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Desdichado el pobre en espiritu, porque bajo la tierra sera lo que ahora es en la tierra.
Desdichado el que llora, porgue ya tiene el habito miserable del llanto.

Dichosos los que saben que el sufrimiento no es una corona de gloria.

No basta ser el Gltimo para ser alguna vez el primero

Feliz el que no insiste en tener razdn, porque nadie la tiene o todos la tienen.

Feliz el que perdona a los otros y el que se perdona a si mismo.

. Bienaventurados los que no tienen hambre de justicia, porque saben que nuestra suerte,

adversa o piadosa, es obra del azar, que es inescrutable.

Nadie es la sal de la tierra, nadie, en algin momento de su vida, no lo es.

No hay mandamiento que no pueda ser infringido, y también los que digo y los que los
profetas dijeron.

Los actos de los hombres no merecen ni el fuego ni los cielos.

No odies a tu enemigo, porque si lo haces, eres de algin modo su esclavo. Tu odio
nunca sera mejor que tu paz.

Si te ofendiere tu mano derecha, perdonala; eres tu cuerpo y eres tu alma y es arduo, o
imposible, fijar la frontera que los divide...

No exageres el culto de la verdad; no hay hombre que al cabo de un dia, no haya
mentido con razén muchas veces.

Yo no hablo de venganzas ni de perdones; el olvido es la Unica venganza y el Unico
perdén. Hacer el bien a tu enemigo puede ser obra de justicia y no es arduo; amarlo,
tarea de angeles y no de hombres.

Hacer el bien a tu enemigo es el mejor modo de complacer tu vanidad.

Busca por el agrado de buscar, no por el de encontrar...

No juzgues al arbol por sus frutos ni al hombre por sus obras; pueden ser peores o
mejores.

Felices los valientes, los que aceptan con animo parejo la derrota o las palmas.
Felices los que guardan en la memoria palabras de Virgilio o de Cristo, porque estas
daréan luz a sus dias.

Felices los amados y los amantes y los que pueden prescindir del amor.

Felices los felices.

Jorge Luis Borges
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La importancia de la cristalizacion de macromoléculas bioldgicas

El nimero de proteinas descubiertas aumenta considerablemente cada dia,
pero la obtencion de su estructura terciaria y cuaternaria es un proceso que no
avanza a la par con su descubrimiento. Este hecho se debe a las dificultades
qgue presenta la obtencién de un cristal con una calidad adecuada para su
estudio estructural 3D, mediante difraccion de rayos X, que actualmente es la
técnica mas empleada para resolver una estructura proteica. (Vekilov &
Alexander, 2000; McPherson, 2003). La cristalografia de rayos X requiere de
cristales de tamafio adecuado y de alta calidad para la colecta de datos de
difraccion, es por esto que la cristalizacion de macromoléculas biolégicas, en
este caso proteinas, es de gran interés en bioquimica. Desde el punto de vista
de la biologia estructural, la obtencidon de cristales, es por lo tanto el paso
crucial hacia la determinacion de la estructura tridimensional de las diferentes
biomacromoléculas (Garcia-Ruiz et al., 1998; McPherson, 2003). El avance en
ciertas investigaciones, basadas en la estructura, como ciencia de materiales,
las ciencias biomédicas y disefio de farmacos, depende de la comprension de
la relacion estructura-funcién de estas macromoléculas bioldgicas.

El hecho que no se obtengan facilmente cristales de proteinas, se debe en
gran medida al desconocimiento de la fisicoquimica de las interacciones a
escala molecular. Es por esto que la cristalizacion de proteinas sigue siendo un
largo proceso de prueba — error, que a pesar de que se han desarrollado
nuevas teorias y tecnologias para encontrar las condiciones de cristalizacion
(como el uso de robots), sigue arrojando cristales de baja calidad cristalina .
Estudiar y hasta cierto punto controlar los fenbmenos de nucleacion y
crecimiento de cristales de proteinas se ha vuelto por lo tanto un hecho
deseable para los biocristalégrafos. Este estudio constituye una ciencia formal
que en afos recientes, se ha denominado cristalogénesis biolégica. Por otro
lado, la cristalizacién de proteinas ha traido un nuevo interés al descubrir la

causa de ciertas enfermedades en la cristalizacion o agregacion de ciertas
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proteinas dentro de las células (Hirsch et al., 1985; Lin et al., 1989; Feeling-
Taylor et al., 1999).

En este trabajo tiene la finalidad de contribuir a la optimizacion de técnicas de
cristalizacion, asi como a la comprension del proceso. Para esto, se estudia el
fendmeno de nucleacién y crecimiento cristalino bajo la influencia de un campo
eléctrico interno, de una metaloproteina denominada ferritina proveniente de

bazo de equino, partiendo de la siguiente hipotesis:

Si el fenédmeno de cristalizacion de proteinas se rige por el transporte de
moléculas cargadas en solucion, y la fuerza motriz del proceso es la
sobresaturacion del sistema, entonces la presencia de un gradiente eléctrico
contribuirdA a mejorar el proceso de nucleacibn y en consecuencia, el
crecimiento de cristales en una solucibn que contenga las condiciones

adecuadas para que se lleve a cabo dicho proceso.



=iz OBJETIVOS
w

Pt

=t

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar los efectos de un campo eléctrico interno en la cristalizacion de la

metaloproteina ferritina de bazo de equino.

Objetivos particulares:

Mediante técnicas clasicas de cristalizacion de biomacromoléculas, se
encontraran las condiciones adecuadas para llevar a cabo los experimentos
de electrocristalizacion de la proteina ferritina.

Se evaluard cualitativamente la influencia de un campo eléctrico interno
sobre la cristalizacion de ferritina en solucion acuosa, dando seguimiento al
proceso de electrocristalizacion a través de técnicas de dispersion dinamica
de luz.

Se comparara la calidad de empaquetamiento de cristales obtenidos en
presencia de un campo eléctrico y sin influencia del mismo. Esto mediante
técnicas de difraccidén de rayos X a través de un gréfico de intensidad sobre
error estimado en funcién del limite de resolucion.

Se obtendran cristales de ferritina por procesos electroasistidos, mediante
el uso de voltamperometria ciclica para su caracterizacién In situ
empleando técnicas de microscopia de fuerza atomica (AFM).

Se evaluara la factibilidad de emplear la reaccion de polimerizacion de pirrol
para fijar cristales de ferritina en la superficie de un electrodo de grafito para
estudios de AFM.
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[1l.1 Cristalizacion de proteinas

Un cristal es un arreglo periédico tridimensional de moléculas en estado solido,
cuya distribucion espacial muestra cierta simetria (Amords, 1990). La
cristalizacion de macromoléculas tenia a principios del siglo XX una
importancia en bioquimica como medio de purificacion, ya que la difraccién de
rayos X tenia entonces muy poco alcance como medio de elucidacion
estructural. La cristalizacion de moléculas biolégicas data de mediados del
siglo XIX, cuando si bien no se conocia la naturaleza de las proteinas, una
gran cantidad de ellas fueron cristalizadas (McPherson, 1991). Fue hasta 1934
que Dorothy Crowfoot Hodgkin obtuvo el primer patron de difraccion de rayos
X de un cristal de pepsina (Bernal & Crowfoot, 1934). A partir de entonces, y
con el advenimiento de las nuevas técnicas de difraccion de cristales, el
obtener un cristal adecuado para su analisis mediante esta técnica se ha vuelto
el llamado “cuello de botella” de la biologia estructural.

La cristalizacion de biomacromoléculas se puede abordar desde la teoria
clasica del crecimiento cristalino hasta las mas modernas tecnologias y
modelos que han surgido en los ultimos afios.

Las distintas técnicas empleadas en la cristalizacion de cualquier molécula, lo
que hacen es favorecer el surgimiento de un entramado periddico
tridimensional que tiene su origen en la tendencia de las moléculas a alcanzar
el estado con la menor energia libre posible. La naturaleza de dicho entramado
y en general la termodindmica del proceso, es una funcion de la
sobresaturacion del sistema, que se define como ( = (concentracion)x
(solubilidad)™. Si B > 1 se espera que la proteina forme agregados.

Como varia la solubilidad de una proteina con respecto a uno de los muchos
parametros que influyen en su cristalizacion (pH, fuerza ionica, temperatura,
concentracion, etc.), se puede describir mediante un diagrama de Ostwald-
Miers como el que se muestra en la figura 1. Aqui se muestra la concentracion
de proteina, es decir su solubilidad, en funcién del parametro “p”, generalmente

la concentracion del agente precipitante, que es un compuesto (regularmente
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una sal) que disminuye la solubilidad de la macromolécula (Gilliland, 1988). Las
interacciones existentes en una solucion de proteina son fuerzas de volumen,
interacciones electrostaticas y atracciones de van der Waals. Cambiar alguno
de los parametros "p”, modifica estas interacciones y puede conllevar a la
alteracion de la solubilidad de la macromolécula, variando las interacciones

proteina-proteina y proteina-solvente y conducir a la cristalizacion.

zZona de precipitacion amorfa

S
. g™ curva de

L regiénde - sobresaturacién
U metaestabilidad ™., critica

B / = Iy, .

| i region de baja

*...,  sobresaturacion

L 4

il 0 e NSRS T

D curva de
A equilibrio
D

region de subsaturacion

PARAMETRO “p”

figura 1 Diagrama de Ostwald — Miers que muestra la solubilidad de la
proteina en funcion de un pardmetro “p”. En rojo se muestra el camino

gue sigue una proteina durante el proceso de cristalizacion.

En la figura 1, la linea soélida representa la curva de equilibrio y la linea
punteada representa la curva de sobresaturacion critica, también llamada de
superequilibrio. La sobresaturacion critica es un umbral cinético asociado con
el cambio de fase. El proceso de cristalizacion esta dividido en tres partes: la
nucleaciéon, que es el paso critico del proceso, el crecimiento cristalino y el
cese del crecimiento. A diferencia de los compuestos inorganicos, en las
proteinas la nucleacion se da a altas sobresaturaciones (que es cuando se

supera la barrera de la tension superficial) y el crecimiento de cristales se da a
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bajas sobresaturaciones, en la region metaestable, (el espacio que forman
ambas curvas).

Entender algunos de los parametros termodinamicos de la solucion de
proteina-agente precipitante ha llevado a que eventualmente el trabajo de
cristalizar una macromolécula se haya vuelto un trabajo mas racional y cada

vez menos fortuito para los cristalografos.
[11.2 Nucleacién

La nucleacién es el paso limitante del proceso de cristalizacién, ya que
representa una transicion de fase en donde se debe superar una barrera
energética. Como se mencionod, la nucleacion en proteinas toma lugar en la
region de sobresaturacion. La nucleacion es un proceso espontaneo porque en
la regidn de sobresaturacion, el sistema se encuentra en un estado de alta
energia libre, para regresar a un estado de menor energia el sistema opta por
dos opciones: precipitar o formar nucleos cristalinos. La precipitacién ocurre a
altas sobresaturaciones, mientras que la nucleacion se da en bajas
sobresaturaciones. La barrera de energia libre del proceso de nucleaciéon es
por lo tanto funcion del parametro p = C / C. y del tamafio del agregado, segun

la siguiente ecuacion:

AG = -[(4/3nr®)/Q] KT Inp+4nr?y

AG: energia libre del sistema

r: radio del agregado

Q: volumen ocupado por una molécula en la red cristalina
k: constante de Boltzman

v. energia superficial
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Suponiendo que el agregado que se forma es una esfera, los términos 4/3xr® y

4nr?

corresponden al volumen y al &rea de dicho agregado respectivamente.

En la figura 2 se muestra el comportamiento teérico del proceso de nucleacion
donde las energias debidas al volumen y a la superficie del agregado en
crecimiento se encuentran en competencia. La suma de ambas fuerzas da
como resultado la variacion de la energia libre en funcion del tamafio del

agregado (r).

&G F 3
Energia
superficial
AG *
- T
=~ -~ r# r
S
s
Ty
N
A Curva
. ~ resultante
Energia de A
.
volumen N
\
\
1
\
LY

figura 2. Grafico que muestra la energia libre del proceso de nucleacion en
funcion del tamafo del agregado. Las curvas punteadas muestran la
contribucién de la energia superficial y de volumen, segun se indica. La suma
de ambas da como resultado la curva continua. AG* es el valor de la barrera

energética de formacion del nucleo critico, con tamafio rx.
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El ndcleo critico (r+) de la nueva fase, tiene las mismas probabilidades de
crecer o disolverse dentro de la solucion ya que esta en un equilibrio labil con
la solucion sobresaturada (Oxtoby, 1998). La relacion entre el nucleo critico y
la barrera energética (AG") para la nucleacion esta dada por la siguiente

ecuacion:
AG* (rx) =rx Ap/ 2

Como es de esperarse, esta barrera determina a su vez, la rapidez de
nucleacion J:

J=Aexp (-B/cd

Donde A es una constante de proporcionalidad, c = Inf y B estad dada por
(Budevski et al., 2000; Galkin et al., 2000):

B = AG* 6°/ Ap
I1l. 3 Cinética de crecimiento de cristales

Una vez superado el paso de nucleacion, la cinética del proceso de crecimiento
de un cristal se encontrard ligada a la llamada “dindmica de crecimiento de
régimen mixto”. Esta consta de dos partes: la primera de ellas es que tan
rapido se desplaza una molécula desde el seno de la solucién hasta la
superficie del cristal en crecimiento y la segunda, una vez en contacto con la
superficie, que tan rapido se incorpora a la red cristalina (figura 3). Las
moléculas que llegan a la interfase difusiva del cristal en crecimiento, se
incorporaran a la red cristalina con una rapidez determinada por la razén de
cambio entre los procesos de adsorcion y deadsorcion. Esta ultima serd mas
rapida, segun la cantidad de ellas que se incorporen en los llamados sitios

“kinks” del cristal en crecimiento (punto 3 de la figura 3) y esto a su vez
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determinara la magnitud de las velocidades de crecimiento superficial (v) y

perpendicular (R).

La cinética de crecimiento seguird entonces los siguientes pasos:

a) Transporte de moléculas a la interfase difusiva.

b) Migracion de las unidades adsorbidas en 1 (sitios terraza) hacia 2 (sitios
“step”) por difusion superficial.

c) Migracién de 2 a 3 (sitios “kink”).

d) Transporte de las moléculas de solvatacion liberadas y del calor de
cristalizacion.

La incorporacién de una unidad en un sitio kink es mucho mas estable, ya que

en ese sitio la unidad de crecimiento pierde tres grados de libertad y gana tres

veces una energia de enlace con las moléculas vecinas.

Interfase
difusiva

figura 3. Dinamica de un cristal en crecimiento. A medida que las
unidades llegan a la interfase difusiva, su incorporacion al cristal
dependerd de los grados de libertad que pierdan al unirse a la superficie

y esto a su vez determinara la cinética de crecimiento del cristal.
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A medida que las moléculas se incorporen a la red cristalina, la concentracion
de proteina disminuir4 a los alrededores de la interfase difusiva hasta que el
sistema alcance el equilibrio y el crecimiento cese. Cuando vemos la superficie
de un cristal que ha terminado de crecer, vemos que es practicamente plana,
esto es porque una vez empezada una nueva capa, ésta crecera hasta cubrir
la superficie existente en un proceso cooperativo y de cinética mucho mayor.

El éxito de la cristalizacién esta ligado a la velocidad relativa de los procesos
de transporte de masa y a la cinética de superficie del cristal, a su vez que la
calidad del cristal resultante es producto de la relaciébn entre estos dos
procesos. En general, cuando las moléculas llegan a la superficie del cristal
con velocidad igual o menor a la de su reorganizacion en la superficie, la
cristalizacion tiene mayor probabilidad de tener éxito y el cristal resultante ser

de mayor calidad.

I11.4 Técnicas de cristalizacion

Entre las técnicas mas empleadas para la obtencion de cristales de proteinas

se encuentran las siguientes:

a) Cristalizacion batch

En esta técnica la proteina y el agente precipitante se mezclan de tal manera
que la sobresaturacion se alcanza desde el primer momento, dandose
inmediatamente la nucleacion. A medida que los ndcleos crecen, la
concentracion de proteina decrece en la solucién, transportdndonos asi a una
zona de metaestabilidad donde se dara el crecimiento cristalino. (Chayen et al.,
1992; D’arcy et al., 1996).

b) Difusion en fase vapor
Esta técnica comprende dos vertientes principalmente, el método de la gota

colgante y el método de la gota sedente. En ambas se coloca una gota de una
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mezcla 1:1 de proteina y agente precipitante (a.p.) en equilibrio de vapor con
un volumen mas grande de a.p. contenido en un recipiente. Dado que la
concentracion de a.p. en la gota es menor que en el recipiente, el disolvente se
evaporara hasta igualar ambas concentraciones, dando ademas como
resultado una gota con una concentracion de proteina mayor. De esta manera
se pasa de una zona de subsaturacion a una zona de sobresaturacion y a
medida que se forman los nucleos, la concentracion decrece hasta la zona
metaestable, donde se puede llevar a cabo el crecimiento cristalino (Nakamura
et al., 2003).

c) Difusién en fase liquido-liquido

En esta técnica se ponen en contacto dentro de un capilar dos fases liquidas,
la solucién de agente precipitante y la solucion de proteina, con la finalidad de
que difundan. El uso de geles como agarosa ha incrementado la eficiencia de

este método hacia la obtencion de mejores cristales (Cang & Bi, 2001).

d) El empleo de geles en la cristalizacion de proteinas

Hemos visto ya la importancia de los fendmenos de transporte de masa, en el
crecimiento de cristales. Estos son: difusién, conveccion y migracion. La
migracion es el movimiento de las particulas en disolucion debida a la
imposicion de un gradiente externo. La difusion consiste en un flujo direccional
que se produce debido al movimiento aleatorio de las moléculas del soluto, a
escala microscopica, dentro de un gradiente de concentracion. La conveccion
por otro lado, es un movimiento de las particulas de soluto debido al
movimiento del fluido o de las particulas del disolvente, por lo tanto, cuando el
fluido permanece estatico, se elimina la conveccion. Cuando se agrega un gel
a una solucion donde crece un cristal, se limita el transporte convectivo, rapido
y cadtico, y el transporte molecular se vuelve mas homogéneo (Henisch, 1988).
De esta manera se crea un ambiente de microgravedad favorable para el

crecimiento tridimensional de los cristales, ya que se previene la sedimentacion
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de los mismos (Garcia-Ruiz, 2001; Lorber & Giegé 2001; Sauter et al., 2002).
El uso de geles para inducir el crecimiento de cristales se remonta a 1926 con
las investigaciones de Fisher y Simons y esta técnica se viene empleando
desde hace dos décadas en la cristalizacion de macromoléculas biologicas
(Robert, 1999). Ha demostrado ser util para prevenir la formacion de cristales
gemelos (Sica et al., 1994), para disminuir las impurezas incorporadas en el
cristal (Chernov et al., 2001), ademas de que proveen de proteccion a los
cristales durante su transporte. Los geles mas comunmente empleados en esta
técnica son agar, agarosa y silica, acrilamida, sephadex. (Gavira & Garcia-
Ruiz, 2002).

Ademéas de estas técnicas, en los afios recientes se han desarrollado
novedosos meétodos para mejorar la calidad de los cristales de proteina. Entre
éstas se encuentran: el uso de campos de ultrasonido (Nanev & Penkova,
2001), magnéticos (Sazaki et al., 1997, Sazaki et al., 2004), eléctricos internos
(Mirkin et al., 2003; Moreno & Sazaki, 2004; Nieto-Mendoza et al., 2005) y
externos (Taleb et al., 1999; Taleb et al.,, 2001; Nanev & Penkova, 2001;
Penkova et al., 2006; Al-Haq et al., 2007a), la aplicacién de altas presiones
(Suzuki et al., 2000, Kadri et al., 2003) y el uso de radiacién laser (Bancel et al.,
1999), como el método de FSLI (Femto-Second Laser Irradiation) (Mori et al.,
2006). 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 (DelLucas et al., 1987; Bugg, 1986; DelLucas). Dichos
proyectos, 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.
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1.5 El empleo de campos eléctricos en la cristalizacion de proteinas

Un campo eléctrico (seria méas propicio decir, la intensidad de un campo
eléctrico) se define como aquella fuerza ejercida en una carga “q” en una
region del espacio alrededor de una distribucion de cargas (Scott, 1960). El
empleo de campos eléctricos en la cristalizacion de proteinas surgié en 1976
cuando se logro cristalizar la proteina Estradiol 17 - Deshidrogenasa mediante
una técnica que los autores nombraron difusion electroforética (Chin et al.,
1976). La cristalizacion inducida mediante un campo eléctrico se divide en dos
tipos de experimentos principalmente: el uso de un campo eléctrico interno
(Mirkin et al., 2003; Moreno & Sazaki, 2004; Sazaki et al., 2004; Nieto-Mendoza
et al., 2005), en donde los electrodos se encuentran en contacto directo con la
muestra y el uso de un campo eléctrico externo (Taleb et al., 1999; Taleb et al.,
2001; Nanev & Penkova, 2001; Penkova et al., 2006, Al-Haqg et al., 2007a), en
donde los electrodos se encuentran fuera de la solucion. Recientemente se ha
preferido utilizar la expresion de cristalizacién electroasistida para englobar
ambos tipos de experimentos (Frontana-Uribe & Moreno, 2008). En general las
diferentes versiones de esta técnica han demostrado ser eficaces en la
disminucioén, tanto en la cantidad como el en tiempo de la nucleacién, asi como

en el aumento del tamafio de los cristales resultantes.
lll. 6 Ferritina: estructuray funcién

El hierro es un nutriente esencial, requerido para la sintesis de diversas
proteinas como hemoglobina, mioglobina y los citocromos. Por otro lado, un
exceso de hierro es dafiino para la célula ya que en una atmodsfera oxidante
puede llevar a la formacion de radicales libres. Las proteinas que regulan la
presencia de hierro en las células son la transferritina que se encarga de
transportarlo en el torrente sanguineo, el receptor de transferritina que es una

proteina de membrana que permite la entrada de transferritina a la célula, la
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hemosiderina que se deriva la degradacion lisosomal de la ferritina (Harrison &
Arosio, 1996) y esta ultima, una proteina de almacenaje de hierro.

Esta proteina fue aislada por primera vez en 1937 por Laufberger. Se trata de
una proteina cuya principal funcion es la de almacenamiento de hierro en las
células de casi todos los seres vivos, en donde sus estructuras secundaria,
terciaria y cuaternaria, si bien no la primaria, se conservan en los reinos
animal, vegetal y microbiano (Andrews et al., 1992). Esté presente en todos los
tejidos de los organismos altamente diferenciados pero principalmente en el
higado, el bazo y los rifiones de los mamiferos. Es soluble, lo que le permite
transportarse sin dificultades por el torrente sanguineo. Sus tareas son adquirir
o atrapar el ion Fe Il, catalizar su oxidacion e inducir su mineralizacién, y
controlar el acceso que tienen a él los demas componentes celulares. En
realidad dichas funciones se pueden resumir en una: regular los niveles de
iones hierro en la célula. Recientemente también se piensa que esta
involucrada en proteger a la célula del estrés oxidativo, secuestrando especies
reactivas del oxigeno (Tatur et al., 2007).

Para la sintesis de proteinas que contienen hierro, éste se emplea de la forma
Fe (I1); sin embargo, la forma mas estable es la de Fe (lll), por lo que la ferritina
lo almacena en este Ultimo estado de oxidacion. Esto lo realiza en forma de un
mineral llamado fosfato acido de o6xido de hierro, con férmula molecular
[FeO(OH)]s[FeO(H2PO,4)], muy parecido a la ferrihidrita con la diferencia de que
cada atomo de hierro esta rodeado por 5 atomos de oxigeno y uno de fosforo,
en vez de 6 atomos de oxigeno. Este atomo de fosforo es el punto donde el
mineral se une a los aminoacidos de la pared interior de la proteina. Este
mineral se deposita dentro de la cavidad que forma la unidad biologica. Puede
almacenar hasta 4500 atomos de hierro y de esta manera lo mantiene
disponible para su uso posterior en su forma activa y evita que se convierta en
una especie inerte como HFeO (6xido acido de hierro) (Chasteen & Harrison,
1999).
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La subunidad de esta proteina esta formada por dos pares de hélices
antiparalelas AB y CD unidas mediante un asa y por una hélice mas corta
perpendicular a las anteriores E, situada en el extremo C terminal de la
subunidad, como se muestra en la figura 4a. En los mamiferos existen dos
subunidades distintas, H y L (heavy y light en inglés) con una identidad
secuencial del 55% y cuya relacion depende el tejido de origen (Arosio et al.,
1978). Estas subunidades tienen funciones complementarias en cuanto a
adquirir el hierro del medio. La subunidad H contiene un sitio ferroxidasa
dinuclear localizado en el sitio intermedio de las cuatro hélices alfa principales,
que cataliza la oxidacion de ion ferroso (Fe**) por el O,, produciendo H,O,. La
subunidad L carece de este sitio pero contiene un exceso de glutamatos en la
superficie interior de la esfera que propicia el microambiente adecuado para el
proceso de biomineralizaciéon (Chasteen & Harrison, 1999). De hecho se han
sintetizado exitosamente otros minerales dentro de esta proteina, tales como
sulfuro férrico, oxihidroxido de uranilo y de manganeso, etc. (Douglas et al.,
1995).

La unidad biologica consta de 24 subunidades empacadas con simetria 432
qgue forman una esfera hueca de diametro externo de 12 nm e interno de 8nm
(figura 4b) (Harrison & Arosio, 1996). En dicha unidad cada subunidad se
encuentra rodeada por otras seis subunidades. Su peso molecular es
aproximadamente 440 kDa.

Cuenta con 8 canales hidrofilicos sobre los ejes de simetria C3, por donde se
piensa que el hierro entra y sale de la molécula (Levi et al., 1996). También
cuenta con 6 canales hidrofébicos sobre los ejes de simetria C4 que se piensa
estan relacionados con algun intercambio electrénico.

La ferritina cristaliza en tres diferentes grupos espaciales a saber, cubico
(F432) empleando 1.0 M (NH4)2SO4 / 80 mM CdSO,4 como agente precipitante;
tetragonal (P42;2) obtenidos con 0.66 M (NH;).SO,4/ 80 mM CdSO, (Granier et
al., 1997) y ortorrombico (P2:2:2) con 0.4 M (NH4)>SO4 / 80 mM CdSO,

(Langlois et al., 1996). Las diferentes estructuras se han resuelto partiendo de
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cristales obtenidos mediante la técnica de difusion en vapor. La primera
estructura de ferritina descrita fue la bazo de equino mediante difraccion de
rayos X, con una resolucion de 2.8 A (Hoare et al., 1975; Banyard et al., 1978).
En el caso de la estructura cubica se sabe que hay interacciones
intermoleculares mediadas por puentes salinos debido a los iones Cd?* unidos
a los ejes C3 (Granier et al., 1997).

figura 4. a) Subunidad de ferritina de bazo de equino. b) Unidad bioldgica de

dicha proteina, conformada por 24 subunidades. PDB codigo: 1aew

[ll. 7 Conceptos basicos de electroquimica

Los fendbmenos electroquimicos que se llevan a cabo en disolucién acuosa son
los mas ampliamente estudiados. Estos fendbmenos requieren la presencia de
elementos portadores de carga (iones o moléculas polares) para que exista un
flujo de cargas dentro de la solucién. Los iones en disolucion y las moléculas
polares se orientan por atraccién electrostatica como consecuencia del
potencial adquirido en los electrodos en la presencia de un campo eléctrico.
Una vez orientados fluyen hacia éstos a una velocidad particular y con una

dindmica caracteristica de las circunstancias. Este proceso corresponde
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claramente a un fendmeno de migracién, descrito en la seccion 111.4 como un
fendmeno de transporte de masa.

Las técnicas galvanostaticas se caracterizan por la imposicion de una corriente
eléctrica en un sistema y el registro del cambio en el potencial dentro del
mismo. Se conoce como corriente eléctrica () a la cantidad de carga eléctrica
que circula por unidad de tiempo en un circuito y se mide en amperios (A).
Cuando existe una diferencia de potencial entre dos puntos, se habla de una
medida del trabajo que se debe realizar para que una carga eléctrica se mueva
de un punto al otro; esta diferencia se mide en voltios (V).

Al imponer un campo eléctrico en una solucion, ya sea interno o externo, la
carga que pasa por un punto en el circuito esta dada por la corriente y el
tiempo Q = It.

Siempre que pasa una corriente por un circuito hay tres factores que hacen
aumentar el valor del voltaje que se necesita aplicar para mantener el valor de
la corriente: el potencial 6hmico, la polarizacion de la concentracion y el
sobrevoltaje.

El potencial 6hmico esta relacionado con la ley de Ohm y es el voltaje
necesario para que pase corriente a través de una celda que tiene cierto valor
de resistencia y se lleve a cabo la migracién de los iones y/o la reaccion
electroquimica. Recordando brevemente, la ley de Ohm afirma que el potencial
es directamente proporcional a la intensidad de corriente y a la resistencia del
sistema.

La polarizacion de la concentracion aparece cuando la concentracion de las
especies cargadas no son las mismas en la superficie del electrodo y en el
seno de la solucion. Esto a su vez aumenta el potencial necesario para que se
lleve a cabo el fenbmeno de migracion.

Por otro lado, el sobrevoltaje se atribuye a la energia de activacién necesaria
para llevar a cabo una reaccién redox (en caso de que la haya); se define
como el voltaje necesario para mantener una determinada velocidad de

transferencia electrénica.
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Cuando las especies cargadas son atraidas al electrodo de signo contrario se
forma la llamada doble capa eléctrica. La primera capa de moléculas formada
en la superficie del electrodo estd especificamente adsorbida por fuerzas de
van der Waals y por fuerzas electrostaticas. A continuacion se forma otra capa
de moléculas de signo opuesto al del electrodo y a medida que nos alejamos
de éste, dichas moléculas disminuyen formando asi la llamada parte difusa de
la doble capa.

lll. 8 Electrosintesis de polipirrol

Con la finalidad de adherir cristales de ferritina sobre la superficie de un
electrodo de grafito (seccion V.7), se utilizd polipirrol obtenido mediante
técnicas electroquimicas, como una especie de pegamento.

El pirrol es un compuesto organico heterociclo aromatico, de formula molecular
C4HsN cuya estructura se muestra en la figura 5a. En 1968 Dall'Olio y
colaboradores, obtuvieron por oxidacion electroquimica del pirrol en medio
sulfurico, lo que entonces llamaron “pirrol negro”, un precipitado de este color,
insoluble, con naturaleza catidnica, que tenia propiedades conductoras. Este
compuesto resulté ser polipirrol (figura 5b).

Posteriormente se descubrié que este tipo de polimeros, llamados intrinsecos,
son aquellos que a lo largo de la cadena poseen lo que se conoce como
conjugacion n debido a la presencia de dobles enlaces conjugados (Diaz et al.,
2005). La incorporacion de algunos iones en la composicion de los polimeros,
aumenta considerablemente la conductividad del mismo, esto dio lugar a que a
dichos iones se le llamaran dopantes (Chiang et al., 1977). Su estructura de
bandas es semejante a la de los semiconductores y aislantes; el dopado altera
la estructura de bandas, tomando electrones de la banda de valencia (dopado
p) o cediendo electrones a la banda de conduccion (dopado n), dejando alguna
de las dos bandas parcialmente llena (Epstein et al., 1989).
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Entre los principales métodos utilizados para la sintesis de estos polimeros se
encuentran: por sintesis directa, por oxidacion quimica del polimero y por
oxidacion electroquimica (Fernandez, 2003).

La sintesis electroquimica tiene la ventaja de que permite obtener el polimero
en un solo paso, en estado conductor, sin necesidad de doparlo después
(Otero et al., 1987; Beck, 1988). Permite ademas obtener muestras en forma
de pelicula con un grosor controlado. Durante este proceso, se inicia una
oxidacion anddica mediante la aplicacion de un potencial eléctrico y el polimero
se deposita sobre la superficie de un electrodo (el anodo). Este paso es un
proceso progresivo y reversible que da lugar a la formacion de un compuesto
polimero-contraion de estequiometria variable. Es un proceso rapido, unos
pocos segundos después del inicio del flujo de corriente anddico, el electrodo
se recubre con una pelicula negra (Fernandez, 2003).

Durante la formacién del polimero tiene lugar un proceso simultdneo de
oxidacion polimérica ya que el potencial de oxidacion del polimero es menor
que el potencial de polimerizacion. El polimero reducido es un semiconductor

mientras que el oxidado es un conductor (Fernandez, 2003).
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figura 5. a) pirrol, b) polipirrol
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De entre todos los monémeros heterociclicos, el pirrol tiene la ventaja de que
puede ser facilmente electropolimerizado en solucién acuosa en un amplio
intervalo de valores de pH (3 — 9), tiene una alta solubilidad en agua y un

potencial de oxidacién relativamente bajo (Fernandez, 2003).



METODOS

1V. METODOS



-

%‘@’ﬁ METODOS

IV. 1 Muestra

Para la realizacion experimental de esta tesis, se utilizd6 una muestra comercial
de ferritina de bazo de equino obtenida de Sigma (codigo, F4503) en forma de

solucion acuosa con 76 mg/mL de proteinay 0.1 M NacCl.

IV. 2 Pruebas de cristalizacién en microbatch

Para las pruebas de cristalizacibn en microbath se utilizaron placas de
poliestireno con 72 pozos (Hampton Research), como los que se muestran en
la figura 6. En cada uno de los pozos con capacidad para 11 uL se coloca una
mezcla 1:1 de proteina y agente precipitante, después se recubre con una gota
de aceite mineral ligero con una densidad de 0.84 g/mL, para evitar la

evaporacion del disolvente.

figura 6. Placa de cristalizacién microbatch con 72 pozos
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IV. 3 Dispersion dinamica de luz (DLS)

También llamada dispersion de luz cuasi-elastica (QELS) o espectroscopia de
correlacion foténica (PCS). Es una técnica empleada en el crecimiento de
cristales de biomoléculas, para estudiar las condiciones de pre-nucleaciéon y
nucleacién, asi como la solubilidad y la agregacién de la proteina, es decir, las
interacciones proteina — proteina y solvente — proteina en diferentes
condiciones (Wilson, 2003). Esta técnica se basa en la medicién de las
fluctuaciones del promedio de la intensidad de luz dispersada por la muestra a
un angulo determinado, durante un corto periodo de tiempo t (Harding, 1998).
Estas fluctuaciones se deben principalmente al movimiento aleatorio difusivo
de las moléculas de proteina dentro y fuera de un punto en un rayo laser que
se incide sobre la muestra. En la figura 7 se muestra una esquema simplificado

del principio de operacion de esta técnica.

muestra

U9l

laser I, I

Iy
detector -

figura 7. Principio de operacion de la técnica DLS. Parte de la

intensidad del rayo incidente sobre la muestra es dispersado por las

particulas en solucién y es detectado en el angulo 6.
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Comunmente el angulo de deteccion 6 es de 90°, pero en el equipo empleado
durante la realizacion de esta tesis el angulo es de 173°, lo que se conoce
como deteccion retrodispersa. Este angulo tiene la ventaja de evitar la
multidispersion, fendmeno que conlleva errores de precision y exactitud en la
determinacion del tamafio de particula, sobre todo si la muestra se encuentra
muy concentrada.

Matematicamente este comportamiento puede presentarse como una funcion

de correlacion que tiene la siguiente forma:
C(r)=B[1+a(C(x)]

B: linea base

a: constante que depende de la coherencia espacial de la luz
dispersada detectada

C'(r): funcién de correlacién normalizada del campo eléctrico

dispersado

Se trata de una funcién de decaimiento, que es la expresion matematica que
indica una tendencia en una relacién a decrecer y finalmente desaparecer asi
como la velocidad en que este fenébmeno ocurre.

Dependiendo de si el tamafio de la muestra es homogéneo, si presenta
algunos oligbmeros o si es heterogéneo con la presencia de grandes
agregados, la funcién de correlacion puede adoptar formas distintas. Para el
primer caso, la funcion de correlacion normalizada del campo eléctrico

dispersado se puede escribir como sigue:
C'(t)=e'"

En los otros dos casos, esta funcion se puede expresar como:
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C'(z)= [ f(T)eedr

O =8

En cualquiera de los casos, I es la constante de decaimiento que se relaciona

con el coeficiente de difusion de la proteina:
2
I'=Dq

D es el coeficiente de difusion translacional, dependiente de la concentracién y

g es el vector de dispersidon que a su vez esta dado por:

n: indice de refraccion del medio
0 A longitud de onda del rayo incidente
q= sin— verticalmente polarizado en vacio.

8: angulo de deteccion de la dispersion

Un anadlisis de la funcién de correlacion provee una forma de estimar el tamafio
aparente de las moléculas en solucion; si se considera que la proteina es
globular, se puede emplear la relacion de Stokes-Einstein para estimar el valor

del radio hidrodinamico Ry, de la proteina:

kT k: constante de Boltzmann

R, =
67z1D(C)

T: temperatura absoluta

n: viscosidad de la solucion

Mientras mas grande sea el valor de D, la particula es mas pequefa lo que
provoca que la funcién de correlacion decaiga rapidamente. Por el contrario,
pequefios valores de D corresponden a particulas mas grandes y a un

decaimiento mas lento en la funcion (Wilson, 2003).
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Por otro lado se debe de tener precaucion a la hora de interpretar los datos, ya
que tomar la distribucion de tamafio de particula obtenida mediante esta
técnica como estados absolutos de agregacién de la proteina es erroneo,
sobre todo si la muestra presenta un alto grado de polidispersidad. Para
obtener datos confiables, la diferencia en tamafios entre dos especies debe ser
mayor a un factor de 5. A veces lo que se puede saber de este analisis es la
simple presencia de agregados y no su tamafio real.

También es bueno saber si el disolvente esta afectando de alguna manera la
funcién de correlaciébn ya que los agentes precipitantes presentan por si
mismos variaciones en el coeficiente de difusibn y se puede obtener una
funcion de decaimiento con respecto a la luz que dispersan.

Los datos de tamafio de particula fueron obtenidos in situ durante la
electrocristalizacion con el software DTS (nano) (Malvern, Ldt.), acoplado al
equipo de la serie Zetasizer nano, modelo nano S de Malvern, con un laser de

633 nm de longitud de onda.

IV. 4 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria es un conjunto de técnicas analiticas basadas en la
relacion existente entre el potencial y la corriente en un proceso
electroquimico.

La velocidad de reaccion en dicho proceso, esta controlada por la velocidad de
difusién de la especie hacia el electrodo y es proporcional al gradiente de
concentracion entre ambas zonas.

La voltamperometria ciclica usa una forma de onda triangular (figura 9)
aplicada al electrodo de trabajo. Se aplica una rampa lineal de voltaje entre los
tiempos to y t1 y después se invierte la rampa para llevar de nuevo el potencial

a su valor inicial en el tiempo t.
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figura 9. Intervalo de potencial en funcion del tiempo

durante un experimento de voltamperometria ciclica.

En la figura 10 se muestra como ejemplo un voltamperograma tipico, aplicando
un intervalo de potencial de este tipo. Segun la convencion francesa, las
corrientes positivas corresponden a una oxidacién, es decir que el electrodo de
trabajo actia como anodo y las corrientes negativas corresponden a una
reduccion y el electrodo de trabajo actia como cétodo. Al valor de potencial
donde se alcanza la corriente limite de reduccion se le conoce como potencial
de pico catodico (Epc) y para el proceso de reduccion se le llama potencial de
pico anodico (Epa). El potencial de media onda, E ., corresponde a la
semisuma de estos potenciales.

Que la corriente no se estabilice antes de invertir el potencial se debe a que se
termina el analito en las proximidades del electrodo de trabajo y la difusion es
muy lenta para restituirlo. Cuando el potencial se invierte la corriente sigue
siendo catddica ya que el potencial es lo suficientemente negativo para que se
de lugar la reduccion; cuando el potencial se hace bastante menos negativo es
cuando aparece la corriente anddica.

Cuando se aplica un potencial constante, el potencial del catodo se va
haciendo cada vez mas negativo y cualquier soluto puede reducirse y
entonces es necesario agregar un despolarizador catédico como nitrato que se

reduce mas faciimente que H*. Por eso se agrega un tercer electrodo, para
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mantener un potencial catédico constante. De esta forma: a) el electrodo de
trabajo es aquel donde se lleva a cabo la reaccion de interés, b) el electrodo de
referencia es aquel respecto al cual se mide el potencial del electrodo de
trabajo por donde no pasa practicamente corriente y no se ve afectado por los
fendmenos de sobrevoltaje y c) el electrodo auxiliar o contraelectrodo forma un
par con el electrodo de trabajo para que pase una cantidad significativa de

corriente.

4 E .=(Epc+Epa)i2 Epe
* a
E inversion, t,
- s
—— - " Y F -
t, E
L
Epa

figura 10. Diagrama tipico de un voltamperograma

Para fines de la realizacion de esta tesis se utilizé una celda de fluidos (50 ulL)
acoplada a un modulo electroquimico (EC-AFM) de Digital Instruments
Multimode SPM, NanoScope llla de Veeco. Como electrodo de trabajo se
empled una placa de platino, como electrodo de cuasireferencia un alambre de
plata y como contraelectrodo un alambre de platino, para los experimentos de
electrocristalizacion. Para la electrosintesis de pirrol se utiliz6 como electrodo
de trabajo grafito pirolitico altamente orientado (HOPG), ya que ha demostrado
ser un electrodo especialmente Util para esta reaccién (Acosta et al., 2007;
Hernandez-Pérez et al., 2002). EI O, origina un par de ondas electroquimicas,
por lo que fue removido en cada solucién burbujeando N,.
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IV. 5 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Esta técnica fue inventada en 1986 (Binning & Quate) y desde entonces ha
tenido un gran impacto en ciencias de materiales, ciencias biolégicas y en
industrias como la electronica, de telecomunicaciones, automotriz, etc. La
microscopia de fuerza atomica ha sido empleada para estudiar cristales de
proteina, &cidos nucleicos y virus en solucién mientras crecen, ya que tiene la
singular capacidad de que es posible caracterizar superficies inmersas en
solucion acuosa. Esto nos permite obtener imadgenes mas precisas de las
muestras a estudiar, cuando estas se encuentran comunmente en un ambiente
acuoso, lo que evita la deshidratacion de la muestra.

Una punta unida a un soporte llamado cantilever, barre la superficie en
cuestion. La interaccion de la punta con la muestra 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 convierte estas desviaciones en informacion sobre la superficie de
la muestra. Un ceramico piezoeléctrico se usa para mover la muestra en las
direcciones x, y y z (figura 11).

Los cristales de macromoléculas son especialmente sensibles a la presion ya
que son superficies suaves. Entre mas pequefa sea la constante de fuerza de
resorte del cantilever, menor sera la fuerza con la que interactie la punta con
la muestra. Por otro lado, mientras mas grande sea la fuerza aplicada, la punta
sera mas sensible a las variaciones superficiales, lo que conllevara a una mejor
caracterizacion topogréafica.

Las fuerzas que interactian entre la muestra y la punta son: fuerzas
electrostaticas a grandes distancias (20 nm), fuerzas de van der Waals a
distancias medias (varios A) y fuerzas de repulsion de Pauli (~1 A) (Goldsbury
2002).
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figura 11. Esquema que ilustra el principio de operacion de
un microscopio de fuerza atémica. Las desviaciones de un
laser que incide sobre el cantilever, se traduce en

informacion topografica sobre la muestra.

En el lamado modo contacto, como su nombre lo indica, la punta se encuentra
permanentemente en contacto con la muestra. Por contacto entendemos
aquella distancia de la zona repulsiva en una curva de fuerza (figura 12), es
decir en la zona donde predominan las fuerzas de repulsion de Pauli.

Entre las limitaciones de esta técnica se encuentra que las muestras deben
estar firmemente fijas en un soporte sélido. A menos que los cristales crezcan
in situ en la superficie donde se analizaran.

Se utilizé un equipo Multimodal Nanoscope llla de Veeco (Digital Instruments,
Santa Barbara USA), con un modulo electroquimico (EC-AFM). Se utilizaron
cantilevers de nitruro de silicio SisN4, con una constante de fuerza de resorte
de 0.3 N/m, de 200 mm de largo, con puntas integradas (NP-20, SPM Digital
Instruments, Co.). Las imagenes de AFM fueron analizadas con el software

Nanoscope llla v. 5.22.r4.
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figura 12. Curva de fuerza que representa la interaccién entre la
punta y la muestra. En modo contacto, la distancia entre éstas se
encuentra en la zona repulsiva, es decir que la interaccion es

regida por las fuerzas de repulsion de Pauli.

IV. 6 Difraccion de rayos X

Hasta el momento, la resolucion estructural de macromoléculas biolégicas se
realiza principalmente a través de difraccion de rayos X, si bien tiene el
inconveniente de que se requiere la presencia de cristales. Técnicas que no
presentan esta desventaja, como Resonancia Magnética Nuclear (Wuthrich
2001) 6 EM-Crio (Frank 2006), se ven limitadas hasta el momento por el peso
molecular de la muestra. Los rayos X fueron descubiertos por Rontgen en 1895
y son radiacién electromagnética con un intervalo de longitud de onda de 107" —
10 m (1000 — 0.1 A).

Incidir un haz de rayos X sobre un cristal, producira miles de puntos de
difraccion con un entramado especifico. De la posicion de estos puntos se

puede dilucidar la distancia interplanar que se repite dentro del cristal y la
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intensidad. De esta difraccion se puede conocer la estructura tridimensional de
la molécula que forma el cristal, empleando un software especializado.

Dado que el nimero y tamafio de las moléculas que componen un cristal de
proteina son muy grandes, la difraccion es de mucho menor intensidad que
para cristales de una molécula pequefia, ya que la difraccion es un efecto
cooperativo entre las moléculas de un cristal. Ademas que los elementos C, N
y O, que son los principales componentes de las proteinas, difractan mucha
menor radiacion que los elementos mas pesados de la tabla periodica.

Para llevar a cabo una colecta de datos de un monocristal, se necesita
principalmente una fuente de rayos X y un detector de los mismos. En la
actualidad, los aceleradores de particulas como el sincrotron son las fuentes
mas poderosas de rayos X. La longitud de onda de la radiacién de sincrotrén
es mucho mas corta que la empleada en cualquier equipo convencional, lo que
mejora la transmisién y acelera la colecta de datos. Entre las ventajas de usar
una longitud de onda menor es que se favorece el tiempo de vida del cristal ya
que se ve menos dafiado por la radiacion al exponerse menor tiempo a los
rayos X. Estos suelen formar radicales libres que a la larga desestabilizan y
destruyen el cristal. Bajar la temperatura durante la colecta de datos de
difraccion producida por el cristal, disminuye a su vez los efectos de este dafio.
Un sincrotrén es un equipamiento enorme, en el que se hacen circular
particulas eléctricamente cargadas a una velocidad cercana a la de la luz.
Estas particulas son inyectadas en un anillo de almacenaje y cuando el rayo de
particulas cambia de direccion, debido a la presencia de campos magnéticos,
las particulas son aceleradas hacia el centro del anillo. Esto provoca la emision
de energia en forma de radiacion electromagnética, cuya longitud de onda
dependera de la energia de las particulas cargadas y de la intensidad del
campo magnético. Esta energia es compensada por pulsos de radiofrecuencia
en cada ciclo. El anillo tiene cominmente un diametro de entre 10 y algunos

cientos de metros.
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La principal ventaja del uso del sincrotron como fuente de rayos X es la
intensidad, ya que ésta es algunos 6rdenes de magnitud mayor que cualquier
equipo convencional de tubos sellados o anodo rotatorio. Otra de sus ventajas
es que presenta poca divergencia de la onda electromagnética, generando
puntos mas intensos y definidos.

Con el fin de comparar el efecto de un campo eléctrico interno sobre la
cristalizacion de ferritina, se obtuvieron datos cristalograficos de los cristales
obtenidos en solucion con y sin presencia de campo eléctrico. En todos los
casos, la resolucion fue de 2.0 A utilizando radiacion de sincrotrén en la
beamline X6A ubicado en el Brookhaven National Laboratoy, Upton, NY (USA).
Se colect6 un data set de 180 imagenes de oscilacion con un ADSC Quantum
Detector 210.
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V. 1 Estado de agregacion inicial de la muestra

Se sabe que la ferritina forma In vitro oligdmeros que afectan la cristalizacién
(Thomas 1998). Con el propésito de estudiar el estado de agregacion de la
muestra comercial de ferritina, se llevaron a cabo estudios de la misma, midiendo
el tamafio de particula mediante dispersion dinamica de luz (DLS). Se prepar6 una
solucion a 20 mg/mL de ferritina, sin agente precipitante, a pH 5, en acetato de
sodio 0.05 M. El resultado se muestra en la figura 13, donde se observa una
tendencia bimodal de tamafo de particula en un intervalo de temperatura de 4 a
30 °C.
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figura 13. a) Diametro hidrodinamico de agregados de ferritina nativa sin
agente precipitante en funcién de la temperatura, determinado mediante

DLS. Intervalo de temperatura: 4 — 30 °C

En la figura 14 se muestra el porcentaje de intensidad de la luz dispersada en
funcion del tamafio de particula para cinco valores de temperatura: 4, 10, 20, 25y
30°C.
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figura 14. a)-e) Porcentaje de intensidad de la luz dispersada en funcién del tamafio

de agregados de ferritina a cinco valores de temperatura. Concentracion de ferritina:

5 mg/mL, pH 5. f) Diametro hidrodinamico de agregados de ferritina nativa sin

agente precipitante en funcién del tiempo a 20 °C.
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La formacibn de agregados no parece guardar ninguna relacibn con la
temperatura, como podemos observar en estos resultados. La figura 14c,
correspondiente a las especies presentes a 20°C es la que demuestra tener menor
polidispersidad, ya que los valores del tamafio de los agregados se sitlan en un
intervalo menor, comparado con las demas especies. En la figura 14f podemos ver
qgue las especies se mantienen estables a través del tiempo. La primera de ellas
corresponde al monémero (Harrison & Arosio, 1996) y a oligdbmeros pequefios. La
segunda, con un diametro mayor (entre 100 y 200 nm) corresponde a grandes
agregados, los que en realidad se encuentran en una proporcion mayor, segun la
intensidad de luz dispersada, como se muestra en la figura 14c.
La presencia de estos oligobmeros es ampliamente conocida (Niitsu & Listowsky,
1973), sin embargo hasta ahora no se ha podido explicar satisfactoriamente su
naturaleza y la causa de su presencia en soluciones acuosas de ferritina (Thomas
et al., 1998). Recientemente se ha encontrado evidencia de que estos oligdmeros
se unen mediante interacciones electrostaticas, a la superficie de los microtubulos
(Hasan et al., 2005), que son estructuras formadas por tubulinas, que forman parte
del citoesqueleto (Amos, 2005) y que ayudarian a regular los niveles de ferritina en
el citoplasma (Hasan et al., 2006). Lo que se sabe, es que su formacion es
espontanea y que la naturaleza de la atraccion entre moléculas que forman un
agregado difiere de aquella atraccion responsable de la nucleacion y posterior
cristalizacion de la proteina (Petsev et al., 2000).
Tomando en cuenta estos resultados se decidié trabajar a 20°C, lo que nos
permitira llevar a cabo experimentos con una menor polidispersidad, sin separar el
mdnomero de los oligdmeros.
Una vez conocida la polidispersidad de la muestra, se llevaron a cabo pruebas de
cristalizacion para encontrar las concentraciones adecuadas a usar del agente

precipitante y de la proteina durante la electrocristalizacion a 20 °C.
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V. 2 Pruebas de cristalizacién empleando la técnica batch

Tradicionalmente se ha utilizado CdSO, al 5% p/v (0.2 M) como agente
precipitante en la cristalizacion de ferritina (Arosio et al., 1983; Hemstead et al.,
1997). Pero segun Granier y colaboradores (1997), la mezcla de agentes
precipitantes CdSO, y (NH,4).SO, a diferentes concentraciones, da como resultado
la formacion de cristales de diferentes grupos espaciales: cubicos, tetragonales y
ortorrémbicos (como se ha mencionado en la pagina 21), previa purificacion de la
muestra de ferritina a cristalizar mediante cromatografia de exclusion molecular
(separaciéon de los monémeros y los oligobmeros).

Utilizando esta mezcla de sales se llevaron a cabo dos estudios selectivos del
comportamiento de cristalizacion de la proteina en funcién de su concentracion y
de la concentracion de la mezcla de agentes precipitantes. Estos estudios se
realizaron mediante la técnica batch. En el primero de ellos se varia la
concentracion de CdSO,4 en un intervalo de 0 a 0.25 M, con incrementos de 0.05
unidades. En el segundo se varia la concentracion de (NH4).SO,4 en un intervalo
de 0 a 1.0 M, con incrementos de 0.2 unidades y en ambos la concentracion de
ferritina se varia en un intervalo de 1 a 23 mg/mL, con incrementos de 2 unidades,
tal y como se muestra en la figura 15.

Después de tres dias se observaron Unicamente cristales pertenecientes al
sistema cubico, como se comprobo facilmente mediante un filtro polarizador de
luz, ya que éstos, al ser sistemas isotropicos, no presentan birrefringencia.

En a) se observd que al disminuir la concentracion de CdSO, los cristales se
vuelven mas grandes hasta una concentracion de 0.1 M por debajo de la cual no
se forman cristales. En b) se aprecia que los cristales se vuelven mas definidos a
medida que la concentracion de (NH4).SO,4 decrece hasta 0.5 M y a menores
concentraciones de dicha sal se forman lo que se conoce como estructuras
dendriticas. En ambos casos al aumentar la concentracion de proteina los cristales
se vuelven mas abundantes aunque su tamafio permanece practicamente
constante en todo el intervalo, es decir que la nucleacién es prolifica, pero ésta no

afecta el tamafio de los cristales (figura 16).
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figura 15. Aqui se muestran los intervalos de variacion de concentraciones tanto

de ferritina como de agente precipitante en dos pruebas. En a) se mantiene

constante la concentracion de (NH4),SO, mientras se aumenta la concentracion

de CdSO, desde la columna F hasta la A, en incrementos de 0.05 unidades. En

b) se mantiene constante la concentracion de CdSO, y se aumenta la

concentracion de (NH,;).SO, desde la columna F hasta A, en incrementos de 0.2

unidades. En ambas pruebas la concentracion de ferritina aumenta de la fila 1 a

la 12, con incrementos de dos unidades.
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Figura 16. Representacion esquematica de los resultados obtenidos en

las pruebas de cristalizacién con las condiciones descritas en la figura 15.
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En las figuras 17 y 18 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas a y
b respectivamente, a tres diferentes concentraciones de proteina y de agente
precipitante.

Una idea ampliamente aceptada es que para obtener cristales de ferritina se
deben separar los mondémeros de los oligdbmeros, de lo contrario los
experimentos de cristalizacion llevaran Unicamente a la formaciéon de dendritas
(Hegenauer et al., 1979; Arosio et al., 1983; Langlois et al., 1996; Granier et
al., 1997; Hemstead et al., 1997; Thomas et al., 2000; Tsekova et al., 2002;
Moreno & Rivera, 2005; Bartling et al.,, 2007; Tatur et al., 2007). Los
agregados conocidos como dendritas se forman cuando después de la
nucleacién en condiciones de sobresaturacion, el sistema no llega a la zona de
metaestabilidad y por lo tanto no alcanza el equilibrio, en donde procede el
crecimiento. Es decir que el crecimiento se da en la misma regiéon de
sobresaturacién, es decir, lejos del equilibrio (Amords, 1990). Los resultados
mostrados aqui contradicen esta idea ya que la muestra no se purific, sino
que se us6 en las mismas condiciones en que fue obtenida. Es decir que al
acoplar los efectos de dos agentes precipitantes en ciertas concentraciones, es
posible modificar el grado de saturacién de esta proteina. El hecho de que en
la presencia Unicamente de mondmeros, no se formen dendritas, a pesar de
estar ausente el (NH,4)>.SO4, es un hecho explicable analizando los respectivos
diagramas de fase tedricos (figura 19). En la figura 19a se esquematiza el
proceso de crecimiento cristalino cuando hay Unicamente mondmeros
presentes, utilizando CdSO,4 como agente precipitante. A una concentracion de
ferritina constante, pasamos de una region de subsaturacion a una region de
sobresaturacién, agregando CdSO, a cierta concentracion. Una vez que
aparecen los primeros nucleos, la concentracion de ferritina disminuye hasta la
region de metaestabilidad donde alcanza el equilibrio y crecen los cristales.
Cuando hay presentes grandes agregados (figura 19b), la concentracion de
ferritina no logra disminuir lo suficiente para llegar a la zona de metaestabilidad

y por lo tanto los nucleos formados desarrollan dendritas.
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Segun la dindmica de crecimiento de régimen mixto que controla el crecimiento
cristalino, el transporte de masa hasta la superficie del cristal en crecimiento es
el primer paso durante la cristalizacién. El hecho de que los agregados tengan
una mayor masa que el mondmero, limita su trasporte de masa, asi como su
incorporacion a la red cristalina. Esto se debe a que una vez en la superficie
del cristal no se colocan con facilidad en un sitio kink (seccién Il11.2), debido al
amplio volumen que ocupan en comparacion con el monémero. Esto explica
porque la concentracion de ferritina no disminuya lo suficiente antes de
formarse dendritas.
Al agregar un co-agente precipitante, (NH4).SOy, el transporte difusivo dentro
la solucién, asi como la incorporacién de unidades a la red, siguen siendo
lentos en presencia de oligébmeros. Sin embargo se observa la formacion de
cristales bien definidos, lo que nos indica que la solucion si se sitia en la
region de metaestabilidad y alcanza el equilibrio, lo que conlleva a la formacion
de cristales (figura 19c).
Este hecho sugiere que el sistema se sitta en un menor nivel de
sobresaturacion en donde se forman los ndcleos y enseguida alcanza el
equilibrio, debido a un cambio en la solubilidad de la proteina al aumentar la
fuerza idnica.
Durante las pruebas de cristalizacion, al disminuir la relacion entre las
concentraciones de los agentes precipitantes, se va haciendo mas facil llegar
desde la zona de sobresaturacién hacia la curva de equilibrio, hasta que se
llega a una relacién de concentraciones donde nunca se toca la zona de
sobresaturacion y por lo tanto no hay aparicion de cristales (figura 20). Esto
explica porque al disminuir la relacion de las concentraciones, los cristales se
vuelven méas grandes y definidos, hasta una relaciéon de CdSO4/(NH,4),SO4 =

0.1 M/0.5M =0.2, por debajo de la cual no hay crecimiento cristalino.
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a) CdS0, 0.2 M CdS0, 0.1 M sin CdSO,
(NH.),S0, 0.5 M (NH.),S0, 0.5 M (NH4)2S04 0.5 M

Ferritina 20 mg/mL Ferritina 10 mg/mL

Ferritina 23 mg/mL

figura 17. Fotografias que muestran los resultados obtenidos para la prueba a, con tres
condiciones distintas de proteina y agente precipitante. Por debajo de una

concentracion 0.1 M de CdSO4 no se forman cristales.
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b) (NH4)2SO4 0.8 M (NH4)2SO4 0.5M sin (NH4)2SO4
Cds0,0.1 M Cds0,0.1 M Cds0O,0.1 M

Ferritina 5 mg/mL

Ferritina 10 mg/mL

Ferritina 20 mg/mL

£ Be

figura 18. Fotografias que muestran los resultados obtenidos para la prueba b,
con tres condiciones distintas de proteina y agente precipitante. Por debajo de

una concentracion 0.5 M de (NH,4),SO, se forman dendritas.
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figura 19. a) Diagrama teérico del sistema mondmerico en presencia de CdSO4
como agente precipitante. b) Diagrama tedrico del sistema oligomérico en
presencia de CdSO, como agente precipitante. ¢) Diagrama teérico del sistema

oligomérico empleando CdSO,/(NH,),SO, como agente precipitante.
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Para comenzar con la electrocristalizacion, las condiciones que se eligieron,

segun estas pruebas fueron:

Ferritina 20 mg/mL
CdSO4 / (NH4)2S04 0.1M/0.5M

sobresaturacidn

S0 NH, LSO, = 0.2

[ferratinal

regidn metaestable

stbs=aturacién

[CdSO,] / [(NH,),S0,)

figura 20. Diagrama teorico del sistema ferritina — CdSO4/(NH,).SO,.
Las lineas de colores muestran la disminucion de la relacion de
agentes precipitantes CdSO,4/(NH,4),SO, hasta un valor de 0.2 por
debajo del cual no aparecen cristales.

V. 3 Cristalizacién electroasistida galvanostaticamente

Para llevar a cabo los experimentos de electrocristalizacion aplicando una
corriente constante, se utiliz6 una celda comercial de cuarzo con 45 uL de
volumen (figura 8), a la cual se le adaptaron dos electrodos de platino de 0.25
mm de didmetro. La celda de cuarzo se utilizo con el fin de monitorear el
proceso mediante dispersion dinamica de luz, con la menor interferencia
posible. Los electrodos de platino se usan comunmente como electrodos

inertes que no participan en ninguna reaccion redox y solamente conducen la
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corriente. La corriente se mantuvo fija durante todo el experimento mediante un

galvanostato que tienen un intervalo de corriente de 0.1 uA a 10 mA.

ciilodo duode

¥ ¥

WLngrs

—

2.00 mm

figura 8. Celda empleada para la electrocristalizacion
(Pérez 2008)

Los experimentos de electrocristalizacion se llevaron a cabo en solucién
acuosa, a dos diferentes valores fijos de intensidad de corriente. Todos fueron
monitoreados In situ mediante DLS.

Primero se llevd a cabo un experimento en la celda y las condiciones ya
descritos, en ausencia de corriente eléctrica como control. Los resultados se
muestran en la figura 21.

Comparando esta figura con la figura 14f vemos que, una vez agregado el
agente precipitante desaparece el estado monomérico de la proteina, que
Unicamente presenta agregados en solucién. Las especies que predominan en
casi el 50% de la solucién, segun se observa, son agregados de entre 200 y
400 nm. En menor proporcion vemos agregados que oscilan entre los 1000 y
2000 nm. Los cristales obtenidos, después de dos dias de este ensayo sin
corriente son pequefios y muy abundantes, depositindose sobre todo en

ambos electrodos y en las paredes de la celda (figura 22).
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figura 21. a) Diametro hidrodinamico de agregados de ferritina
durante la cristalizacion, sin corriente. b) Porcentaje de intensidad de
la luz dispersada por dichos agregados a 20 °C y pH 5. Ferritina 20
mg/mL, (NH,),SO, 0.5My CdSO, 0.1 M.

Posteriormente se llevo a cabo un experimento en solucién acuosa con una
intensidad de corriente constante de 0.1 pyA. En este experimento se observa la
siguiente distribucion del tamafio de particula en solucion: agregados entre los
150 y 350 nm de diametro, ademas del mondémero y el dimero ligeramente en
menor proporcion que los primeros (figura 23).

Observamos en este experimento que agregando una corriente eléctrica al
sistema durante la cristalizacion, desaparecen los grandes agregados (1000
nm), quedando Unicamente los agregados menores (300 nm) e incluso
reapareciendo el monémero en la solucion aunque en menor proporcion. Los
cristales que se observan después de 30 horas, son de mucho mayor tamafio y
menor abundancia que en el experimento llevado a cabo sin corriente (figura
24).
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figura 22. Cristales de ferritina obtenidos en una celda de cuarzo con dos
electrodos de platino en contacto durante la cristalizacion sin aplicar
corriente en solucidn acuosa, 20 °C, pH 5. Ferritina 20 mg/mL, (NH;).SO4
0.5My CdSO, 0.1 M.

Un segundo experimento en solucion se llevo a cabo aplicando una intensidad
de corriente de 1.0 pA. En este caso se observa Unicamente un solo tipo de
tamafio de particula (figura 25), que corresponde a agregados de gran
diametro hidrodinamico, que oscilan entre los 800 y 1800 nm.

En la figura 26 se muestra una serie de fotografias obtenidas al final de este
experimento (30 horas después) en donde aparecen cristales no muy bien
definidos y la presencia de burbujas debidas a la reaccion de hidrdlisis del

agua.
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figura 23. a) Didmetro hidrodinamico de agregados de ferritina en
solucion acuosa durante la electrocristalizacion, con un valor fijo de 0.1 pA
de corriente. b) Porcentaje de intensidad de la luz dispersada por dichos
agregados a 20 °C y pH 5. Ferritina 20 mg/mL, (NH,;),SO, 05 My
CdsO, 0.1 M.

Para estos tres casos, el examen visual de los cristales obtenidos se encuentra
en concordancia con el tamafio de particula encontrado en solucion. Sin
corriente encontramos agregados relativamente pequefios y en menor
proporcion, agregados que sobrepasan los 1500 nm que poseen pequefios
coeficientes de difusion, lo que afecta el transporte de masa y por eso se
observan cristales abundantes y de tamafo pequefio (figura 22).

Cuando se aplica una intensidad de corriente baja (0.1 pA) los grandes
agregados desaparecen y reaparece el mondémero debido a la mayor
interacciéon de las moléculas de proteina con los iones en solucion en
presencia de un gradiente eléctrico. Ademas se mejora el transporte de masa y
ésto da como resultado la aparicién de cristales bien definidos en la cercania

de los electrodos y en el seno de la solucion (figura 24).

300
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figura 24. Cristales de ferritina obtenidos en una celda de cuarzo con
dos electrodos de platino en contacto durante la cristalizaciéon con
una intensidad de corriente constante de 0.1 pA en solucién acuosa,
20 °C, pH 5. Ferritina 20 mg/mL, (NH4),SO, 0.5My CdSO, 0.1 M.

Finalmente al imponer en la solucion de cristales en crecimiento una intensidad
de corriente mayor (1.0 uA), el potencial tan grande generado entre ambos
electrodos aumenta considerablemente la interaccibn proteina-proteina
apareciendo agregados de gran tamafio como Unica especie presente (1000 —

1400 nm). Ademas, el desprendimiento de hidrogeno en las cercanias del
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catodo, genera perturbaciones en la solucion y como resultado observamos
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cristales de morfologia no definida (figura 26).

diamatro hidrednamicd (nm)
-
% Intensidad

X

figura 25. a) Didmetro hidrodinAmico de agregados de ferritina en solucion
acuosa durante la electrocristalizacién, con un valor fijo de 1.0 pA de corriente.
b) Porcentaje de intensidad de la luz dispersada por dichos agregados a 20 °C y
pH 5. Ferritina 20 mg/mL, (NH4),SO, 0.5My CdSO, 0.1 M.

En estos experimentos vale la pena destacar la considerable disminucion del
tiempo de aparicion y crecimiento de cristales.

Segun la teoria clasica de nucleacion cristalina (seccién I11.2) la formaciéon del
nacleo critico (r+ ) y por lo tanto el valor de energia libre critico (AG* ) estan en

funcién del valor de potencial quimico (Au) de la solucion.

AG* = r*Ap/ 2

Con la presencia de un campo eléctrico dentro de la solucion y dado que son
especies cargadas la que toman parte en la nucleacién, la energia libre debe

ser expresada en términos de una diferencia de potencial electroquimico: A;

AG* =r*Au |2
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figura 26. Cristales de ferritina obtenidos en una celda de cuarzo con
dos electrodos de platino en contacto durante la cristalizaciéon con una
intensidad de corriente constante de 1.0 YA en solucién acuosa, 20 °C,
pH 5. Ferritina 20 mg/mL, (NH4),SO, 0.5My CdSO, 0.1 M.
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En donde el potencial quimico esta dado por:

z: carga de las especies ionicas

Aﬁ = AU+ zZFAo
F: constante de Faraday

Ag: diferencia de potencial

Lo que apreciamos con estos resultados es una contribucion negativa del
segundo miembro de esta ecuacion, que esta disminuyendo el valor de la

barrera energética y por lo tanto aumentando la rapidez de nucleacion (figura

27).
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figura 27. Disminucion en la barrera energética de nucleacion debido a

la presencia de un campo eléctrico en contacto con la solucién.

Una vez aparecidos los nucleos, una aceleracion del transporte de las

especies cargadas hacia la interfase difusiva (seccion 111.3), debida a la
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presencia del campo eléctrico, aumenta también la rapidez de crecimiento de

los cristales.

V.4 Comparacion de la calidad cristalina mediante difraccion de rayos X

Cristales obtenidos en soluciéon con 0.1 pA de corriente constante fueron
comparados con cristales obtenidos sin corriente en la misma celda y con
cristales crecidos en batch, en las mismas condiciones, mediante difraccion de
rayos X. Esto se realizd con el fin de investigar el efecto de aplicar un campo
eléctrico interno constante sobre una solucion donde se esta llevando a cabo
un proceso de cristalizacion. Se tomaron una serie de datos de tres cristales
de tamafio similar. Todos los cristales difractaron a una resoluciéon de 2.0 A.
Las graficas de intensidad en funcion del inverso de la resolucion se muestran
en la figura 28.

Podemos notar que no hay una diferencia apreciable entre ambos controles
en cuanto a la intensidad que dispersan a diferentes resoluciones. En cuanto al
cristal obtenido aplicando un campo eléctrico, observamos que la intensidad de
la radiacién dispersada es mayor practicamente en todo el intervalo de
resolucién. Esto indica que el cristal contiene un mayor orden en su entramado
cristalino, ya que la intensidad de la radiacion dispersada es inversamente
proporcional a la cantidad de defectos o desorden dentro del cristal. Es decir
que el campo eléctrico no solo mejora la cinética de crecimiento, sino que
mejora apreciablemente la calidad cristalina, al propiciar un mejor acomodo de
las moléculas de proteina en la superficie del cristal en crecimiento.

En parte se puede refutar la teoria de que la presencia de estos agregados
evita la cristalizacion de la proteina (Thomas et al., 1998) y provoca la
desnaturalizacion de algunas zonas de las moléculas que los conforman
(Petsev et al., 2000). De otra manera no se obtendrian cristales con la calidad

gue podemos observar en esta grafica.
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figura 28. Gréafico donde se compara la calidad cristalina entre un
cristal crecido en batch, un cristal crecido en la celda de trabajo sin
corriente y un cristal crecido en la celda con 0.1 pA de corriente.
Ferritina 20 mg/mL, CdSO,4 0.1 M, (NH,4),SO, 0.5 M, pH 5, 20 °C.

V. 5 Cristalizacion electroasistida aplicando un intervalo de potencial

Se estudio el proceso de cristalizacion de ferritina aplicando un intervalo de
potencial mediante voltamperometria ciclica, tal y como se describe en la
seccion de métodos (IV.5). Se utilizé una placa de platino como electrodo de
trabajo, un alambre del mismo material como contraelectrodo y un alambre de
plata como electrodo de cuasireferencia.

Se colocaron 50 uL de una solucion con CdSO4 0.1 M / (NH4)2SO4 0.5 My

ferritina 20 mg/mL a temperatura ambiente.
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Un primer experimento se llevé a cabo en un intervalo de potencial entre —=1.5y
1.5 V con una velocidad de barrido de 40 mV/s (figura 29).

Corriente (uA)

T T T T T T T I T T T T T I T 1
-2.0 -1.8 -1.0 -0.a 0.a 0.5 1.0 1.4 2.0

Potencial (V)

figura 29. Voltamperograma obtenido con una solucion 20 mg/mL de
ferritina, 0.1 M CdSO,y 0.5 M (NH,4),SO,. Intervalo -1.5 a 1.5 V. Velocidad

de barrido 40 mV/s. Se muestran los primeros doce ciclos.

Apreciamos dos sefiales en esta figura, la primera en el limite del intervalo 1.5
V, que practicamente se mantiene constante durante todo el experimento (aqui
se muestran Unicamente los primeros 12 ciclos). La segunda sefial, cercana a
0.8 V, aumenta su intensidad a medida que transcurren los ciclos, como se
hace notar en la figura 29 con una flecha.

Un segundo experimento se realizé con un intervalo de potencial de —0.5 a
2.5V, con la misma velocidad de barrido. El resultado se muestra en la figura
30. En este voltamperograma se aprecian las mismas sefales que en el
anterior, ademas de algunas sefales por debajo de 0.5 V. debidas
probablemente a compuestos que se pueden estar formando a valores de

potencial superiores a 2 V.
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Corriente (WA}
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figura 30. Voltamperograma obtenido con una solucién 20 mg/mL de ferritina,
0.1 M CdSO,y 0.5 M (NH4)2S0O,. Intervalo —0.5 a 2.5 V. Velocidad de barrido
40 mV/s. Se muestran los primeros ocho ciclos.

Ambos tipos de experimentos dan como resultado, en un tiempo promedio de
una hora, cristales de ferritina adsorbidos al electrodo de trabajo (Pt), como se
muestran en la figura 31.

La naturaleza de las reacciones redox que se pueden observar en ambos
voltamperogramas, si bien de importancia secundaria para los fines de esta
tesis, se pueden atribuir al anién sulfato como se mostrara a continuacion.
Sabemos que dichas reacciones no corresponden al electrolito soporte
(acetato de sodio 0.05 M), ni tampoco al hierro presente en la proteina ya que
los respectivos voltamperogramas (no incluidos), no presentan ninguna sefial
en los intervalos de potencial empleados.

En los voltamperogramas de los dos agentes precipitantes, CdSO,; y
(NH4)2.SO4 por separado, asi como una mezcla de ambos se pueden observar
reacciones similares (figura 32). Este hecho, asi como diferentes pruebas
realizadas con diversas sales de sulfato, nos lleva a suponer que las

reacciones observadas en el sistema de cristalizacion se deben este anion.
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figura 31. Cristales obtenidos sobre un electrodo de Pt mediante los
voltamperogramas observados en la figura 29. Ferritina 20 mg/mL, CdSO,
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figura 32. Voltamperogramas obtenidos para a) una solucion 0.05 M de (NH,4),SO,,
en un intervalo de —1.5 a 2.5 V; b) una solucion 0.03 M de CdSO,, en un intervalo
de —2.3 a 2.5V y c¢) una mezcla de ambas sales CdSO, 0.1 M / (NH4),SO, 0.5 M,
en un intervalo de —1.5 a 1.5 V. Velocidad de barrido: 40 mV/s.

En general, en las figuras 32a y 32b se observan dos sefales, la primera una
oxidacion irreversible en un potencial cercano a 1.7 V; la segunda una
reduccion reversible con un potencial de media onda cercano a 0.75 V. En el
primer ciclo la primera sefial que se observa es la oxidacion a 1.7 V. Ya que la
intensidad de esta sefial disminuye a medida que transcurren los ciclos se cree
que la especie que se oxida esta presente desde el principio en la solucion y

su disminucion se debe a que el sustrato no se esta restituyendo en los
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alrededores del electrodo. No observamos una correspondiente sefial de
reduccion para esta sefal. Lo que si observamos después es la reduccion de
otro sustrato con una intensidad de corriente que aumenta a medida que
transcurren los ciclos y su correspondiente oxidacion a partir del segundo ciclo
y que también aumenta su intensidad conforme pasa el tiempo. Este
comportamiento indica que se esta formando un sustrato en 1.7 V que se
descompone en cierto producto que posteriormente se reduce
reversiblemente.

Segun lo observado y con ayuda de los potenciales redox termodinamicos

encontrados en tablas se propone el siguiente mecanismo para esta serie de

reacciones:
1 ~ _ oxidacion ~ (”)
O—ﬁ— o—ﬁ—o
o O
O O
S0 N I T
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El primer paso consiste en la oxidacion de dos aniones sulfato (1) que

posteriormente se juntan para formar persulfato (2). Esta especie es inestable
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y sufre una descomposicién espontanea, formando oxigeno y un radical (3)
gue enseguida reacciona con otro radical para formar la especie mas estable
bisulfito (4). Finalmente observamos la reduccion reversible de esta especie a
sulfito (5).

Cabe sefalar que en todos los voltamperogramas se observa una pequefia
sefal de reduccion cerca de un potencial de 1 V que se piensa, corresponde a
una pequefia fraccion de persulfato que no se descompone a bisulfito y que se
reduce a sulfato.

En la figura 32c, donde se muestra el voltamperograma de la mezcla de
agentes precipitantes CdSO, 0.1 M / (NH4).SO4 0.5 M, se observan sefiales
similares a las anteriores pero con dos diferencias notables: 1) En todas las
sefales la intensidad de corriente disminuye a medida que transcurren los
ciclos y 2) la oxidacion en 1.4 V muestra una caida de corriente
correspondiente a la adsorcidn del sustrato en el electrodo. Esta Ultima
observacion se ve confirmada por la presencia de un precipitado dentro de la
solucion, que al adsorberse disminuye el area activa del electrodo y por lo
tanto la intensidad de corriente, al ser ésta una funcion de la primera. Se ha
informado que la especie Cd(NH3)s €s una especie sélida sumamente estable
(Mikuli et al., 2007), por lo que se piensa que este adsorbato puede tratarse de
un complejo del tipo [Cd(H20)m(NH3),] X, donde m+n=6 y X = S,0g , S,0¢%".
Este ultimo voltamperograma difiere de aquellos de las figuras 29 y 30, en
donde ademas de la mezcla de agentes precipitantes se encuentra presente la
proteina, en que no se observa la presencia del adsorbato en la superficie del
electrodo, debido posiblemente que todos los iones se encuentran coordinados
con la proteina. Lo que observamos es Unicamente la oxidacion del sulfato
para forman persulfato y la reaccion inversa (reaccion 2 del mecanismo
propuesto arriba) en un potencial cercano a 1.3 V.

Que la especie persulfato no se descomponga para formar bisulfito se puede
explicar si pensamos en que muy probablemente los aniones sulfato se
encuentran interaccionando electrostaticamente con los aminoacidos que

poseen carga positiva (aa+) en la superficie de la proteina:
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Cabe remarcar que la propuesta de estas reacciones se basa Unicamente en
los datos termodindmicos que se pueden consultar en los libros y no se toma
en cuenta la cinética de las mismas. Para tener un sustento quimico o
estructural a esta propuesta, se debe de realizar una serie de experimentos
electroquimicos adicionales cuya realizacion rebasa los propdsitos de esta
tesis. O bien, estudios de difraccion de rayos X de los cristales de ferritina
obtenidos mediante esta técnica en donde podamos constatar la interacciéon
proteina-sulfato.

En cualquier caso, la manipulacion de la diferencia de potencial dentro de la
solucion de ferritina y agente precipitante, lleva a una disminucién considerable
en el tiempo de nucleacién y crecimiento de cristales comparado con los
experimentos galvanostaticos mostrados en la seccion V.3. Este hecho se
debe quiza a las grandes corrientes que se establecen en ambos sentidos, en
intervalos cortos de tiempo lo que, segln nos sugieren estos resultados
conllevan a una disminucién del valor de AG* y a un transporte de masa

Optimo para el crecimiento de cristales.

V. 6 Caracterizacion de la superficie cristalina mediante Microscopia de
Fuerza Atdmica (AFM)

Los cristales obtenidos de esta manera (figura 31) que fueron caracterizados In

situ, mediante Microscopia de Fuerza Atémica. En la figura 33a se muestra la
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superficie del electrodo de platino antes de comenzar el experimento. En las
figuras 33b-33d observamos pequefios ndcleos de cristales en crecimiento
después de 15 minutos de experimento.

figura 33. a) Superficie del electrodo de Pt antes de la electrocristalizacion b)-d)

Imagenes obtenidas mediante AFM después de 15 minutos de cristalizacion
mediante voltamperometria ciclica. a)-c) 12 x 12 ym. d) 4 X 4 ym
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En la figura 34 se muestra la caracterizacion de la superficie de estos cristales.
Estas imagenes nos sugieren que este tipo de cristalizacién asistida mediante
voltamperometria ciclica, provoca la formacion de mdltiples nudcleos, que al
crecer se juntan para formar un solo cristal de superficie suave, a través de un

mecanismo que se conoce como crecimiento competitivo.

figura 34. Superficie de cristales de ferritina obtenidos mediante

voltampertometria ciclica sobre un electrodo de platino. a) y b)
12 x 12 ym. ¢) 3 x 3 ym. d) 700 x 700 nm.
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V.7 Fijacion de cristales de ferritina mediante electrosintesis de pirrol

Se colocaron cristales de ferritina obtenidos mediante la técnica batch, sobre la
superficie de un electrodo de grafito pirolitico altamente orientado (HOPG).
Este electrodo se ha utilizado ampliamente como electrodo es mudltiples
aplicaciones, ya que posee una estructura bien definida, una superficie
atomicamente plana y por la facilidad con la que se renueva entre experimento
y experimento (Chang & Bard, 1991). Se agrego a la celda de fluidos una
disolucion 0.77 M de pirrol / 0.34 M LiCIO,4 y aplicando un intervalo de potencial
de -2.8 a 2.8 V se observo el crecimiento del polimero en los alrededores de

los cristales (figura 35).

figura 35. Cristales de ferritina sobre la superficie de HOPG,

antes y después de la polimerizacion de pirrol.
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En la figura 36 se presenta la caracterizacién superficial de a) HOPG antes de
la polimerizacion, b) HOPG después de la polimerizacién y c) la superficie del
cristal.
De estas imagenes podemos concluir que el polimero no crece en la superficie
del cristal sino Unicamente a su alrededor. Dado que es posible aplicar una
pequefia fuerza al cristal (0.3 N/m) sin que se mueva y obtener una imagen
topografica de calidad, podemos decir que esta técnica resulta ser eficiente en
la inmovilizacién de cristales de ferritina como ha demostrado serlo para otras
metaloproteinas (Hernandez-Pérez et al., 2002; Acosta et al., 2007).
Durante la realizacion de estos experimentos se encontraron dificultades para
caracterizar la superficie de cristales que no presentan una cara plana, ya que
se trata de cristales del sistema cubico con simetria octaédrica (semejantes a
romboedros). Obtener cristales de otro sistema, por ejemplo ortorrdmbicos,
facilitaria en gran medida su inmovilizacion mediante la técnica aqui descrita,
asi como su caracterizacion superficial.
La inmovilizacion de proteinas (especialmente enzimas) en estado cristalino
abre diversas posibilidades en el area biotecnologica, como el desarrollo de un
posible biosensor y el estudio de diversas reacciones en estado solido donde la
proteina tome parte activa. También es de utilidad en la dilucidacion de
mecanismos de crecimiento cristalina, asi como para su caracterizacion
superficial mediante AFM, técnica que presenta el inconveniente de requerir la

inmovilizacion total de la muestra a estudiar.
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figura 36. a) Superficie de HOPG antes de la polimerizacién. b) Superficie de
HOPG después de la polimerizacién c) Superficie de un cristal de ferritina

inmovilizado. Escala: 12 x 12 um, para las tres imagenes.
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e Acoplando los efectos de dos agentes precipitantes y sus concentraciones
CdSO4 y (NH4)2S0,4, se ha conseguido la obtencion de cristales adecuados
para difraccion de rayos X (aun cuando la muestra de proteina es altamente
polidispersa). Con estos resultados, se encontré que la relacion optima para
estos fines es CdSO4/(NH;),S0,=0.1 M/ 0.5 M.

e Cualitativamente, en un experimento galvanostatico, demostramos que se
obtienen  mejores cristales con valores de corriente bajos
(aproximadamente 0.1 pA).

e La presencia de un campo eléctrico ha resultado en una disminucion en el
tiempo de nucleacion y crecimiento de cristales de ferritina.

e Los cristales obtenidos en presencia de un campo eléctrico tienen una
calidad cristalina mayor (mayor valor de la relacion I/c), lo que nos lleva a
concluir que la transferencia de masa inducida mediante esta técnica es un
proceso ordenado y controlado, que no genera flujos convectivos.

e Utilizando voltamperometria ciclica se disminuye aun mas el tiempo de
nucleacion y consecuentemente del crecimiento cristalino, debido a la
generacion de nucleos que al crecer forman un solo cristal.

e Se utlizo la reaccion de polimerizacion de pirrol para inmovilizar
eficientemente cristales sobre la superficie de un electrodo de grafito para

estudios de analisis topografico empleando técnicas de AFM.
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VII. Logros y perspectivas

Logros

Perspectivas

Se obtuvieron cristales de ferritina sin
llevar cabo una purificacion previa de

la muestra.

Revisar el concepto de impurezay la
importancia real de la polidispersidad de

la muestra de proteina a cristalizar.

Se obtuvieron cristales de alta calidad,
en presencia de una corriente
constante, acoplando y monitoreando

el proceso mediante DLS.

Disefar una celda de bajo costo que nos
permita monitorear el proceso de
cristalizacion mediante DLS y en donde
ademas los cristales resultantes sean

facilmente manipulables.

Se logré disminuir el tiempo de
nucleacion, asi como de crecimiento
cristalino utilizando voltamperometria

ciclica.

Comparar la calidad de los cristales
obtenidos mediante esta técnica, con
aguellos obtenidos galvanostaticamente
y en microbatch, mediante técnicas de

rayos X.

Se inmovilizaron exitosamente
cristales de ferritina del sistema
cubico, utilizando la reaccion de

polimerizacion de pirrol.

Llevar a cabo el experimento de
inmovilizacién con cristales que
presenten caras mas planas (sistema

ortorrombico, por ejemplo).
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