el consecuente cambio en la relacion de intensidades de las bandas de TCLM
Scys—>Cu en los espectros UV-Vis (figura 5-10 B). Este modelo en el cual distintas
caracteristicas estructurales y electrénicas estan estrechamente vinculadas se
denomina “modelo de distorsién acoplada” 73.
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Figura 5-10. (figura adaptada de Solomon y Hadt et al. 2011 ©) Caracteristicas del
modelo de distorsion acoplada a partir de la comparacion de datos experimentales de
plastocianina (azul), CBP (celeste) y NiR (verde). (A) Geometria de los tres sitios T1; se ve
un aumento de la distancia Scys-Cu y un acortamiento de la distancia Swetr-Cu acoplados
a una rotacion de la posicion de la metionina axial. (B) Efecto de las distorsiones
geométricas en los espectros UV-Vis, con un aumento de la intensidad banda de TCLM
Scysd—>Cu acoplado a una disminucion de la intensidad de la banda de TCLM Scysm—>Cu,
y su correlato en la orientacion de los orbitales.

Segun este modelo, un sitio T1 axial (azul) presentara un espectro UV-Vis dominado
por una banda de TCLM Scyst—>Cu en torno a los 600nm (=16700 cm™t), mientras que el
espectro de un sitio T1 tetragonal (verde) estard dominado por una banda de TCLM
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Scys0>Cu préxima a los 450nm (22200 cm™?) 1462, Asi, la relacion de intensidades entre
ambas bandas de TCLM Ac~a50/Ac~600 (RL) resulta indicativa de la tetragonalidad del sitio
T1. Para el caso de la Azurina, Amicianina o Plastocianina, los sitios se pueden catalogar
como axiales, de geometria pseudo tetraédrica con un caracteristico color azul y un R =
0,1. El sitio T1 de la plantacianina (o CBP) es definido por algunos autores como sitio T1
perturbado, ya que presenta una geometria tetraédrica distorsionada y un color azul
pardo con un y un R, < 1; aunque mayor que 0,1. En cuanto al sitio activo de proteinas
verdes como la NiR, hay quienes sugieren denominarlos T1,5 en alusidon a que su
geometria tetragonal distorsionada y su espectro UV-Vis alterado (que cumple 1 < R. <
2) se pueden interpretar como un punto medio entre los sitios T1 tipicos (azules) y los
sitios T2 (rojos) 2. Sin embargo, en esta tesis se utilizara el término T1 para los sitios de
cobre azules y verdes, designando a los primeros como axiales o azules y a los segundos
como tetragonales, rémbicos o verdes.

Dada la injerencia del ligando axial débil metionina en la distorsion acoplada del sitio
T1, se realizaron estudios en variantes mutagénicas de la NiR donde dicho ligando fuera
reemplazado 7’. Estos demostraron que cuando la interaccién entre el ligando axial y el
atomo de cobre se elimina, el sitio presenta las propiedades espectroscépicas tipicas de
un sitio T1 azul. Tales resultados fueron apoyados por cdlculos computacionales
realizados a partir del sitio T1 sin y con la metionina axial. La geometria dptima calculada
sin restricciones de este uUltimo presenta una distancia Smet-Cu corta y una interaccién
Scys—>Cu de tipo o, caracteristicas del sitio T1 verde. Pero tras la eliminacién de la
metionina axial y reoptimizacién geométrica se recuperan las caracteristicas del sitio T1
azul. Todos estos resultados contribuyen a ponderar, no sélo el rol del ligando axial
metionina en las propiedades de los sitios T1, sino principalmente el rol de la matriz
proteica. El hecho de que muchos de los sitios T1 azules cuenten con la metionina axial
débil en su primera esfera de coordinacidon da cuenta del estado entdtico de estas
proteinas, es decir, que la matriz proteica impone restricciones estructurales fuertes a
los ligandos del sitio activo >3°°.

Algunos autores trataron de racionalizar estas diferencias en términos del largo del
llamado bucle ligante, que contiene tres de los cinco ligando de la primera esfera de
coordinacidn (ver detalles en la seccion 5.1.2). Este bucle se conforma con un motivo
Cys-(Xxx)n-His-(Xxx)m-Met y mientras en la mayoria de las proteinas T1 azules n adopta
valores entre 2 y 4, en distintas variantes de la NiR vale 7 u 8 32. Esto propicid el disefio
de distintas mutantes de proteinas T1 con distinto largo en el bucle ligante, cuyos
resultados sefialan que el largo de este bucle es uno de los principales determinantes de
las propiedades estructurales del sitio 378381, No obstante, ain quedan muchos
interrogantes acerca de los determinantes estructurales de los sitios T1, que en ultima
instancia determinan sus propiedades espectroscdpicas y funcionales. En este capitulo
se presenta un abordaje diferente de los que hasta ahora han sido reportados para el
estudio de proteinas T1.
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5.2- Resultados

Tanto la introduccién de este capitulo como lo desarrollado en los capitulos previos
da cuenta del rol crucial que cumple la matriz proteica sobre las propiedades del sitio
activo de las cupredoxinas, en particular de los sitios de Cuay los sitios T1. En este Gltimo
caso, distintas variantes silvestres con idénticos ligandos de primera esfera presentan
importantes diferencias espectroscépicas a partir de perturbaciones geométricas
impuestas justamente por la matriz proteica 2 (ver detalles en la seccion 5.1.4). Esto
sugiere que el estado entdtico en las cupredoxinas puede representar un mecanismo
evolutivo para el control fino de las propiedades de los centros redox de cobre 1162, Por
otra parte, y no menos importante, el plegamiento conservado cupredoxina ha brindado
una invaluable herramienta para el estudio de sitios de Cua. Ha sido posible la
reconstruccién del sitio de Cua en distintas proteinas T1 mediante ingenieria de bucles
gracias a que ambos grupos de proteinas comparten este tipo de estructura, siendo los
mas conocidos los casos de Cua-Ami y Cua-Azu 8283 (ver detalles en la seccidon 3.1.3).
Estos modelos permitieron sortear los principales obstdculos experimentales que
presentaban los sitios nativos conocidos de Cua (estar inmersos en proteinas
voluminosas, transmembrana y con multiples sitios metdlicos) preservando a su vez las
principales caracteristicas espectroscopicas. A partir especialmente del modelo Cua-Azu
se realizaron enormes avances en la caracterizacion de los sitios de Cua, siendo a la fecha
el mas estudiado de los modelos de Cua 4.

Sin embargo, estudios sobre modelos nativos de Cua han demostrado que muchas
de las propiedades resultan notablemente distintas a lo reportado a partir de Cua-Azu.
El rol del ligando axial metionina o el efecto del pH sobre la determinacién del valor del
E® son dos antecedentes que muestran a las claras que ambos modelos, a pesar de
compartir ciertas caracteristicas espectroscépicas generales, distan mucho de ser
equivalentes 872, Los resultados desarrollados a lo largo de los dos capitulos previos no
sélo contribuyen a la comprensién del modelo nativo Tt-Cua, sino que ademds suman
evidencia a las diferencias de éste con Cua-Azu 2%°1, Ademas, las diferencias entre ambos
modelos sefalan nuevamente el rol determinante de la matriz proteica sobre las
propiedades del sitio activo en cupredoxinas.

A lo largo de este capitulo se desarrollaran distintos estudios espectroscépicos,
computacionales y electroquimicos realizados sobre dos proteinas T1 quiméricas
novedosas. El objetivo principal que se persigue es el de obtener informacion relevante
gue permita entender en mayor profundidad el efecto de la matriz proteica sobre las
propiedades espectroscopicas y funcionales de los sitios redox. En segundo lugar, se
busca, a partir de un entendimiento mds profundo de la relaciéon entre estructura
tridimensional y funcién, generar un aporte en cuanto a la manipulacién racional de
sitios de cobre.
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5.2.1- Desarrollo y caracterizacion espectroscoépica de sitios T1 novedosos

Los antecedentes antes comentados motivaron el disefio de proteinas mutantes
originales a partir de la légica inversa al de los modelos Cua-Azu y Cua-Ami, para su
posterior expresién y estudio. Mediante la estrategia de ingenieria de bucles se
reconstruyeron los sitios activos de la Amicianina y de la Azurina en el esqueleto proteico
del fragmento soluble de la subunidad Il de la oxidasa bas de Thermus thermophilus (Tt-
Cua), dando como resultado dos modelos novedosos para el estudio de sitios T1: Ami-
Cua y Az-Cua (figura 5-11 A). En particular, la mutacién consiste en el reemplazo de la
secuencia aminoacidica del bucle que conforma el sitio redox de Tt-Cua (Cys149, Asn150,
GIn151, Tyrl52, Cys153, Gly154, Leul55, Cys156, His157, GIn158, Asn159 y Met160),
denominado por algunos autores como bucle ligante, por la secuencia correspondiente
al bucle C-terminal (homdlogo) de la Amicianina (Cys92, Thr93, Pro94, His95, Pro9s,
Phe97, Met98) y la Azurina (Cys112, Thr113, Phel14, Pro115, Gly116, His117, Ser118,
Ala119, Leu120y Met121), dando lugar a Ami-Cua y Az-Cua respectivamente %3 (figura
5-11 B). Los detalles experimentales de la expresion y purificacion de ambas quimeras
se encuentran desarrollados en la seccién 2.2.

A simple vista, las muestras proteicas de los dos modelos tienen una diferencia de
color notable con sus pares nativos: mientras Amicianina y Azurina son proteinas azules,
Ami-Cua y Az-Cua presentan dos tonalidades distintas de verde (figura 5-11). Los
espectros UV-Vis de ambas quimeras presentan grandes diferencias respecto de los de
Azurina y Amicianina nativas 8639 (figura 5-12). En ambos casos la deconvolucién
espectral evidencia un minimo de 5 bandas gaussianas, numeradas en orden energético
ascendente, cuya asignacion se basa en aquellas reportadas para otras proteinas T1y es
idéntica para ambas quimeras (comentadas en la secciéon 5.1.4). Las bandas 1y 2 se
superponen en una banda ancha de relativamente baja intensidad en la regién espectral
de menores energias, atribuible a la superposicion de bandas correspondientes a
transiciones de tipo d—>d (figura 5-12 y tabla 5-1) 1162 (ver seccidn 5.1.3). La posicion de
la banda 3 sugiere que se trata de la tipica banda de TCLM Scyst—>Cu, aunque en ambos
casos se observa cierto grado de desplazamiento hacia el violeta (energias mayores)
respecto de los sitios T1 nativos. Las bandas 4 y 5 se ubican en la regidon mas energética
del espectro y presentan una intensidad inusualmente alta, andlogo a lo observado en
el espectro de la NiR (figuras 5-10 y 5-12). En base a este antecedente (entre otros), las
asignaciones de las bandas 4 y 5 corresponden a la TCLM Sc¢ys6—>Cu y a la TCLM Swet—>Cu
respectivamente.
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Proteina T1 azul
(Amicianina o Azurina)

Bucle ligante de
proteina T1 azul

Proteina quimérica T1 verde

Matriz
proteica
de Tt-Cu,

%,

Tt-Cu,

T'tCux CNOYCGLGHQ-N-M
Amicianina CT-P----HP-F-M
Azurina CTFP-G--HSA-IM

Figura 5-11. Representacion esquemdtica de la construccion de Ami-Cua y Az-Cua a

partir de reemplazar el bucle ligante de Tt-CuA por el de Amicianina y Azurina
respectivamente. Se muestran fotografias de muestras proteicas de ambas especies, que
presentan un evidente cambio de color. Abajo se detalla el bucle ligante de cada
proteina, marcando en rojo los ligandos de primera esfera de coordinacion.
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Figura 5-12. Espectros UV-Vis de (A) Ami-Cua y (B) Az-Cua. En ambos paneles se
muestra en la parte superior el espectro de los correspondientes sitios T1 nativos: (A)
Amicianina de Paracoccus denitrificans ® y (B) Azurina de Paracoccus Aeruginosa. En
linea punteada se presentan las gaussianas (numeradas en orden energético
ascendente) de la deconvolucidn de los espectros UV-Vis de ambas quimeras.

Ambas quimeras presentan un fuerte descenso de la intensidad de la banda de TCLM
Scyst—>Cu a 16700 cm™, concomitante con un importante aumento de intensidad de
las bandas de TCLM Scys6—>Cu y Smet—>Cu, en la region comprendida entre 21000 cm™ y
27000 cm™. Estas diferencias pueden racionalizarse en términos del modelo de
distorsién acoplada, asociando los cambios espectroscépicos a perturbaciones
geométricas respecto de los sitios T1 nativos (ver seccién 5.1.4). Seguin este modelo, el
valor R resulta indicativo de la tetragonalidad del sitio T1 y para el caso de Ami-Cua y
Az-Cua los espectros UV-Vis presentan claras distorsiones espectrales en este sentido.
R. adopta valores de aproximadamente 0,1 para los sitios T1 azules, mientras que para
Ami-Cua y Az-Cup esta relacion adopta valores de 1,2 y 0,95 tomando las
deconvoluciones 0 1,5 y 1,6 tomando los maximos del espectro crudo, respectivamente
(Tabla 5-1). Estos valores sugieren que ambas quimeras presentan una distorsion
geométrica tetragonal en su sitio activo respecto de los sitios T1 nativos (azules). De
hecho, la asignacion de la banda de TCLM Smet—>Cu en el espectro UV-Vis de la NiR se
realizd a partir del analisis conjunto con resultados de DCy DCM, interpretado segun los
autores como una mayor interaccion entre la metionina axial y el atomo de cobre propia

de los sitios T1 tetragonales mas distorsionados respecto de los sitios axiales ’.
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Tabla 5-1. Deconvolucion de los espectros de Ami-Cua (experimental), Az-Cua
(experimental), NiR (literatura) y Azurina (literatura). Las bandas estdn ordenadas
numéricamente (n) en orden ascendente de energia e indicadas en los espectros de la
figura 5-12. Cada gaussiana se encuentra asignada a una transicion, su posicion se
expresa en numero de onda y su intensidad esta relativizada en cada caso a la banda
asignada a la TCLM Scysit—>Cu (u).

n| Asign. Ami-Cua Az-Cua Nir 7 Azu 949>
viem?) | e [u(em?) | let | U(em?) | et | U(cm?) | el
- d->d - - - - 11900 | 0,21 - -

1 d->d 12082 | 0,56 | 12121 | 0,38 | 13500 | 0,64 | 12830 | 0,18
2 d->d 13877 | 0,66 | 13902 | 0,56 | 14900 | 0,78 - -
3 | Seysm—>Cu | 17165 1 17245 1 17550 1 15850 1
4 | Scyso»>Cu | 20918 | 1,20 | 21659 | 0,95 | 21900 | 1,72 | 17650 | 0,13
- | Nuis=>Cu . . s - - - 20790 | 0,05
5] Swvet=>Cu | 24882 | 1,11 | 24466 | 1,01 | 25650 | 1,17 = =

Con el objeto validar las conclusiones derivadas de los espectros UV-Vis y de
profundizar la caracterizacién espectroscépica, se realizaron medidas de EPR y
resonancia magnética nuclear (RMN) paramagnética sobre Ami-Cua y Az-Cua (figuras 5-
13y 5-14). Los espectros de EPR de sitios T1 presentan tipicamente cuatro bandas en la
region entre 2 y 2,3 del factor de desdoblamiento (g), debido al acoplamiento hiperfino
del electrén desapareado con el nucleo del dtomo de cobre. A partir de la anisotropia
propia de los sitios T1, y en particular del enlace Scys—>Cu, la constante del acoplamiento
hiperfino (A) y el valor g presentan también anisotropia, con valores que responden en
el caso de este Ultimo a la relacidn g > g1 > 2,002 7%2, Seguin los estudios comparativos
qgue derivaron en el modelo de distorsidon acoplada, los sitios tetragonales y los sitios
axiales presentan espectros EPR muy similares, con valores del g, ligeramente menores
cuanto mas se acerque el sitio a una geometria tetragonal %738, Los resultados de EPR
de Ami-Cua y Az-Cua son consistentes con las caracteristicas tipicas de sitios T1,
mostrando valores de gy, g1 Ay y AL similares a los de Amicianina y Azurina, lo cual
permite descartar cambios significativos en la estructura o en la coordinacion del sitio
activo con las mutaciones, apoyando asi la interpretacion de los resultados
espectroscopicos bajo el modelo de distorsién acoplada (figura 5-13 y tabla 5-2).
Ademas, el hecho de que los valores g; sean menores que los reportados para Azurina y
Amicianina es indicativo de una geometria de mayor caracter tetragonal, como sugieren
también los espectros UV-Vis (tabla 5-2).
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Figura 5-13. Espectros EPR de Ami-Cua (arriba) y Az-Cua (abajo). A partir del espectro
simulado (rojo) que mejor ajusta para cada espectro experimental se obtuvieron los
pardmetros g y A detallados en la tabla 5-2.

Tabla 5-2. Valores de los pardmetros g1, gy, ALy Aj obtenidos de los ajustes realizados

a partir de los espectros EPR de Ami-Cua y Az-Cua (figura 5-13).

Parametro Ami-Cua Az-Cua Amicianina Azurina
8L 2,019 2,032 2,032 2,035
2,066 2,059 2,047 2,054
g 2,195 2,198 2,235 2,261
AL (mT) 2,4 2,8 0,6 1,4
0,7 0,4 0,8 1,4
Ay (mT) 8,6 8,7 5,4 5,3
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Por otra parte, los desplazamientos quimicos (8) y los anchos de banda observadas
en los espectros de RMN paramagnético son también similares a los reportados para
proteinas T1 °7°8 (figura 5-14). A partir de experimentos diferenciales de transferencia
de saturacion realizados sobre Ami-Cua y Az-Cua, tanto en sus formas oxidada como
reducida, fue posible asignar algunas de las sefales del espectro. Ademads, se
adquirieron espectros con distintas proporciones de agua deuterada (D,0) en la solucién
de medida, lo que permite estudiar el intercambio con el solvente de los distintos
protones cercanos al sitio. En particular, se observa una disminucién fuerte de la sefial
c en los espectros obtenidos de muestras en medio saturado de D,O. Esta es la sefal
que corresponde al protén H¢ de alguna de las histidinas coordinantes en ambas
proteinas (sin haberse podido discriminar cudl de ellas) segun las asignaciones
realizadas. Tal comportamiento se ha observado en otros sitios T1 para los He
imidazdlicos, y refleja un intercambio protdnico con el solvente indicativo de un sitio
redox con cierto grado de accesibilidad.

AZ_CUA
(10%D,0)

Az-Cu,
(99%D,0)

Figura 5-14. Espectros RMN paramagnético de (A) Ami-Cua y (B) Az-Cua, en un medio
con 10% de D0 (linea llena) y en otro con 99% de D;0 (linea punteada). La desaparicion
de la sefial c en ambos es indicativa del intercambio del He de alguna de las dos histidinas
coordinantes.

Hasta aqui, Ami-Cua y Az-Cua corroboran los rasgos espectroscépicos generales
tipicos de las proteinas T1, pero con algunas caracteristicas particulares distintas de los
sitios nativos. Los resultados obtenidos a partir de los espectros EPR y especialmente los
espectros UV-Vis indican que ambos modelos presentan sitios T1 “perturbados”, es
decir, con una geometria de mayor caracter tetragonal, en contraste a la geometria de
tipo axial de la Azurina y la Amicianina. Sin embargo, ninguna de las técnicas empleadas
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permite acceder de manera directa a parametros estructurales del sitio activo. Por el
contrario, las conclusiones sobre su geometria se desprenden del modelo de distorsién
acoplada que, si bien se apoya sobre sdlidas bases tedricas y antecedentes
experimentales, cuenta con ejemplos controversiales y modelos alternativos que
plantean la posibilidad de otros mecanismos operando sobre las propiedades
espectroscdpicas de algunos sitios T1 86699,

5.2.2- Ami-Cua: Estructura cristalografica y calculos computacionales

Para determinar la estructura tridimensional de las quimeras mediante difraccidon de
rayos X se obtuvieron cristales tanto de Ami-Cua como de Az-Cua (ver detalles en la
seccion 2.4.4). Mientras que los cristales de Az-Cua resultaron de calidad insuficiente,
los resultados a partir de Ami-Cua fueron exitosos. Se logrd obtener una estructura
cristalografica compuesta por ocho proteinas de Ami-Cua, que confirman el plegamiento
del sitio T1, aunque presentando ciertas variaciones geométricas entre los ocho
ejemplares (figura 5-15). A raiz de esta leve variabilidad estructural, los valores
geomeétricos seran reportados como rangos de valores entre el minimo y el maximo
registrado para las ocho estructuras.

Como se resume en la tabla 5-3, las estructuras de Ami-Cupa presentan distancias Nuis-
Cu en torno a los 2 A, similares a las que exhiben los demas sitios T1. Las distancias Scys-
Cu y Swmet-Cu, sin embargo, son mds inusuales. Mientras que la proteina nativa
Amicianina presenta una distancia Scys-Cu de 2,10 A y una distancia Swet-Cu de 2,91 A,
las distancias determinadas para Ami-Cua son de 2,28-2,49 A (mayores) y 2,37-2,44 A
(menores), respectivamente 2. Estos datos concuerdan con las conclusiones obtenidas
de los resultados espectroscopicos bajo el modelo de distorsion acoplada, que plantea
que los sitios tetragonales, perturbados y/o verdes presentan una elongacién de la
distancia Scys-Cu acompafiada de una contraccion de la distancia Smet-Cu. Segun este
modelo, un tercer pardmetro geométrico se veria modificado: el plano S-Cu-S se
desplazaria hacia el plano N-Cu-N, aumentando el angulo que conforman y llevando el
sitio T1 hacia una disposicion tetragonal . Este dangulo puede reducirse al dngulo
Swmet149-Cu-Nris152 (Sm-Cu-Ny), que es mayor en sitios tetragonales que en sitios axiales, y
que mientras adopta un valor de 100° en Amicianina °2, asciende a valores entre 120° y
130° en la estructura cristalografica de Ami-Cua (tabla 5-3).
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Figura 5-15. Imagen representativa de la estructura cristalogrdfica resuelta para
Ami-Cua. Se distinguen con distintos colores las 8 moléculas de la proteina en el motivo
repetitivo del cristal (celeste, violeta, verde, gris, rojo, rosa, azul, naranja y amarillo) y el
dtomo de cobre (bronce) en el sitio redox de cada una.
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Tabla 5-3. Valores de distancias y dngulos relevantes del sitio T1 de Ami-Cua
(experimental), Amicianina (literatura) y NiR (literatura). “Nyis se refiere al Ns (ligante)
de la histidina C-terminal, es decir, la que estd en el bucle ligante (His152 en Ami-Cua), y
NNis al Ns (ligante) de la histidina N-terminal (His114 en Ami-Cua). Los valores para Ami-
Cua estdn expresados como rangos entre los valores extremos de los ocho ejemplares
que conforman la estructura cristalogrdfica.

Pardmetros Ami-Cua Amicianina °? NiR 3>
Seys-Cu (A) 2,28 - 2,49 2,10 2,17
Smet-Cu (A) 2,37-2,44 2,91 2,57
CNyis-Cu (A) 1,91-2,08 2,03 2,06
NtNis-Cu (A) 2,16 - 2,26 1,95 2,00
Sw-Cu-N (°) 120 - 128 100 131

El sitio T1 reportado de mayor caracter tetragonal es el de la NiR, razén por la cual
fue utilizado como caso extremo para el desarrollo del modelo de distorsién acoplada
11 Los resultados aqui presentados no sélo confirman la distorsion del sitio T1 de Ami-
Cua respecto del de Amicianina hacia un sitio tetragonal, sino que la sefialan como un
caso aun mas extremo que la NiR. Esta ultima presenta distancias Scys-Cu y Swetr-Cu de
2,17 Ay 2,57 A respectivamente, lo que se encuentra a mitad de camino entre la
Amicianina silvestre y la Ami-Cua, mientras que el dngulo Sm-Cu-Ny resulta similar al de
Ami-Cua 73 (tabla 5-3). Sin embargo, el correlato del detalle estructural sobre los
espectros UV-Vis sefiala que el R, que vale 0,1 para los sitios azules, adopta valores de
1,7 para la NiR y 1,2 para Ami-Cua (ver figura 5-10, figura 5-12 y tabla 5-3). Este dato
debe ser considerado cuidadosamente, ya que estudios realizados sobre la NiR indican
gue atemperatura ambiente coexisten dos especies, con distinta descripcién estructural
del sitio activo y por lo tanto distintas propiedades espectroscdpicas, siendo su espectro
UV-Vis la suma de los espectros de ambas especies 6. Por otra parte, la variabilidad
entre las ocho proteinas de la estructura cristalografica de Ami-Cua sefiala la posibilidad
de que las distancias y dngulos observados no sean representativos de la proteina en
equilibrio y/o respondan a mas de un minimo estructural. Mas aln, se han reportado
estudios sobre una mutante de segunda esfera de la Amicianina, que presenta
caracteristicas espectroscdpicas de un sitio T1 distorsionado tetragonalmente, pero que
fueron racionalizadas por los autores en términos del poblamiento de un estado
excitado accesible, en el cual la TCLM adopta un caracter o . La informacién brindada
por la estructura cristalografica de Ami-CuA no permite distinguir si configura un caso
similar a alguno de los antecedentes mencionados, o si representa un sistema novedoso
en este sentido. Con el objeto de profundizar en la descripcién estructural del sitio de
Ami-Cua se decidié abordar a este sistema desde la quimica computacional. Todos las
simulaciones y calculos computacionales desarrollados a partir de este puntoy alo largo
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de la seccidén, fueron llevados a cabo en colaboracién interna del laboratorio con el Dr.
Damian Alvarez-Paggi.

En primer lugar, se seleccionaron tres de las ocho estructuras disponibles con el fin
de minimizar la utilizacién innecesaria de recursos computacionales y de tiempo de
trabajo. El criterio utilizado para la seleccidn fue el de tomar dos casos extremos y uno
intermedio en cuanto a las distancias Scys-Cu y Swet-Cu, de manera que se eligid la
estructura con mayor distancia Scys-Cu, la estructura con mayor distancia Swvet-Cu y una
estructura que presentara valores similares para ambas distancias. Esta seleccidon
también permitié explorar la totalidad de la amplitud de angulos Sm-Cu-Ny de la
estructura cristalografica. Los modelos reducidos sobre los cuales se realizaron los
calculos cudnticos (QM) incluyen sdlo los ligandos de primera esfera (His 114, Cys149,
His152 y Met155) y el atomo de cobre de cada estructura, descartando el resto de la
proteina. Se realizaron para los tres casos dos minimizaciones u optimizaciones de
energia distintas: en una se aplicaron restricciones a la posicién de los carbonos a (Ca)
de los cuatro ligandos, emulando las imposiciones estéricas de la matriz proteica (estado
entatico), mientras que en la otra minimizacién no fue aplicada restriccién alguna (ver
detalles en la seccién 2.4.5). Los resultados indican que, para las tres estructuras
iniciales, e incluso indistintamente de la presencia o ausencia de restricciones en los
calculos de minimizacidn, todas las estructuras obtenidas presentan distancias Scys-Cu y
Smet-Cu y dngulos Sy-Cu-Ny similares, con variaciones inferiores a los 0,04 Ay 10 ° (tabla
5-4). El hecho de que las distintas estructuras iniciales converjan a la misma geometria
aun en ausencia de restricciones es un indicio de que posiblemente correspondan a un
mismo minimo estructural. No obstante, son necesarias simulaciones mds costosas
(dindmica molecular, Monte Carlo, etc.) para una caracterizacidon de la superficie de
energia potencial, lo que permitiria descarar (o encontrar) otro minimo térmicamente
accesible. Actualmente se llevan a cabo esfuerzos en nuestro laboratorio para
profundizar este aspecto de la caracterizacion computacional de Az-Cua.

En una segunda instancia, se decidido estudiar el efecto de perturbaciones
geométricas impuestas arbitrariamente al sitio T1 de Ami-Cua. La estrategia utilizada
consiste en fijar el valor de un pardmetro estructural seleccionado (una distancia o un
angulo), aplicar una restricciéon que lo mantenga inalterable y minimizar la energia del
sistema en esas condiciones (ver detalles en la seccion 2.4.5). Asi, se fijaron distintos
valores para las distancias Scys-Cu y Swmet-Cu, y para el angulo Sm-Cu-Ny (por separado),
monitoredndose la geometria del sitio tras cada minimizacién (tabla 5-5). Segun el
modelo de distorsiéon acoplada, el acercamiento de la metionina produciria un
alejamiento de la cisteina en similar medida y vice versa, esperandose una inversion en
la relacién de distancias %2, Sin embargo, los resultados obtenidos no reproducen las
predicciones que se desprenden del modelo, ya que ambas distancias S-Cu no parecen
estar acopladas. El fuerte acortamiento de la distancia Swet-Cu (@ menos de 2 A) produce
un tenue aumento de la distancia Scys-Cu (de 0,06 A), mientras que el aumentar esta
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dltima en 1 A tiene un efecto muy leve sobre la distancia Smet-Cu (de 0,13 A). Del mismo
modo, llevar el angulo Sm-Cu-Ny hasta casi 180° genera una elongacién de ambas
distancias S-Cu, pero de baja magnitud (tabla 5-5). Cambios tan pequefios en estas
distancias y angulos son del orden de las variaciones observadas en la literatura para
estructuras reportadas de la misma proteina, como por ejemplo los distintos reportes
estructurales de la NiR, por lo que no resultan significativos 3>!%, Por lo tanto, segun
estos resultados la corta distancia Smet-Cu se deberia a una imposicién de la matriz
proteica sobre la estructura del sitio redox.

Tabla 5-4. Valores de las distancias Scys-Cu y Smet-Cu y el dngulo Su-Cu-Ny de tres
estructuras cristalogrdficas de Ami-Cua (las cadenas F, G y H del archivo PDB) antes y
después de las optimizaciones (Opt) hechas con restricciones (CR) y sin ellas (SR).

Cadena F Inicial Opt SR Opt CR
Scys-Cu (A) 2,28 2,22 2,22
Svet-Cu (A) 2,44 2,37 2,40
Sm-Cu-Nk (°) 127 117 126
Cadena G Inicial Opt SR Opt CR
Scys-Cu (A) 2,49 2,21 2,22
Smet-Cu (A) 2,37 2,38 2,41
Sm-Cu-Nh (°) 121 122 127
Cadena H Inicial Opt SR Opt CR
Scys-Cu (A) 2,37 2,22 2,22
Smet-Cu (A) 2,37 2,39 2,42
Sm-Cu-Nh (°) 125 127 128

Tabla 5-5. Valores de las distancias Scys-Cu y Smer-Cu y el dngulo Sy-Cu-Ny tras la
minimizacion con tres restricciones geométricas forzadas y una cuarta minimizacion sin
restricciones (replicando un resultado de la tabla 5-4) utilizando la cadena G. Se destacan
en rojo los valores fijados en las optimizaciones.

Parametro fijo Scys-Cu (A) Smet-Cu (A) Sm-Cu-Ny (°)

Seys-Cu (3,21 A) 3,21 2,25 145
Smet-Cu (1,98 A) 2,27 1,98 126
Sm-Cu-NH (179,9°) 2,31 2,42 179,9
Sin restricciones 2,21 2,38 122
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A partir de cada la minimizacién del sitio activo con restricciones en los distintos
parametros geométricos se simulé su espectro UV-Vis, para lo cual se empleé TD-DFT
(ver detalle en la seccion 2.4.5). Estos espectros se calcularon a distintos valores fijos de
las distancias Scys-Cu y Swet-Cu y en dos series distintas: en una de ellas se elongd
sistematicamente la distancia Scys-Cu, y en la otra se contrajo sistematicamente la
distancia Swmet-Cu (figura 5-15). Lo resultados muestran claras tendencias sobre la
posicion de la banda de TCLM Scys—>Cu, que se desplaza hacia menores energias ante el
alejamiento de la cisteina (y disminuye progresivamente su intensidad) y a mayores
energias ante el acercamiento de la metionina axial. En este ultimo caso se observa
ademas un corrimiento de las bandas d->d hacia energias mayores y la aparicién de una
nueva banda cercana a 400 nm, como la observada en los espectros de Ami-Cua y de
NiR, asighada en el caso de esta Gltima a la TCLM Swet—>Cu por los autores 7 (figura 5-15
B). Esta asignacidn es consistente con la perturbacion que provoca la aparicion de la
banda, a saber, el acercamiento de la metionina axial. A su vez, el aumento de energia
de las bandas d—>d es consistente con lo observado en otros sitios T1 verdes 1162,

A —s,Cu238A| B —5,,Cu:2,21A
— S,.-Cu: 2,28 A —S,,Cu: 241 A

S,Cu: 2,61 A

—S,.Cu:2,81A

S..Cu: 3,01 A

Cys
\fws(:u: 3,21 A

Absorbancia (u.a.)

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 5-15. Espectros simulados a partir de la estructura del sitio T1 de Ami-Cua
optimizada bajo distintas restricciones geométricas: (A) valores entre 0,38 y 1,98 A de la
distancia Swet-Cu y (B) valores entre 2,21 y 3,21 A de la distancia Scys-Cu. Las flechas
indican la tendencia observada en cada caso.

Los resultados computacionales indican, en primer lugar, que es la matriz proteica
la que impone la geometria del sitio T1 (estado entdtico), y en particular las distancias y
angulos mas relevantes para sus propiedades espectroscopicas. De hecho, el espectro
generado a partir de la geometria obtenida de la minimizacidn sin restricciones (figura
5-15 rojo) no reproduce ningun resultado experimental, sin embargo, el alejamiento de
la cisteina produce un espectro UV-Vis similar al de Amicianina, mientras que el
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acercamiento de la metionina produce un espectro UV-Vis con las caracteristicas
generales del de Ami-Cua. En segundo lugar, estos resultados sugieren que tales
distancias y angulos no estan acoplados entre si, al menos para el caso de Ami-Cua, ya
que fuertes cambios en cada uno de ellos repercuten tenuemente en los demas (tabla
5-5). En tercer lugar, la comparacién de los espectros UV-Vis simulados con los
experimentales muestra que en Ami-Cua la distancia Smet-Cu se encuentra comprimida
(por efecto de la matriz proteica) respecto del equilibrio irrestricto. No obstante, las
comparaciones son cualitativas y en ningun caso se logra recrear el espectro
experimental con precisién. Claramente, se requiere para ello un estudio computacional
mas exhaustivo.

5.2.3- Caracterizacidn electroquimica de Ami-Cua y Az-Cua

Se llevaron a cabo VCs en solucion de Ami-Cua y Az-Cua utilizando el mismo armado
experimental que para las medidas electroquimicas de Tt-Cua en solucién, esto es, un
electrodo de trabajo de oro policristalino recubierto con una monocapa de 6-mercapto-
1-hexanol (SH-(CH2)6-OH), un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia
de Ag/AgCl 3,5M en una celda electroquimica no isotérmica (ver detalles en las
secciones 2.2 y 3.2.3). Las dos quimeras presentaron sefiales voltamétricas nitidas sin la
presencia de cuplas espurias, con las caracteristicas tipicas de una respuesta
electroquimica reversible en solucion 117104 (figura 5-16).

En ambos voltagramas se pueden apreciar picos de corriente faradaica con decai-
mientos tipicamente difusionales. Tanto la intensidad de corriente en el maximo de los
picos anddico y catddico como el drea de cada uno de ellos (lpa, lpc, Apa Y Apc
respectivamente) resultan levemente asimétricos en los dos casos (tabla 5-6). Este bajo
grado de asimetria permite descartar la degradacién o la aparicion de reacciones
secundarias para alguna de las formas redox (en cuyo caso se esperarian asimetrias mas
pronunciadas y la no recuperacion de la sefial), aunque es un diagndstico cualitativo de
un proceso no completamente reversible. La separacidn entre picos de corriente (AEp)
en ambos casos es ligeramente mayor que los 57 mV esperables para una reaccion ideal
y totalmente reversible (tabla 5-6). Los parametros presentados en la tabla 5-6 fueron
obtenidos a una velocidad de barrido (v) de 50 mV/s, pero el valor de AEp no disminuye
significativamente a velocidades menores. El ancho de pico a media altura (FWHM)
presenta valores de =120 mV en ambos voltagramas, es decir, unos 30 mV por encima
del valor ideal para una reaccion de TE completamente reversible (tabla 5-6).
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Figura 5-16. Voltagramas de Ami-Cua (arriba) y Az-Cua (abajo) medidos a 50 mV/s en

buffer fosfato 10 mM (con 500 mM de KNO3z como electrolito soporte) a pH 7,0 y a 298
K. Los pardmetros relevantes de ambos voltagramas se detallan en la tabla 5-6.

Tabla 5-6. Valores de lpa/lpe, Apa/Apc, AEp, FWHM de los picos anddico y catddico y E°
estimado como el promedio de ambos picos. Los distintos valores fueron obtenidos a
partir de los voltagramas preliminares de Ami-Cua y Az-Cua (figura 5-16).

Parametro Ami-Cua Az-Cua
lpa/lpc 1,051 1,118
Apa/Apc 1,255 1,124
AE, (mV) 69 68
FWHM (mV) 125-122 119-116
E® vs Ag/AgCl (mV) 217 282
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En resumen, tanto Ami-Cua como Az-Cua muestran respuestas electroquimicas cuasi
reversibles, lo cual valida la utilizacidn de la VC para obtener informacién relevante de
la reaccién de TE. Un aspecto destacable es que los valores de E° se encuentran
significativamente por encima de los que presentan los respectivos sitios nativos. Los E°
se estimaron como el promedio entre Epa y Epc, obteniéndose valores de 217 mV y 282
mV (vs Ag/AgCl) para Ami-Cua y Az-Cua respectivamente, lo cual representa un aumento
en torno a los 200 mV respecto del sitio nativo en cada caso 64105197 (tabla 5-6). Con el
objetivo de discriminar las contribuciones entalpica y entrdpica al valor de E° (AH® y AS°
respectivamente), se realizaron VCs en funcién de la temperatura en el rango de 5 a 40
°C. Se adquirieron voltagramas a distintas v para cada valor de temperatura ensayado,
obteniendo asi valores promediados de E°. En todos los casos se verificé la reversibilidad
térmica de los voltagramas obtenidos, descartando fendmenos de histéresis vy
degradacion térmica dentro del rango estudiado (figura 5-17).

02 0.0 02 0z 00 02 04 06
E’ vs Ag/AgCI (V) E’ vs Ag/AgCl (V)

Figura 5-17. Voltagramas de (A) Ami-Cua y (B) Az-Cua medidos a 100 mV/s en buffer
fosfato 10 mM (con 500 mM de KNOs3 como electrolito soporte) a pH 7,0 y a tempe-
raturas entre 278 Ky 312 K. El orden de las medidas fue aleatorio, descartdndose asi
cualquier fenomeno de histéresis térmica.

Los valores de AH® y AS® fueron obtenidos mediante regresiones lineales realizadas
a partir de los datos experimentales, empleando las siguientes ecuaciones (figuras 5-18

y 5-19):
. 9(E°/T)
AH® = —RFW (1)
0E®°
AS® = nF (a_T> (2)
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donde F es la constante de Faraday y n es la cantidad de electrones intercambiados en
la reaccion de TE, que en todas las proteinas de cobre reportadas vale 1 (ver detalles en
la seccion 3.2.3). Los valores obtenidos se presentan en la tabla 5-7. Es importante
seflalar que existe abundante evidencia que demuestra una tendencia generalizada de
las cupredoxinas a presentar un aumento del E® con la disminucion del pH 31113,33,87,105
Por lo tanto, todas las medidas en solucidén reportadas en esta seccidn, al igual que
aquellas citadas de literatura para los analisis comparativos, corresponden a pH7,0.

Tabla 5-7. Valores de AH® y AS° expresados en su forma tipica y también en mV a
25°C para evaluar la contribucion al E°. Los datos de Ami-Cua y Az-Cua (destacados en
verde) se obtuvieron a partir de los ajustes presentados en las figuras 5-18 y 5-19 sobre
las medidas electroquimicas en funcion de la temperatura. Se presentan ademds datos
termodindmicos extraidos de bibliografia sobre Amicianina de P. denitrificans ®* y P.

versutus 1%7; y también sobre Azurina de P. aeruginosa 1%, P. denitrificans 1% y P. faecalis
106

Proteina AH® AS° —AH®/nF | TAS°/nF | E°nwg | E° (ag/acc)
(kJ-mol?) | (J-moliK?) (mV) (mV) (mV) (mV)
Ami-Cua | -37 (+1) | 10 (+1) 387 (+5) 31 (+3) 418 (+8) | 213 (+8)
Amicianina - - - - 294 89
(P. denitrificans)
Amicianina -29 -13 296 -41 255 50
(P. versutus)
Az-Cun | -60(+1) | -48(+2) | 618(+5) | -148(+4) | 470(+9) | 265 (+9)
Azurina -50 -68 517 -210 307 102
(P. aeruginosa)
Azurina -36 -32 375 -99 276 71
(P. denitrificans)
Azurina -43 -58 445 -179 266 61
(P. faecalis)

Capitulo 5 - Estudio de la transferencia electronica en centros T1 novedosos

241



0,43

0,42

T

0,41

e Az-Cu,

e Ami-Cu,

_a 8 __—§

——o—

00029 00030 00031 _ 00032
T/nF (K.mol.C")

Figura 5-18. E° en funcidn de la temperatura para Ami-Cua (jade) y Az-Cua (verde) a

partir de los datos obtenidos de la figura 5-17. El valor de las pendientes de los ajustes

lineales corresponde a la entropia de la reaccidn de TE segtn la ecuacion (2).
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Figura 5-19. E%/T en funcidn de la inversa de la temperatura para Ami-Cua (jade) y

Az-Cua (verde) a partir de los datos obtenidos de la figura 5-17. El valor de las pendientes

de los ajustes lineales corresponde a la entalpia de la reaccion de TE segun la ecuacion

(1).
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Como se muestra en la tabla 5-7 por algunos ejemplos extremos tomados de
literatura, las Amicianinas y Azurinas nativas provenientes de diferentes organismos
presentan cierta variabilidad en el valor del E°. Notablemente, el valor de E° para la
guimera Ami-Cua se encuentra entre 124 mV y 163 mV por encima de los reportados
para distintas Amicianinas, mientras que Az-Cua presenta un E® entre 163 mV y 204 mV
superior a los de cualquier Azurina silvestre 6410>107.109 (tghla 5-7). Este es un resultado
particularmente interesante teniendo en cuenta que en ambos casos se preserva la
primera esfera de coordinacién (y gran parte de la segunda esfera) intacta y que la
matriz proteica conserva las mismas caracteristicas generales que las presentes en las
variantes nativas. La azurina ha sido un modelo muy utilizado para la generacién de
mutantes puntuales de primera y segunda esfera de coordinacidn con el objetivo de
manipular sus propiedades funcionales %! Los trabajos mdas recientes han
conseguido, a partir de mutaciones puntuales combinadas y cambios de pH, una
amplitud de valores del E® mayor a los 700 mV 12, Sin embargo, no existe reporte alguno
de variantes mutagénicas de azurina que, con su primera esfera de coordinacidén intacta,
presenten un E° tan elevado como el de Az-Cua (tabla 5-7). Efectos tan pronunciados
sélo han sido logrados a partir de la combinacién de mutaciones de segunda esfera con
algunas mutaciones puntuales de la metionina axial. Esto resultados ponen en evidencia
un claro rol protagdnico de la matriz proteica en la modulacién del valor del E°, que
puede ser incluso de magnitud similar a la ejercida por los ligandos del ion metdlico y de
segunda esfera.

La evidencia acumulada sobre distintas cupredoxinas indica que la contribucién
mayoritaria al valor de E° es la entdlpica, no obstante, la contribucién entrdpica suele
ser también significativa 1197, Los valores de AH® y AS° obtenidos para ambas
proteinas quiméricas muestran que esta caracteristica general se preserva, siendo en
ambos casos muy superior en mddulo el término entélpico del E° (tabla 5-7). En el caso
de Ami-Cua, el aumento del E° en 163 mV respecto de amicianina de P. versutus es
producto de aumentos en ambas contribuciones, siendo mayor el de la entélpica (91
mV) que el de la entrépica (72 mV). El alto valor de E° en Az-Cua también responde a
ambas contribuciones, con un AH® mayor en médulo y un AS°® menos negativo que para
las Azurinas silvestres (a excepcion del AS° de la Azurina de P. denitrificans). Cabe
sefialar que, en este caso, la preponderancia de la contribucién entalpica en el valor de
E® es mé&s pronunciada que en Ami-Cua. Tomando el ejemplo de la Azurina de P. faecalis,
la contribucién entalpica al valor de E® de Az-Cua (—AH°/nF) resulta 173 mV mayor,
mientras que el de la contribucion entrépica (TAS°/nF) es sélo 31 mV menor en
modulo.

Los resultados revelan que tanto en Ami-Cua como en Az-Cua hay una mayor
estabilizacién relativa de la forma reducida respecto de la oxidada y que esta
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estabilizacidn relativa es tanto de caracter entalpico como entrdpico, aunque el primero
es mas pronunciado. Los estudios desarrollados en la seccidon anterior muestran que la
distancia Smet-Cu en Ami-Cua es menor que la observada en otras proteinas T1, lo que
implica una mayor interaccion entre ambos atomos, mientras que la distancia Scys-Cu es
mayor, disminuyendo su interaccion. Esta diferencia respecto de otros sitios T1 tiene
una repercusioén directa en la componente entalpica de la reaccion de TE, ya que implica
una desestabilizacidn relativa del estado oxidado frente al reducido. Asi, la reduccion de
los sitios T1 quiméricos resulta entalpicamente mas favorecida que en los sitios T1
nativos.

En cuanto al AS®, en la mayoria de las proteinas T1 reportadas, como Azurina y
Amicianina, la reduccién del sitio activo se encuentra entrépicamente desfavorecida, lo
cual se atenua en Az-Cua y se revierte en Ami-Cua. Se ha reportado para distintos
modelos de Citocromo ¢ que la forma reducida presenta una rigidez estructural mayor
qgue la forma oxidada, lo cual desfavorece entrépicamente la reduccién del sitio activo
113 Resultados similares en proteinas azules de cobre han sido interpretados en
términos anélogos, trazando un paralelismo con dicho fendémeno 197114, Una hipdtesis
posible a partir de los datos experimentales es que, como resultado de la reconstruccién
quimérica de ambos sitios T1, el sistema resulte mds labil, relajando al menos
parcialmente la rigidez estructural de su forma reducida. Esta interpretacidn es consis-
tente con la presencia de ocho estructuras similares en la estructura cristalografica de
Ami-Cua, que puede ser resultado de una menor rigidez respecto de la Amicianina nativa
(figura 5-15). Sin embargo, son multiples los factores que afectan la formacién de
cristales viables a partir de muestras proteicas, por lo que este fendmeno no es mas que
un indicio.

Por otro lado, se ha postulado que valores altos (0 menos negativos) de AS° estan
asociados a sitios de mayor exposicidn a solvente en distintos grupos de proteinas redox,
105,109 En particular, se ha reportado que proteinas T1 con el sitio menos expuesto al
solvente, como Plastocianina, Azurina o Amicianina presentan valores de AS° mas
negativos que otras con el sitio redox mas expuesto, como Plantacianina, SBP o algunas
lacasas. Como se desarrolld en la seccién 5.2.1, los resultados obtenidos por RMN
paramagnético a partir de medidas adquiridas con proporciones variables de D0 en el
medio sugieren que los sitios T1 de Ami-Cua y Az-Cua cuentan con sitios redox accesibles.
A partir de estos resultados, resulta interesante el estudio de la accesibilidad al solvente

de ambos sitios T1.
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5.2.4- Coordinacidn reversible de un ligando exégeno

La estrategia utilizada para comprobar la accesibilidad del sitio activo de Ami-Cua y
Az-Cua consistié en el agregado de una molécula pequeia que sea un potencial ligando
del &tomo de cobre en el sitio activo. La idea subyacente es que, si el sitio se encuentra
suficientemente accesible a esta molécula de prueba, su coordinacién al ion metalico
generara un cambio espectral detectable. La molécula seleccionada fue el imidazol, por
ser el grupo funcional de la cadena lateral de la histidina, participe de la primera esfera
de coordinacion de todos los sitios de cobre conocidos %113%115-121(yer seccién 1.2.1).

El agregado de exceso de imidazol a ambas quimeras en sus estados oxidados en una
relacion molar de aproximadamente 100 a 1 (pH = 8,0) produce un inmediato y drastico
cambio de color, del verde opaco caracteristico a un amarillento mas trasltcido. Estos
cambios de color observables a simple vista se evidencian en los espectros UV-Vis como
corrimientos generales de las bandas a energias mayores y por un claro aumento del
valor del R, (figura 5-20). La coordinacién del imidazol al centro metdlico de Ami-Cua
para generar Ami-Cua(lmi) se caracteriza por un corrimiento de la banda d->d y de las
bandas de TCLM Scyst—>Cu y Scys0—>Cu hacia valores mayores de energia de 13950 cm’?,
18900 cm™ y 23280 cm™, respectivamente. Por su parte, Az-Cua(Imi) muestra similares
cambios respecto de Az-Cua: las bandas d->d y de TCLM Scysm—>Cu y Sc¢ys0—>Cu se
desplazan también a valores mayores, de 14650 cm™, 19490 cm™ y 24250 cm’,
respectivamente. Ademads, en ambos casos desaparece la distintiva banda de TCLM
Swmet—> Cu y aumenta significativamente el cociente R(, que adopta un valor de 2,5.
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Figura 5-20. Espectros UV-Vis de (A) Ami-Cua y (B) Az-Cua antes (jade y verde
respectivamente) y después (marrdon y naranja respectivamente) del agregado de
Imidazol al medio, hasta una concentracion final de 50 mM. Las lineas punteadas
corresponden a los espectros UV-Vis de ambas proteinas tras la remocion del imidazol
en la solucion, mostrando la reversibilidad de la entrada del ligando exdgeno a la

coordinacion del sitio T1.
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Se comprobé la reversibilidad de la entrada y coordinacién del ligando exdgeno al
sitio activo de ambas quimeras removiendo el imidazol del medio por didlisis y volviendo
a registrar el espectro UV-Vis de la muestra (figura 5-20). En primer lugar, no hay
diferencias entre los espectros registrados antes del agregado del imidazol y después de
su eliminacién, por lo tanto, la entrada y salida del ligando exdgeno se encuentra en un
equilibrio dinamico, propio de un proceso reversible. En segundo lugar, no es esperable
a priori que efectos de segunda esfera de coordinacidn o sobre la matriz proteica
produzcan cambios espectrales de tal magnitud, razén por la cual estos resultados
sugieren que el ligando exdgeno se estd incorporando efectivamente a la primera esfera
de coordinacion. Esto corrobora una mayor accesibilidad del solvente al sitio activo de
ambas quimeras respecto de sus pares nativos (Amicianina y Azurina), como fue
propuesto en la seccidén anterior a partir de las elevadas contribuciones entrdpicas a la
reduccion del sitio. Sin embargo, es importante sefialar que esta conclusidon es
Unicamente valida para la proteina en su estado oxidado, ya que la ausencia de bandas
en la regién espectral del visible para las especies reducidas imposibilita su estudio
mediante esta técnica simple.

Es notable que los espectros de Ami-Cua(lmi) y Az-Cua(Imi) se muestren tan similares
entre si, pero es alin mds destacable su parecido con el de una proteina silvestre roja de
cobre en particular: la Nitrosocianina 22 (figura 5-21 A). Esta proteina, aislada por
primera vez de la bacteria Nitrosomonas europea, es el primer caso conocido de un sitio
de cobre T2 que presenta las caracteristicas estructurales tipicas del plegamiento
conservado de las cupredoxinas. La primera esfera de coordinacion difiere de la de los
sitios T1, presentando un carbonilo amidico de una glutamina como ligando axial (en
lugar del tioéter metioninico) y una molécula de agua exdgena como cuarto ligando
ecuatorial (ademads de las dos histidinas y la cisteina) 1*°. Asi, la geometria del sitio activo
de la Nitrosocianina se describe como una pirdmide cuadrada, cuya base la componen
dos histidinas, una cisteina y una molécula de agua, mientras que la glutamina axial se
ubica en la cima (figura 5-21 B).

Esta proteina roja constituye un ejemplo muy util para la interpretacién de las
caracteristicas espectroscépicas de Ami-Cua(lmi) y Az-Cua(Imi). La particular geometria
de su sitio activo produce una orientacion del orbital Cu dx-y2 distinta de la que adopta
en los sitios T1, generando una superposicién de tipo o con un orbital p del Scys. Ademas,
la cuarta coordinacion ecuatorial (la molécula de agua) produce un aumento de energia
de los OAs del cobre, aumentando la energia tanto de las transiciones d->d como de las
bandas de TCLM Scyst—>Cu y Scys0—>Cu 62115122123 Esta descripcidn es consistente con
lo observado en los espectros de ambos aductos, sugiriendo que el imidazol es capaz de
introducirse en el sitio activo y coordinar al atomo de cobre, modificando asi su
geometria a una de tipo piramidal cuadrada.
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Figura 5-21. (figura adaptada de Arciero et al. 2002 ?? y Lieberman et al 2001 ).
(A) Espectro UV-Vis de la Nitrosocianina. (B) Estructura tridimensional de la primera
esfera de coordinacion de la Nitrosocianina.

El EPR es una técnica util para el escrutinio del sitio activo de Ami-Cua(Imi) y Az-
Cua(lmi), y en particular, para su comparacion con el de la Nitrosocianina. Esta ultima, al
igual que las proteinas T1, presenta en su espectro EPR las tipicas bandas en la regién
de valores de g entre 2 y 2,3 debido al acoplamiento hiperfino del electréon desapareado
con el nucleo del atomo de cobre, aunque presenta una valor de Aj significativamente
mayor que los observados en proteinas T1 (y que se refleja en una mayor separacién de
las bandas) 122123, Dadas sus caracteristicas estructurales y espectroscdpicas, se inscribe
(parcialmente) en el modelo de distorsion acoplada, por lo que no sélo responde a la
relacién gy > g1 > 2,002 sino que ademas presenta valores de gy ligeramente superiores
a los observados en sitios T1 verdes %2123, Estas caracteristicas espectrales son
indicativas de una geometria piramidal cuadrada, que la estructura cristalografica de su
forma oxidada corrobora . Los espectros EPR de Ami-Cua(Imi) y Az-Cua(Imi), al igual
que los espectros UV-Vis, se presentan andlogos a los reportados para la Nitrosocianina,
recreando cualitativamente sus rasgos distintivos. En comparacién con los espectros
adquiridos de las quimeras en ausencia de imidazol, se observa el tipico patrén de cuatro
bandas mds separadas que en los sitios T1 (figura 5-22). Los parametros obtenidos
muestran un aumento significativo tanto en los valores de A; como de gy, corroborando
la geometria piramidal cuadrada del sitio activo de ambas quimeras tras la incorporacién
del imidazol exdgeno (tabla 5-8). Al igual que con los espectros UV-Vis, esta conclusiéon
es Unicamente valida para la proteina en su estado oxidado, dado que la ausencia de
paramagnetismo en las especies reducidas inhabilita el empleo del EPR para su estudio.
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Figura 5-22. Espectros EPR de Ami-Cua(Imi) (arriba) y Az-Cua(Imi) (abajo). A partir del

espectro simulado (rojo) que mejor ajusta para cada uno de los espectros experimentales
se obtuvieron los pardmetros g y A detallados en la tabla 5-8.

Tabla 5-8. Valores de los parametros g1, g, ALy Ay obtenidos de los ajustes realizados
a partir de los espectros EPR de Ami-Cua(lmi) y Az-Cua(lmi) (figura 5-20). Se incluyen
también los valores obtenidos para Ami-Cua y Az-Cua de la figura 5-13 y presentados en
la tabla 5-2 y los valores de literatura de la Nitrosocianina (NiCi) 1%2.

Parametro | Ami-Cua(lmi) | Az-Cua(lmi) Ami-Cua Az-Cua NiCi 122
g1 2,036 2,041 2,019 2,032 2,023
2,058 2,053 2,066 2,059 2,067
g 2,233 2,228 2,195 2,198 2,245
AL (mT) 0,8 0,9 2,4 2,8 _
0,9 1,4 0,7 0,4 1,9
Ay (mT) 12,7 15,5 8,6 8,7 13,8
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Para evaluar las propiedades redox de las formas Ami-Cua(lmi) y Az-Cua(lmi), y
eventualmente de sus equilibrios de coordinacidn, se realizaron experimentos de VC en
condiciones analogas a las desarrolladas en la secciéon anterior (ver detalles en las
secciones 5.2.3 y 3.2.3). La solucién de medida en este caso incluye imidazol 100 mM,
asegurando un exceso de dos érdenes de magnitud respecto de la proteina, empleada
en una concentracion aproximada de 1 mM. Dado que el pKa del imidazol es 7,05; la
solucién de medida fue ajustada a pH 8,0 empleando K;HPO4, de modo de favorecer la
forma no protonada del ligando 2. Se realizaron VCs comenzando la rampa
voltamétrica tanto a potenciales oxidativos como a potenciales reductores (figura 5-23).
Estabilizada en ambos casos la celda durante 10 segundos al potencial inicial fijo, se
adquirieron voltagramas a 100 mV/s y a 25°C, observandose dos cuplas redox tanto para
Ami-Cua(Imi) como para Az-Cua(Imi) (figura 5-23).

S_A I E\mcua\: 016 \ 5 B — Emlcua\: 0,6 vV
------ Bt 0.6V 5 ceees Bt 0,6V
4L 41
Ami-Cu,(Imi) Az-Cu,(Imi)

Ami-Cu Pt s
A ; S T ‘ Az-Cu,

e e L T
-

2L

-4 1 L 1 -4 L 1 I
-0,5 0,0 0.5 -0,5 0,0 0,5
E (vs Ag/ACI) E (vs Ag/AgCl)

Figura 5-23. Voltagramas de (A) Ami-Cua(Ilmi) y (B) Az-Cua(Imi) adquiridos comenzan-
do la rampa voltamétrica a potenciales 0,6 (linea continua) y -0,6 (linea punteada).

Estos resultados responden a la presencia de dos especies redox activas en la
muestra, a saber, la quimera T1 con y sin el imidazol coordinando al Cu?*. Una de las
cuplas presenta un valor de E° de 0,19 y 0,24 V (vs Ag/AgCl) para Ami-Cua y Az-Cua,
respectivamente, y corresponde a la proteina sin el ligando exdgeno incorporado. En
ambos casos, el valor del E° es menor al informado en la seccion anterior, simplemente
por efecto del pH, que en este caso es una unidad superior. Como ya ha sido comentado,
en todas las cupredoxinas conocidas el aumento del pH genera una disminucidn en el
valor del E° 311133387105 (yer seccidn 5.2.3). La otra cupla redox corresponde a la
proteina con el ligando exdgeno incorporado, cuyo valor estimado de E® es -0,25 V para
Ami-Cua(Imi), mientras que la ausencia de pico anddico impide tal estimacion para Az-
Cua(lmi). Por otra parte, la cupla correspondiente al aducto presenta una marcada
asimetria en ambos casos, caracterizada por un valor de Ic muy superior al valor de I,.
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Esta asimetria sugiere que, una vez reducido el aducto, se libera rdpidamente el ligando
exdgeno debido a la menor afinidad del centro metdlico en estado reducido. Ademas, la
cupla de la especie sin imidazol también presenta una asimetria en las intensidades de
picos, aunque de menor magnitud y en sentido opuesto al de los aductos, es decir, con
el pico anddico mas intenso que el catddico (I, < I,). Esto es consecuencia de que
ambos estados redox de las quimeras presentan distinta afinidad por el imidazol, por lo
tanto, la cantidad total de proteina oxidada en las inmediaciones del electrodo de
trabajo estara compuesta por una proporcion de aducto mayor que la cantidad total de
proteina reducida. El hecho de que tales asimetrias se atentan cuando el voltagrama es
adquirido comenzando desde valores reductores de potencial, es una prueba de este
fendmeno, ya que en ese caso se eliminan las especies oxidadas de la superficie del
electrodo, disminuyendo asi la proporcién de aducto (figura 5-23).

Se realizaron experimentos de VC sobre los mismos sistemas experimentales, pero
acidificando el medio (titulando con HCIO4 hasta pH 5) de manera de corroborar la
afinidad selectiva por la molécula deprotonada de imidazol (figura 5-24). Los
voltagramas muestran una clara disminucidon en la intensidad de corriente que
corresponde con la cupla del aducto en ambos casos. Ademas, la cupla correspondiente
a la proteina sin ligando exdégeno recupera la simetria a pH 5, indicativo de la menor

proporcién de aducto.

Az-Cu,(Imi)

ae?
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.....

Az-Cu,
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0,0 0,5 -0,5 0,0 0,5
E (vs Ag/AgCl) E (vs Ag/AgCl)

Figura 5-24. Voltagramas de (A) Ami-Cua(lmi) y (B) Az-Cua(Imi) adquiridos a pH 8
(linea continua) y a pH 5 (linea punteada).

Es interesante sefalar que el sitio activo de la Nitrosocianina expulsa al H;O
coordinante tras la reduccién, reincorporandolo en su forma oxidada, lo cual revela la
diferencia de afinidad entre las formas oxidada y reducida, y el consecuente cambio de
geometria. Ademas, resulta indicativo de un sitio accesible al solvente, ya que permite
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la entrada y salida de moléculas de agua, de manera analoga a lo que ocurre con las
quimeras verdes y la entrada y salida de imidazol al sitio activo. Esta caracteristica dota
al sitio T2 de la Nitrosocianina de un elevado valor de A, con estimaciones por encima
de 1 eV 1>1221233 mientras que el valor de E° obtenido mediante una titulacion
potenciométrica es de -0,125 V (vs Ag/AgCl), muy por debajo de lo reportado para la
gran mayoria de proteinas T1 07125 A partir de la accesibilidad del sitio activo y del
elevado valor de A, se ha sugerido que esta proteina desempefia algun tipo de funcién
catalitica. Tanto Ami-Cua(Imi) como Az-Cua(lmi) presentan valores de E® ain menores
que la Nitrosocianina, y representan caidas de aproximadamente 0,44 V respecto de la
proteina sin imidazol (figura 5-23).

Proteina < . Proteina
Oxidada > i Reducida

"
A © A

red red
kox kox km k t

in out ou

\/ \

Proteina < . Proteina
Oxidada Reducida
*mi > Hmi

Figura 5-25. Esquema cuadrado que vincula el equilibrio de entrada y salida del
ligando de la proteina en su forma oxidada y en su forma reducida, con la reaccion de TE
de la proteina con y sin el ligando exdgeno coordinando el sitio redox.
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Se decidid estudiar la cinética de entrada y salida del ligando exdgeno al sitio T1,
para lo cual se realizaron VCs en las mismas condiciones que las utilizadas en la figura 5-
23, pero a velocidad de barrido (v) variable. El modelo mas sencillo para racionalizar el
proceso es el de un esquema cuadrado, en el que se vinculan las reacciones de TE de los
aductos y de las proteinas sin imidazol con sus respectivos equilibrios de entrada y salida
del ligando 1% (figura 5-25). En tal esquema es posible asumir a priori dos relaciones
cualitativas entre las constantes de entrada (k;;,) y salida (k,,) del imidazol para ambos
estados redox de la quimera sin ligando exdgeno y del aducto, respectivamente. Dada
la afinidad de las quimeras en su forma oxidada por el imidazol, es esperable que se
cumpla que kp¥ >» k3%, mientras que la perdida de afinidad en sus formas reducidas
invertira la relacion (k2¢¢ > klé4

Si estas suposiciones son correctas, voltagramas adquiridos a muy baja velocidad de
barrido careceran del pico anédico del aducto, ya que en ese régimen temporal casi todo
el imidazol serd liberado del sitio metalico tras la reduccidn (y antes de que se alcancen
nuevamente potenciales oxidativos). Andlogamente, la cupla del aducto presentard
intensidades de corriente simétricas en voltagramas adquiridos a velocidades de barrido
suficientemente altos, donde el tiempo entre la oxidacién y la reduccion serd mucho
menor que el tiempo necesario para la salida del imidazol. Por lo tanto, adquiriendo
voltagramas en un amplio rango de velocidades de barrido, serd posible observar el
comportamiento de ambos casos y de los casos intermedios. La cinética de entrada y
salida del imidazol estara vinculada a los valores de v en los que se produzca el cambio
de régimen. Se adquirieron entonces voltagramas en un amplio rango de valores de v,
entre 100 mV/s y 10000 mV/s, observandose la tendencia esperada para el modelo
planteado (figura 5-26). Esto muestra que, al menos cualitativamente, el sistema puede
describirse con el esquema cuadrado presentado en la figura 5-25.

Para obtener una evaluacién semicuantitativa de los datos se realizaron
simulaciones computacionales de voltagramas a distintas velocidades de barrido
asumiendo como valido el esquema cuadrado de la figura 5-25. Los parametros de ajuste
fueron iterativamente variados hasta obtener los voltagramas simulados que mejor
reproducen los experimentales. Estos ajustes se realizaron empleando el software
comercial DigiSim 3.05; generosamente facilitado por el Dr. Battaglini.
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Figura 5-26. Voltagramas (normalizados) de Ami-Cua(Imi) en funcion de la velocidad
de barrido.

Ademas de las constantes cinéticas indicadas en el esquema de la figura 5-25, hay
muchas variables relevantes que determinan en ultima instancia la forma de los
voltagramas: la concentracién inicial de cada especie, sus coeficientes de difusion (D) y
sus coeficientes de transferencia de carga de Butler-Volmer (a). Todos estos valores
fueron estimados previamente, de manera de minimizar la cantidad de variables a
ajustar con las simulaciones. Las concentraciones fueron determinadas espectrofoto-
métricamente a partir de la absorcion de la muestra sin imidazol en solucién a 280 nm
(e=12950 Mt cm™) y considerando que el 100% de esta se encuentra formando aducto
tras la incorporacion del imidazol (en exceso, con una proporcién 10:1). El valor de D fue
considerado igual para las cuatro especies posibles, ya que no es esperable que la
entrada de un ligando pequeiio al sitio activo modifique significativamente la difusién
de la proteina entera. Dado que matriz proteica de las quimeras es la misma que en Tt-
Cua, se empled su coeficiente de difusidn, cuyo valor de 10® cm?/s fue determinado
previamente en nuestro laboratorio mediante mediciones amperométricas y resulta del
orden de aquellos reportados para otras cupredoxinas de estructura y tamano similares

126

127123 Se utilizé un valor de a@ = 0,5 tipico para sistemas proteicos 26 y una kre = 10*
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cm/s para las cuatro especies. Si bien no se realizaron medidas para estimar el valor de
kre, el valor utilizado es del orden de los reportados para sistemas similares, y
simulaciones preliminares empleando valores entre 103 cm/s y 10°> cm/s no produjeron
diferencias significativas en los pardmetros obtenidos de tales ensayos '2/-13°, Una vez
definidas estas variables, se realizaron simulaciones computacionales a partir de
voltagramas experimentales de Ami-Cua (figura 5-27). Esto se hizo por duplicado,
empleando los datos de dos experimentos independientes.

A

10 4

EM): 0.5 0.25 0 0.25 0.5

Figura 5-27. Ejemplo de un voltagrama simulado (verde) a partir de uno
experimental (negro) de Ami-Cua empleando el software DigiSim 3.05.

La mayoria de los pardametros obtenidos como resultado de estas simulaciones
computacionales muestran valores reproducibles y con bajos desvios (tabla 5-9). Los
valores obtenidos para la constantes de entrada y salida del imidazol en Ami-Cua
reducida (kir,fd y k1¢%) son la excepcién, dado que presentan un desvio del orden del
parametro determinado. Esto ocurre como consecuencia, por un lado, de la rapida
velocidad de expulsién del imidazol por parte de la forma reducida del aducto, y por el
otro, por el error que implican las bajas sefales voltamétricas del aducto reducido en la
simulacidn. No obstante, los valores obtenidos permiten acceder al orden de magnitud
de ambos pardmetros, que muestran una cinética rdpida para la salida del ligando
exdgeno de la especie reducida, prueba de la pérdida de afinidad del sitio redox por el

red

imidazol. El valor de la constante de equilibrio (K"¢% = kled /kred) refleja también esta
pérdida de afinidad y el consecuente desplazamiento del equilibrio hacia la forma sin
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ligado exdgeno. Por su parte, el valor de k7 resulta un orden de magnitud mayor al

ox., evidenciando la afinidad del sitio T1 quimérico por la molécula de imidazol. Cabe

aclarar que tanto k1% como k2%, corresponden a constantes cinéticas de pseudo orden,
aproximando que la variacion de la concentracion de imidazol es despreciable.
Finalmente, se estableci6 el valor de E(Olmi) con un error de 30 mV, observandose el
brusco descenso de mas de 400 mV que provoca la entrada y coordinacién del ligando

exoégeno al sitio T1.

Tabla 5-9. Valores de los pardmetros obtenidos a partir de las simulaciones
voltamétricas realizadas sobre Ami-Cua y sus desvios.

Parametro Valor Desvio
k2 (s7) 3,1 0,2
k¥, (s1) 0,4 0,1
kred (s1) 10° 2.10°
kred (s1) 10 10

K% 8 1
Kred 1,5.10% | 0,2.10°
E° (v) 0,21 0,03
Edmiy (V) -0,20 0,03

Analizando la estructura cristalografica de Ami-Cua y en particular la region del sitio
activo, es posible identificar una zona entre el bucle ligante y una hoja B con espacio
suficiente para la entrada de una molécula pequefia como el imidazol (figura5-28). Los
aminodacidos lle 113, His 114, Pro 151 e His 152 delimitan este bolsillo o poro, que
permite la accesibilidad del solvente al a&tomo de cobre. Esta cualidad estructural dota a
las quimeras verdes de un gran atractivo para la exploracidon de las caracteristicas
estructurales del poro, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida de los residuos que
lo delimitan. De esta manera se podria, en principio, modificar las propiedades que
gobiernan el equilibrio entre la proteina libre y el aducto, como la afinidad, la cinética
de entrada del ligando exdgeno o la de su salida. Las posibilidades que se abren a partir
de estos resultados sefialan a Ami-Cua como un excelente candidato para el disefio de
diversos dispositivos. Un ejemplo de estas posibilidades podria ser la construccion de
electrodos autocataliticos, capaces de activarse o desactivarse con la entrada y salida de
un ligando exdgeno que modifique abruptamente el valor del E°, actuando de este modo
como un interruptor. Otra posibilidad seria el disefio de sensores para el reconocimiento
de distintas moléculas (a partir de modificar la afinidad del sitio), que podria registrarse
por ejemplo mediante el cambio en el valor de E°. Las posibilidades son muchas y los
resultados aqui discutidos buscan dar el punto de partida para su exploracion.
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Figura 5-28. Representacion del bolsillo o poro a través del cual la molécula de

imidazol se introduce al sitio activo de Ami-Cua y se coordina al dtomo de cobre (bronce).
En (A) se representa la superficie proteica (verde), mientras que en (B) se presenta la
misma imagen, pero sin la superficie, permitiendo observar al sitio T1.

5.2.5- Az-Cua Yy Ami-Cua adsorbidas sobre electrodos biocompatibles

Con el objeto de profundizar en la caracterizacién de las propiedades redox de
ambas quimeras se realizaron experimentos voltamétricos en especies adsorbidas sobre
electrodos biocompatibilizados (ver detalles experimentales en seccién 2.2). Como fue
previamente desarrollado, este sistema experimental permite el abordaje de
propiedades cinéticas de la reaccion de TE, y en particular, acceder a su energia de
reorganizacion (ver detalles en las secciones 1.3.4 y 4.2.3). La estrategia empleada para
las quimeras verdes es la misma que la desarrollada en el capitulo anterior para Tt-Cua:
adsorber la muestra proteica sobre un electrodo de oro biocompatibilizado a partir del
recubrimiento con una monocapa autoensamblada (SAM) de alcanotioles w-sustituidos.
Dado que tanto Ami-Cua y Az-Cua son una modificacién mutagénica de Tt-Cua que
resulta en cambios marginales de la estructura proteica general, las pruebas de
adsorcidn se concentraron en condiciones similares a las utilizadas para dicho sistema,
que resultan a su vez una optimizacion de un protocolo previo 3. Los mejores
resultados en términos de la seial voltamétrica se obtuvieron con electrodos de oro
recubiertos de una monocapa mixta de SH-(CHz)15 y OH:SH-(CH3)15-CHs en proporcién
3:2. Estos electrodos fueron incubados en soluciones concentradas de las muestras
proteicas (x<1mM) en buffer HAc/Ac(NH4) 10 mM durante aproximadamente 2 horas. Las
medidas de VC fueron realizadas empleando una celda electroquimica termostatizada
no isotérmica de tres electrodos, en la que el electrodo de trabajo es el sistema
proteina/SAM/Au. En la figura 5-29 se muestran voltagramas tipicos obtenidos de esta
manera para Ami-Cua y Ami-Cup, donde se verifica que ambas quimeras presentan
respuestas electroquimicas tipicas de cuplas redox adsorbidas de un electrén 101-104,
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Figura 5-29. Voltagramas de Ami-Cua (arriba) y Az-Cua (abajo) adsorbidas sobre
electrodos de oro recubiertos con una monocapa de alcanotioles w-sustituidos Cis mixta
3:2 OH:CHs a 50 mV/s y 298 K. El buffer de medida es fosfato pH 7 mds 10 mM y 200 mM
de KNOz como electrolito soporte. Los distintos pardmetros analizados de ambas
respuestas voltamétricas se detallan en la tabla 5-10.

Tabla 5-10. Valores de algunos pardmetros relevantes, como lpa/lpc, Apa/Apc, AEp,
FWHM y E° obtenidos a partir de los voltagramas de Ami-Cua y Az-Cua presentados en la
figura 5-26

Parametro Ami-Cua Az-Cua
loa/lpe 1,013 1,049
Apa/Apc 0,974 1,036
AE, (mV) 29 44
FWHM (mV) 121-128 132-129
E® vs Ag/AgCl (mV) 241 284

Ademas de la forma simétrica de cada pico voltamétrico, caracteristico de especies
adsorbidas, los valores de lpa y lpc y de Apa y Apc presentan también la simetria esperable
para una cupla redox sin reacciones secundarias ni degradacion o desorcién de ninguno
de los dos estados. Por otra parte, la separacion entre ambos picos de corriente (AE,) es
de 29 y 44 mV para Ami-Cua y Az-Cua respectivamente, relativamente cerca del valor
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ideal de 0 mV esperable para respuestas totalmente reversibles de muestras adsorbidas.
Estos valores no disminuyen significativamente a menores velocidades de barrido v,
junto a los valores de FWHM que se encuentra entre 120 y 130 mV, resultan indicativos
de una reaccion de TE cuasi-reversible. Se adquirieron voltagramas a distintos valores
de v para evaluar la dependencia de lpa € lpc con dicha variable (figura 5-30). Los
resultados obtenidos verifican una relacidn lineal de Ipa € lpc con este, corroborando que
las sefales obtenidas corresponden enteramente a especies en estado adsorbido (figura
5-31 A). Ademas, a partir del grafico de trompeta (Epc y Epa Vs V) se puede observar la
transicion entre la region de comportamiento reversible y de comportamiento
irreversible, en la zona de valores de v de la escala temporal de kre (figura 5-31 B).
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Figura 5-30. Voltagramas de (A) Ami-Cua y (B) Az-Cua adquiridos a distintos valores
de v entre 50 mV/s y 500 mV//s, en el mismo buffer y temperatura que la figura 5-26.
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Figura 5-31. (A) lpa € Ipc en funcion de v para Ami-Cua (jade) y Az-Cua (verde). Los
ajustes corroboran la relacion lineal, indicando la medicion de especies adsorbidas. (B)
Epa y Epc en funcion de log(v), también conocido como grdfico de trompeta.
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Este tipo de medidas se emplearon para determinar la kre de las quimeras mediante
el ajuste de Laviron, de la misma manera que lo realizado para Tt-Cua en el capitulo 4.
El tratamiento de datos consta de una curva de trabajo que vincula la separacidn entre
Epa Y Epc (AEp) con v, permitiendo la determinacién de kre a partir de una regresion lineal
para diferencias de voltaje de hasta 200 mV 132 (ver detalles en la seccién 4.2.3). Se
determind que para ambas proteinas el rango entre 50 mV/s y 500 mV/s resulta 6ptimo,
ya que abarca grandes variaciones de AEp sin que este exceda los valores limite del
método (figura 5-31 B). Los ajustes de Laviron para ambas quimeras no muestran
desvios en el rango de velocidades de barrido empleado, permitiendo obtener valores
de ke (figura 5-32).
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Figura 5-32. Ajuste de Laviron para Ami-Cua (jade) y Az-Cua (verde) a partir de los
voltagramas presentados en la figura 5-29. La inversa de las pendientes de las
regresiones lineales equivale al valor de k.

Como se comentd anteriormente, existe una tendencia generalizada en las
cupredoxinas de presentar un aumento en el valor de su E° ante la disminucidn del pH.
No obstante, mientras algunos casos se caracterizan por una variacion mondtona, otros
presentan regiones de cambios abruptos, caracterizados por un valor definido de pKa
851337135 Ppor otra parte, los resultados desarrollados en el capitulo anterior dan cuenta
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de un fendmeno que afecta la cinética de la reaccion de TE sin producir una transicion
abrupta del E9 en Tt-Cua, cuya matriz proteica es la de Ami-Cua y Az-Cua °°. Estos
antecedentes motivaron el estudio de los distintos pardmetros de la reaccién de TE para
ambas quimeras en funcidn del pH. Se realizaron VCs a distintos valores de v entre 50
mV/s y 500 mV/s (mas de 20 puntos por medida) a distintos valores de pH (figura 5-33
Ay B). Dichos valores de pH fueron establecidos con distintas proporciones de sales de
fosfato teniendo en todos los casos una concentracion total del buffer de 10 mM ademas
de 200 mM de KNO3s como electrolito soporte (ver detalles en la seccién 2.2.2).
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Figura 5-33. (A) y (B) Ejemplos de voltagramas de Az-Cua y Ami-Cua adquiridos a 100
mV/s y a distintos valores de pH del buffer soporte (en las misas condiciones que la figura
5-26). (C)E® vs pH para Ami-Cua (jade) y Az-Cua (verde) a partir de medidas andlogas a
las ejemplificadas e la figura 5-29. (D) E° vs pH Az-Cua para (verde, ordenada derecha) y
Tt-Cua (violeta, ordenada izquierda). Datos tomados de la seccion 4.2.5. Ambas
ordenadas presentan la misma escala, pero un desplazamiento relativo de 260 mV,
permitiendo observar la similitud de ambas dependencias.
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En primer lugar, se analizd la dependencia del E° con el pH observdndose para ambas
quimeras una caida mondtona del valor de E° con la disminucién del pH (figura 5-33 C).
Esta variacion ocurre principalmente hacia valores acidos de pH (entre pH 3y 7), donde
se observa una dependencia practicamente lineal con una pendiente de 10y 11 mV por
unidad de pH para Ami-Cua y Az-Cua respectivamente, mientras que la variacién hacia
valores alcalinos de pH es practicamente nula. Como se muestra en la figura 5-33 D, a
pesar de la diferencia de valor absoluto, esta dependencia de E° con el pH es muy similar
a la reportada en el capitulo 4 para Tt-Cua. Estos resultados pueden ser racionalizados,
al igual que en el capitulo anterior, en términos de un fendmeno electrostatico, en el
cual las protonaciones de distintos residuos superficiales, distantes al sitio activo,
afectan de manera continua sus propiedades, desestabilizando al estado oxidado
respecto del reducido a medida que mas cargas positivas se ubican en la superficie de la
proteina.

Estos resultados sugieren que el pH ejerce un efecto modulador sobre el valor del E°
casi exclusivamente a través de la matriz proteica, descartando fendmenos especificos
sobre el sitio redox, como la protonacién de residuos coordinantes. Para investigar si
esta conclusién es extensible a los pardmetros cinéticos de la TE, se estudié la
dependencia de la ke con el pH, empleando el ajuste de Laviron a partir de los
voltagramas obtenidos a distintas velocidades de barrido para cada pH. La kre presenta
una variacién de tipo sigmoidea para ambas proteinas, en contraposicion al
comportamiento monétono del E, con valores de pKa aparente (pKaa) de 6,2 y 5,3 para
Ami-Cua y Az-Cua respectivamente (figura 5-34).

Aligual que en el caso del E%, este comportamiento es cualitativamente similar (pero
no idéntico) a lo observado para Tt-Cua y sus mutantes (ver detalles en la seccidn 4.2.5).
En el caso del Cua silvestre, la dependencia del valor de kte con el pH fue interpretada
en términos de un proceso de reorientacién de la proteina en la superficie del electrodo
de trabajo debido a la protonacién de residuos superficiales. En el caso particular de la
mutante puntual de Tt-Cua M160H, el efecto de reorientacidn estd acompanado por una
transiciéon que produce un switch funcional entre dos estados redox activos, que
presentan valores distintos de A como rasgo distintivo °°. Por lo tanto, para estudiar la
presencia de un fendmeno de estas caracteristicas resulta sumamente util la
determinacién del valor de A en ambas regiones de las curvas sigmoideas. La medicién
de la energia de reorganizacion se realiza, al igual que en el capitulo anterior,
determinando la energia de activacién (AE”) de la reaccién de TE a partir de un ajuste
tipo Arrhenius. El rango de temperaturas estudiado en cada caso va de 5°C a 40°C, y las
medidas se realizaron para ambas quimeras a dos valores distintos de pH ubicados en
ambos extremos de las curvas sigmoideas de la figura 5-34: pH 4,6 y pH 7,9 (figura 5-35).
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Figura 5-34. kre vs pH para Ami-Cua (jade) y Az-Cua (verde). Las barras de error de
surgen del desvio del ajuste de Laviron. Ambas curvas responden al ajuste de una curva
sigmoidea, con valores de pKa de 6,3 y 5,2 para Ami-Cua y Az-Cua respectivamente.
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Figura 5-35. In(kre) vs T para Ami-Cua (jade) y Az-Cua (verde) y sus respectivos
ajustes de Arrhenius para medidas realizadas a pH 4,6 (circulos llenos y lineas continuas)
y 7,9 (circulos vacios y lineas punteadas). De la pendiente de las regresiones lineales se
obtienen los valores de A presentados en la tabla 5-11.
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Si bien esta estrategia permite obtener al valor de AE*, las condiciones experi-
mentales y las caracteristicas del modelo empleado permiten acceder directamente al
valor de A apelando a algunas aproximaciones sencillas. Tipicamente la entropia de
activacién se aproxima como 0,5 AS®, que para ambas quimeras resulta despreciable
frente a la componente entdlpica de la reaccién de TE, valiendo la aproximacién AG* =
AH* 136 (tabla 5-7). Como se desarroll6 en la seccién 1.3, en estas condiciones
experimentales es valido aproximar que AG* = A/4, y teniendo en cuenta que en fases
condensadas la entalpia y la energia de activacion resultan practicamente equivalentes
(AE* = AH"), se cumple que 4AE* = A 137,

Los valores de A obtenidos para ambas quimeras a pH 4,6 y 7,9; es decir, a ambos
lados de la transicidn representada en la figura 5-34, resultan muy similares entre si
(tabla 5-11). La ausencia de cambios significativos en el valor de A dentro del rango
medido de pH es consistente con un efecto de reorientacion pH-dependiente de ambas
proteinas, como fue postulado para el efecto andlogo observado en Tt-Cua silvestre.
Estas proteinas (ambas quimeras y Tt-Cua) comparten la mayor parte de su matriz
proteica (el 95 % de su secuencia aminoacidica), y los resultados mostrados en la figura
5-33 sugieren que el efecto que ejerce el pH sobre el sitio redox es inespecifico y ocurre
por efecto del equilibrio acido base de residuos superficiales. En consecuencia, los
efectos del pH sobre E° y kre observados (y la ausencia de efecto sobre A) en ambas
guimeras son muy similares a los observados en Tt-Cua.

Tabla 5-11. Valores de A para Ami-Cua y Az-Cua medidas a pH 4,6 y 7,9 obtenidos a
partir de los ajustes de Arrhenius presentados en la figura 5-32.

A (eV) Ami-Cua Az-Cua
pH4,6 | 0,37 (+0,03) | 0,41 (+0,04)
pH7,9 | 0,35 (+0,05) | 0,39 (+0,07)

Algunos estudios realizados sobre distintas proteinas azules de cobre sugieren que
es posible modificar el valor del E° sin afectar significativamente los pardmetros
cinéticos TE 38, Los resultados presentados en la seccién 5.2.3 corroboran la actividad
redox de ambas quimeras y demuestran el fuerte efecto que produce el trasplante de
los sitios T1 a la matriz de Tt-Cua sobre el valor de E°. Por lo tanto, resulta interesante la
comparacion de los datos experimentales obtenidos en esta seccion con los
correspondientes a los sitios T1 nativos, de manera de evaluar el efecto que el cambio
de matriz proteica ejerce sobre ellos. Existen reportes en literatura de los parametros
cinéticos aqui estudiados (kre y A) medidos de manera analoga sobre Azurina de P.
aeruginosa *°. Ademads, fue posible realizar medidas directas de dicha proteina,
utilizando los mismos métodos y las mismas condiciones que para ambas quimeras
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(todas las medidas fueron hechas a pH 7). Los parametros obtenidos replican
satisfactoriamente los reportes previos de Azurina, sumando validez al desarrollo
experimental empleado y al analisis comparativo de los resultados (Tabla 5-12).

Tabla 5-12. Valores de kie y A para Ami-Cua, Az-Cua y Azurina adsorbidas sobre una
SAM C15 mixta 3:2 OH:CHs en una solucion de medida 10 mM de concentracidn analitica
de fosfato y 200 mM de KNOs. La columna Azu™%9 corresponde a los valores obtenidos
experimentalmente mientras que Azu™® a los citados de literatura *3°. Dado que kre
presenta una transicion pH-dependiente, se incluyen los valores extremos.

Parametro Ami-Cua Az-Cua Azuef | Azymedida
pH 4,6 7,9 4,6 7,9 4,6 7
ke (s) 2,1 1,2 1,0 1,8 14 1,0
(+0,3) (+0,3) (+0,2) | (+0,2) | (#0,1) (+0,2)
A (eV) 0,37 0,35 0,41 0,39 0,32 0,31
(+0,03) (+0,05) (+0,04) | (+0,07) | (+0,03) | (+0,04)

Posiblemente el elemento mas conspicuo de los datos presentados en la tabla 5-12
sea el leve incremento que presenta el valor de A de Az-Cua, de alrededor del 20%,
respecto de Azurina nativa, y ambos son compatibles con valores calculados o medidos
por otras técnicas 14014, Ademads, todos los valores de krg, medidos en condiciones
similares, se encuentran dentro de un acotado rango, sin que haya diferencias
pronunciadas entre ellos. El hecho de que un cambio integro de matriz proteica, con un
enorme impacto en el espectro UV-Vis y en el E® (entre otros), impacte levemente en los
valores de ke y A es indicativo de cierto grado de desacople de entre los pardmetros
termodinamicos y cinéticos de la reaccidon de TE. Esta conclusion tiene interesantes
implicancias bioldgicas tanto desde el punto de vista evolutivo como fisioldgico. Este
desacople entre distintos parametros relevantes para la actividad de una proteina redox
posibilita la modificacion de alguno de ellos sin alterar significativamente otros. De este
modo, procesos mutagénicos naturales pueden generar un abanico de variantes
proteicas con variaciones puntuales de sus propiedades funcionales, lo cual puede ser
una caracteristica importante del proceso evolutivo. Por otra parte, esta posibilidad de
alteracion selectiva de parametros funcionales puede ser una pieza fundamental de
mecanismos regulatorios in vivo. Ademas, aunque no menos importante, destaca el rol
de la matriz proteica sobre la regulacién de la TE en proteinas redox, siendo mucho mas
gue un mero soporte estructural para el sitio activo.
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5.3- Conclusiones

A lo largo de este capitulo se han presentado diversos estudios sobre dos modelos
novedosos de centros mutantes tipo T1, generados a partir de la estrategia de ingenieria
de bucles. Esta estrategia permite la reconstruccién del sitio redox de una cupredoxina
en la matriz proteica de otra, dadas las caracteristicas del plegamiento conservado que
comparten, lo cual representa una poderosa herramienta para explorar los efectos de
dicha matriz sobre las propiedades estructurales y funcionales de los sitios redox. La
primera y mas general conclusidon que se puede extraer de los resultados presentados
es la enorme importancia de la matriz proteica en la determinacién de estas
propiedades sobre ambos sitios T1 estudiados. Las diferencias espectroscépicas,
estructurales y funcionales entre ambas quimeras y sus contrapartes nativas
(Amicianina y Azurina) son una clara evidencia de esto. Estudios recientes sobre
mutantes de proteinas T1 con longitud variable en su bucle ligante permitieron a los
autores postular que el largo del bucle es el principal determinante de la estructura del
sitio redox 7. Sin embargo, tanto Ami-Cua como Az-Cua comparten no sélo la primera
esfera de coordinacién con sus pares nativas, sino también la identidad del bucle ligante
completo, por lo que evidentemente la matriz proteica impone restricciones
estructurales en ambos casos, con dramdticas consecuencias en las propiedades
electrénicas del sitio. Estos resultados complementan los trabajos antes citados,
sefialando la complejidad de este tipo de sistemas, y que rol de la matriz proteica como
modulador de las propiedades espectroscépicas del sitio T1 puede ser comparable al de
ligandos axiales del ion metdlico y ligandos de segunda esfera.

Por otra parte, resulta notable la robustez estructural de estos sitios, ya que a pesar
de las tensiones que impone la matriz proteica, conservan sus caracteristicas basicas
distintivas y su actividad redox. El hecho de que sean estructuralmente robustos, pero
al mismo tiempo sensibles a perturbaciones sutiles capaces de modular sus propie-
dades, resulta interesante desde un punto de vista evolutivo. A lo largo de millones de
afos la naturaleza ha moldeado a los sitios T1 como estructuras capaces de ser
moduladas en sus propiedades funcionales, pero al mismo tiempo estructuralmente
robustas °%142, El hecho de que las proteinas de Cua y T1 compartan el mismo tipo de
plegamiento delata un origen evolutivo comun, probablemente responsable de este
tipo de adaptaciones.

Los analisis mas detallados y célculos computacionales que se realizaron a partir de
la estructura cristalografica de Ami-Cua en la seccion 5.2.2 muestran que el sitio activo
de esta quimera no responde a las perturbaciones estructurales de sus ligandos como
lo predice el modelo de distorsion acoplada © (desarrollado en la seccién 5.1.5). Segun
este modelo, el acercamiento o alejamiento de la cisteina ligante generaria el
desplazamiento contrario por parte de la metionina ligante (y viceversa), pero los
resultados muestran un alto grado de resiliencia en la distancia al cobre de ambos
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ligandos respecto de la distancia del otro. El caso aqui presentado indica que, si bien el
modelo de distorsidon acoplada es capaz de correlacionar parametros estructurales
simples con propiedades espectroscépicas accesibles para ciertas proteinas T1, es
insuficiente para explicar los resultados de Ami-Cua. Pareceria necesario un modelo mas
refinado capaz de capturar la gran complejidad de los distintos factores que determinan
las propiedades de los sitios T1, y el trabajo desarrollado en este capitulo marca un
camino en ese sentido.

Una de las cualidades mas destacables de ambas quimeras es el elevado valor de su
E® en relacidn no sélo de sus respectivos sitios nativos, sino del resto de los sitios T1
conocidos. Como fue discutido en la seccién 5.2.3, tal aumento en el valor del E°
responde a una estabilizacién relativa de la forma reducida respecto de la oxidada tanto
entdlpica, como consecuencia de las inusuales distancias Scys-Cu y Swmet-Cu, como
entrépica, cuya causa principal radica probablemente en la mayor accesibilidad al
solvente del sitio activo. El efecto general de la matriz proteica sobre el valor del E? suele
considerarse un factor relativamente menor en comparacién al ejercido por los ligandos
de primera esfera de coordinacion. Notablemente, sin embargo, ninguna de las muchas
mutantes puntuales de primera esfera reportadas para Amicianina y Azurina producen
un corrimiento del valor de E° semejante al obtenido para nuestras quimeras 12, Sélo a
partir de mutaciones combinadas de primera y segunda esfera de coordinacion sobre
Azurina ha sido posible la construccidn de sitios de cobre con valores tan elevados de
EC. Esto sefala el rol protagdnico que puede cumplir la matriz proteica en la
determinacién del valor de E° en estos sitios T1. Ademas, los resultados obtenidos a
partir de especies adsorbidas sefialan cierto grado de desacople entre los parametros
termodindmicos y los parametros cinéticos de la reaccién de TE. Ambas quimeras
presentan dramaticos desplazamientos del valor del E° respecto de las proteinas nativas,
no obstante, el valor de la kre (medida en idénticas condiciones) resulta muy similar y el
valor de A apenas un 25% mayor. Este tipo de desacople entre los parametros
termodinamicos y los parametros cinéticos de la reaccion de TE ha sido discutida en el
capitulo anterior para el sitio de Cua, y los resultados aqui presentados sobre sitios T1
permiten suponer que podria ser también esta una cualidad compartida de las
cupredoxinas.

Una caracteristica distintiva de Ami-Cua y Az-Cua es la accesibilidad al solvente del
sitio activo que permite el ingreso de ligandos exdgenos y, en particular, que el imidazol
sea capaz de incorporarse a la esfera de coordinacion del 4&tomo de cobre, modificando
su geometria y asi sus propiedades redox. La capacidad de un sitio T1 mutante de
incorporar un ligando exdégeno a la coordinacion no es novedosa, no obstante, los
presentados aqui son los primeros casos en los que lo hace un sitio T1 con su primera
esfera de coordinacidon nativa 3. El sitio T1 con el imidazol exdgeno coordinado
presenta caracteristicas espectroscépicas muy similares a las observadas en sitios T2, y
un paralelismo con el sitio activo de la Nitrosocianina (Unica proteina T2 reportada con
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un plegamiento de tipo cupredoxina) sugiere que el sitio adopta una geometria
bipiramidal cuadra. La caracterizacién electroquimica de la cinética de entrada y salida
del ligando exdgeno indica una gran diferencia de afinidad entre el estado reducido y el
estado oxidado de Ami-Cua, siendo este ultimo el Unico capaz de incorporarlo en
proporciones significativas. Estos resultados y la identificacion del probable poro de
entrada del imidazol abre las puertas a la manipulacién de estos modelos novedosos
mediante ingenieria genética y modificaciones postraduccionales. Alterando el tamafio,
la forma y la accesibilidad de dicho poro, seria posible regular tanto la cinética de
entrada y salida del imidazol, como la afinidad de ambos estados redox por distintos
ligandos exdgenos posibles. A su vez, mutaciones de primera y segunda esfera de
coordinacién podrian permitir modular el valor del E° de las quimeras y de los aductos
formados. Finalmente, la posibilidad de elaborar nuevas quimeras, insertando el bucle
ligante de otras proteinas T1 en la matriz proteica de Tt-Cua, presenta la oportunidad de
explorar un sinfin de sistemas posibles. Por ejemplo, en un trabajo reciente se ha
reconstruido el sitio T2 de la Nitrosocianina en la matriz proteica de Azurina, empleando
la misma estrategia de ingenieria de bucles #4, Otros autores han sido capaces también
de recrear algunas caracteristicas de sitios T2 sobre el mismo modelo proteico, pero
apelando a una estrategia diferente: la mutacion puntual de ligandos axiales 1#°. Esto
significa que existe un gran numero de herramientas disponibles para la manipulacién
de las distintas propiedades de los sitios mononucleares y dinucleares de cobre. La
posibilidad de hacer esto en una enzima capaz de incorporar ligandos exdgenos
representa un gran atractivo desde el punto de vista del disefio de dispositivos proteicos
como sensores o electrodos autocataliticos, y los resultados presentados en este
capitulo sefialan a Ami-Cua y a Az-Cua como atractivos candidatos en este sentido.
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Conclusiones generales

6.1 Conclusiones y modelo regulatorio propuesto

El sitio de Cua cumple un papel determinante en el sostenimiento de la vida de
organismos aerdbicos ya que ejerce un rol central en la respiracion celular. Esta tesis
plantea profundizar el entendimiento de los factores que determinan sus propiedades
y mecanismos de regulacién. Los resultados presentados en los tres capitulos
experimentales muestran que existe una diversidad de variables capaz de modular los
distintos parametros de la reaccion de TE, asi como también la poblacion de sus dos
estados fundamentales alternativos, cuyos pardmetros redox fueron determinados por
primera vez en la misma especie.

En el capitulo 3 queda demostrada la capacidad de alterar la diferencia de energia
entre ambos estados fundamentales alternativos del sitio de Cua (AE,; /), ¥ asi la
poblacion relativa de dichos estados, a partir de dos tipos de mutaciones distintas:
mutaciones puntuales del ligando axial M160 y mutaciones de segunda esfera de
coordinaciéon 2. Segun las distintas evidencias espectroscdpicas, no se producen
alteraciones geométricas significativas en el sitio de Cua de la mano de esta modulacién
del valor de AE,: /. , sefialando la sensibilidad de dicho parametro a perturbaciones
estructurales leves. Ademas, la combinacion de ambos tipos de mutaciones, como en el
caso de la variante Tt-3L-M160H, resultan en una aditividad de efectos espectroscdpicos
y electroquimicos, mostrando asi la capacidad del sitio de Cua de censar simultanea-
mente la confluencia de distintas perturbaciones. Este hallazgo cobra importancia al
considerar la complejidad del medio fisioldgico en el que este sitio redox desarrolla su
actividad, donde existe una gran cantidad de factores variables.

Los resultados presentados en el capitulo 4 muestran ademas que, dependiendo del
valor de AE;:,, en relacion a la energia libre de activacion correspondiente a la
reaccion de TE (AG™), es uno u otro estado fundamental (o,; o ) el que resulta redox
activo. Esto permite estudiar por separado las propiedades electroquimicas de ambos
estados alternativos a partir de mutantes con distintos valores de AE,: /. . En dicho
capitulo se propone un modelo en el cual el estado redox activo es determinado por la
relacion entre los valores de AE,: /'y del potencial redox (E%), pardmetros que pueden
ser manipulados mediante las estrategias mutagénicas empleadas vy, en el caso del E°,
también por cambios en la atmosfera idnica del sitio. Estos cambios, producidos en
distintos experimentos a partir del pH y de la fuerza idnica del medio, permiten
modulaciones del E° del orden de los 100 mV que, sumados a las variaciones de méas de
un orden de magnitud en el valor del AE,: . de las distintas mutantes, exponen una
gran capacidad regulatoria del estado redox activo del sitio de Cua. Este hallazgo cobra
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particular relevancia bajo la hipdtesis de que la interaccion del dominio de Cua de la
citocromo c oxidasa (CcO) con su partner biolégico, el citocromo ¢ (Cyt c), seria capaz de
producir tanto perturbaciones estructurales leves en el sitio de Cua como modificaciones
en su atmosfera idnica, lo cual serd discutido hacia el final de la seccion en una
interpretacion mas amplia de los resultados experimentales.

El Switch funcional dependiente de pH que presenta la mutante M160H, y que es
caracterizado en el capitulo 4, confirma la capacidad de ambos estados fundamentales
alternativos de actuar como estado redox activo en una misma proteina de Cua 3. Mas
aun, los resultados electroquimicos confirman las diferencias que presentan los
parametros cinéticos para la reaccidon de TE de ambos estados, a saber, la energia de
reorganizacion (A) y el acoplamiento electrénico (|Hpoa|). También sefialan que, a pesar
de que el valor de A del estado m,, es superior al del estado a,;, la velocidad de TE es
sobrecompensada por el fuerte aumento de |Hpa| en la reaccidon heterogénea. Este
resultado resulta particularmente interesante si se tiene en cuenta un estudio
computacional reciente en el que se sugiere que el estado m,, esta optimizado para la
entrada del electron desde el Cyt ¢, ya que su acoplamiento electréonico
sobrecompensaria el elevado valor de A 2. Ademas, los resultados obtenidos en el
capitulo 5 a partir de las proteinas T1 quiméricas, en conjunto con los reportes sobre el
modelo Cua-Azu, evidencian el fuerte impacto que puede tener la matriz proteica en la
determinacion de las propiedades estructurales y funcionales del sitio activo. En suma,
los cambios en las concentraciones idnicas del medio y las perturbaciones inducidas por
las interacciones proteina-proteina configuran un conjunto de factores capaces de
modular finamente las tres variables que determinan la cinética del proceso de TE: EC, A
y |HDA].

Todas estas conclusiones pueden interpretarse en un marco mas amplio,
considerando avances recientes en el estudio del partner bioldgico del Cua, el Cyt ¢, asi

24-6 Todos los resultados hasta aqui

como también en complejos CcO / Cyt c y similares
comentados sugieren que la interaccién del sitio de Cua con el Cyt c seria critica en la
regulacién de la reaccién de TE, y por lo tanto de la respiracién celular. Se propone a
continuacion un modelo regulatorio de las reacciones de TE hacia y desde el sitio de Cua,
en el cual los diversos factores presentes en el entorno fisiolégico pueden modular su
actividad optimizando simultdneamente una alta velocidad (compatible con los
requerimientos fisiolégicos), una baja fuerza impulsora (cercana a cero) y la

direccionalidad del proceso 7 (figura 6-1).

El Cyt ¢ actia como transportador soluble de electrones entre el complejo Il y el
complejo IV de la cadena respiratoria. El reconocimiento y formacion del complejo
transiente con la CcO involucra generalmente interacciones electrostaticas entre un
parche de lisinas del Cyt ¢ con la regidon de unién negativamente cargada en la CcO,
especificamente en la subunidad de Cua, aunque existen casos (como el de T.
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Thermophilus) donde la interaccion se da mediante otro tipo de complementariedad 4
689 (figura 6-1 A y B). Cualquiera sea el caso, este paso de reconocimiento no
necesariamente produce una conformacién éptima para la reaccion de TE, por el contra-
rio, algunos estudios sugieren que es necesario un paso de reorientacion del Cyt ¢ para
optimizar el pathway de mayor acoplamiento electrénico entre su sitio activo y el
aceptor electrénico 1° (figura 6-1 C i). Ademas, hay evidencia que indica que el Cyt ¢
presenta un estado de “reposo” en el cual tiene un valor de A relativamente alto, y que
es capaz de convertirse a un estado de bajo valor de A (favoreciendo la TE) a partir de
perturbaciones en la segunda esfera de coordinacién que no implican perdida de la
estructura secundaria ni terciaria nativa ! (figura 6-1 C iii). El contacto interproteico es
capaz de inducir distorsiones estructurales en ambas proteinas, en concordancia con
resultados de estudios de RMN a partir del complejo Cyt ¢ss2/Tt-Cua, asi como también
diversos estudios en sistemas similares como por ejemplo los complejos entre
plastocianina y sus partners bioldgicos o el complejo Rusticianina/citocromo cs, 2%°.

La variacion en el valor de AE ;- /, generada a partir de las perturbaciones inducidas
por las diversas mutaciones, particularmente las de segunda esfera (como se estudié en
el capitulo 3), evidencia la potencial capacidad de la interaccion CcO-Cyt ¢ como
modulador de tal pardmetro (figura 6-1 Civ). Esta interaccion ademas puede modificar
significativamente la atmosfera idnica del sitio de Cua, permitiendo modular el valor del
E®y asi la fuerza impulsora del proceso (figura 6-1 C ii). En ambos casos el efecto puede
variar en funciéon de la reorientacidon del complejo interproteico, que podria entonces
no sélo optimizar el acoplamiento electrénico, sino ademas modular los valores de
AEg: /., VIO el E® del sitio de Cua. Por lo tanto, las interacciones proteina-proteina
podrian determinar la activacién del estado 7, o del estado a;; como RAMO, optimizados
para la entrada y para la salida del electrdn, respectivamente 2.

Para recapitular, si se consideran los resultados de esta tesis y algunos estudios
computacionales previos que sefialan la dependencia de AE,:,, con diversas
perturbaciones geométricas menores en el sitio de Cua, es evidente que la interaccién
con el Cyt c tiene la potencial capacidad de modular todos los parametros relevantes de
la reaccidén de TE. La formacidon del complejo transiente podria modular el potencial
redox de ambas proteinas al mismo tiempo que promoveria la forma de bajo valor de A
del Cyt cy poblaria el estado m,, del sitio de Cua, optimizado para la entrada del electrén
via el residuo M160 (figura 6-1 C). Estos procesos, junto a la reorientacién del Cyt c que
optimizaria el acoplamiento electrénico, podrian ser concertados o secuenciales, pero
en cualquier caso serian capaces de conciliar una baja fuerza impulsora (AG = 0) con
una alta constante cinética, permitiendo un proceso de TE eficiente del Cyt c al sitio de
Cua de la CcO (figura 6-1 D). Segun resultados previos, el estado m,, no es un minimo
estable en el sitio de Cua reducido, lo que significa que una vez producida la reaccion de
TE el estado fundamental del sitio de Cua es Unicamente o;;. Esto prevendria la reaccién
de TE inversa (del Cua al Cyt c), mientras que el estado o, (Unico estable en la forma
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reducida) presenta un acoplamiento electrdnico alto para la TE hacia el hemo a (o b) de
la CcO (via H157) y un menor valor de A, por lo tanto, se encuentra optimizado para esa
reaccion (figura 6-1 E). De esta manera, el modelo propuesto conferiria direccionalidad
al proceso completo de TE 27, La cadena de reacciones redox continta hasta producirse
la reduccion de O, a H,0 y el bombeo de protones contra gradiente hacia el espacio
intermembrana (figura 6-1 F).

Los resultados presentados en el capitulo 5 sobre las proteinas quiméricas Tipo 1
(T1) y los reportes acerca de las propiedades del modelo Cua-Azu muestran que la
naturaleza de la matriz proteica resulta de gran impacto en las propiedades
estructurales y funcionales del sitio activo. Esto puede ser determinante en la regulaciéon
de la TE a nivel del sitio de Cua, ya que el bombeo de protones contribuye al
establecimiento de un campo eléctrico interfacial que puede afectar a la CcO,
imponiendo cambios en la estructura y la dindmica de la matriz proteica. Mas aun,
algunos estudios sugieren que el campo eléctrico puede afectar el valor del AE,: /. , asi
como también la dindmica del complejo Cyt ¢/CcO 2°, Esto podria traducirse en un
sistema de retroalimentacion negativa, en el cual un desbalance entre la translocacion
de protones y su consumo por la ATPasa genera un incremento del campo eléctrico local
que desfavorece simultdnea-mente la TE en ambas proteinas, bloqueando virtualmente
el proceso. De esta manera, tanto la variacion del campo eléctrico interfacial, de la
fuerza idénica y del pH del medio, la formacién del complejo transiente con el Cyt cy su
dindmica, como también distintas perturbaciones inducidas a través del resto de la
matriz proteica de la CcO se presentan como potenciales actores de un complejo
mecanismo regulatorio in vivo que permitiria una regulacién fina con numerosos puntos
de control.

Finalmente, las propiedades espectroscépicas y electroquimicas de ambas quimeras
T1, en comparacién con sus contrapartes silvestres, ponen de manifiesto el caracter
insuficiente del modelo de distorsiéon acoplada para su racionalizacidon. Los calculos
computacionales a partir de la estructura cristalografica de Ami-Cua demuestran que
para esta proteina las variables estructurales asociadas en dicho modelo se presentan
desacopladas. Cabe recordar que ambas proteinas conservan tanto los ligandos del sitio
activo como la segunda esfera de coordinacion y la longitud del bucle ligante intactos,
siendo la matriz proteica su Unica diferencia con los sitios silvestres. El rol de la matriz
proteica como determinante estructural del sitio activo ha sido tipicamente minimizado,
no obstante, los resultados presentados en el capitulo 5 sefialan el enorme impacto que
puede tener en las propiedades del sitio redox. Estas conclusiones sugieren la necesidad
de incorporar elementos de la matriz proteica en un modelo que permita abarcar mas
cantidad de sitios T1 (y T2) y racionalizar sus propiedades con mayor precisiéon. Ademas,
en conjunto con otros resultados a lo largo de la tesis, exponen una variedad de
estrategias que permiten la manipulaciéon de diversas propiedades en los sitios de
activos de cupredoxinas, modificando mutagénicamente la primera y la segunda esfera
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de coordinacién, asi como también la matriz proteica. La racionalizaciéon de las
componentes entrépica y entdlpica al E° asociadas al valor del AE;: ), Y la
hidrofobicidad del ligando axial, respectivamente, constituyen otra herramienta Gtil en
este sentido.

Alo largo de la tesis se utilizaron estas estrategias en el disefio de diversas proteinas
mutantes que permitieron profundizar el entendimiento sobre los determinantes de las
propiedades estructurales y funcionales de los sitios de cobre. Sin embargo, el alcance
de estas estrategias tiene un potencial mayor, especialmente considerando el hallazgo
de variantes T1 con un poro que permite el acceso de ligandos exdgenos a la
coordinacidn del sitio activo. Todo esto en conjunto abre un abanico de posibilidades
para el disefio inteligente de diversos tipos de sensores, catalizadores y componentes
bioelectrénicos en general.
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Figura 6-1. Modelo regulatorio de la TE en el complejo Cyt c/CcO. (A) El Cyt ¢ reducido
interactua con la CcO. (B) Se forma el complejo Cyt ¢/CcO. (C) Se optimiza la TE por: (i)
reorientacion del Cyt ¢, aumentando el [Hpal; (ii) ecualizacion del AG como consecuencia
de cambios en la atmosfera ionica; (iii) Cambio conformacional del Cyt c a un estado de
bajo valor de A; (iv) Aumento de la poblacion del estado 1, en el sitio de Cua, cuyo aumen-
to del |[HDA| sobrecompensa el aumento de A. (D) La TE se encuentra cinéticamente
favorecida. (E) La direccionalidad de la reaccion se preserva dado que ambos sitios redox
pierden los factores que optimizan la TE, favoreciéndose la reduccion del hemo a. (F) El
proceso continua hasta la reduccion del 0> a H20 y el bombeo protdnico contragradiente.
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Abreviaturas

AT P et e e e e e e e e e —————————————— Adenosin trifosfato
CC0 e e e e e e e e e ———————————— Citocromo c oxidasa
G172 P TP PP P PP PRT N Citocromo
EPR et Resonancia paramagnética electrdnica
EXAFS oo, Absorcion de Rayos x extendida a la estructura fina
FWHM Lo e e Ancho a la altura media de pico
HOMO ..o Orbital molecular ocupado de mayor energia
N2OR et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e s e e ranare e anaarrae N0 reductasa
N R ittt e e e e e e e e e e e e e e e e et Nitrito reductasa
01367 N OO PP PUPPTPPPPPIOt pKa Aparente
2T A 1Y U Orbital molecular redox activo
RIMIN ettt s e e e e Resonancia magnética nuclear
RR ettt e e et e e e e et e e e e et e e e era e e e e eaeaaans Raman resonante
SAM e e e e e e e e e e e e e aearrarane Monocapa autoensamblada
] 2 3 PP Resonancia de plasmon superficial
TCLIM e Transferencia de carga ligando metal
I =S UUUPPN Transferencia electrénica
N et e e aaaaaaaeeeeeree Voltametria ciclica
1YL PR Valencia localizada
VIV e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et aaaaaaaaaeaaaan Valencia mixta
VIV e e e e e e e e e e e e e nnanees Valencia localizada asimétrica
VIMIS ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e Valencia localizada simétrica
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