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RESUMEN

El conocimiento de la estructura tridimensional de proteinas es una condicién sine
gua non para avanzar en diferentes lineas de investigacion como la biologia
estructural, diagnéstico de enfermedades y el disefio de medicamentos.
Actualmente la mayoria de los trabajos estructurales involucran la determinacion
de las estructuras 3D a traves de la difraccion de rayos X, técnica que requiere de
un cristal de tamafio y calidad adecuados. Esto convierte al proceso de obtencién
del cristal en la clave de todo el estudio, pero también en una limitacién. La
busqueda de nuevos métodos para mejorar la calidad de cristales de proteinas
siempre ha sido un reto; la cristalizacién de proteinas bajo un campo eléctrico

interno es un claro ejemplo de esta basqueda.

En este trabajo se presentan las investigaciones realizadas sobre el efecto que
tiene un campo eléctrico interno en la cristalizacion de proteinas redox (catalasay
citocromo c¢) utilizando una nueva celda que contiene una microestructura
interdigital de platino. Se realizaron barridos de corriente de 0.5 YA hasta 5.0 pA,
el fendbmeno de cristalizacion fue monitoreado mediante la adaptacion de una
celda de dispersion dinamica de luz. Posteriormente se estudié la cristalizacién en
macroceldas con angulos de electrodos a 90°y 180° Finalmente y con el objetivo
de determinar cualquier cambio en el estado de oxidacion de los métales del
grupo hemo de las metaloenzimas se llevaron a cabo experimentos por
Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) del depdsito de proteinas sobre los

electrodos de platino.



ABREVIATURAS

ACN Acetonitrilo

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
DDL Dispersion dinamica de luz

dH Diametro Hidrodinamico
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1. INTRODUCCION

1.1 Cristalogénesis biologica

Es una ciencia multidisciplinaria que busca describir y entender el crecimiento de
cristales de macromoléculas biolégicas. Esta ciencia ha emergido junto con la moderna
biotecnologia y particularmente la ingenieria macromolecular. Su desarrollo ha sido
impulsado por la necesidad del conocimiento estructural de las biomoléculas y sus
complejos, no sélo para la investigacion bioldgica sino también para el entendimiento de

los problemas biotecnoldgicos.*

Dada la gran dificultad que presenta entender el proceso de crecimiento de cristales de
moléculas tan complejas como las proteinas, en los uUltimos afios se ha incrementado el
namero de cientificos interesados en el crecimiento de cristales para la cristalografia de
rayos X. Estos han abordado el problema desde diferentes puntos de vista, como por
ejemplo, el electroenfoque, la alta presion hidrostatica, campos magnéticos y campos

eléctricos. 2

Los avances en genémica y protedmica, han expuesto miles de nuevas proteinas para
su estudio en proyectos de biologia estructural y disefio de blancos de medicamentos.
La secuenciacion completa del genoma de organismos vertebrados e invertebrados,® ha
aumentado los esfuerzos a nivel internacional para desarrollar métodos y tecnologias

que permitan la rapida elucidacion de la estructura tridimensional (3D) de las proteinas.*

Hasta ahora, la cristalografia de difraccion por rayos X de monocristales es la técnica por
excelencia para proporcionar datos estructurales con resolucion atébmica con el proposito

antes mencionado; sin embargo, para utilizar esta técnica es necesario contar con

2



cristales de tamafio y calidad adecuados, que permitan colectar datos precisos,
obteniendo asi una estructura 3D de alta resolucién. Esto convierte a los cristales en la

clave de todo el proceso, pero también en el cuello de botella.®

Uno de los inconvenientes en la obtencion de cristales de alta calidad es el fenomeno de
conveccion que se da en cada uno de los experimentos realizados bajo el campo de
gravedad de la tierra. Esto demuestra que se deben tener en cuenta los problemas
involucrados en los fendbmenos de transporte durante el proceso de cristalizacion, lo cual
debe ser cuidadosamente estudiado al disefiar un método de crecimiento de cristales.
Este tipo de caracteristicas sumado al deficiente entendimiento de muchas de las
propiedades fisicoquimicas de este fendmeno constituyen las razones por las que el

proceso de cristalizacion es dificil.

Hasta ahora, se han estudiado diferentes parametros fisicoquimicos que controlan el
fendbmeno de nucleacion; entre estos parametros se encuentran el electroenfoque, la

presion hidrostatica, campos magnéticos y campos eléctricos.®

Las macromoléculas biolégicas, como las proteinas, contienen diferentes grupos i6nicos
y polares. De manera inherente poseen una carga significativa’ dependiendo del pH de
la solucion. EI medio en el que se encuentran las moléculas y sus agregados puede ser
perturbado cuando se aplica un campo eléctrico y la interaccion de moléculas cargadas
con un campo eléctrico puede alterar su distribucion dentro de la solucién y permitir una
nucleacion local. Los experimentos de cristalizacion de proteinas inducida por campos
eléctricos, puede ser clasificada en dos categorias principales, dependiendo si los
electrodos estan en contacto directo con la solucién de proteina (llamado campo
eléctrico interno) o si la solucién se encuentra separada de los electrodos (llamado

3



campo eléctrico externo).® En este Gltimo caso, el campo eléctrico es aplicado sin que
haya contacto entre la solucién y los electrodos y consecuentemente sin la corriente a

través de la solucion.

En esta investigacion se estudio el proceso de cristalizacion de proteinas redox como
citocromo c y catalasa bajo un campo eléctrico interno. La funcion del citocromo ¢ de
mitocondrias bovinas es la de transferir electrones desde el complejo Il al complejo IV
del espacio intermembranal de las mitocondrias, gracias a la presencia del grupo redox
hemo.? La catalasa es capaz de reducir peréxidos usando donadores de electrones,®
estas propiedades tanto del citocromo ¢ como de la catalasa, se dan gracias a la
presencia del grupo redox hemo. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron diferentes
técnicas, entre ellas: Dispersibn Dinamica de Luz, Resonancia Paramagnética
Electronica y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. De esta manera se pudo

entender, aln mas, el fascinante y complejo proceso de cristalizacién de las proteinas.
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1. HIPOTESIS

Si la aplicacion de un campo eléctrico interno, en la mayoria de los casos, afecta el
proceso de cristalizacién de proteinas no redox, acelerando la cinética del crecimiento
del cristal y favoreciendo la adsorcion de los mismos en los electrodos, se pretende
gue se obtendra el mismo comportamiento al intentar cristalizar proteinas con

propiedades redox bajo un campo eléctrico interno.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estudiar el crecimiento de monocristales de proteinas redox en un campo eléctrico

interno, empleando diferentes celdas.

3.2 Objetivos Especificos

4 Disefiar y construir un nuevo modelo de celda que permita estudiar el

comportamiento de proteinas redox bajo la influencia de un campo eléctrico interno.

4 Monitorear el proceso de agregacion y de cristalizacion de proteinas redox por
medio de la técnica de dispersion dindmica de luz, con una celda de DDL modificada

para electroquimica.

v Determinar mediante resonancia paramagnética electronica si existe cambio
en el estado de oxidaciébn en el metal del centro metélico de las proteinas redox

cuando se adsorben sobre el electrodo de platino, al imponer una corriente eléctrica.
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4. ANTECEDENTES

4.1 La cristalizacion

Es una de las ciencias mas antiguas y para moléculas de origen biologico este campo se
empezd a desarrollar hace mas de un siglo, tanto en el campo de la fisicoquimica como
a nivel biolégico. Durante la década 1847-1857, Louis Pasteur establecio en Strasbourg
las reglas de la estereoquimica cuando estudi6 los cristales de &cido tartarico.!
Independientemente, con los primeros acontecimientos exitosos que datan desde 1840,
guimicos fisioldgicos cristalizaron varias proteinas, aunque en ese momento era
desconocida su naturaleza macromolecular.? A comienzos del siglo pasado cientos de
varias especies de hemoglobinas fueron cristalizadas.® En esa época, la cristalizacion,

era Unicamente, una herramienta para la purificacién de proteinas.

Se conoce que las primeras moléculas cristalizadas por bioquimicos (por ejemplo,
proteinas de almacenamiento de plantas, globinas, proteasas, nucleasas y particulas
simétricas de virus) fueron moléculas estables con estructuras compactas. Por ejemplo,
en 1934, Dorothy Hodgkin, utilizd por primera vez, cristales de proteinas para estudios

de rayos X, obteniendo el primer patron de difraccion de un cristal de pepsina’.

Mientras se desarrollaba el método de los rayos X, el problema de la cristalizacion de
proteinas no fue realmente crucial y de ninguna manera represent6 el cuello de botella
para la cristalografia de rayos X. La situacién cambi6 cuando los métodos para resolver
estructuras mejoraron y cuando la biologia molecular tuvo acceso a moléculas mas

complejas.



La cristalizaciébn de proteinas se ha convertido en el punto clave de los estudios de
biologia molecular, medicina, fisica y de la quimica de las proteinas e incluso para
obtener parametros cinéticos. Esto debido a que dichos estudios requieren de las
estructuras tridimensionales de las proteinas, las cuales han sido determinadas en un

80% por la difraccion de rayos X gracias a la obtencion de cristales de alta calidad. ®

Sin embargo, obtener los cristales de proteina no es una tarea sencilla, ya que se
requiere unir las técnicas clasicas de cristalizacién para moléculas pequefas, con las
ventajas actuales de la biologia molecular. Esta unién ha provocado el surgimiento de
una nueva ciencia llamada cristalogénesis, la cual se encarga de estudiar la
fisicoquimica del crecimiento de cristales de moléculas de alto peso molecular y de la

busqueda de mejores condiciones para su cristalizacion.

4.1.1 Pasos para la obtencién de cristales

1. La formacién del nudcleo: implica el ordenamiento y agrupamiento en centros
discretos de las particulas estructurales como &atomos, iones, moléculas o
macromoléculas que sirven de “semilla” para la formacion del cristal. Esta etapa se da
cuando se alcanza la sobresaturacion, punto B, figura 1 y puede llevarse a cabo sobre
particulas de su misma especie (nucleacion homogénea) o sobre una particula de
impureza o una superficie que actie como centro de nucleacion (nucleacién

heterogénea).

2. El crecimiento del nucleo: Esta es la etapa de transicién en la cual el nucleo
aumenta su tamafo para formar el cristal, debe llevarse a cabo a una velocidad

constante y a una temperatura controlada para obtener un cristal de alta calidad.



Durante esta trayectoria se pasa de la sobresaturacion al equilibrio, trayectoria del

punto B al punto C, figura 1.

La obtencién del cristal: En esta etapa el cristal llega a su tamafio final (punto C, figura
1). Si el proceso de cristalizacion se llevo a cabo adecuadamente se obtienen cristales
de buena calidad, aptos para caracterizar su estructura tridimensional por difraccién de
rayos X. Un cristal de buena calidad, ademas de ser de buen tamafio, debe tener sus
moléculas igualmente orientadas respecto al rayo incidente y debe resistir la radiacion.
Esto quiere decir que la estructura interna del cristal debe tener el menor nimero de
defectos o impurezas; asi las moléculas son capaces de difractar los rayos X y

proporcionan patrones de difraccidén con alta resolucion que pueden caracterizarse.

Figura 1: Grafico de Ostwalt-Miers: ® este grafico muestra el camino de la cristalizacion de una
macromolécula biolégica, comenzando en una concentracion de subsaturacién (punto A) para
posteriormente alcanzar una sobresaturacion (punto B) donde se produce la nucleacion, y

finalmente se tiende al equilibrio en donde se obtienen los cristales (punto C).



En general el crecimiento de un cristal debe llevarse a cabo lentamente, de tal manera
gue un arreglo regular de iones, moléculas 0 macromoléculas permita la obtencién de
un cristal de excelente calidad. En el ordenamiento de la estructura periodica
tridimensional, dos son los procesos mas importantes. El primero de ellos es el
transporte de las moléculas hacia las caras del cristal por difusion o conveccion, y el
segundo es la incorporacibn de esas moléculas a aquellas posiciones sobre la
superficie del cristal que mejor se adaptan al orden periédico tridimensional. Si
gueremos crear una estructura periddica perfecta necesitamos suministrar las unidades
de crecimiento a una velocidad igual o0 menor a la necesaria para que éstas se
coloquen en la posicién correcta. Para asegurar que el transporte de las moléculas
hacia el cristal sea lo mas lento posible, es conveniente utilizar medios puramente
difusivos. La difusién es el medio de transporte de masa mas lento y consiste en un
flujo direccional que se produce a escala microscépica por o como consecuencia de un
gradiente de concentracion. Gradiente generado por la incorporacion de

macromoléculas al cristal.

Para hacer que los procesos difusivos dominen el transporte de masa de tal forma que
se limite lo mas posible el transporte convectivo, mucho més rapido y cadtico, existen

dos posibilidades:

1. Minimizar el efecto de las fuerzas gravitatorias, incrementando la intensidad de
otro tipo de fuerzas que no direccionen la cristalizacién en un sélo sentido, por ejemplo
las fuerzas capilares, para lo cual se confina la disolucion en volimenes pequefios

dentro de:



a. Capilares: se ha descrito el uso de celdas de microdialisis, formadas por tubos
capilares sellados con tapones de gel (poliacrilamida) para reducir la conveccion en
soluciones de cristalizacién y obtener mejores cristales.’

b. Geles: puesto que el entramado solido de un gel, que encierra un sistema poroso
relleno de un fluido, permite la difusion de reactivos a la vez que reduce

enormemente el efecto de las fuerzas gravitacionales sobre la disolucién.®

2. Crecer los cristales en microgravedad (en el espacio), una tecnologia costosa
gue aun tiene un cierto numero de problemas a resolver, pero que obviamente es el

escenario ideal para realizar experimentos en medios difusivos tridimensionales.

En conclusion, la busqueda de las condiciones Optimas para un experimento de
cristalizacion, es un trabajo complicado y requiere la realizacion de cientos de

experimentos, dependiendo de la técnica realizada.

4.1.2 Métodos de cristalizacion

Para poder obtener los cristales se utilizan diferentes métodos de cristalizacion, entre
ellos se tienen el crecimiento de cristales a partir de disoluciones, fundidos, en fase de
vapor o en estado solido. De éstos, los métodos de cristalizacion en solucién han sido
los mas utilizados en la cristalizacion de proteinas, debido a que estas macromoléculas

son muy sensibles y no todas son termoestables.

Los métodos de cristalizacién en disolucion pueden ser microdidlisis o macrodidlisis.
En ambos métodos se utiliza una membrana capaz de generar la sobresaturacion

necesaria para la cristalizacion. La membrana impide que la proteina salga,



permitiendo la entrada del agente precipitante, generando asi las condiciones de

sobresaturacién necesarias.

Los métodos de difusion en fase vapor son conocidos como métodos clasicos. En
dichos métodos la sobresaturacion se alcanza por evaporacion o concentracion de una
gota mediante un agente precipitante. Dependiendo de como es colocada la gota que
contiene la proteina, se clasifican en: método de la gota colgante, método de la gota

sedente y método de la gota en sandwich.

Los métodos de cristalizacion convencionales son ilustrados en la figura 2 .

Disolucién de proteina

Membrana de dialisis
con proteina

Placa selladora
del pocillo

Capilar ——=n,

1| Gota de
proteina

Disolucion con las condiciones
finales de cristalizacion

Figura 2. llustracién de los métodos de cristalizacién a) método de la gota colgante b) método

de la gota sedente ¢) método de dialisis d) método de difusion en gel.

Finalmente el método mas sencillo para cristalizar una proteina y que se utilizar4 en
este trabajo de investigacion es el método batch que consiste en mezclar todos los

componentes de la cristalizacion (la proteina, el agente precipitante y el disolvente) en



condiciones de metaestabilidad, para posteriormente dejarlos reposar y obtener los

cristales.

A pesar de contar con métodos ya bien establecidos, para obtener cristales de proteina
con alta calidad es necesario desarrollar nuevos métodos de crecimiento. En estos se

debera eficientar el tiempo y el tamafio del cristal, sin disminuir la calidad del mismo.

4.2 Nuevas Tendencias en el Estudios del Crecimient o de Cristales

Hoy en dia, gracias al conocimiento de la estructura tridimensional de blancos
biolégicos especificos, se estan desarrollando varios proyectos para la prevencién,
diagnostico y tratamiento de enfermedades; la limitacion ha sido la obtencion de
biocristales de alta calidad para ser investigados por difraccion de rayos X. Sin
embargo se han estudiado nuevos procedimientos como el uso de campos de

26,27,28

ultrasonido,® magnéticos,'® eléctricos internos y externosjError! Marcador no

definido.®***%3 |3 aplicacién de altas presiones™ y el uso de radiacion laser,**como el
método de FSLI'®(Femto-Second Laser Radiation). La innovacion en el campo de la
biocristalogénesis ha llegado incluso al crecimiento de cristales en vuelos parabdlicos,
en cohetes sondas, en lanzaderas espaciales y en estaciones orbitales, en condiciones
de microgravedad,'”*® proyectos que a pesar de los excelentes resultados que arrojan
se han visto disminuidos en los ultimos afios, debido al costo y a otras desventajas

como baja reproducibilidad y confiabilidad.

En los estudios realizados con la aplicacion de un campo eléctrico interno para la

cristalizacion de proteinas, se han obtenido resultados relacionados con la aceleracion
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cinética del crecimiento de cristal®, observando que la cristalizacién es favorecida

cerca o sobre los electrodos.”” El proceso de migracion y adsorcion de los cristales en

los electrodos ?°

ha demostrado generar cristales de excelente calidad, que son
adecuados para los estudios por rayos X. El objetivo de este estudio esta relacionado
con la localizacion del sistema en el area de nucleacién en la curva de solubilidad y dar
energia al mismo para que inicie el proceso espontaneo de la primera nucleacion.
Para separar el fendbmeno de nucleacion y el proceso de crecimiento de cristal, es
necesario buscar una técnica precisa para investigar los limites de estos dos procesos.
En este sentido, el método de dispersion dinamica de luz ayuda a definir las &reas
donde ocurre la nucleacion.’**# Mientras que la microscopia de fuerza atémica® o

video-microscopia es apropiada para investigar mecanismos de crecimiento de

cristales.

4.2.1.1 Cristalizacion de Proteinas usando Campos  Eléctricos

Dos aproximaciones diferentes se han usado para cristalizar proteinas bajo campos
eléctricos generados por corriente directa: a) campo eléctrico interno y b) campo

eléctrico externo, figura 3 .jError! Marcador no definido.

a) b)



Figura 3. Representacion de una celda de cristalizacion utilizando un campo eléctrico a)

externo e b) interno.

Los experimentos con campo eléctrico externo requieren altos campos por encima de
7.5 kV/cm;?**** como consecuencia los dispositivos eléctricos que llevan a cabo estos
experimentos no estan del todo disponibles en un laboratorio de bioquimica. En esta
técnica, los electrodos (generalmente placas paralelas o electrodos impresos en un
material inerte) no estan en contacto con la solucion que contiene la proteina y el
campo eléctrico afecta la solucion de cristalizacion sin que ocurran reacciones
electroquimicas sobre los electrodos. EI principal efecto observado en estos
experimentos es una orientacion inducida de los cristales y la limitacién del nimero de
nucleos observados. Estas observaciones han sido explicadas sugiriendo gradientes
de concentraciones de proteinas grandes dentro del liquido madre, provocado por el
campo eléctrico externo, dando lugar a una region de sobresaturacién local en la

solucién de cristalizacion.

A diferencia del campo eléctrico externo, el campo eléctrico interno requiere que los
electrodos estén en contacto con la soluciébn de cristalizacién. Esta metodologia
requiere de una aplicacion precisa y controlada de corriente o potencial, debido a la
posibilidad de que ocurran reacciones electroquimicas sobre los electrodos. Por lo
tanto, estas variables deben estar en limites apropiados para producir sélo corriente
capacitiva. La corriente capacitiva es asociada con la migracion de iones que cargan la
doble capa eléctrica de los electrodos con iones de polaridad opuesta. Esta corriente
puede ser observada por medio de una voltamperometria ciclica como una gran

meseta de corriente, localizada justo antes que la corriente asociada con las



reacciones electroquimicas (corriente Faradaica) se vuelvan dominantes en el sistema,

figura 4 .

Figura 4. Voltamperograma ciclico mostrando la corriente faradaica y la region de corriente

capacitiva.

Los valores de corriente y potencial usados estan en el rango de 1-20 pA 'y = 1

26,27,28,29
V.

Es en la doble capa eléctrica donde ocurre la transferencia de carga de los procesos
electroquimicos, de ahi la importancia de su estudio. Cuando se aplica una diferencia
de potencial entre los electrodos éstos se polarizan, acumulando carga en su
superficie, adicionalmente con la influencia del campo eléctrico, los iones de carga
opuesta a la del electrodo polarizado son atraidos hacia éste formando una primera
capa, conocida con el nombre de plano interno del Helmholtz (IHP), mientras que los
iones de carga opuesta son repelidos formando el plano externo de Helmholtz (OHP)

figura 5.% El fenémeno de la doble capa eléctrica puede explicar los resultados de



algunos trabajos recientes de cristalizacion de proteinas bajo la influencia de un
campo eléctrico interno, que muestran que cristales de lisozima, proteina con carga
neta positiva al pH de trabajo se orientan hacia el catodo.?” Esto se explica porque los

procesos de adsorcion se llevan a cabo en el plano interno de Helmholtz.

Superficie del electrodo  Cati6n )
Especies neutras

q adsorbidas
Molécula de agua Anion
&/
b) b
VIV s
Metal
bs
0 IHP OHP X

Figura 5. a) Representacion general de la doble capa eléctrica formada en la interfase
electrolito-metal b) perfil de potencial formado sobre un electrodo metélico cargado

negativamente.



El fenbmeno de transporte de iones provoca un flujo controlado de masa directa hacia
los electrodos. En el caso de la solucion de proteinas, estas macromoléculas pueden
ser vistas como iones gigantes, debido a la carga neta que tienen en el pH de la

cristalizacion, figura 6 .3

) +

Proceso de Migracién de lones

</

Anion Cation

Figura 6. Esquema del proceso de migracién de iones promovido por un campo electrico

interno.

La migracion es el proceso en virtud de la cual, se mueven los iones bajo la influencia
de un campo eléctrico. Este proceso es la causa primaria de transferencia de masa en
el seno de una disolucion en una celda. En general, la velocidad a la que migran los
iones hacia o desde la superficie del electrodo aumenta a medida que incrementa el
potencial del electrodo. Este movimiento de cargas constituye una corriente, que

también aumenta con el potencial. Cuanto mayor es el nUmero de especies de iones



en una disolucién dada, menor es la fraccion de la carga total que es transportada por

una especie en particular. *

4.3 Dispersion Dindmica de Luz (DDL)

Es de gran ayuda optimizar las condiciones experimentales, tales como los
componentes del amortiguador y la temperatura para incrementar las probabilidades de
la cristalizacion. Para esta optimizacion de pardmetros, es necesario analizar el estado
de agregacion y la estabilidad de la muestra macromolecular. Existen muchos
métodos que pueden ser usados para medir el tamafio o el estado de agregacion, por
ejemplo, sedimentacion al equilibrio, cromatografia de exclusibn por tamafio,
electroforesis de gel nativo y DDL. De estos métodos, DDL, es el implemento mas
préctico, rapido de ejecutar, y no destructivo de la muestra.*®* Esta es una técnica
empleada en el crecimiento de cristales de biomoléculas, para estudiar las condiciones
de pre-nucleacion y nucleacion, asi como la solubilidad y la agregacion de la proteina,
es decir, las interacciones proteina — proteina y disolvente — proteina en diferentes
condiciones.?® En esta técnica, un equipo de DDL irradia una solucién de moléculas de
proteina con un haz monocromatico de luz y analiza las fluctuaciones en la intensidad
de luz dispersada por las proteinas en solucién (analito) en funcién del tiempo; de esta
manera la DDL proporciona informacion acerca del didmetro hidrodindmico de la
proteina, pudiéndose observar la monodispersidad de la muestra (esto es, que existan
en solucién particulas de tamafio uniforme) o la formacién de agregados de proteina. *°
El equipo también permite analizar la estabilidad del analito en funcién de la

temperatura, figura 7 .
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Figura 7. Esquema simplificado del experimento de dispersion dindmica de luz. Parte de la

Intensidad del rayo incidente sobre la muestra es dispersado por las particulas en solucién y es

monitoreado en el &ngulo 6 por un detector.

Las variaciones en el campo eléctrico total de dispersion se deben al movimiento
browniano y a la difusion traslacional de las proteinas dispersantes en solucion, que a
su vez depende de parametros como el disolvente y la temperatura del sistema
involucrado en el estudio. De esta manera se correlacionan los distintos campos
eléctricos dispersados por las proteinas en solucién en una escala de tiempo y se

construye una funcién de correlacion.

Debido al movimiento Browniano, la velocidad de decaimiento de la funcién de
correlacion esta relacionada con el tamafio de la particula, asi, la velocidad de
decaimiento es mucho mayor para particulas pequefas que para particulas grandes

porque las particulas pequefias se mueven mas rapido que las grandes, figura 8 .
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Figura 8. Funcion de correlacion para particulas grandes y pequefias en una medicién

de DDL.

Después de que la funcion de correlacion se mide, los algoritmos del software calculan
el coeficiente de difusion traslacional (D) de la proteina (o agregados de proteina). De
esta manera, el didmetro hidrodindmico (dy) de la proteina puede ser calculado por

medio de la ecuacion de Stokes-Einstein, ecuacion 1.

o ] = | — kT
Gl busre 1. g = ETEHDI-
En donde: dy: Diametro hidrodinamico
k: Constante de Boltzmann
n: Viscosidad del solvente
T: Temperatura absoluta
4.4 Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE)

Las técnicas fisicas han sido usadas ampliamente en el estudio de la relacién
estructura-funciéon de las proteinas. Entre ellas, RPE para las especies paramagnety
las técnicas relacionadas han mostrado ser herramientas Utiles para el analisis de
metaloproteinas involucradas en procesos redox. Estas técnicas dan informacién

acerca de la estructura electronica de los metales presentes en las proteinas, como



también del ambiente en que se encuentran, lo cual es relevante en el conocimiento de
la funcidbn de éstas. Por su caracter no destructivo y su alta versatilidad es el
complemento ideal de otros métodos de analisis, permitiendo obtener valiosa

informacion estructural y dinamica.

El paramagnetismo electronico o simplemente paramagnetismo, es la propiedad de
ciertas sustancias a magnetizarse en la direccion y sentido de un campo magnético

exterior, en magnitud proporcional a éste, figura 9.

a) ~ b)
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Figura 9. a. Transicién asociada con la absorcién de la energia electromagnética, b. Energia

.

de orientacion minima y maxima de p con respecto al campo magnético By

El paramagnetismo electrénico de una sustancia se debe a que contiene electrones
cuyos momentos magnéticos no estan cancelados. Puesto que la cancelacion implica
la existencia de pares de electrones de espin opuesto, los atomos, iones o moléculas
que contengan un numero impar de electrones, presentan paramagnetismo. En
principio, la posesion de un momento neto de espin electrénico es la Unica condicién
necesaria (y suficiente) que debe cumplir un material para poder ser estudiado por
RPE. Son numerosos los sistemas que satisfacen esta condicion: a) radicales libres,
en estado solido, liquido o gaseoso b) la mayoria de los metales de transicion y tierras
raras c) defectos en los cristales i6nicos d) electrones de conduccion en los

semiconductores e) biradicales, sistemas en estado triplete. **



El campo magnético B, requerido para la resonancia paramagnética electronica es
directamente proporcional a la frecuencia v del espectrémetro y por tanto la condicion
de resonancia que se escribe experimentalmente como:

Ir o=

e gy
ol Tl £

iy

Donde a g se le conoce como factor g y es caracteristico de la muestra y debe

determinarse experimentalmente, iz es el magneton de Bohr y v la constante de

Planck.

La RPE de proteinas redox es una técnica adecuada para obtener conocimiento de la
estructura electronica del sitio activo e indicar los posibles mecanismos de la
transferencia de electrones. La informacion intrinseca de los datos de relajacion
proporciona informacién adecuada para el entendimiento de la estructura electrénica

que no se obtiene por otras técnicas espectroscopicas.®

Un ejemplo, es el caso del ion Fe**, que puede presentar configuraciones de alto espin,
de bajo espin, o incluso de espin intermedio, dependiendo de los ligandos que
coordinen al hierro en la proteina. En cada uno de estos casos, tanto la forma del
espectro como las propiedades de relajacién de la sefial son totalmente distintas. El
espectro de la figura 10 corresponde a la metmioglobina, una hemoproteina de alto
espin (S=5/2) en la que el hierro esta coordinado a los 4 nitrégenos de la porfirina, a un
nitrdgeno axial proveniente de un residuo de histidina y a una molécula de agua. Este
tipo de espectro es marcadamente axial, donde el eje es el determinado por la
perpendicular al plano del hemo, figura 10.b . Las proteinas férricas no heminicas de
alto espin suelen presentar un espectro distinto, como el que se presenta en la figura

10.a. Este espectro refleja un alta rombicidad en el entorno del hierro. El ion Fe**



también puede presentar bajo espin, S=1/2, figura 10.c, tal es el caso de las
hemoproteinas en las que los dos ligandos axiales son fuertes (histidina, cisteina,
metionina, OH-...). También se han observado casos de espin intermedio, figura 10.d .
en hemoproteinas en las que el entorno del hierro tiene grandes distorsiones axial y
rémbica. Asi pues, la RPE proporciona informacion sobre la naturaleza de los ligandos

y sobre la simetria del sitio que ocupa el centro metalico.

b)

c)

d)

Figura 10. Estados de espin del ion Fe®*" a) y b) Fe®* de alto espin en simetrias
rébmbicas y axial respectivamente ¢) Fe** de espin intermedio en simetria axial d) Fe**

de bajo espin.

4.5 Proteinas de Estudio: Catalasa y Citocromo ¢

Las proteinas, catalasa de higado de bovino y citocromo ¢ de corazén de bovino,
pueden ser obtenidas comercialmente en forma pura y pueden ser usadas

inmediatamente para los experimentos de cristalizacion.



4.5.1 Catalasa de Higado de Bovino

La catalasa es un tetrAmero compuesto de cuatro subunidades de 60000 Da cada uno;
cada subunidad tiene un grupo hemo. La proteina tiene un total de 506 aminoacidos.*
La catalasa posee actividad peroxidasica, es decir puede reducir peroxidos usando
donadores de electrones. Ademas es capaz de usar una molécula de H,O, como
sustrato donador de electrones y otra molécula de H,O, como oxidante o aceptor de
electrones. En la mayor parte de las condiciones in vivo, la actividad peroxidasica de la
catalasa parece ser favorecida. EI mecanismo completo de la catalasa no se conoce,

aun asi la reaccion quimica se produce en dos etapas, ecuacion 3:

Ecuacién3:  H,0, + Fe(lll)-E — H,O + O=Fe(IV)-E

H,0, + O=Fe(IV)-E — H,0 + Fe(lll)-E + O,

La catalasa se encuentra en sangre, médula dsea, mucosa, rifion e higado. Su funcién
es la destruccion del perdxido de hidrogeno formado por la accion de las
deshidrogenasas. Los microcuerpos 0 peroxisomas se encuentran en numerosos
tejidos incluyendo el higado. En ellos abundan las oxidasas y catalasas, lo cual sugiere
gque puede haber alguna ventaja biologica al agrupar a las enzimas que producen H,O,

con la enzima que lo destruye®.

4.5.2 Citocromo c de Mitocondrias Bovinas

Es una proteina globular de 104 aminoacidos y su peso molecular es de 12000 Da.
Se encuentra en el espacio intermembranal de las mitocrondrias. Su funcion es la de

transferir electrones desde el complejo Il al complejo IV, figura 11, gracias a la



presencia del grupo hemo el cual se encuentra covalentemente unido a la cys 14 y

cys 17.

Intermembrane
space

—lll

VMM
-r*s

NADH

Succinate

Figura 11. Cadena de transporte de electrones.

Diversas isoformas de esta proteina han sido reportadas,®® las cuales son generadas por
desamidacién no enziméatica en el momento de la purificacién.®® Existen 4 isoformas
reportadas, Cy | es la isoforma nativa, mientras que Cy Il, Cy Il y Cy IV han cambiado uno,
dos o tres grupos amida de Asparagina o Glutamina por Acido aspartico o Acido glutamico,
respectivamente. Esta liberacion de NHs, por uno, dos o tres aminoacidos es la responsable
de que las mezclas tengan diversos pl, * siendo la forma nativa la mas basica, con un pl

10.78, Cy Il pl 10.58 y Cy 111 10.36.%

" pl: pH en el cual la molécula de proteina no lleva carga neta.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

En la figura 12 se muestra el esquema de desarrollo experimental que se llevé a cabo

para el cumplimiento de los objetivos:

FASE 1 —>

FASE 2

FASE 3 —>

Adecuacion de Condiciones

de Cristalizacion

Construccién de Celdas

Cristalizacién Bajo un Campo
Eléctrico Interno

Figura 12. Esquema de la metodologia

« DDL:

-Temperatura

- Estado de agregacion.
¢ Electroforesis:
-Pureza

¢ Microbatch:
-Tamafio de cristal

e Microestructura Interdigital

* Celda de DDL modificada

e Macroceldas con angulos de
electrodos a 90°y 180°

e Control de corriente.

e DDLin situ

« RPE:
- Caracterizacion de
cristales obtenidos

- CLAE



51 Instrumentos

Tabla 1. Instrumentos

Equipo

Modelo

Caracteristicas

Galvanostato VIMAR

FCC-17

Los experimentos de corriente  controlada
(electrdlisis) se realizaron en un galvanostato, el cual
puede imponer corriente directa dentro de un
intervalo de 0.0002 pA a 10 mA.

Placa Hueca de Metal

Construida ad hoc

Recirculador

Cole Parmer

Polystat

Placa hueca metdlica, mantiene la temperatura
constante, mediante la circulacion de disolucion

refrigerante, proveniente de un recirculador.

Microscopio

Estereoscopico

Zeiss Stemi SV11

Céamara Digital

Axion Vision

Las fotografias se obtuvieron mediante el
acoplamiento del microscopio y la camara digital,

usando el programa de Zeiss Co.

DDL

Malvern Nano S

Seguimiento del proceso de agregacion, a distintas

temperaturas, gracias a que tiene un peltier interno.

Resonancia
Paramagnética

Electronica

Jeol, JES-TE300

En onda continua en banda X con una cavidad

cilindrica del modo TEg;;.




5.2 Reactivos y Materiales

Tabla 2. Reactivos y Materiales

Descripcion Marca

Catalasa de higado de bovino dos veces Sigma C-3155
recristalizada

Citocromo ¢ de corazon de bovino Sigma 9007-43-6
Citrato de sodio dihidratado (C  sHsNazO;- 2H,0) Sigma S-4641
Polietilenglicol (PEG-1000) Sigma 81189
Tris- HCI Sigma T3253-250G
NaOH Sigma S8045
NaH,PO, Mallinckrodt -7892
Platino 99% de pureza, 0.2mm de diametro Alfa AESAR

5.3 Adecuacion de Condiciones de Cristalizacion

5.3.1 Estudios de Dispersion Dindmica de Luz (DDL)

Se realizaron estudios de DDL, en un equipo Malvern Nano S con tecnologia laser

NIBS, el cual cuenta con un controlador interno de temperatura (peltier).

5.3.2 Analisis de Estabilidad de Catalasa a Diferen tes Temperaturas

Se filtr6 una solucién de catalasa a una concentracion de 10.0 mg/mL en amortiguador
Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a través de un filtro con tamafio de poro de 0.02 um, para
remover particulas de polvo u otras impurezas. Esta solucion se introdujo
inmediatamente al equipo de DDL, el cual cuenta con un diodo laser de longitud de

onda de 633 nm. Una vez introducida la muestra se realizé un barrido de temperatura



entre 3-30C. Al encontrar la temperatura de mayor homogeneidad, se hizo un
seguimiento para comprobar la estabilidad a estas condiciones, para esto se coloco
una mezcla de solucién batch de catalasa en la celda modificada de DDL y se

monitored durante tres dias.

5.3.3 Pruebas de Cristalizacion en Microbatch

Para las pruebas de cristalizacion de catalasa en microbatch se utilizaron placas de
poliestireno con 72 pozos (Hampton Research), como los que se muestran en la
figura 13 . En cada uno de los pozos con capacidad para 11 pL se coloc6é una mezcla
de proteina y agente precipitante en diferentes proporciones, después se recubrid con
una gota de aceite mineral ligero con una densidad de 0.84 g/mL, para evitar
evaporacion. La temperatura se mantuvo fija a 15C empleando un cuarto a

temperatura constante.

Figura 13. Placa de cristalizacion microbatch con 72 pozos

5.3.4 Medicién del Grosor del Depésito de Pt enla  Microestructura Interdigital
por MFA

Una punta de escala nanométrica unida a un soporte llamado cantilever, barrio la
superficie de la celda. La interaccion de la punta con la superficie provoca ciertas
perturbaciones en el cantilever (con una fuerza que va de pN a nN), lo cual es

detectado por medio de la deflexion de un laser que incide sobre él. Un circuito



fotoeléctrico convirtié estas desviaciones en informacion sobre la superficie de la celda,

permitiendo obtener una imagen de la superficie.

Para medir el grosor del depdsito de platino en la microestructura interdigital se utilizd
un equipo Multimodal Nanoscope llla de Veeco (Digital Instruments, Santa Barbara
EUA) figura 14 . Se utilizaron cantilevers de nitruro de silicio SizN4, con una constante
de fuerza de resorte de 0.06 N/m, con puntas integradas (NP-20, SPM Digital
Instruments, Co.). Las imagenes de MFA fueron analizadas con el software

Nanoscope lllav. 5.22.r4.

Detector _
.
<N
Laser -—
. | e
| s
| 4
-

Figura 14. a) Esquema del Microscopio de Fuerza Atdmica b) Instalacién completa MFA y

computador.

54 Construccién de las Celdas de Cristalizacion

5.4.1 Construccion de Celdas con Microestructurain  terdigital de Platino

Para determinar el comportamiento de cristalizacion de las proteinas bajo diferentes

campos eléctricos paralelos, se utilizd una microestructura interdigital con



recubrimiento de platino y base de cuarzo, lo que permitié el uso de una menor

cantidad de muestra.

En la figura 15, se observa una descripcion mas detallada de la microestructura. Este
arreglo de electrodo interdigital tiene 216 digitos de 3 um de ancho y 3 um de espacio
entre los electrodos adyacentes. La apertura entre los electrodos es 2.4 mm y la

longitud total de los electrodos es de 30 mm.

Figura 15. a) Arreglo planar del electrodo interdigital b) corte de la seccién transversal
tridimensional 1, cuarzo; 2,3, barras de electrodos colectores; 4, contactos; 5,6 electrodos

interdigitales; 7 lineas de campos eléctricos; 8, cristales depositados.l

Este prototipo de celda rectangular de 1.5 cm x 0.5 cm, fue soportada sobre la base de
la celda que la contiene, mediante el uso de silicona. La celda exterior fue construida
totalmente de poliestireno, de un grosor de 1 mm aproximadamente. Para realizar el
contacto con la microestructura interdigital se utilizé un alambre de acero inoxidable, el
cual atravesO la pared de poliestireno, previa perforacion con un alambre a alta

temperatura, el contacto se hizo por presion sobre la estructura interdigital, figura 16 .
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Figura 16. a) Microestructura interdigital de platino b) Esquema de la celda de cristalizacién

wo G'T

utilizando la microestructura interdigital como arreglo de electrodos.

5.4.1.1 Limpieza de la Microestructura Interdigit al

Antes de realizar la cristalizacion sobre la celda con la microestructura interdigital, esta
fue lavada con solucién pirafia (H,SO4 + H,0,, 3:7) durante 30 minutos, posteriormente
lavada 3 veces con agua Milli Q, sometida a sonicacion durante 20 minutos.
(Precaucion: la solucion pirafia se debe manejar con extremo cuidado debido a su

extrema capacidad oxidante y corrosiva).

5.4.2  Celdas de Cristalizacion con Angulos de Elect  rodos a 90 y 180°

Basados en el modelo de celdas ad hoc descritas previamente por Nieto-Mendoza,? se
construyeron celdas de cristalizacion con portaobjetos de vidrio separados por una

base de PVC triangular y/o rectangular selladas con resinas epoxicas, figura 17 .

Los electrodos utilizados fueron de alambre de platino (0.2mm de diametro Alfa

AESAR), para introducir los electrodos de platino se perforé el plastico con alambre



caliente y posteriormente se pegaron con resina epoxica, con angulos de 90°y 180°

segun el experimento

Tapa de vidrio JL Alambre
/ de Pt
2.5cm
0.5cm Base cuadrada
; de Poliestireno
<—L Cavidad
1.3cm

Figura 17. Esquema de celda de cristalizacién con electrodos a 180°

5.5 Cristalizacién Bajo un Campo Eléctrico Interno

Todas las cristalizaciones se realizaron siguiendo el método batch, en el cual, se
mezclan todos los componentes en una sola disolucién y posteriormente se deja
reposar hasta observar la nucleacion y finalmente el crecimiento de los cristales. En el
caso de las dos proteinas cristalizadas en la presente tesis, las condiciones para
realizar la cristalizacion, ya han sido descritas, pero sin el uso de un campo eléctrico,
iError! Marcador no definido. tabla 3. Los procedimientos que se mencionan a

continuacion fueron los que se utilizaron para explorar el efecto de la variable eléctrica.



Tabla 3. Condiciones de cristalizacion de proteinas empleadasjError! Marcador no

definido.
. Peso
Proteina ) Agente
Molecular Fuente Amortiguador o
(mg/mL) precipitante
(Da)
Catalasa Tris-HCI 0.1 M pH  Citrato de Sodio
250,000 Higado de Bovino
(20)2 8.5 8%
Citocromo ¢ Corazoén de Fosfato de sodio Polietilenglicol
12,000
(60)° Bovino 50mM,pH 7.0 (PEG-1000) 60%

a. Batch Catalasa: se combiné en proporciones iguales (1:1) catalasa (11.9 mg/mL) -

citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5.

b. Batch Citocromo c¢: se mezclé en proporciones iguales (1:1) citocromo c (62
mg/mL y PEG-1000 (60%) ambos preparados en Amortiguador de fosfato de sodio

50 mM, pH 7.0.

5.5.1 Cristalizacion en Celda con Microestructura |  nterdigital:

La mezcla de proteina y agente precipitante se realiz6 sobre la microestructura
interdigital, a un volumen final de 5 uL, figura 18. a. y posteriormente se cubrié con
aceite de baja densidad para evitar la evaporacion, figura 18. b. a una temperatura de
15C (mejor condicion encontrada) para catalasa y 10T para citocromo c.?

Posteriormente se hicieron experimentos mediante la aplicacion de diferentes valores

de corriente (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 pA).



Batch de Cristalizacion Capa de Aceite

/ /

Figura 18. a) Batch de proteina y agente precipitante sobre la microestructura interdigital b)

capa de aceite que cubre la solucién batch de proteina para evitar evaporacion.

5.5.2 Cristalizacion en celdas de 180°y 90°

Conservando las proporciones antes mencionadas por el método batch de cada
proteina, se realizaron las mezclas en la celdas, figura 17 . El volumen final en estas
celdas fue 250 pL. Las celdas se sellaron con silicona luego de introducir la solucién

batch.

Para el uso de las celdas de cristalizacion diferentes, a las del DDL, se utilizd un
montaje como el mostrado en la figura 19 . Para el control de la temperatura se utilizé
una placa termostatada conectada a un recirculador. Para la aplicacion de corriente

las celdas fueron conectadas a través de caimanes al galvanostato.



Figura 19. Montaje del equipo empleado en la imposicion de corriente en las celdas de
cristalizacion. 1. Placa metalica termostatada en donde se colocan las celdas de cristalizacion,
2. Galvanostato VIMAR, los cables estan conectados a los electrodos de la celda de
cristalizacion con caimanes 3. Recirculador Cole Palmer, envia el agua y mantiene la placa a

una temperatura constante.

5.5.3  Seguimiento por DDL del Proceso de Cristaliza  cién

Para realizar el seguimiento del proceso de agregacion y cristalizacion, se utilizé una

celda de DDL modificada como se muestra en la figura 20 .



Figura 20. Celda de DDL modificada para los experimentos de cristalizacién asistida por

corriente.

Las soluciones batch de cada proteina, segun el caso, fueron mezcladas dentro de la
celda, de manera suave, para evitar precipitacion. El volumen final de la solucién batch
fue de 50 uL. Posteriormente se introdujeron los electrodos de platino que estan a su
vez conectados al galvanostato. Se evaluaron diferentes valores de corriente (0.5, 1.0,

2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 pA).

5.5.4 Procedimientos de los Estudios de Cristalizac ion

En todos los experimentos se fabricd una celda control con la misma disolucion y los
electrodos en la misma geometria, pero sin aplicar corriente eléctrica. Una vez
concluido el experimento se toman las fotografias correspondientes y se analizan los

resultados.



5.5.5 Andlisis de Citocromo c¢ por Cromatografia Lig uida de Alta Eficiencia
(CLAE)

El citocromo ¢ comercial fue purificado por CLAE usando una columna de fase reversa

C-18 Japiter 300 A, 5 um (Phenomenex), en un equipo de CLAE (HP, serie 1100)

para separar las isoformas. La columna fue equilibrada con agua Milli Q + 0.1 % TFA.

La elucion se realizé en forma de gradiente lineal, con 100% ACN + 0.12% TFA, bajo

un flujo constante de 1 mL/min.

El gradiente aplicado fue, tabla 4:

Tabla 4. Gradiente de Fase moévil utilizado en CLAE-FR

Tiempo (min) Fase B

(ACN 100% + TFA 0.12%)

0 0

5 40

8 40
26 46
30 100
35 100
40 0

Se inyectaron muestras de 500 pg de citocromo ¢ oxidado con KzFe(CN)e [10 mg/mL]
(Cit ¢ : KzFe(CN)g, 1:30). Se ley6 la absorbancia a 215, 360 y 410 nm a través del

tiempo.



El andlisis de los cristales crecidos bajo el campo eléctrico interno se realizé por CLAE.
Los cristales fueron manipulados usando un cryoloop y lavados, primero con agente
precipitante (PEG-1000 30%) y luego con agua Milli Q, finalmente se secaron al aire.
Posteriormente se disolvieron en solucion de K;Fe(CN)s Yy la solucion resultante se

inyectd al CLAE a través del gradiente anteriormente mencionado.

5.5.6  Analisis por Resonancia Paramagnética Electr6  nica

Las muestras de proteina solida, en solucion acuosa y los depdésitos de proteinas
obtenidos mediante corriente eléctrica, fueron colocados en tubos de cuarzo para
realizar las mediciones por resonancia paramagnética electrénica. Las mediciones
fueron realizadas a 77 K, con nitrégeno liquido (Infra). Cuando fue necesario se hizo
burbujeo a las muestras con nitrdgeno gaseoso para evitar la posible oxidacién de las

especies estudiadas (Praxair, 5.0 ultra alta pureza) durante 10 minutos.

Las mediciones se realizaron en una frecuencia de microondas de 9.43 GHz a una
frecuencia de modulacién de 100 kHz y 1.01 mW de potencia de microondas. La
correccion del campo magnético se realizdé con un gaussmetro de precision modelo ES-

FC5. El espectro fue analizado utilizando el software ESPRIT-382 VO1.916.

! Brato, A.; Abramova, N.; Ramon-Azcén, J.. Merlos, A.. Sanchez-Baeza, F.; Marco, M.:

Dominguez, C.; Characterization of the interdigitated electrode array with tantalum silicide
electrodes separated by insulating barriers. Electrochemistry Communications, Volume 10,

Issue 10, October (2008). Pages 1621-1624.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Adecuacion de Condiciones de Cristalizacién de Catalasa

Para llevar a cabo la cristalizacion de una proteina en un disolvente, es necesario
llevar al sistema a un grado de sobresaturacién adecuado. Esto se logra por medio de
variaciones pH, fuerza i6nica, constante dieléctrica, temperatura, presion o bien
variaciones de la relacion de concentraciones de agentes precipitantes y proteina. Por
esta razon antes de iniciar los experimentos de cristalizacion bajo el campo eléctrico
interno, se establecieron las condiciones ideales para la cristalizacion, mediante el

método batch.

5.2 Andlisis de Homogeneidad y Estabilidad de la Catalasa

Mediante esta técnica se pudo determinar la temperatura de mayor estabilidad en la
que la catalasa se presenta de forma monomérica. Aunque se ha descrito que se

obtienen mejores cristales si las proteinas estdn monodispersas, ;jError! Marcador

no definido.” algunos estudios mencionan que no es una condicién necesaria.?

Al analizar el comportamiento de la catalasa (10 mg/mL) en amortiguador Tris-HCI, pH
8.5, a diferentes temperaturas mediante DDL, se encontrdé que alrededor de los 15°C
existe una especie con un didmetro de 11.2 nm; Este tamafio corresponde

adecuadamente a la forma monomérica de la catalasa, figura 21.
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Figura 21. Estudio de DDL de la especie principal presente en la solucion de catalasa (10.0

mg/mL) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 en un rango de 3-30°C.

Se encontrod, también en menor proporcion la presencia de una segunda especie, que
varia su diametro entre 500 - 4500 nm, que permiten identificarlo como agregado, sin
embargo, estos agregados corresponden a menos del 3% del total de la proteina,

figura 22.

El aumento de temperatura, al menos en el rango estudiado, no favorece de manera
significativa una mayor solubilidad. A temperaturas mayores a 15°C (22-24°C) también
se encontré un diametro de particula de 11.2 nm en altas proporciones, sin embargo,
una menor temperatura permite que el fenémeno de difusién sea mas lento y por ende
que el proceso de cristalizaciéon pudiera ser mas eficiente mejorando el crecimiento del
cristal, por esta razon se selecciond 15 °C como la temperatura adecuada para realizar

los experimentos de cristalizacion.
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Figura 22. Estudio de DDL de la especie 2 presente en la solucién de catalasa (10.0 mg/mL)
en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 en un rango de 3-30°C de temperatura.

Posteriormente se realizd un estudio de estabilidad de catalasa en amortiguador Tris-
HCI 0.1 M, pH 8.5 a la temperatura de 15°C. En la figura 23 se puede observar que
existe una tendencia de la catalasa a conservar el didmetro de 11.0 nm. Este estudio
se realiz6 durante 3 dias, lo que indica una gran estabilidad en estado monomérico de
la catalasa a 15°C. También se puede ver la sefial de una segunda especie, figura

24, su tamafo permanece casi constante (4000 nm) durante todo el estudio.
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Figura 23. Comportamiento observado por DDL de la especie 1 (» 11.0 m) presente en la

solucién de catalasa (10.0 mg/mL) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C.
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Figura 24. Comportamiento observado por DDL de la especie 2 (4000 nm) presente en la
solucién de catalasa (10.0 mg/mL) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C.

Antes de iniciar los experimentos de cristalizacion de catalasa bajo un campo eléctrico
interno, se optimizaron las condiciones de concentracion de proteina - agente
precipitante, para lo cual se hicieron diferentes pruebas por el método microbatch,
partiendo de una solucién de catalasa de 19.9 mg/mL y una soluciéon de citrato de
sodio al 8%. La relacion de catalasa-citrato de sodio, que proporcioné una mejor
calidad de cristales, con respecto a niumero y forma, fue la correspondiente a la
relacion 1.5 — 1 respectivamente, igual a las concentraciones finales de 11.9 mg/mL de
catalasa y 3.2% de citrato de sodio, los cristales se observan en la figura 25 e. De
esta manera se redujo el nimero de cristales al final del experimento, reduciendo la
sobresaturacion y disminuyendo la concentracién de citrato de sodio. Los cristales
obtenidos tienen la forma ortorrdmbica particular de la catalasa de color café y un

tamafio de 500 um.



e) f)

9) h)

Figura 25. Fotos de cristales de catalasa a diferentes condiciones de
cristalizacién por método microbatch, relacion catalasa (19.9 mg/mL) - citrato de
sodio (8%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 85a15°C. a)l-1b)1-2c)2-
1d)1-15e)15-1f)1-4g)4-1h)1-3.



El medio de cristalizaciéon en el qgue se encuentran las moléculas de catalasa y sus
agregados puede cambiar cuando se aplica un campo eléctrico interno. La interacciéon
de moléculas cargadas con un campo eléctrico interno podria alterar la distribucion de
la concentracion dentro de la solucién y dirigir una nucleacion local. Es posible
imaginar que el campo eléctrico interno pueda influenciar la cristalizacion de proteinas

y que promueva posiblemente la formacién de cristales con buena calidad y tamafio.

En la siguiente seccion se propone estudiar los efectos de un campo eléctrico interno
sobre la cristalizacién de catalasa utilizando una celda con electrodos dispuestos en

una microestructura interdigital.

5.3 Cristalizacion de Catalasa en Microestructuras Interdigitales

La microestructura interdigital utilizada, es una celda de cuarzo recubierta de platino.
Para medir la altura del depésito de platino sobre el cuarzo, se utilizé la técnica de
microscopia de fuerza atémica. El recubrimiento de platino tiene una altura de 420.4

nm, figura 26.

a)

Platino Cuarzo




b)

420.4 nm

Figura 26. Caracterizacion de la microestructura interdigital de platino mediante AFM a)

microestructura interdigital b) distancia del depésito de platino c) seccién analizada.

El campo eléctrico, se impuso empleando un equipo disefiado especialmente para
generar una corriente eléctrica constante; el rango de corriente utilizado varié6 desde
0.5 pA hasta 5 pA. Para controlar la temperatura de 15°C, se utiliz6 una placa

conectada a un equipo de recirculacion que permitioé tener control sobre la temperatura.

Se establece una diferencia de potencial entre los electrodos para mantener una
corriente constante sobre el sistema, esto provoca un efecto de migracién sobre las
proteinas que poseen una carga eléctrica. Este efecto se caracteriza por un
crecimiento preferencial de cristales en la cercania del anodo. En los experimentos
realizados con aplicaciébn de corriente en estas celdas, siempre se observé el
fenbmeno de migracion; sin embargo, el tamafio de los cristales al aumentar la

corriente nunca alcanzé el de los experimentos en el control, figura 27.



Cristales en el Anodo

|

Anodo T

Cristales

Deposito rico en proteina
sobre el anodo

|

Figura 27. Cristalizacion de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador
Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C, sobre microestructuras interdigitales bajo un campo eléctrico

interno. a) 1 uAb) 2 uAc) 3puA d) 4 pA e) 5 uAf) control sin corriente.

Los cristales que crecieron en la celda control sin corriente, lo hicieron de manera
aleatoria, sin embargo se puede observar el efecto de migracion hacia el anodo al
aplicar corrientes tan pequefias como 0.5 pA. Este fendmeno de direccionalidad hacia
el &nodo es probablemente favorecido también por el cambio conformacional que sufre

la catalasa al pH del medio de cristalizacion (8.5). El punto isoeléctrico de la proteina

9



es alrededor de 5.4, por lo tanto la catalasa mantiene su conformacién nativa en el
rango de pH de 4.4 — 6.4. El incremento del pH da lugar a una desnaturalizacién parcial
de la catalasa que incrementa la actividad de los grupos sulfhidrilos libres en la
proteina. Esto juega un papel importante en la adsorcion de la proteina sobre el
platino, tal como se ha visto en otras proteinas.® Al aumentar la corriente hasta 4 pA se
observé un depédsito de proteina de aspecto coloidal sobre el anodo (cargado
positivamente); este depdsito en forma de gel sobre el electrodo es una fase rica en
proteina como lo han descrito otros autores;;Error! Marcador no definido. ellos
proponen que esta capa es una fase de separacion liquido-liquido que contiene una
gran cantidad de proteina, generada por el campo eléctrico. Es notable también el
aumento en la cantidad de cristales formados al aplicar corriente, en comparacion a la
menor cantidad de cristales que se forman en el control, o que indica que en presencia
del campo eléctrico se favorece la nucleacién mas no el crecimiento del cristal. Con
respecto al tiempo de nucleacion, se observaron cristales tanto en el control como en
el experimental a partir de las 12 horas, en general el proceso de cristalizacion se

completo a las 24 horas.

Todos los cristales generados bajo la imposicién del campo eléctrico mantuvieron la

morfologia tipica del sistema ortorrombico de la catalasa.

El potencial generado entre los electrodos fue monitoreado durante los experimentos,

mostrando un aumento paulatino de 0.02 V por minuto estabilizandose en 1 hora

aproximadamente.
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5.4 Monitoreo de Cristalizacion Mediante Dispersion Dinamica de Luz

Para llevar a cabo el estudio de la evolucién de la cristalizacion asistida por corriente,
se utilizo in situ la técnica de dispersion dinamica de luz. Para esto se modific6 una
celda de un volumen de 45 pulL, a la cual se le adicionaron 2 electrodos de platino,
como se indicé en la parte experimental. Para la aplicacion del campo eléctrico, se
utilizé el mismo equipo que para la cristalizacion en las microestructuras interdigitales

e igualmente se impuso corriente de 0.5 uA a 5 uA, a 15 °C.

En la figura 28, se pueden observar las graficas correspondientes a las sefiales
presentes durante el seguimiento de la agregaciéon. Es notable que al incrementar la
corriente aplicada aumenta el porcentaje de intensidad de agregados formados, figura
28 e-f. La grafica del control sin corriente muestra la presencia aleatoria de agregados
de diferente diametro, comparado con los agregados formados con corriente eléctrica
donde siempre fueron mucho mas definidos, con un didmetro de alrededor de 100 y
1000 nm. También se observé que el proceso de agregacion se favorece por la
imposicion de corriente por arriba de 2 pA ya que por debajo de estos valores no hay

cambio alguno en la grafica.
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C) d)
e) f)
9)

Figura 28. Monitoreo por DDL de cristalizacién de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de sodio
(3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C a diferentes corrientes. a) 0.5 pA b) 1.0

pAc) 2.0 pA d) 2.8 pA e) 4.0 pA f) 5.0 pA g) control sin corriente.
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Para ver de una manera detallada el comportamiento de la solucién, en las figuras 29
y 30, se ensefia el incremento paulatino del didmetro de las especies 1 y 2 bajo la

imposicion de una corriente de 4.0 pA.

14.4
14.2
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134
13.2
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Diametro (nm)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
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Figura 29. Seguimiento por DDL del comportamiento de la especie 1 en el batch de catalasa
(11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C a una
corriente de 4 pA.
4500
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Figura 30. Seguimiento por DDL del comportamiento de la especie 2 en el batch de catalasa
(11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C a una

corriente de 4 pA.
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En las figuras 31, 32 y 33, se puede ver el comportamiento de las especies presentes
cuando se implementa el método batch de catalasa en la celda de DDL modificada con
electrodos de platino sin corriente. Al comparar el comportamiento de las especies con
corriente (4 pA) y sin corriente, se encuentra que, con respecto a la especie 1 de
aproximadamente 12 nm con corriente aparece en el control sin corriente con un
diametro mayor, alrededor de 14 nm. Al parecer, el campo estd modificando muy
ligeramente la esfera de hidratacion de la proteina en su forma monomérica. En la
celda con corriente (4 pA), la especie 2 aparece con un diametro alrededor de 760 nm
en la mayor parte del tiempo y que incrementa a las 40 horas de iniciado el
experimento, hasta alcanzar diametros de 3500 nm. Por el contrario, en el
experimento sin corriente, esta especie presenta un didmetro que oscila, de manera
aleatoria y sin control alguno, desde los 50 hasta los 300 nm. El campo eléctrico esta
favoreciendo la presencia de una especie agregada del doble de diametro que los que
se observan sin corriente eléctrica. Algo diferente en el control sin corriente es que se
tiene también la presencia aleatoria de la especie 3, la cual alcanza didmetros de hasta
5000 nm, pero cabe recordar que sélo corresponde un 1% del total de la sefal, esta

sefal no se observa en el experimento con corriente.
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Figura 31. Seguimiento por DDL de la especie 1 en el control de cristalizacién de catalasa (11.9
mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C sin corriente.
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Figura 32. Seguimiento por DDL de la especie 2 en el control de cristalizacion de catalasa

(11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C sin
corriente.
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Figura 33. Seguimiento por DDL de la especie 3 en el control de cristalizacién de catalasa
(12.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C sin
corriente. Se eliminaron los puntos correspondientes a la ausencia del agregado.

El hecho de que en presencia del campo eléctrico no se hayan observado agregados
de alto peso molecular, es una evidencia de que el campo eléctrico favorece su
depdsito sobre los electrodos y por esta razén no aparecen en solucién. En las figuras
34 y 35 se hace una comparacion de la intensidad de la especie 1 presente tanto en el
batch de catalasa con corriente de 0.4 uA como en el control sin corriente. Se puede
observar que la intensidad de la especie 1 alcanza hasta un 20% y no disminuye
menos del 13% en el control, mientras que en el experimento con corriente, esta

especie solo alcanza una intensidad del 16% y disminuye casi hasta el 11%.
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Figura 34. Porcentaje de intensidad de la luz dispersada por las especies presentes en la de

cristalizacion de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1

M, pH 8.5 a 15°C, a 4 pA.
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Figura 35. Porcentaje de intensidad de la luz dispersada por las especies presentes en la de

cristalizacion de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1
M, pH 8.5 a 15°C, sin corriente.

En cuanto al depdsito sobre los electrodos, se observé el mismo comportamiento en
las celdas de DDL, figura 36, que en las celdas con microestructuras interdigitales,

figura 27, es decir, un crecimiento aleatorio de cristales de mayor tamaiio en la celda
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control sin corriente, frente a unos cristales mas pequefios pero dirigidos hacia el
anodo cuando se aplica corriente. No se observa ningun depésito de proteina sobre

los electrodos de platino en la celda control.
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Deposito rico en proteina
sobre el anodo

Catodo

v

Figura 36. Electrodos de platino en solucién batch de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de
sodio (3.2%) en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C. a) 1 pA anodo b) 1 pA céatodo
c) 2 pA y d) 2.8 pA e). Cristales de catalasa en las paredes de la celda con corriente f) sin

corriente g) catodo h) electrodos sin corriente.
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En la figura 37 se puede observar que el recubrimiento de proteina alcanza un grosor
de 40 — 50 pyA a 3 dias de iniciado el experimento con una corriente de 4 pA. La
proteina de aspecto coloidal depositada sobre el anodo; en el catodo no se observa

ninguna sefal de catalasa.

Figura 37. Recubrimiento de catalasa en electrodos de platino a 4 pA. a), b) y c) diferentes

angulos del anodo d) catodo.

Debido a que no fue posible obtener macrocristales en las dos celdas mencionadas hasta el
momento, se decidié trabajar con macroceldas de mayor capacidad de volumen vy diferentes

angulos de electrodos.
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5.5 Cristalizacion de Catalasa en Celdas con Electrodos de Platino a 90° y

180 °

Para ver la influencia del angulo de los electrodos, se construyeron las celdas que
permitian modificar la posicion de los mismos. Se colocé en las celdas un volumen
final de 250 uL de solucién batch de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%)
en amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a una temperatura de 15°C y una corriente de
4 A, ya que fue la corriente en donde se vio mas claramente la formacién de cristales
bajo corriente eléctrica y donde en DDL existié un efecto en la formacion de agregados.
En estas celdas se observd el mismo fenbmeno de electromigracion hacia el anodo,
como en las celdas anteriores y una mayor nucleacion al imponer corriente. No se
observé ningln depésito de catalasa en el catodo ni en los electrodos de la celda

control, figura 38.

Cuando se hizo la aplicacién de la corriente eléctrica aumentd el nUmero de cristales
formados (nucleacion) en comparacion con la celda control, aunque el tamafio de estos
no alcanzé el del control. Con respecto al tiempo de nucleacion, se observaron
cristales tanto en el control como en el experimental a partir de las 12 horas. Todos los
cristales generados bajo la imposicién del campo eléctrico mantuvieron la morfologia

tipica del sistema ortorrémbico de la catalasa al igual que el control.
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Figura 38. Cristalizacion de catalasa (11.9 mg/mL) - citrato de sodio (3.2%) en amortiguador
Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 a 15°C en celdas con electrodos de platino a 90° con corriente de 4 pA.

a) electrodos b) formacion de burbujas ¢) anodo y d) catodo e) y f) celda control sin corriente.

La nucleacion ocurre al alcanzar un maximo de sobresaturacion; el posterior equilibrio
del sistema hacia la region de metaestabilidad provoca el crecimiento del cristal, figura
39 a. Se ha visto que la aplicacion de un campo eléctrico externo influencia la
concentracion de proteina generando un gradiente de concentracion entre los

electrodos.*

22



Es probable que como en la aplicacion del campo eléctrico externo, al imponer un
campo eléctrico interno se esté generando dentro de la celda de cristalizacion,
condiciones de sobresaturacion diferentes a los que se tiene sin corriente eléctrica.

Dado que la catalasa se encuentra cargada negativamente y bajo

la presencia del

campo eléctrico que hace que las moléculas se concentren rapidamente hacia el

anodo, incrementando de esta manera la sobresaturacion, figura 39 b,

los nucleos

crecen en esta region de sobresaturacién y nunca alcanzan a llegar a la region de

metaestabilidad para dar lugar al crecimiento del cristal, en lugar de esto se observa

una polinucleacion.

b
a) ;
'© ' y
4! Sobresaturacion |
s > .
© Cristales
Region
< mestaestable
Subsaturacion . -
[Citrato de sodio]
3
b) i
= }  Sobresaturacion Il
2] \
© ~ T
© , .,
o 1 Polinucleacion
Region
., 2= mestaestable
Subsaturacion

[Citrato de Sodio]

Figura 39. a) Diagrama tedrico del control de cristalizacién sin corriente. b) Diagrama teérico de

cristalizacion de catalasa con corriente.
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En solucion, las moléculas solvatadas estan rodeadas por una esfera de hidratacion.
Esta capa de hidratacion limita la interaccion entre las moléculas de proteina al actuar
como un escudo y dieléctrico respecto a la atraccion electrostatica. La cristalizacién
puede ocurrir por la remocion de estas capas de hidratacibn en soluciones
sobresaturadas de proteinas. > Se ha visto que esta remocion puede ser llevada a
cabo por evaporacion o por un campo eléctrico externo causando un cambio de
conformacion nativa de la proteina y provocando una formacioén en forma de gel rica
en proteina y limitando la formacion del cristal.° Es posible que el efecto del campo
eléctrico interno sobre las moléculas de catalasa esté dando lugar al mismo fenémeno

descrito previamente.

Alternativamente y como se ha descrito en trabajos previos,” la solucién puede entrar a
la region de descomposicion espinodal (transformacién continua sin barrera de
nucleacién). Este efecto se debe probablemente a la presencia del movimiento
convectivo de los iones presentes, 0 bien a la presencia de reacciones no controladas
en esta region de corriente, ocurriendo, la nucleacion espontanea y masiva. Por tal
razén se requiere conseguir un balance de las condiciones de cristalizacién para
controlar la gelificacion y favorecer la cristalizacion espontanea. La prolongada
exposicion al campo produjo una gelificacion irreversible, lo que sugiere un incremento
en la barrera de activacion entre el gel y el cristal. Esta fase rica en proteina ha sido
descrita previamente  en otras investigaciones, j;Error! Marcador no definido. en
donde se demuestra que al invertir el potencial de un electrodo recubierto con gel de

proteina éste puede pasar de manera reversible a la solucién.

La habilidad de la superficie de un cristal para capturar unidades de crecimiento e

integrarlas en el entramado, es dependiente de la fuerza y el nUmero de interacciones
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gue se forman entre la superficie y la unidad de crecimiento. Esta se ve afectada por la
imposicion del campo eléctrico interno, que cambia la esfera de hidratacion de la
proteina y también causa perturbaciones y cambios de conformacién, posiblemente es
debido al cambio de estado de oxidacion de los complejos metalicos dentro de las

proteinas, estas nuevas condiciones no favorecen el crecimiento del cristal.

5.6 Estudios de Resonancia Paramagnética Electronica del Depdsito de

Proteinas Redox sobre Electrodos de Platino

Una de las aplicaciones de la Resonancia Paramagnética Electrénica es el estudio
de metaloproteinas. Para comprender la funcién de las proteinas es necesario
conocer no sOlo su estructura (mediante técnicas de difraccién de rayos X o
Resonancia Magnética Nuclear), sino tener informacion especifica sobre los
centros activos de las mismas. Se debe considerar que las propiedades
electronicas estan fuertemente influenciadas por el entorno que rodea a la entidad
paramagnética. Por tanto, es impredecible el comportamiento de una especie
cuando se modifica el medio en que se encuentra inmersa, lo cual es fuente de una
gran rigueza de situaciones y suministra una amplia informacion de tipo analitico,

estructural, dinamico y electrénico.

Por esta razén se decidié ver la influencia que pudiera tener el campo eléctrico

interno sobre los centros metalicos de las proteinas depositadas sobre los

electrodos a través de la técnica de RPE.
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5.6.1 Estudio del Depésito de Catalasa

La catalasa de higado de bovino es una hemoproteina férrica; su estructura por rayos
X (2.5A) revela que el sitio activo consiste del grupo prostético hierro — protoporfirina
IX, con un ligando axial tiroxinato. ’ Esta enzima muestra una distorsién rémbica en el
grupo prostético hemo, como se ilustra en la figura 40, el hierro se encuentra

pentacoordinado.

o—T

Figura 40. Grupo prostético de la catalasa en los estados de spin Fe" (S= 2) y Fe" (S=5/2).

En la figura 41 se encuentra el espectro de la catalasa comercial. Bajo las condiciones
experimentales se observa la sefial de la especie a spin alto (5/2) con valores de factor
g iguales a 5.73857, 4.16037 y 1.98034 sefales debidas a la distorsién rombica. Los
valores de g experimentales son el reflejo directo del estado electrénico del atomo de

hierro que es paramagnético.
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g=2.01015

Figura 41. Espectro de RPE de catalasa de higado de bovino Sigma (C-3155) en

amortiguador Tris-HCI (0.1 M, pH 8.5) a 77 K. Frecuencia de microondas=9.123610 GHz.

En la figura 42, se puede ver el espectro de RPE de la proteina depositada sobre el
electrodo de platino; en este no se observan las sefiales de spin alto, lo que puede
interpretarse como un cambio en el estado de oxidacion del atomo de hierro en el

grupo prostético de la catalasa debido a la influencia del campo eléctrico interno.
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Figura 42. Espectro de RPE de electrodo recubierto de catalasa de higado de bovino Sigma
(C-3155) en amortiguador Tris-HCI (0.1 M, pH 8.5) a 77 K. Frecuencia de microondas =

9.133150 GHz.

En la figura 43, se encuentra el espectro del platino sélo, en el cual no se observa

ninguna sefal y por ende no interfiere en la sefial de la catalasa.
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Figura 43. Espectro de electrodo platino (ALFA AESAR) a 77 K. Frecuencia de microondas =

9.123610 GHz.

Se puede deducir mediante la sefial de RPE que la proteina depositada, enzima redox,
experimenta reacciones electroquimicas al depositarse sobre el anodo. Una
explicacién plausible a este fenbmeno se puede ver en la figura 44. La catalasa
presenta una carga neta negativa en el seno de la solucién, esto hace que a través del
proceso de migracion se deposité sobre el anodo (cargado positivamente). Nuestra
propuesta inicial es que el hierro del grupo hemo inicialmente con una carga de llI,

pierda una carga negativa y se convierta en Fe'.
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Figura 44. Esquema de representacion de oxidacién de la catalasa sobre el &nodo.

El ciclo bioldgico de reaccidn de la catalasa, figura 45, comienza con hierro en estado

de alto espin (Fe"

) el cual reacciona con la molécula de perdxido para formar el

compuesto intermediario |, una porfirina catién radical © que contiene Fe'.

Posteriormente, mediante la oxidacibn de un donador de electrones regresa al

compuesto |, al estado nativo (Fe"). &°

Figura 45. Ciclo bioldgico de oxidacion de catalasa en la catalisis de perdxido de hidrégeno.
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Al imponer una corriente eléctrica, se produce una diferencia de potencial entre los
electrodos, provocando la migracion de la proteina, los cambios redox en ella, y la

electrdlisis del agua que produce O;(g), ecuacién 4.

Bruacidn:
Snedo: 2H,0 — 0, + 4R + 4o~

Chtodo: 2H,0 + 2e™ = Hy + 20H=1

Dado que cada atomo de oxigeno tiene un electrén impar para su 6rbita externa, lo que
le confiere la condicién de radical libre y la molécula de oxigeno tiene 2 electrones
impares, 0 sea, es un birradical libre, es posible pensar que la catalasa reacciona con
el oxigeno producido in situ dentro de la celda para formar el estado intermediario | que

se deposita en el electrodo, figura 46.

. >

Anodo

ACTIVO INACTIVO
EN RPE EN RPE

ZH, O = Gt AHT et

Figura 46. Reaccién de oxidacion de catalasa depositada en el &nodo con el oxigeno

producido in situ.
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57 Estudio de la Cristalizacion de Citocromo ¢ Comercial

Muchas de las proteinas de origen comercial requieren una fase inicial de purificacion
antes de intentar la cristalizacion. El Citocromo ¢ de mitocondrias de corazén de
bovino es un ejemplo clasico de esta necesidad de purificacion/cristalizacion; la
existencia de isoformas deamidadas en el citocromo ¢ comercial jError! Marcador no
definido. ;Error! Marcador no definido.;Error! Marcador no definido. hace dificil
su cristalizacion requiriendo pasos extra de purificacion.’® Recientemente fue
publicada la cristalizacion de una isoforma pura de citocromo ¢ de corazén de bovino
mediante las técnicas de gota colgante combinado con microseeding (microsembrado)

figura 47.%°

Figura 47. Cristales de una isoforma de citocromo c de corazén de bovino 15

Utilizando la celda de DDL adaptada con electrodos, figura 20, como la usada para la
catalasa, pero conteniendo una solucion batch de citocromo c, para lograr su
cristalizacion, fue posible seguir el proceso de nucleacién y crecimiento de agregados
de citocromo c durante la cristalizacion electroquimicamente asistida.'?> En la presencia
del agente precipitante y sin corriente eléctrica se observé un incremento continuo en

el peso molecular, figura 48 a. Un comportamiento equivalente se observé cuando la
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solucion fue sometida al efecto de un campo eléctrico interno generado por un flujo de

corriente directa de 0.9 pA, figura 48 b.

Figura 48. Experimentos de DDL utilizando 50 uL de una mezcla de solucién de citocromo ¢
(60 mg/mL) y PEG 1000 (50-60%), ambos disueltos en amortiguador fosfato (Na,HPO,
/NaH,PO,4) 100 mM, pH 7.0 a) sin corriente eléctrica y b) en la presencia de 0.9 pA,lZ a

diferentes tiempos.

Mediante este procedimiento se pudieron obtener cristales de citocromo c sin realizar
una separacion previa de isoformas. Los cristales en forma de agujas largas y de color

rojo, crecieron sobre el catodo, figura 49a.;Error! Marcador no definido.*""?
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Figura 49. a) Cristalizacion de citocromo ¢ a 10°C bajo un campo eléctrico interno en una celda
de DDL modificada a) 5 dias de cristalizacion b) cromatograma (215 nm) de citocromo c de
corazén de bovino comercial en solucién de Kz;Fe(CN)e , la sefial a 14.5 min corresponde a la
matriz ¢) cromatograma de cristales de citocromo ¢ disueltos en solucién de KzFe(CN)g, bajo el

campo eléctrico, la sefial a 20.2 corresponde a la isoforma 1.*%.

La explicacion de este fenémeno se atribuye a la electromigracion de proteinas.’®** Al
pH 7.0 del experimento el citocromo ¢ esta cargado positivamente y presenta una
atraccion electrostatica hacia el catodo. Esta misma atraccion quiza hizo que el
crecimiento del cristal se orientara de una manera diferente, y por esa razén se
obtuvieron cristales en forma de aguja y no rectangulares como se obtiene por la

técnica tradicional.

Los cristales contenidos en la celda fueron mantenidos a 18°C hasta que se llevd a
cabo el andlisis mediante técnicas de radiacién sincrotrén. La estructura cristalina fue
5

comparada con la obtenida mediante técnicas tradicionales sin corriente eléctrica,*

tabla 5.
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Tabla 5. Caracterizacién por Radiacion Sincrotron de Cristales de
Citocromo ¢ Obtenidos Bajo un Campo Eléctrico Interno y por

Microseeding

CRISTAL 2 CRISTAL 3

(Campo Eléctrico)  (Microseeding)™

Grupo Espacial P2,2:2, P2,2:2;
Parametros de la celda 36.76, 54.57, 36.84, 54.48,
unidad (A) (a, b, c) 57.02 55.33
Limites de Resolucién (R) 1.01 — 1.00 1.5
Reflexiones totales 382292

Reflexiones Unicas 60854 (2718)

I/ (1) 44.2 (2.1) 17.5

R merge (%) 3.9 (60.7)

Promedio de Mosaicidad 0.45 N.R
Integridad (%) 97.3 93.3

N.R: No reportado

La calidad del cristal en ambas técnicas fue excelente siendo ligeramente mejor para la
técnica con corriente eléctrica (1.5 A por microseeding vs 1 A bajo campo eléctrico
interno). También, las colectas para los dos cristales alcanzaron una alta integridad,
siendo mayor para el cristal obtenido bajo el campo eléctrico, esto garantiza una mayor
cantidad de datos que generan un buen modelo final. La mosaicidad es un parametro

gue mide la calidad del cristal, mientras su valor se aproxima a cero el cristal es de
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mayor calidad; en este caso se encontr6 un promedio de mosaicidad muy bajo. Este
resultado permite proponer que la aplicacion del campo eléctrico interno ayuda a
establecer una mejor organizacién en las moléculas de proteinas dentro del cristal y no

solo la participacién en el proceso acelerando el transporte de ellas hacia el electrodo.

El analisis por CLAE de los cristales de citocromo ¢ obtenidos bajo un campo eléctrico
interno, demostré que los cristales pertenecian a la isoforma F1, la cual corresponde al
pico cromatografico observado en el tiempo de retencién mas bajo (20 min) figura 49
b-c. El resultado obtenido concord6 con la isoforma cristalizada previamente reportada
mediante la técnica de microseeding;*® en donde la mezcla de las formas deamidada y
nativa no pudieron ser cristalizadas, al parecer el efecto de la deamidacién en el
citocromo c tiene grandes consecuencias para su cristalizacion, probablemente la

isoforma 2, que es la mas deamidada no cristaliza por esta razén.

La principal ventaja de este método es que en un tiempo mas corto se han podido
obtener cristales de citocromo ¢, este fendmeno puede ser asociado con un mayor
transporte de masa, desde la solucion hasta la region cercana a uno de los electrodos,
donde la cristalizacién es favorecida. Este proceso es bien conocido en electroquimica
y corresponde al proceso de difusién simulado por corriente constante que genera la
migracion de especies cargadas (proteinas en este caso) hacia el electrodo. ** Al
aplicar un campo eléctrico sobre una mezcla de isoformas, se pudo separar una
isoforma de la otra, lo que indica que el sistema propuesto tiene la capacidad de
discriminar entre las especies cargadas, de tal manera que las atracciones
electrostaticas o las repulsiones pueden afectar negativa o positivamente las distancias

entre los aminoacidos y prevenir o favorecer la formacion del cristal.
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Po otro lado, al adicionar un campo eléctrico se estaria afectando la cinética de la
cristalizacion, ya que a la difusion de iones debe sumarse el proceso de migracion de

los mismos influenciados por el campo eléctrico.

En este trabajo se postula que la fuerza conductora de la cristalizacién esta compuesta
por el potencial quimico (u) y el potencial eléctrico (¢), por lo que la resultante de estos
dos potenciales sera quien dictamina si es posible o no la cristalizacion de proteinas en
presencia del campo. Apoa= Aplquimico + POteNcial eléctrico = -k T In B + z FA$ donde kg
es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta,  es la sobresaturacion
definida como la relacion entre la concentracion inicial de la proteina (C) respecto a la
concentracion de equilibrio o solubilidad (Ceq). Z es la carga de la especie ionica, F la
constante de Faraday y A¢ es la diferencia de potencial eléctrico. La presencia del
campo eléctrico interno tiene un efecto sobre los iones, generando un mayor
movimiento de los mismos debido al fenémeno de la migracion. Ademas, se genera
una separacion de cargas, en respuesta a la diferencia de potencial resultante. Todos
estos cambios, respecto al método control, ¢pueden afectar ya de manera positiva o
negativa el crecimiento de cristales de proteinas? Como se ha reportado en otro
trabajo,;Error! Marcador no definido. en donde se cristaliz6 taumatina y lisozima
bajo un campo eléctrico interno, éstas presentaron el mismo grupo espacial que el
control sin corriente. Los parametros de la celda unidad no se vieron alterados por la
imposicion del campo eléctrico. Esto concuerda con lo encontrado en esta
investigacion al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con citocromo c.
También, es notable la considerable disminucién en el tiempo de aparicién y
crecimiento de cristales. Para dar una explicacion a este fenébmeno, es necesario

retomar la teoria clasica de la nucleacioén cristalina, en donde, la formacion del nicleo
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critico (r*) y por lo tanto el valor de energia libre critico (AG*) estan en funcion del valor
del potencial quimico (Au) de la solucién.
& x =1 xAufd
La presencia de un campo eléctrico en el batch de cristalizacion en donde las
moléculas que son parte de la nucleacidon se encuentran cargadas, la energia libre
debe ser expresada en términos de una diferencia de potencial electroquimico:&fE
&G =1« &f/2

En donde el potencial quimico esta dado por:

Afl = Ap +zF Ly
La carga de las especies i6nicas es z, F es la constante de Faraday y & es la

diferencia de potencial.

Lo que se puede observar en la disminucion del tiempo de cristalizacion es una
contribucién negativa del segundo miembro de la ecuacién, que esta disminuyendo el
valor de la barrera energética y por lo tanto aumenta la rapidez de nucleacion, figura

50.
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Figura 50. Disminucion en la barrera energética de nucleaciéon debido a la presencia

de un campo eléctrico en contacto con la solucién.

El campo eléctrico interno provoca una aceleracion en el proceso de cristalizacion.
Inicialmente se podria pensar que esta aceleraciobn estaba relacionada con una
direccionalidad impuesta por el campo eléctrico sobre las proteinas cargadas, las
cuales se comportan como macro-iones en estas condiciones. Asi, el efecto del campo
interno se reflejaria al permitir una velocidad de depésito de las moléculas sobre las
caras de crecimiento mas rapida que lo esperado para una situacién sin E. En general
los cristales que crecen mas rapido lo hacen sacrificando el ordenamiento interno. Si
estos cristales son para estudios estructurales, el patrén de difraccién sera de baja

resolucion.t’

En los cristales analizados no se encontraron grandes diferencias en la calidad
cristalina del citocromo ¢ cuando crecieron bajo el efecto del campo eléctrico. M&s aln,
casi todos los cristales formados bajo un campo E presentaron mejores sefales de
intensidad difractada en todo el rango de resolucién. La diferencia de calidad entre
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cristales formados en presencia o ausencia del campo eléctrico se explica aplicando la
dinamica de crecimiento de régimen mixto. La misma sostiene que el crecimiento de
cristales esta afectada por el equilibrio entre la velocidad de transporte de nutrientes
desde el seno de la solucién a la superficie del cristal y la velocidad con que se
incorporan estos nutrientes a la cara en crecimiento. Cuando los cristales crecen bajo
regimenes totalmente difusivos (velocidad de crecimiento controlada por el transporte
de nutrientes) o un sistema con control cinético (es decir, la concentracion de
nutrientes en el entorno del cristal (Cs) tiende a ser igual a la del seno (Cw) y la
velocidad depende de la incorporacion de los nutrientes a la red cristalina), las
perturbaciones en el crecimiento decaen y el sistema se vuelve mas estable, con lo

gue se obtienen cristales de mayor calidad, figura 51.

mplitud de
Fluctuacion

Control cinético Control del transporte
c.—»c, Cs —¥ Ceq

Figura 51. Representacién esquematica de la dependencia de la variacion en la amplitud de
fluctuacion al acoplarse procesos de transporte e interfaciales.® Bajo un control puramente
cinético o de transporte de nutrientes, la concentracion interfacial (Cs) tiende a la concentracion

del seno (C) 0 la concentracion de equilibrio (Ceq), respectivamente y la perturbacion decae.

Es posible pensar que si se lograra desplazar el sistema a un mayor control cinético
(por imposicién de un flujo adecuado) se lograria obtener cristales de mayor calidad
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cristalina. Y esto es lo que se observé al imponer un campo eléctrico interno. Gracias
al efecto migratorio de las particulas cargadas y la difusién, el transporte de nutrientes
hasta las caras en crecimiento no es un paso limitante y en consecuencia se observa
una alta calidad cristalina. Los cristales de citocromo c formados bajo la influencia del
campo E necesitan un menor tiempo de nucleacion. Lo cristales aparecen antes que
en los experimentos control. El campo eléctrico favorece la migracion de los iones del
agente precipitante, provocando una agregacion de las proteinas en un menor tiempo,
respecto a un sistema control (en ausencia de E). De esta forma, las moléculas
cargadas pueden agregarse y estabilizarse en presencia de un campo eléctrico gracias
a la polarizacién que sufren y el enmascaramiento de las cargas a cargo de los
contraiones. Para el citocromo c, se observ6 una mayor calidad cristalina ante la
presencia del campo eléctrico, ya que existe un control cinético del crecimiento. El
citocromo ¢ se ve favorecido por la presencia de especies adecuadas para su

incorporacién mientras que en la catalasa el efecto es el opuesto.

5.7.1 Estudios de Resonancia Paramagnética Electrénica de Citocromo ¢

El sitio activo del citocromo ¢ es un grupo prostético de porfirina - hierro (hemo) que
esta covalentemente unido a la proteina en la cisteina 14 y cisteina 17 a través de
enlaces tioéter (hemo c) figura 52. EIl hierro se encuentra en el plano del anillo
porfirinico, las dos posiciones axiales del hierro estdn ocupadas por el azufre de la

metionina 80 y el nitrégeno de la histidina 18. *°
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Figura 52. llustracion del grupo hemo, coordinacion del hierro en el Citocromo c.

En hemoproteinas se ha encontrado que, generalmente, los aminoacidos histidina,
metionina, cisteina y lisina, y los grupos CO, CN"y N3 dan lugar a configuraciones de
bajo espin, y que los ligandos H,O, OH’, glutamato, aspartato y tirosina dan lugar a
configuraciones de alto espin.?®?! Los ligandos mé&s comunes en citocromos son la
histidina y la metionina, especificamente en el citocromo ¢ de corazén de bovino existe
una interaccién con los ligandos axiales histidina 18 y metionina 80;" por lo que, en el
citocromo ¢ comercial estudiado se encontrara un hierro en configuracion de bajo

espin, diamagnética, figura 53.
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Figura 53. Niveles de energia de los electrones 3d en un campo cristalino octaédrico.

Configuraciones de alto y bajo espin para los iones Fe** y Fe*".

En la figura 54, se puede ver el espectro del citocromo ¢ sélido comercial, en el cual no
se encuentra ninguna sefial, por lo que se puede deducir que éste se encuentra en su

estado diamagnético de bajo spin Fe".
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Figura 54. Espectro de RPE de Citocromo c de corazon de bovino (Sigma 9007-43-6) en

estado sélido a 77 K. Frecuencia de microondas=9.104160 GHz.

Sin embargo, al analizar el espectro de la figura 55 que corresponde a la solucién
acuosa de citocromo ¢, se observa una sefial con un valor de g de 3.9160 la cual

""de bajo spin al pH neutro.? Lo que indica que al poner el

pertenece a la sefial de Fe
citocromo c sélido en solucién acuosa, sin desoxigenar, sufre un proceso de oxidacion,

posiblemente por el oxigeno disuelto en el medio.
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Figura 55 Espectro de RPE de Citocromo c¢ de corazén de bovino (Sigma 9007-43-6) en
solucién acuosa (amortiguador fosfatos, pH 7.0) a 77 K. Frecuencia de microondas = 9.092810

GHz.

Por otra parte, al analizar el espectro de la figura 56, correspondiente a los cristales

depositados sobre el catodo, no se observd ninguna sefial.
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Figura 56. Espectro de RPE de cristales de Citocromo ¢ de corazén de bovino (Sigma 9007-

43-6) depositados sobre el catodo, a 77 K. Frecuencia de microondas = 9.135370 GHz.

Esto puede indicar que el proceso de cristalizacion asistida electroquimicamente
provoca, al igual que con la catalasa de higado de bovino, reacciones redox que da
lugar a un deposito cristalino de bajo espin diamagnético de Fe". El fenémeno que

ocurre se puede ilustrar mediante la figura 57.
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Figura 57. Esquema de representacion de la reduccién del Citocromo ¢ sobre el catodo.

La cristalizacion de macromoléculas es un paradigma que va a la par con el
plegamiento de las proteinas, teniendo en cuenta el gran nimero de conformaciones
gue cada mondmero puede presentar en un momento dado y que estan por encima de

las minimas requeridas para obtener cristales perfectos.”

Las razones detras de la gran variabilidad en la cristalizacion de macromoléculas son
multiples e incluyen: 1) el alto grado de movilidad de las macromoléculas sobre la
superficie, 2) la naturaleza electrostatica (la composicion aleatoria de los grupos
cargados), 3) la relativamente alta inestabilidad quimica y fisica de macromoléculas
(desplegamiento, requerimientos de hidratacién, sensibilidad a la temperatura y 4)

factores especificos de la molécula (como grupos prostéticos y ligandos).
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Estos factores contribuyen en gran medida a la dificultad en los actuales intentos de
predecir el comportamiento de cristalizacion do novo, incluso hasta para las pequefias

y relativamente estables proteinas como la lisozima.
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CONCLUSIONES

v Se construy6 un nuevo modelo de celda con una microestructura interdigital
de platino que permitié realizar experimentos de cristalizacion de proteinas
redox con aplicacion de diferentes corrientes (0.5 pA - 54A). Se pudo
observar un aumentd en el nimero de nucleos formados, pero no en el
tamafio del cristal. Se observo el fendmeno de migracion hacia el electrodo
de carga contraria a la proteina, con la formacién de un depdsito sobre el

electrodo de platino.

v Fue posible monitorear el proceso de agregacion durante la cristalizaciéon
de catalasa bajo un campo eléctrico interno, utilizando una celda de DDL
modificada con electrodos de platino. Se observé que con la aplicacion de
corriente por encima de 2 YA, los agregados que se van formando tienen
un diametro definido entre 100 nm y 1000 nm correspondiente a agregados
moleculares de 10 y 100 moléculas de proteina, diferentes a los que se
encuentran cuando no se aplica corriente eléctrica, los cuales presentan
valores aleatorios sin ningun patrén de comportamiento, esto debido
posiblemente a que la corriente eléctrica favorece la organizacién de los

monoémeros en cantidades discretas.

v En los experimentos de cristalizacion bajo un campo eléctrico (0.9 pA),
realizados con citocromo ¢ de corazén de bovino, se pudieron obtener

cristales en forma de aguja de la isoforma 1, sobre el catodo. El tiempo de



obtencion de los cristales se redujo de 45 a 5 dias y presentan mejor

resolucion al analizarlos por difraccién con rayos X.

v’ Se estudiaron los depésitos de proteinas sobre los electrodos de platino,
utilizando la técnica de RPE. Este estudio preliminar permitié proponer un
cambio de oxidacion en los atomos de hierro presente en el grupo hemo
tanto de la catalasa como del citocromo c, indicando que estas proteinas

estan siendo afectadas por la diferencia de potencial entre los electrodos.

v’ Es diferente la influencia gue ejerce el campo eléctrico sobre las especies
redox estudiadas. En el caso del citocromo c, el cual sin una previa
separacion de isoformas, se favorecio la cristalizacion de la isoforma 1, lo
que representa un ejemplo de la autodiscriminacion del sistema sobre las
especies presentes. Lo que no contribuyé de una manera positiva al

crecimiento de los cristales de catalasa en el rango de corriente estudiado.

v/ Estos resultados seran tiles para encontrar un nuevo meétodo
experimental que puede ser usado para estudiar los efectos del campo
eléctrico sobre la cristalizacion de proteinas y establecer unas bases
tedricas que pueden explicar lo que sucede durante la nucleacion y el

crecimiento del cristal.
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4 Estudiar el fendmeno de cristalizacion de proteinas redox con electrodos de
otro material (Au, Ag, grafito, etc.) con el fin de mejorar las condiciones

experimentales eliminando la afinidad de las proteinas por el platino.

4 Para estudiar si el campo eléctrico esta modificando la esfera de
hidratacién de la proteina se podrian realizar estudios de calorimetria diferencial de
barrido o fluorescencia intrinseca unido a la técnica de DDL para el seguimiento del

proceso de agregacion.

4 Se pueden realizar estudios de dicroismo circular después de realizar los
experimentos de DDL para ver si ocurren cambios en la estructura secundaria de las

proteinas.
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