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Resumen

El estudio de sistemas bioldgicos se puede realizar a partir de dos enfoques
opuestos y complementarios: el andlisis del sistema completo o la evaluacién de sus
componentes aislados. Este dltimo permite explicar los fenémenos que ocurren cuando
las unidades que forman parte del mismo interactian. En el presente trabajo de tesis se
han utilizado espectroscopia de resonancia paramagnética electronica y espectroscopia
de rotacidn para el estudio de enzimas involucradas en el ciclo del azufre y obtenidas de
la bacteria sulfato-reductora Desulfovibrio desulfuricans desde los dos enfoques
mencionados anteriormente. En la reduccién de sulfato a sulfito, intervienen ATP
sulfurilasa y APS reductasa presentando ambas metaloenzimas centros paramagnéticos
en su estructura. Mediante la técnica de resonancia paramagnética electrénica en fase
condensada, se caracterizaron estructural y magnéticamente estas dos metaloproteinas y
el sistema modelo de cobre [Cu(glu)phen].siendo glu = 4cido L-glutdmico y phen =
1,10-fenantrolina Se determinaron el rol del metal en la estructura y las propiedades
magnéticas de ATP sulfurilasa; las interacciones de los sitios paramagnéticos durante el
proceso de transferencia electrénica en APS reductasa y los caminos quimicos e
interacciones magnéticas de sitios metélicos en presencia de los ligandos organicos, glu
y phen en el complejo de cobre [Cu(glu)phen]. En fase gas se caracterizaron dos
ligandos de interés bioldgico: dcido picolinico y nicotinamida, mediante espectroscopia
de rotacion siendo las muestras s6lidas previamente ablacionadas e inyectadas en un jet
supersonico. Ambas moléculas presentan un anillo piridinico lo que ofrece posibilidades
conformacionales para la formacién de complejos con metales de transicion y posibilita
interacciones puente hidrégeno e hidrofébicas, tipicas de las que aparecen en
metaloproteinas. De cada uno de los ligandos, se determinaron los conférmeros tedricos
y experimentales y se caracterizaron mediante parametros propios de la espectroscopia
rotacional. Se compararon las estructuras cristalinas de los ligandos (fase condensada)
con sus conférmeros en fase gas, lo que permitié el andlisis de la configuracién mads
estable para generar caminos quimicos entre centros metdlicos presentes en

metaloproteinas.
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Summary

The study of biological systems can carried out from two opposite and complementary
approaches: the complete system analysis or the evaluation of its individual
components. The latter explains the phenomena that occur when units that are part of it
interact. In this thesis we have used electron paramagnetic resonance spectroscopy and
rotation spectroscopy for the study from these two approaches in enzymes involved in
the sulfur cycle, obtained from the sulfate-reducing bacteria Desulfovibrio
desulfuricans. In the reduction of sulfate to sulfide, the metalloenzymes ATP sulfurylase
and APS reductase are involved, both have paramagnetic centers. By the technique of
electron paramagnetic resonance in condensed phase, these two structurally and
magnetically metalloproteins and a copper model system were characterized. The role
of the metal in the structure and the magnetic properties of ATP sulfurylase, interactions
of paramagnetic sites in the electron transfer process in APS reductase and the chemical
pathways and interactions between magnetic metal sites in the presence of the organic
ligands, L-glutamic acid and 1,10-phenantroline in the copper complex [Cu(glu)phen]
were determined. In gas phase two ligands of biological relevance (picolinic acid and
nicotinamide) are characterized. The solid molecules being previously ablated and
injected into a supersonic jet. Boths molecules have a piridinic ring, which provides
conformational possibilities for the formation of transition metal complexes analogous
presenting hidrogen bonds and hidrofobic interactions to active sites of proteins. For
each ligand, the theoretical and experimental conformers were determined and
characterized by spectroscopic parameters specific to it the rotational spectroscopy. The
crystal structures of the ligands in condensed phase were compared to the conformers in
gas phase, allowed the analysis of the more stable configuration to generate chemical

pathways between metal centers present in metalloproteins.
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Abreviaturas y simbolos

0% Relacion giromagnética

AB Ancho de linea de resonancia

Yii Constante de acoplamiento de cuadrupolo nuclear
K Pardmetro de Ray

u Momento magnético

UB Magnetén de Bhor

v Numero de onda

am ammonium molibdate

A Constante de rotacion

A Tensor de interaccion hiperfina

AFC Automatic Frequency Controller

APS Adenosine-5’-Phosphosulphate

APSr APS reductasa

As Arsénico

ATP Adenosine Triphosphate

ATPs ATP sulfurilasa

B Campo Magnético

B Constante de rotacion

BRS Bacterias Sulfato Reductoras

C Constante de rotacion

CaCl.2H>0O Cloruro de Calcio dihidratado

Cp Chirped Pulse

Dd Desulfovibrio desulfuricans

DdAPSr APS reductasa de Desulfovibrio desulfuricans
DdATPs ATP sulfurilasa de Desulfovibrio desulfuricans
Dsr Dissimilatory sulphite reductase

ENDO III Endonucleasa III

EPR Electron Paramagnetic Resonance

eQ Momento de cuadrupolo nuclear

F Numero cudntico

FeSO4 Sulfato Ferroso

FTMW Fourier Transform Micro Wave

Fur Ferric uptake regulator

g Constante caracteristica de sistema paramagnético: Factor g
g Tensor g

glu Acido L-glutdmico

h Constante de Planck

IRE-BP Iron Responsive Element - Binding Protein

I Intensidad de la sefial de EPR

| Momento de inercia
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1 Espin nuclear

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
J Parametro de intercambio

kear Constante catalitica

K>HPO4 Fosfato monodcido de Potasio

Kn Constante de Michaelis-Menten

L Momento angular de rotacién

LA LASER Ablation

MB Molecular Beam

MgS04.7H,0 Sulfato de Magnesio heptahidratado
MG Malachite Green

My Proyeccion del niimero cudntico de espin
Na>SOq4 Sulfato de Sodio

NH4Cl Cloruro de Amonio

phen 1,10-fenantrolina

PAPS 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate
Pi Fosfato inorganico

pi Componente del momento dipolar eléctrico
PPasa Pirofosfatasa alcalina

PPi Pirofosfato

qii Gradiente de campo eléctrico

S Azufre

S Espin electronico

S* Sulfuro

SH> Sulfuro de Hidrégeno

SO Sulfito Oxidasa

SOz* Sulfito

SO4* Sulfato

$203* Tiosulfato

Sg Azufre elemental

SOR Sulfuro Oxigenasa Reductasa

Sox Sulfuro Oxidasa

T, Tiempo de relajacion espin-red

T Tiempo de relajacion espin-espin

TRIS Tris-hidroximetil-aminometano

Vin Velocidad méxima de reaccién

ZFS Zero-Field Splitting

/n

Zinc
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I. | Introduccién General

I. INTRODUCCION GENERAL

I.1 Rol de los metales de transicion en los ciclos biogeoquimicos

De los 115 elementos que componen la tabla periddica, 28 de ellos son
esenciales para los organismos (identificados con circulos en la figura 1.1). Los
elementos quimicos bioldgicamente esenciales pueden dividirse en mayoritarios y en
elementos traza. Los mayoritarios o macronutrientes (figura 1.1, en violeta) son: C, H,
O, N, P, S, Na, K, Mg y Ca. Estos se encuentran formando parte de las estructuras
basicas de todas las células. Los elementos definidos como micronutrientes o elementos
traza (figura 1.1, en azul) son: Zn, Mn, Cr, Co, Fe, Mo, W, V, Ni, Cu, B, Si, As, Se, F,
Cl, Br e L Estos dltimos, juegan un rol fundamental al formar parte de estructuras

moleculares o catalizar bioreacciones (Frausto da Silva y Williams, 2001).
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Figura L.1. Tabla periddica de los elementos. Elementos esenciales para la vida: se diferencian en
elementos mayoritarios o macronutrientes (violeta) y elementos traza o micronutrientes (azul)
(modificado de IUPAC, 2013).

Dado que los elementos quimicos presentes en la biosfera tienen una cantidad
y disponibilidad limitadas, su reciclaje es un punto clave para el mantenimiento de la
vida en el planeta. Estos y sus compuestos, son recirculados continuamente través de los

componentes bidticos y abidticos del medio y convertidos en formas disponibles




I. | Introduccién General

mediante una combinacion de procesos bioldgicos, geoldgicos y quimicos que reciben
el nombre genérico de ciclos biogeoquimicos (Botkin y Keller, 2011). Los ciclos
biogeoquimicos son vias para el transporte y la transformacién de la materia dentro de
las cuatro dreas que componen el planeta Tierra (bidsfera, la hidrdsfera, la litésfera y la
atmosfera). Ejemplos de estos ciclos son el ciclo del nitrégeno (Galloway y col., 2004),
el del azufre (Klotz y col., 2011), el del carbono (Schimel, 1995) y el del fésforo
(Filippelli, 2009), por citar algunos de los mds importantes. En estos ciclos son
necesarias transformaciones fisicas -tales como disolucién, precipitacion, volatilizacion
y fijacion- asi como también transformaciones quimicas -tales como biosintesis,
biodegradacion y reacciones rédox-. Todos ellos se encuentran interconectados
favoreciendo una recirculaciéon constante. En funciéon del medio fisico en que se
produce el transporte del elemento, se clasifican en gaseoso, sedimentario e hidrolégico.
En el ciclo gaseoso los nutrientes circulan entre la atmdsfera y los organismos; los
compuestos que circulan contienen en su estructura carbono, oxigeno, nitrégeno y
azufre. El ciclo sedimentario comprende la meteorizacioén de roca existente seguida de
su erosion, transporte y sedimentacion. El ciclo hidrolégico describe el proceso de
circulacion del agua que se traslada de un lugar a otro y cambia de estado de agregacion

Una parte importante de estos ciclos se realiza a través de bacterias (Falkowski y
col.,, 2008; Rousk y Bengston, 2014), mds especificamente a través de enzimas
presentes en las bacterias que contienen metales de transicion en su estructura. La
presencia de metales de transicion como constituyentes funcionales y estructurales de
organismos vivientes puede ser explicada teniendo en cuenta que la vida se origind en
los océanos, a partir de diferentes procesos en los cuales reacciones catalizadas por
metales de transicion jugaron un papel preponderante. Estos organismos simularon el
medio ocednico rodeando sus células de fluidos intersticiales y abasteciéndolas a través
de redes de vasos y canales. Todo esto estd de acuerdo con las muy similares relaciones
de concentraciéon que presentan diversos elementos en los sistemas bioldgicos y en las
aguas de mar. Durante la evolucién, la disponibilidad relativa de estos elementos en
balances generales ha ido cambiando desde las etapas donde sélo habia
microorganismos anaerdbicos hacia la instauraciéon de un medio predominantemente
aerobico (Fradsto da Silva y Williams, 2001).

Los metales de transicion han permitido la adaptacién de los microorganismos y
formas de vida superiores a los distintos ambientes de la Tierra, cumpliendo funciones

en el transporte de gases en mecanismos de respiracion (aerébica y anaerdbica), en la

3.



I. | Introduccién General

transferencia electronica mediante la constitucion de cofactores metélicos rédox en
estructuras celulares y en catalisis enzimatica (Atkins y col., 2006). Los mismos son
habitualmente encontrados como constituyentes naturales en distintos tipos de
moléculas, ya sea cumpliendo roles estructurales, formando parte de una cadena de
transferencia electrénica, siendo parte esencial del sitio activo de enzimas, o

simplemente acomplejados para su transporte y/o almacenamiento.

1.2 Enfoques para el estudio de metales de transicion en sistemas ‘“in vivo”

Debido a que los metales de transiciéon son esenciales para el desarrollo de la
vida sobre la Tierra, se realizan importantes esfuerzos en investigaciéon para poder
entender como estos elementos quimicos recirculan en los ciclos biogeoquimicos y para
dilucidar sus mecanismos de incorporacion en los organismos, ademds de establecer su
estructura y funcién en las metalobiomoléculas de las que forman parte. El estudio de
estas problematicas ha sido abordado desde distintas ramas de la ciencia, por lo que a
estas investigaciones se las encuadra bajo distintas disciplinas cientificas. En particular,
este drea del conocimiento ha sido definido por los quimicos como Quimica
Bioinorganica (Lippard y Berg, 1994), por los bioquimicos como Bioquimica
Inorgéanica (Crichton, 2008) y por los fisicos y fisidlogos como Biofisica (Phillips y
Quake, 2006) constituyendo en resumen un campo de investigaciéon multidisciplinario
con aportes de la mayoria de las disciplinas base en las cuales normalmente se dividen
las Ciencias Exactas y Naturales.

Una parte importante de esta drea de investigacion multidisciplinaria esta
orientada al estudio de sistemas de interés biolégico que presentan iones metdlicos de
transicion en su estructura, por lo que se las denomina metalobiomoléculas las cuales
incluyen metaloproteinas y sistemas miméticos. En el caso de las metaloproteinas, los
estudios se realizan a partir de moléculas aisladas del organismo nativo o producidas
heter6logamente en sistemas de expresion como E. coli, que es uno de los organismos
mads ampliamente utilizados para la expresion y produccion de proteinas recombinantes
(Baneyx, 1999).

La caracterizacion de estas estructuras se realiza a partir de los sistemas
obtenidos de los organismos que las expresan o de manera recombinante. Si bien esta
pareceria ser a priori, la estrategia mds logica para este tipo de estudios, en muchos

casos debido a la complejidad de los sistemas que se investigan, se recurre al estudio y
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I. | Introduccién General

caracterizacion de compuestos inorgdnicos mds simples que modelen aspectos
especificos del sitio metdlico y también de los ligandos en forma aislada, que
interaccionan con el ion metédlico. Estos se denominan especificamente sistemas
biomiméticos (Vincent y col., 2006).

Dado que en el presente trabajo de tesis se estudiaron tres tipos de sistemas
(metaloproteinas, sistemas modelo y ligandos de iones metdlicos) en las siguientes
secciones de este capitulo se presentaran paulatinamente los sistemas particulares que se

investigaron y las metodologias experimentales utilizadas.

1.3 Metalobiomoléculas

Las biomoléculas que contienen metales de transicion en su estructura,
metalobiomoléculas, pueden ser diferenciadas en dos grandes grupos: Proteicas y no
proteicas (tabla I.1). Las moléculas proteicas incluyen enzimas, proteinas de transporte
y almacenamiento y proteinas utilizadas en la cascada de transduccién de sefales. Las
moléculas no proteicas estan implicadas en el transporte de metales y tienen funciones
estructurales y anabolicas (Lipparg y Berg, 1994).

La naturaleza ha logrado la selectividad para realizar ciertas funciones
especificas incorporando en proteinas iones metdlicos que poseen tamafios y
preferencias estereoquimicas o potenciales de reduccién apropiados. Asi, las diversas
formas de vida han desarrollado mecanismos de transporte para incorporar, almacenar y
regular las concentraciones y disponibilidad de los diferentes metales de transicion y
han sabido aprovechar las propiedades quimicas de cada uno de estos elementos para
adaptarse a las condiciones de un medio cambiante y en constante evolucién (Frausto da
Silva y Williams, 2001).

Dentro de las metaloproteinas, las metaloenzimas constituyen un grupo
importante debido a que son los catalizadores biolégicos con los que cuentan los
organismos para el funcionamiento metabdlico. Las metaloenzimas efectian una
variedad de transformaciones quimicas importantes, que frecuentemente involucran
moléculas pequefias como sustratos o productos asi como oxigeno, hidrégeno, nitrégeno
y agua. Para cumplir esta funcion, utilizan una diversidad de arreglos de iones, centros
metalicos y/o moléculas orgédnicas no proteicas que forman parte de sus sitios activos
(Nelson y Cox, 2001). Es importante notar que estos sitios activos son muy similares en

ciertas enzimas que catalizan reacciones muy distintas ya que los sistemas bioldgicos
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usan estructuras bdsicas recurrentes que han sido modificadas o mejoradas para
propositos especificos (Karlin, 1993; Brondino y col., 2006a). Las respuestas a
interrogantes tales como estructura y funcién de éstos sistemas, no pueden ser
respondidos s6lo con la aplicacién de una técnica en particular, de alli el caricter
multidisciplinario del tema. En el caso particular de esta tesis se utilizaron métodos de
Microbiologia para obtener el microorganismo que expresa las proteinas, técnicas
cinéticas para caracterizar la reacciéon enzimdtica y técnicas espectroscopicas para

caracterizar los sitios metalicos.

Tabla I.1. Clasificacién de biomoléculas que contienen iones metélicos. Se divide en dos grandes grupos,
proteicas y no proteicas; y éstos se subdividen de acuerdo a la funcién que cumple la molécula en su
medio natural. En la parte superior se indica cual es el metal preponderante que las compone y en la parte

inferior se indica con nimeros otros metales presentes en las biomoléculas.

METALOBIOMOLECULAS
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1.4 Sistemas modelo

Dentro del estudio de los iones metdlicos de transicion incorporados en la
estructura de proteinas para el cumplimiento de la funcién bioldgica, es muy usual
complementarlo con el de sistemas sintéticos que biomimeticen distintos aspectos de la
metalobiomolécula tales como la estructura del sitio activo metdlico, la funcién y los
caminos de trasferencia electrénica. Dado que el comportamiento de un i6n metélico
ligado a una proteina no puede ser en esencia separado de los aspectos quimicos
fundamentales asociados a ese metal en particular, el estudio de moléculas pequeiias,
andlogos sintéticos de sitios activos, es sumamente Util e importante para avanzar no
solo en la comprensién de aspectos estructurales de éstos sistemas, sino también en la
clarificacién de sus aspectos mecanisticos. Estos complejos han sido denominados
sistemas modelo (Lippard y Berg, 1994).

El estudio de andlogos sintéticos a través de métodos estructurales y
espectroscOpicos permite lograr, en pasos sucesivos, una aproximaciéon a un
conocimiento detallado de las caracteristicas del sistema natural, usualmente mucho
mas complejo de investigar. El objetivo final no es necesariamente la duplicacion de
propiedades naturales, sino aumentar el conocimiento en torno a cuestiones especificas
vinculadas a aspectos y propiedades estructurales, electrénicas, espectroscépicas,
magnéticas y mecanisticas de los sistemas bioldgicos.

Los sistemas modelo pueden ser utilizados para estudiar en forma sistemadtica
problemas tales como efectos producidos por variaciones en las geometrias de
coordinacién, cambios de ligandos y reactividad quimica. Por otro lado y dado que la
estructura de la primera esfera de coordinacioén es la que mds marcadamente influye
sobre el comportamiento espectroscopico del centro metdlico, los estudios
espectroscopicos de sistemas modelo son aproximaciones valiosas para identificar y
caracterizar centros similares presentes en sistemas naturales, todavia no bien definidos.

El estudio de sistemas modelo requiere evidentemente de la sintesis del sistema
modelo y su caracterizacion estructural, preferentemente por difraccién de rayos X. Un
aspecto importante del estudio de sistemas modelo que contienen metales de transicién
paramagnéticos es su caracterizacion magnética, ya que muchas de las interacciones
presentes en estos sistemas también aparecen en sistemas mds complejos como son las
metaloproteinas. Debido a que estos complejos contienen electrones desapareados en su

estructura, la técnica de Resonancia Paramagnética Electrénica (Electron Paramagnetic
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Resonance, EPR) es de elecciéon, dada su capacidad para evaluar propiedades
electrénicas de centros paramagnéticos e interacciones débiles entre ellos. Es por ello
que, en el presente trabajo de tesis, esta es una de las técnicas espectroscOpicas utilizada

para caracterizar metalobiomoléculas y sistemas modelo en fase condensada.

L.5 Ligandos de iones metalicos

La caracterizacion de ligandos realizada en este trabajo de tesis, se fundamenta
en que el sitio activo de una de las enzimas estudiadas, APS reductasa, es un cofactor
organico del tipo ciclico y forma parte del camino de transferencia electrénica de la
proteina. Este podria actuar como potencial coordinador de los metales de transicién en
sistemas modelo y en metaloproteinas se encuentra formando parte de complejos
metélicos en los que intervienen distintos tipos de ligandos. En Quimica de
coordinacion, un ligando es una base de Lewis (Whitten y col., 1996) y puede ser desde
una molécula orgénica relativamente compleja, como por ejemplo el ligando porfirina
de las hemoproteinas hasta una simple molécula de agua (Lippard y Berg, 1994). Los
atomos donadores de los ligandos son aquellos que ceden pares de electrones a los
metales, mientras que los iones metédlicos pueden tratarse como 4cidos de Lewis,
formando enlaces covalentes coordinados en compuestos de coordinaciéon (Whitten y
col., 1996).

El estudio de la conformacién y la estructura de ligandos de interés bioldgico
como ser aminodcidos y vitaminas se ha realizado con una gran variedad de técnicas
experimentales como espectrometria de masas, difraccion de rayos X, difraccion de
neutrones, difraccion electrénica, espectroscopia de RMN, espectroscopia de infrarrojo,
espectroscopia electrénica y métodos tedricos (principalmente célculos ab initio). Sin
embargo, la gran mayoria de estos estudios estructurales se han centrado en fases
condensadas, tanto en cristales como en disolucién, donde las moléculas presentan un
gran numero de interacciones. El estudio individual de la forma neutra de moléculas
bioldgicas aisladas s6lo es posible en fase gas, siendo este un medio apropiado para
entender qué propiedades son intrinsecas de los bloques constructores de la vida o
cuales son impuestas por el medio, por el disolvente o por interacciones con moléculas
vecinas y asi inferir propiedades ligadas a la relacion estructura-funcion (Levy y Corey,

1941).
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Sin embargo, el estudio de biomoléculas en fase gas presenta serios problemas
experimentales ya que, por ejemplo, los aminodcidos tienen elevados puntos de fusion
(250-300°C) lo que implica una muy baja volatilidad. La solucién convencional ha
consistido en vaporizarlos empleando altas temperaturas. Sin embargo, estas sustancias
son inestables térmicamente por lo que no pueden calentarse sin provocar a la vez su
descomposicion (Suenram y col., 1988).

Un aspecto importante del estudio de moléculas relevantes en sistemas
bioldgicos es su flexibilidad estructural. En general, poseen un gran nimero de posibles
conformaciones debido a la rotacion alrededor de los enlaces N-C,, Co—C y C-O. El
elevado nimero de grados de libertad de torsion produce una superficie de energia
potencial con muchos minimos locales, pudiendo estar la poblacién total repartida entre
varios conférmeros. Por lo tanto, la investigacion de la estructura de biomoléculas y sus
precursores plantea la dificultad de identificar y obtener las estructuras individuales de
todos los posibles conférmeros poblados en fase gas a la vez que permite la
identificaciéon fehaciente de los rotdmeros y su proporcién. Esto conlleva a la
dilucidacién de las estructuras mas complejas que adoptan en fase condensada y explica

sus propiedades moleculares (Lehn, 1988).

1.6 Organizacion general del manuscrito

En el presente trabajo de tesis se realizé un estudio multidisciplinario en el que
se utilizaron los distintos enfoques descriptos anteriormente, con el objeto de
caracterizar las dos primeras enzimas involucradas en el ciclo del azufre por la via
desasimilativa.

Con este fin, se estudiaron las metaloenzimas obtenidas de la bacteria
sulfatoreductora Desulfovibio desulfuricans: ATP sulfurilasa (DdATPs, Adenosine
TriPhosphate sulfurylase) y APS reductasa (DdAPSr, Adenosine 5’-PhosphoSulfate
reductase). Los interrogantes en relacion a las cadenas de transferencia electrénica de la
metaloenzima oxidoreductasa, en la que estan involucrados ligandos no proteicos derivé
en la caracterizacion de un sistema modelo y dos ligandos de relevancia bioldgica. Se
caracteriz6 un sistema modelo de cobre Cu(glu)phen y los ligandos de iones metélicos
acido picolinico y nicotinamida. Los estudios en fase condensada se realizaron

principalmente por Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electrénica y los
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realizados en fase gas mediante Espectroscopia de Rotaciéon. Se utilizaron otras
técnicas adicionales como espectroscopia UV-vis, ensayos cinéticos, etc.

El manuscrito se encuentra organizado de la siguiente manera: El capitulo I,
consiste en una introduccion general a los tépicos estudiados; el capitulo II, expone los
objetivos generales y especificos; el capitulo III, describe el fundamento teérico de las
dos técnicas espectroscépicas mas importantes empleadas; en el capitulo IV, se
reportan los resultados obtenidos para las metaloenzimas bacterianas; el capitulo V
reporta los resultados correspondientes al sistema modelo de cobre en fase condensada y
de los ligandos de iones metélicos en fase gas. Tanto en el capitulo IV como V, se
realizan el andlisis y la discusion de los resultados obtenidos. Finalmente el capitulo VI
contiene las conclusiones del trabajo. Las tablas y figuras se enumeran por capitulos y
de forma correlativa. La bibliografia se encuentra al final, precedida por los anexos

donde se encuentra toda la informacién complementaria.
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I1. OBJETIVOS

I1.1 Objetivo General

El objetivo general del presente trabajo de Tesis es contribuir al conocimiento de

metaloproteinas que intervienen en el ciclo biogeoquimico del azufre, caracterizando las

dos enzimas que inician la recirculacion de sulfato. El estudio de éstas metaloenzimas se

complementé con la caracterizacion de un sistema modelo que contiene centros

paramagnéticos en su estructura en fase condensada, conectados por caminos quimicos

tipicos de metaloproteinas y de ligandos de relevancia biolégica de iones metdlicos en

fase gas.

I1.2 Objetivos Especificos

Los objetivos especificos que se definieron son:

i)

i1)

Caracterizacion fisicoquimica de las enzimas ATP sulfurilasa (DdATPs)
y APS reductasa (DdAPSr) involucradas en el ciclo del azufre obtenidas
del organismo reductor de sulfato Desulfovibrio desulfuricans.

Este trabajo implica:

a) La purificacién a grado electroforético y la caracterizaciéon molecular
de las dos enzimas.

b) La caracterizacion cinética de la DdATPs.

¢) La determinaciéon de las propiedades electronicas del ion Co (II)
presente en DdATPs.

d) La caracterizacién de la cadena de transferencia electronica de
DdAPSr mediante el andlisis de los acoplamientos magnéticos entre
centros rédox de la metaloenzima.

Sintesis, caracterizacion estructural y magnética mediante EPR del
complejo mixto del i6n Cu (II) con &4cido L-glutdimico y 1,10-

fenantrolina [Cu(glu)phen].
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i) Evaluacion de las conformaciones adoptadas en fase gas de los ligandos
acido picolinico y nicotinamida para determinar los conférmeros mads

estable de cada molécula.

La concrecion de los objetivos especificos implico la utilizacién de técnicas
experimentales muy variadas correspondientes a campos disciplinarios que van desde
las bioquimica de proteinas hasta la fisicoquimica del estado s6lido. En particular, hay
dos técnicas espectroscopicas que son centrales en este trabajo de tesis: Espectroscopia
de Resonancia Paramagnética Electronica (EPR) para la realizacién de los objetivos
especificos iy ii y Espectroscopia de Rotacién con Ablacién Laser en jets supersonicos
(LA-MB-FTMW y CP-FTMW) para el objetivo especifico iii. Los fundamentos bésicos
de estas dos espectroscopias se presentan en el Capitulo III. Con el objetivo especifico
iii se implementé una nueva técnica espectroscépica basada, al igual que EPR, en
microondas que permite caracterizar ligandos y/o cofactores orgéanicos de

metaloproteinas.
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III. ESPECTROSCOPIAS

La caracterizacidon espectroscopica de los sistemas que se investigan en esta
tesis, implica el uso intensivo de las espectroscopias de Resonancia Paramagnética
Electrénica (EPR) y de Rotacién con métodos auxiliares complementarios acoplados
(LA-MB-FTMW y CP-FTMW). En ambas, la radiacion electromagnética empleada
para efectuar las transiciones cudnticas se encuentra en el rango de las microondas. En
EPR la frecuencia en banda X estd entre 9-10 GHz y en banda Q en 34 GHz, mientras
que en FTMW variade 5 a 18 GHz.

El estudio de los componentes basicos de las moléculas bioldgicas en
condiciones bien definidas puede explicar sus propiedades bioldgicas ya que permite su
caracterizacion a nivel atémico de éstos sistemas (Weinkauf y col., 2002). La técnica de
EPR se aplicarda al estudio de sistemas en fase condensada mientras que la
espectroscopia de rotacion a sistemas en la fase gas, siendo la informacién obtenida con
ambos enfoques, complementaria.

La espectroscopia de EPR es de eleccion en sistemas con metales de transicion
cuya capa d se encuentra incompleta y/o que contienen cofactores organicos
paramagnéticos en su estructura. Su aplicacién permite no solo la caracterizacion de la
estructura electronica del metal en su entorno de coordinacion y la influencia de los
ligandos unidos alrededor del mismo, sino que también permite obtener informacién
sobre los acoplamientos magnéticos entre centros paramagnéticos. Toda esta
informacién analizada mediante modelos fisicoquimicos apropiados puede ser utilizada
para entender propiedades estructurales (que no pueden ser resueltas mediante métodos
estructurales convencionales) y procesos de transferencia electronica en estas proteinas,
entre otras aplicaciones (Brondino y col., 2006a, Brondino y col, 2006b).

Por otra parte, la espectroscopia de rotacién permite evaluar la estructura
conformacional de sistemas pequefios en fase gas, lo cual combinado con calculos
quimicos cudnticos puede profundizar el conocimiento sobre las propiedades
moleculares como estructura, reconocimiento molecular, reactividad y fotoestabilidad
(Weinkauf y col., 2002). Particularmente, el estudio de la conformacién de ligandos de
iones metdlicos y la observacion de la correlacion entre la estructura molecular y las
propiedades macroscéopicas de las moléculas es fundamental para comprender la

influencia en la distribucién de carga de los complejos metdlicos que forman. Es
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importante notar que una biomolécula de bajo peso molecular puede ser caracterizada
en fase gas libre de interacciones con el medio, con el solvente y/o con moléculas
vecinas que en fase condensada pueden producir modificaciones de sus propiedades

espectroscopicas.

I11.1 Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica

La espectroscopia de EPR permite el estudio de especies paramagnéticas, es
decir especies quimicas con electrones desapareados. Estas especies son centros
atdmicos o moleculares que poseen un momento magnético neto (K). Las especies
paramagnéticas incluyen dos grandes grupos: radicales libres y metales de transicion.
Dado que un amplio nimero de sistemas biolégicos presentan en su estructura especies
paramagnéticas que juegan importantes roles ya sea a nivel estructural y/o funcional, la
técnica de EPR ha sido extensivamente utilizada en su caracterizacion. Los centros
paramagnéticos en proteinas pueden ser parte integral de la misma o producirse
transientemente como intermediarios de reaccién y en la mayoria de los casos se

encuentran generalmente relacionados con procesos de transferencia electronica.

II1.1.1 Fenémeno de resonancia paramagnética electronica: el factor g

Los electrones tienen espin (S), el cual les otorga una propiedad magnética
conocida como momento magnético (p). Para un sistema con un tnico electrén
desapareado donde S = Y2, éste puede adoptar los estados de espin electronico ms=-Y2 y
ms = +Y%2 y aunque cada uno de estos estados presenta un momento magnético asociado,
a priori no existen diferencias energéticas entre los mismos. La interacciéon del
momento magnético de espin con un campo magnético externo produce la separacion de
estos dos estados de espin a través de un fendmeno conocido como interaccién Zeeman
(Weil y col., 1995). De esta manera el momento magnético de estado m, = -¥2 se alinea
paralelamente con el campo externo disminuyendo su energia mientras que el estado m
= +!2 se alinea antiparalelamente aumentandola (figura I1I.1). La separacién en energia

entre estos dos estados estd dada por:

AE=g u, B (IIL.1)
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donde g es una constante caracteristica del sistema paramagnético denominado factor g,

us es el magnetén de Bhor y B es el campo magnético aplicado.

A B

Energia

A

ms=+1/.’,

S
(o=
2

AE=hv=gu, B

-1

Sin Campo Magnético Con Campo Magnético

Figura IIL.1. Niveles de energia para un electrén de espin S = %2. A) En ausencia de campo magnético. B)
En presencia de campo magnético.

En un experimento tipico de EPR se irradia la muestra con una frecuencia fija
(v) de microondas mientras se varia el campo magnético externo aplicado. Cuando el
desdoblamiento energético entre los estados ms, = -Y2 y my = +¥2 es de la misma
magnitud que la energia de la radiacion utilizada se satisface la condicion de resonancia
AE=gu,B = h v, donde h es la constante de Planck, la cual es registrada por el
sistema de deteccion como una absorcion de energia.

La figura III.2 muestra una linea de resonancia tipica de EPR. El espectroémetro
debido a su arquitectura electrénica, registra la derivada de la linea de resonancia, lo que
establece una caracteristica distintiva de esta espectroscopia respecto de la mayoria que

registran espectros de absorcion. En la figura, ademds, se indican los pardmetros a
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evaluar del espectro: el valor del campo magnético donde se da un pico de absorcién
(Bo), dato necesario para calcular el factor g y el ancho pico a pico (ABpp) que esta
asociado al tiempo de relajacion del espin.

El factor g tiene un valor de 2,002319 en el caso del electron libre. Desviaciones
de este valor se producen como consecuencia de interacciones tales como el
acoplamiento espin-Orbita entre el centro paramagnético y 4tomos vecinos, entre otras,

lo cual aporta informacién acerca del entorno del electrén en estudio.

PP

Bo

Senal de EPR (u.a.)

Campo Magnético (Gauss)

Figura IIL.2. Espectro tipico de EPR asociado con un espin S = 1/2. Los pardmetros mds importantes a
evaluar del espectro son la posicién en campo de la linea de resonancia (Bo) y el ancho pico a pico

(ABpp).

I11.1.2 Interaccion hiperfina

Ademds de interaccionar con el campo magnético externo, el momento
magnético de espin electronico puede interaccionar con otros momentos magnéticos
presentes en el sistema como son los momentos magnéticos asociados al espin nuclear
del atomo que contiene el espin desapareado o de algin 4dtomo vecino, efecto que se
produce cuando los niucleos presentan espin nuclear distinto de cero (I # 0). Esta

interaccion entre los momentos de espin electrénico y nuclear, la cual se conoce como
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acoplamiento hiperfino o superhiperfino dependiendo si es generado por el nucleo
central o si se debe a un nicleo vecino (Weil y Bolton, 2006), produce también un
desdoblamiento energético de los estados de espin electronico tal como se presenta en la

figura I11.3.

S =1 [=0 =1

Energia

— 1
ms=11> AE=hv=gu, Bt1/2A

Sin Campo Magnético : Con Campo Magnético

Figura IIL.3. Niveles de energia para un electrén de espin S = ¥2. A) En ausencia de campo magnético. B)
y C) En presencia del campo magnético. En C los niveles de energia se desdoblan cuando el espin del
electrén desapareado interactia con el espin nuclear / = %2 de un nicleo en presencia de campo magnético
dando lugar a la aparicién de la constante de acoplamiento hiperfino A.

El desdoblamiento provocado por el nicleo interactuante depende de su espin
nuclear produciéndose 2/+1 subniveles energéticos por cada estado m,. De manera
andloga a lo que ocurre con un S = Y2, un nucleo con espin nuclear I = Y2 puede adoptar

los estados my = -Y2 'y my= +Y2, cada uno de los cuales presenta un momento magnético
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asociado. Al igual que si se tratara de un campo externo, el momento magnético nuclear
interactia con el momento magnético electronico desdoblando cada estado en dos

nuevos subniveles energéticos (figura I11.3).

A= asiis

Figura II1.4. A) Espectro de EPR en ausencia de interacciones nucleares. B) Espectro de EPR donde se
evidencia la interaccion del espin electronico con el espin nuclear. Aparece la constante de acoplamiento
hiperfino A (A, en unidades de energia y a en unidades de campo magnético).

La aplicacién de un campo oscilante de microondas en esta situacién produce
transiciones entre los distintos estados de acuerdo a la regla de seleccion Ams= 1, Am;=
0, lo que determina que el espectro original de una sola linea se desdobla en un espectro
con centro de gravedad en B = hv/ g ug compuesto de 2 lineas de resonancia separadas
por el parametro hiperfino A = a g us (A tiene unidades de energia; a tiene unidades de
campo magnético) tal como se aprecia en la figura III.4. El nimero de lineas hiperfinas
asi como la magnitud de A permite obtener informacion que complementa a la derivada

del factor g.
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I11.1.3 Anisotropia del factor g y de la constante de acoplamiento hiperfino A

Los parametros g (posicion) y A (desdoblamiento hiperfino) son normalmente
anisotropicos, es decir sus valores dependen de la direccién del campo magnético
externo respecto a un dado sistema de referencia molecular del sistema paramagnético.
Cuando ello ocurre, el factor g y la constante A se describen mediante magnitudes
tensoriales denominadas tensores g y A, respectivamente. Las matrices de g y A (3x3)
se caracterizan por 3 valores principales o autovalores (eigenvalues), g», 8y 82 Y Ax, Ay
y A, respectivamente, donde x, y, z son direcciones caracteristicas de la molécula que
contiene el electron desapareado que se denominan autovectores (eigenvectors) (Weil y
col., 1995).

En simetria cubica, las 3 direcciones son equivalentes y entonces el valor de g
serd isotrépico (gx = gy = gz), es decir su valor no depende de la orientacién del campo
magnético externo respecto del sistema molecular. En el caso de simetria axial, que es
comuin encontrar en metales de transicion como el ion Cu (II), g« = gy # gz. Por
convencion, g; se define como el valor de g observado cuando el campo aplicado es
paralelo al eje de simetria y se lo denomina g,, mientras que g. y g, se designan como
g1, que es el valor de g obtenido cuando el campo aplicado es perpendicular al eje de
simetria. La situacién mds general corresponde al caso de simetria rémbica donde los 3
valores de g son diferentes (g # gy # g2).

La simetria de las matrices g y A puede ser visualizada obteniendo espectros de
polvo microcristalino o de soluciéon congelada, los cuales representan los tipos de
muestras més usuales en EPR. En estos tipos de muestras, las moléculas paramagnéticas
presentan todas las orientaciones posibles respecto al campo magnético exterior, por lo
que el espectro de EPR representa la suma (convoluciéon) de todas las resonancias
posibles que puede presentar una molécula paramagnética.

Los distintos tipos de espectros posibles de acuerdo con la simetria de g se
muestran en las figuras IIL.5 y II1.6, en las que se observan las lineas de absorciéon como
una linea punteada y su derivada en linea continua. Los espectros en el caso de sitios
paramagnéticos con factores g isotropicos son similares al obtenido para el caso de un

radical aislado (figura I11.2).
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3470 3480 3400 3500 3510
Campo Magnético (Gauss)

Figura IILS5. Espectros EPR con simetria axial (gx = gy = gL # gz = g//). La linea punteada corresponde a
la sefial de absorcién y la linea continua a la 1" derivada. A) g/ > gL.B) g// < gl.

3470 3480 3490 3500 3510
Campo Magnético (Gauss)

Figura IIL.6. Anisotropias del pardmetro de posicién g. En lineas punteadas se grafica la sefial de
absorcion mientras que en linea llena su derivada (grafico tipico de los espectros de EPR). En simetria

rémbica gx # gy # ..
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Como se explicd anteriormente, el desdoblamiento hiperfino también puede
presentar anisotropias, la cual proviene de la interaccion dipolar entre el espin
electrénico y el espin nuclear (Weil y col., 1995). Las consideraciones que se aplican
para los valores anisotropicos de A son las mismas que para los valores de g

obteniéndose situaciones de simetria isotropicas y anisotropicas (figura I11.7).

l*' i 'hl
i 'LI \ = /0
______ e i i T — F=-—=-=--
W\ 4 \ Al i
v/ VY
3400 3450 3500 A550

Campo Magnético (Gauss)

Figura IIL.7. Anisotropia del pardmetro de interaccion hiperfina A. De arriba hacia abajo: sefial de EPR
sin interaccion hiperfina; sefial de EPR con interaccidn hiperfina isotrépica, con I = ¥2; sefial de EPR con
interaccidn hiperfina anisotrépica también con I = 2.

La determinacién completa de los tensores g y A (autovalores y autovectores) en
un sistema de referencia molecular solo puede efectuarse a partir de mediciones en
muestras de un sélido orientado, tal como se describe en el capitulo V. No obstante,
informaciéon importante puede ser obtenida a partir del andlisis de muestras
policristalinas no orientadas (comtinmente denominadas polvos) o soluciones liquidas
congeladas. Para el caso de muestras sélidas policristalinas o soluciones congeladas
(powder-like) es posible evaluar los autovalores del tensor g en ausencia de
interacciones magnéticas significativas entre centros pero no asi los autovectores. Por el
contrario, en el caso de las soluciones liquidas el movimiento rdpido en todas
direcciones de las moléculas paramagnéticas promedia las anisotropia de los tensores g

y A, obteniéndose en este caso los valores isotrépicos de los tensores g y A.
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I11.1.4 Procesos de relajacion

En un sistema de espines S = Y2 con niveles de energia como el mostrado en la
figura III.1.B, la absorcion continua de energia de microondas en un experimento de
EPR llevaria a que después de un cierto tiempo todos los estados con niveles de energia
superior (ms= + Y2) estarian poblados siendo imposible la transicion de EPR. Este
estado, en el que no son posibles las transiciones de EPR es conocido como “estado
saturado”. Evidentemente, debe existir algin procedimiento a nivel molecular que evite
este estado de saturacidon, ya que de producirse, la técnica de EPR y las técnicas
espectroscopicas en general no tendrian razén de ser.

Los procesos a nivel molecular que impiden el estado de saturacién son
englobados dentro del nombre genérico de “procesos de relajacién”. Estos procesos
“descargan” a un sistema de espines con determinada energia devolviéndolo al nivel
fundamental y posibilitando que el proceso de absorcion de energia contintde cuando el
sistema es perturbado mediante radiacién electromagnética.

En general, existen dos procesos de relajacion: espin — red y espin — espin. En el
primero, los dipolos magnéticos en el estado de mayor energia ceden ésta a la red; en el
segundo, se la ceden a otros dipolos vecinos (Pilbrow, 1991; Weil y Bolton, 2006).
Estos procesos se describen mediante dos tiempos de relajacién: 7; para el espin — red
(también se le llama tiempo de relajacién longitudinal) y 7> para el espin — espin (o
transversal). En principio 7> no depende de la temperatura y 7; es el tiempo de
relajacion que determina que exista una diferencia entre los estados inferiores y
superiores de energia del sistema de espines y es altamente dependiente de temperatura;
a menor temperatura, mayor es el 71 o equivalentemente menor es la velocidad de
relajacion.

Para un sistema de dos niveles, la diferencia n de poblaciones entre el nimero
de estados con ms= - %2 (estado inferior) y ms= + %2 (superior) en estado estacionario,

estd dada por (Pilbrow, 1991):

n
n= 0 (111.2)
(1+T P)
donde n, es la diferencia de poblaciones entre los dos estados en el equilibrio térmico
determinada por la distribucién de Boltzmann (diferencia al comienzo del fendmeno de

resonancia) y P es la potencia de microondas.
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La ecuacion II1.2 muestra que la condicion de no saturacion se obtiene cuando
1+ T P=1yn = no, lo cual se logra cuando 71 es muy corto o cuando la P es muy
baja. Otra implicancia de que 77 sea muy corto es que aunque exista diferencia de
poblaciones entre los dos estados de espin, el tiempo de vida media del estado superior
de espin también es corto, con lo cual de acuerdo con el principio de incertidumbre de
Heisenberg, trae implicancias en la deteccion de la sefial de EPR dado que el ancho de
linea es inversamente proporcional al 7. Es por ello que en algunos de los sistemas que
se investigan, las sefiales de EPR solo se pueden detectar a temperaturas por debajo de
los 60 K, debido a que estas temperaturas el tiempo de relajacién toma un valor
considerable como para hacer posible la medicién de EPR.

En contraste, la relajacion espin-espin, la cual como se menciona anteriormente,
depende poco de temperatura, contribuye de manera constante al ancho de la linea de
resonancia. De esta manera, el ancho de linea de la sefial de EPR es determinado por 71

y T, siendo solo dependiente de 7> en aquellos casos en que 71 >> T> (Pilbrow, 1991):

AB o< — + — (I11.3)

En 1946 Felix Bloch propuso un conjunto de ecuaciones derivadas a partir de
argumentos fenomenoldgicos, para explicar las propiedades de un conjunto de nicleos
en un campo magnético. Si bien el fendmeno de resonancia magnética es un fenémeno
cuantico, el modelo propuesto por Bloch permite explicar de forma cualitativa el
fenémeno de la resonancia y también da las bases para caracterizar los dos tipos de
relajacién que ocurren en resonancia magnéticas tanto de espin electrénico como
nuclear. Las ecuaciones de Bloch asi como los fundamentos que llevaron a este a
proponerlas pueden ser encontradas en la bibliografia (Hollas, 2004; Weil y Bolton,
2006) y por lo tanto solo se presentaran sus resultados.

El principal resultado de Bloch es que a partir de su modelo, ademds de explicar
el fendmeno de resonancia, permite obtener la forma de linea de la absorcion de energia,

la cual en unidades de frecuencia estd dada por:

a)OTZ
1+(w-,) T>+y* BT T,

=S (111.4)
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donde I es la intensidad de la linea de resonancia para cada frecuencia w=g usB / i, @,
representa la posicion de la linea de resonancia en unidades de frecuencia, By es la
intensidad del campo de microondas, ¥ = -g. us / % es la relacion giromagnética
(constante proporcional al factor g) y como ya se definid, 77 y T2 son los tiempos de
relajacion espin-red y espin-espin respectivamente (Pilbrow, 1991).

Al menos dos importantes conclusiones pueden ser derivadas de la ec. II1.4: La
primera es que cuando el producto ¥ B;? T; T> es mucho menor a 1, la ecuacién predice
que la forma de linea de resonancia es Lorentziana, una de las formas de lineas mas
comunes encontradas en resonancia magnética; la segunda es que cuando este factor es
mucho mayor que 1 como producto del incremento del B; o en el caso de sistemas con
T; muy largos, la intensidad de la linea de resonancia disminuye produciéndose el
fendmeno de saturacién, lo cual se condice con los explicado anteriormente. No
obstante hay que tener en cuenta que las ecuaciones de Bloch pueden explicar el
fendmeno de saturacion y la forma de linea de resonancia en los sistemas que
investigamos en este trabajo, aunque fallan para explicar la indetectabilidad de las lineas
de resonancia en los casos de 77 muy cortos, fendmeno que también ocurre en nuestros

sistemas.

I11.1.5 Espectrémetro y mediciones

Los espectrometros de EPR estdn disefiados para inducir y observar transiciones
magnéticas entre los estados Zeemann de los espines desapareados en presencia de un
campo magnético exterior. La figura III.8 muestra un esquema de un espectrémetro
basico de EPR. El mismo requiere de una fuente de radiacién y de algtn dispositivo que
detecte absorcion de energia en la muestra. Sin embargo, hay una diferencia importante
entre un espectrometro de EPR y uno dptico: los espectrometros de EPR operan a
frecuencia de microondas Vv fija y barren un espectro de EPR modificando lentamente la
intensidad del campo magnético estitico aplicado hasta obtener la condicién de
resonancia. Cuando se cumple esa condicidn, se produce la absorcién neta de energia
por parte de la muestra.

En el espectrometro el campo magnético estitico se genera mediante un

electroimdn que garantiza un campo magnético homogéneo sobre la muestra. El
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generador de microondas era antiguamente una valvula electronica denominada klystron

y que ha sido reemplazada por generadores de estado s6lido (diodo gunn).

Controlador automatico de
frecuencia (AFC)

Amplificador y
detector sensible
a la fase

Circulador

1

Klystron Atenuador Detector Regi my
adquisitor
digital de datos

Fuente de potencia ] — Modulacién Generador de
del iman de campo barrido del
magnético campo magnético
Cavidad
— L
Electroman

Figura IIL.8. Esquema de un espectrometro basico de EPR.

No obstante el nombre de klystron se sigue usando actualmente para referirse al
generador de microondas. El generador de microondas se acopla mediante una guia de
ondas a la cavidad resonante en la que se coloca la muestra. Para asegurar la
transferencia optima de la potencia de microondas desde el klystron hacia la cavidad y
desde la cavidad al detector se incorpora un circulador, normalmente de cuatro puertas
de manera de impedir que las ondas reflejadas en la cavidad puedan volver al klystron.
De ésta forma se asegura que toda la potencia de microondas reflejada por la muestra
incida en el detector. La cavidad se acopla a la guia de ondas mediante un iris cuyo
didmetro efectivo se puede controlar con una punta metdlica. Este mecanismo permite
adaptar la impedancia del sistema a la de la cavidad para permitir que toda la potencia
incidente de la microonda sea absorbida por la cavidad. Cuando esto ocurre la cavidad
estd acoplada, la transferencia de energia es mdxima y la frecuencia de resonancia de la

cavidad coincide con la frecuencia de microonda. Durante el proceso de medicién, el
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controlador automdtico de frecuencia (AFC, Automatic Frequency Controller) se
encarga de mantener la frecuencia de emision del klystron igual a la frecuencia natural
de absorcién de la cavidad.

Cuando se produce la absorcién de energia de microondas por la muestra,
cambia la frecuencia natural de la cavidad y parte de la potencia que le llega es
reflejada. En consecuencia cambia la cantidad de energia de microondas que llega al
detector. Para detectar la sefial de EPR con una maxima relacion sefal/ruido (es decir
alta sensibilidad) se modula el campo magnético estdtico mediante bobinas adosadas a
la cavidad. La potencia reflejada por la cavidad (que es proporcional a la energia

absorbida por la muestra) llega al detector, se amplifica y se detecta mediante un

detector sensible a fase.

Figura II1.9. Aspecto general del espectrometro de EPR marca Bruker del Departamento de Fisica de la
FBCB, UNL.

La salida de éste detector sensible a fase es la derivada primera de la energia
absorbida por la muestra respecto del campo magnético estatico y puede registrarse en
forma digital mediante un adquisidor electronico de datos. La intensidad de la sehal de

EPR depende de pardmetros propios del sistema como 71, 72, y la temperatura, ademas
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de factores instrumentales producto de la electronica del sistema (G, ganancia), y el
campo de modulacion (Myp). Para el caso de un espin S = %2 en ausencia de saturacion
(Y* B T; T> << 1), la intensidad de la sefial de EPR estd dada por (Manual de Bruker,
2009):

N .M _GAP
Joc—2 pp
T

(I1L5)

siendo, NN es el nimero de espines de la muestra, M), es el campo de modulacién pico a
pico, G es la ganancia del instrumento, P la potencia de la radiacién de microondas y T
es la temperatura. Una importante conclusion a la cual se arriba a partir de esta ecuacion
que deriva de condiciones experimentales, es que la intensidad de la linea depende de la
raiz cuadrada de la potencia de microondas y no de la potencia como predice la
ecuacion de Bloch (Weil y col., 1995) lo cual tiene impacto en los estudios de
saturacion que se realizaron en esta tesis y que son analizados en el capitulo IV. Una
segunda derivacion importante es que mediante esta ecuaciéon se pueden efectuar
estudios de cuantificacion de espines (Ns) por EPR, evaluando la segunda integral del
espectro y comparandola con un patrén de espines S = Y2 (habitualmente una solucién
de iones Cu

2+)'

1I1.1.6 Estudios de saturacion

Una derivacion importante de la ecuacion IIL.5 es que en ausencia de saturacion
debe existir una relacion lineal entre la intensidad I de la sefial de EPR y la raiz
cuadrada de la potencia de microondas o en otras palabras la relacion I N P vs P debe
mantenerse constante en todo el rango de P. Desviaciones de este comportamiento, es
decir valores menores de I A P para mayores P son indicativos de saturacion. Dado que
estos estudios serdn utilizados para entender procesos de interaccion espin-espin y
espin-red se explicard brevemente como se efectia un estudio de saturacion.

La figura II1.10 muestra un experimento tipico de saturacion de EPR. Se realizan
mediciones de la muestra variando la potencia de microondas y la I de la sefial de EPR
se obtiene midiendo la altura de alguna resonancia representativa del espectro (recuadro

rojo) o evaluando la segunda integral del espectro. Se relaciona I N Pvs log P. Como se
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observa en esta figura, el comportamiento de I /Y P se desvia del esperado para P >

0,001 W, indicando que a partir de esa potencia la sefial se encuentra saturada.

1,00 | e P -

I e oxidado 1

0,96 | ® reducido _

RN 092 =
e ’

= i )

0,88 |- =

0,84 | 335 340 345 350 355 -

Campo Magnético (mT)
Il ' Il ' i1 ' i I i I Il I 1 '

35 A0 25 20 45 A4 203
log P (W)

Figura IILI.10. Ensayo de saturaciéon mediante EPR para evaluar estados de oxidacién de una
metaloproteina. La figura muestra la potencia de microondas normalizada para la metaloenzima Aldehido
Oxido Reductasa, en estado reducido (verde) y en estado oxidado (azul) inhibida la sefial de EPR por
Arsenito. I es la intensidad de sefial de EPR y P, la potencia de microondas en W. El ajuste se realiza
mediante la ec. II1.6. El pico de la sefial de EPR utilizado para evaluar I estd recuadrado en azul en la
figura en concordancia al estado oxidado de la enzima. Para P > 0,001 W Ia sefial comienza a saturar.

El paso a seguir es ajustar los valores experimentales con un modelo apropiado,

el cual se realiza mediante la ecuacién empirica (Makinen y Yim, 1981):

-b/2
o<| 1+—— (II1.6)

Vi
JP P,

dénde Py, es la potencia de microondas que hace el valor de I /N P o< 22 y b, es una
constante caracteristica de los mecanismos de relajacion. Este pardmetro no se analizard
en esta tesis y por lo tanto no se dardn mds detalles sobre el mismo.

Usualmente, se compara la ec. II.6 con la de Bloch, ec. III.4, para ® = @,

asumiendo b = cte y factor de saturacion (1+ Y* B2 Ti T>)!' = (1 + P/ Py12)"!. Bajo estas
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condiciones Pip o< 1 / yz T: T> = constante / T;. Por lo tanto, P es directamente

proporcional al tiempo relajacion espin-red (71). (Makinen y Yim, 1981).

I11.2 Espectroscopia de rotacion

La espectroscopia de rotacion caracteriza a las moléculas de acuerdo a sus ejes
principales de inercia, mediante la interaccion con microondas en el rango de 5 a 18
GHz (Hollas, 2004). La combinacién de ésta espectroscopia con otras técnicas
auxiliares, como jets supersonicos y ablacion laser, amplia el tipo de moléculas a
estudiar y la cantidad de pardmetros de caracterizaciéon que se pueden obtener.
Moléculas en estado s6lido son ablacionadas ingresando en estado gaseoso a un jet
supersonico, este las introduce en una cavidad resonante donde son irradiadas con
microondas. Estas técnicas en tidndem permiten dilucidar todas las posibilidades
conformacionales de la estructura de moléculas de bajo peso molecular, debido a que
los valores de las constantes rotacionales en moléculas muy grandes se aproximan a

CEro.

I11.2.1 Modelo del rotor rigido

Un modelo aproximado util para la rotaciéon de extremo a extremo de una
molécula diatémica es el rotor rigido en el que el enlace que une los nicleos se

considera como una varilla rigida sin peso, como se muestra en la figura III.11.

Centro de gravedad

N l
N
- - o =N - === -
<
S
S

Figura III.11. Modelo de rotaciéon de una molécula diatémica alrededor de los ejes perpendiculares al
enlace y su centro de gravedad.
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El momento angular esta dado por:

Pr= [L(L+1)]"n (I11.7)

siendo h = h/27w (h, constante de Planck) y L =0, 1, 2,... el nlimero cudntico rotacional.
En general, L se asocia con un momento angular total excluyendo espin nuclear, pero
cuando no hay un momento angular o de espin, se refiere simplemente a la rotacién. Al

igual que para otros momentos angulares, la componente z viene dada por:
(PL),=M.h (II1.8)

siendo M, = L, L-1, ... , -L. Por lo tanto, cada nivel L de energia de rotacion, en
ausencia de campo eléctrico, es (2 L+1) veces degenerados.
La solucion de la ecuacion de Schrodinger para un rotor rigido muestra que la

energia rotacional (Er) estd cuantizada con valores:
E: = (h*/87°I) L (L+1) (II1.9)

donde I es el momento de inercia. Los niveles de energia de rotacién dados por la ec.
II1.9 aumentan con el aumento de L.

El momento de inercia I de una molécula sobre cualquier eje a través del centro
de gravedad estd dado por:

_ 2
=2 mr
i

(111.10)

donde m; y ri son la masa y la distancia de un dtomo i desde el centro de masa,
respectivamente.

Una molécula se caracteriza mediante los pardmetros denominados I, Iv e I, que
son los momentos de inercia principales y que son etiquetados dependiendo a cual de
los ejes de inercia principales corresponde cada uno. El eje convencionalmente
etiquetado como el eje ¢ es aquel donde el momento de inercia tiene el valor maximo.
Un segundo eje, denominado eje a es en el cual el momento de inercia tiene su minimo
valor. Los ejes a y ¢ son perpendiculares entre si y a su vez un tercer eje, el eje b, es

perpendicular a los otros dos.
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En general, de acuerdo con la convencién, cuando el sistema en rotacion esta

aislado, se cumple la ecuacion:
1 2 2 2
E{Ia(oa +I,0, +I.0.} =cte (IIL.11)

que describe la superficie tridimensional de un elipsoide en el espacio de velocidades
angulares ().

La ec. III.11, es la base para la definicién del elipsoide de inercia:
Ix*+1,y*+1z° =1 (IIL.12)

siendo I, In, Ic las constantes de inercia a lo largo de los ejes x, y y z, respectivamente.
Experimentalmente, lo que se mide es la frecuencia F por lo que la ecuacién de energia

se convierte en:

F=Lr= " sy =p L+ (IL13)

h 87’1
siendo D la constante rotacional experimental que se denomina A, B o C de acuerdo a
los ejes cartesianos y es inversamente proporcional al momento de inercia. Se determina

por mediciones espectroscopicas.
I11.2.2 Clasificacién de moléculas en rotores

Para estudiar los espectros rotacionales de las moléculas es esencial clasificarlas

en funcién de sus momentos principales de inercia:
IC 2 Ib 2 Ia = 0

Para una molécula lineal como el HCN en la figura I11.12 (a):
L=L>L=0
donde los ejes b y ¢ pueden estar en cualquier direccién perpendicular al eje a
internuclear. Considerando los nicleos como masas puntuales en el eje a, es evidente

que I, debe ser cero, ya que todas las r;en la ec. II1.10 son cero.
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Para un rotor simétrico o de elevada simetria, dos de los momentos principales
de inercia son iguales y el tercero distinto de cero. Si,
L=hL>1,
la molécula es un rotor simétrico prolate. En la figura III.12 (b) se presenta un ejemplo
representativo de este tipo de rotores simétricos, el metilyoduro, donde el nicleo fuerte

de yodo no contribuye a L.

| ok
_ H— {;H_:_'——_-_J —a
= ]
(a}) PRotor
]
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I b H
— - —«¢ “ H
— —3
| — H H
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(b) 7 © |
Rotor Simetrico Prolate Botor Simetrico Oblate
o - |
| i
# F b M
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; \F\i _—=F ) \E L__ S
> o FH L\F"I. K‘
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@1 e )
Rotores Esféricos Potor Asimétrico
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H \' 0 _.- - H“""‘-n ‘-"""F"'rr H“""—u._l__,..o-"'"-H
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M‘-’—t{ \H H_‘,..--"'-'m._h\ 5% a0
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Rotor simétrico cercano al prolate Rotor simétrico cercano al oblate

Figura II1.12. Ejes principales de inercia de diferentes moléculas. (a) HCN (b) Metilyoduro (c) Benceno
(d) Metano (e) Sulfuro de Hexafluoruro (f) Formaldehido (g) s-trans-acroleina (h) pirazina (modificado
de Hollas, 2004).
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La molécula de benceno, figura II1.12 (c), es un rotor simétrico oblate dado que:
L>h=1I
Es importante notar que un rotor simétrico debe tener un eje C, con n > 2. El
metilyoduro tiene un eje C3 y el benceno un eje Cs por lo tanto, estos son rotores
simétricos.
Un rotor esférico tiene los tres momentos principales de inercia iguales:
L=h=1
como es el caso del hexafluoruro de azufre y el metano que se muestran en la figuras
III.12 (d) y (e) respectivamente. De hecho, todas las moléculas que pertenecen a
cualquiera de los grupos puntuales 7 u Oy son rotores esféricos.
Un rotor asimétrico tiene todos los momentos principales de inercia diferentes:
L#L#Lk
siendo la mayoria de las moléculas incluidas en la categoria de rotores asimétricos.
Un ejemplo de rotor asimétrico es el formaldehido que se visualiza en la figura
112 (f).
Si las constantes tienen la siguiente relacion,
L=h>1a
la molécula se conoce como un rotor simétrico-cercano al prolate.
Si las constantes tienen la siguiente relacion,
>h=1a
la molécula se conoce como un rotor simétrico-cercano al oblate. Un ejemplo de este

tipo de moléculas es la s-trans-acroleina figura I11.12 (g) y la pirazina figura I11.12 (h).

II1.2.3 Caracterizacion de rotores

En espectroscopia de rotacién las moléculas reciben el nombre de rotdmeros.
Cuando los rotdmeros pueden ser identificados como una entidad especifica reciben el
nombre de conférmeros.

A continuacién se describe la informacion que se puede obtener mediante
espectroscopia rotacional en fase gas relativa a estructura y dindmica molecular interna.
En relacion a la informacion estructural, ésta técnica aporta informacién precisa, no solo

de la ubicacién de los d&tomos sino ademds de todas las posibilidades conformacionales
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que puede adoptar una molécula, libre de interacciones con otras moléculas vecinas y/o

con el medio como ocurre en fase condensada.
1I1.2.3.1 Determinacion de la estructura

La informacion estructural que se obtiene a partir de espectroscopia rotacional,
resulta de los momentos de inercia moleculares que dependen criticamente de las masas
y la geometria molecular. Sin embargo, dado que la molécula no es un sistema rigido,
los momentos de inercia estdn afectados por la energia de vibracién atn en el estado
fundamental de vibracién. Esta energia de vibracion es la responsable de la

incertidumbre asociada a la determinacion de los parametros estructurales.
I11.2.3.2 Dinamica molecular interna

La espectroscopia de rotacién permite obtener informacion sobre la dindmica
interna de sistemas que presentan vibraciones de gran amplitud, como los modos de
flexion (bending) y plegamiento (ring-puckering) en heterociclos, la inversiéon del
grupo amino, la pseudorotacion o la rotacién interna. El andlisis de los efectos de
interaccién rotacién - vibracion en estos sistemas permite determinar la funcién de

potencial, la dindmica y la estructura de este tipo de moléculas.
I11.2.3.3 Relajacion entre conférmeros

El estudio en el seno de jets supersonicos puede provocar la no observacion de
algunos conférmeros que se predicen tedricamente entre los mds estables. Este
problema de conférmeros “perdidos” se explica a través del fendmeno de relajacion a
formas de menor energia por colisiones con dtomos de gas inerte.

La relajacion se produce cuando las barreras de interconversion no exceden de
un cierto valor limite. Este valor umbral dependera de las caracteristicas de la superficie
de energia potencial (energia de los minimos, caminos de interconversion, alturas de las
barreras) y el proceso de enfriamiento del jer.

Las investigaciones empiricas realizadas en sistemas en los que sélo interviene

un grado de libertad de interconversion de torsion estiman que el valor umbral es del

1 . . . . .
orden de ~ 400 cm . Sin embargo, en sistemas donde intervienen varios grados de
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libertad se proponen barreras cercanas a los 1000 cm’. La determinacion experimental
de éstas barreras de interconversion es complicada.

El fenémeno de relajacion se favorece con el uso de gases portadores pesados
que hacen mds efectivas las colisiones, como se pone de manifiesto en estudios de

complejos intermoleculares de enlace de hidrégeno.
I11.2.3.4 Distribucion de poblacion entre conférmeros

Se puede obtener informacién muy interesante sobre la distribucién de poblacion
entre conférmeros a partir de la comparacion de las intensidades relativas de las
transiciones de rotacion de las especies observadas.

Se admite que el enfriamiento en la expansion supersénica lleva a todos los
sistemas moleculares al estado fundamental de vibracién, la intensidad experimental de
las transiciones del conférmero i serd proporcional a las componentes del momento
dipolar eléctrico pa (0. = @, by ¢) y a la poblacién de la especie i en el jet.

Una comparaciéon de las intensidades de las transiciones de rotacion
experimentales entre los distintos conférmeros dard por lo tanto una relacién de las

poblaciones en el jet.
I11.2.4 Espectréometro y mediciones

El estudio de moléculas en fase gas relevantes en sistemas bioldgicos se realizd
con técnicas desarrolladas en el Grupo de Espectroscopia Molecular (GEM) de la
Universidad de Valladolid (UVa), Espana.

En el afio 1997 se construy6 en Valladolid el primer espectrometro MB-FTMW
(Molecular Beam-Fourier Transform Microwave) (Alonso y col., 1997) basdndose en
las ideas originales de Flygare (Balle y Flygare, 1981) y en los avances realizados en el
grupo de la Universidad de Kiel, Alemania dirigido por el Prof. Dreizler (Grabow,
1996). El primer equipo contaba con un resonador con sistema de inyeccion y el
espectrometro de microondas, tal como se presenta en la figura III.13. Sélo se podian
estudiar muestras susceptibles de volatilizacién por calor. Desde entonces, esta
configuracién se ha ido renovando incorporando cambios en el sistema de vacio y en los

componentes electronicos.
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Figura II1.13. Aspecto general del espectrometro de rotacién y equipos accesorios. (a) Cadmara de vacio
donde se detectan las moléculas (b) Sistema de inyeccién para generar el jet supersénico (c)
Espectrometro de Microondas.

I11.2.4.1 Descripcion del espectrémetro

Todos los instrumentos construidos tienen dos componentes bdsicos: la cdmara
de vacio en la que ingresa el sistema de inyeccidn para la generacion del jet supersénico
(MB, Molecular Beam) y el espectrémetro de microondas con Transformada de Fourier
(FTMW, Fourier Transform Microwave) para la polarizacion de las moléculas presentes
en la expansion y la posterior deteccion de su emision molecular. Ambos son acoplados
a otros instrumentos que permiten aumentar la eficiencia y resolucién de la técnica.

La cdmara de vacio estd formada por un tanque cilindrico de acero inoxidable,
que se evacua por su parte inferior con una bomba difusora de aceite apoyada por una
bomba rotativa, permitiendo alcanzar un vacio de 10”7 mbar. El jet supersénico (MB) se
genera mediante la expansion adiabdtica de una muestra gaseosa diluida en un gas

noble, a presiones relativamente altas (15 - 20 bares) a través de un pequefio orificio o

tobera (< 1 mm) en el seno de una cdmara a muy baja presion (10_5 - 107 mbares). Si la
relacion de presiones supera un cierto valor limite, el gas alcanza a la salida la velocidad
del sonido (figura I11.14).

En la expansion, el movimiento térmico aleatorio de la muestra se transforma en

un flujo direccional y la energia de los modos internos de la molécula se convierte en
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energia cinética direccional debido a las colisiones que tienen lugar en las proximidades
de la tobera. Estas colisiones tienden a disminuir las temperaturas efectivas de rotacion
(T

ot~ 9-10 K) y en menor medida las de vibracion.

(1) EXPANSION 2)

i for To e Jot — o<<Po
(0) - Ty<<T,

-

Figura I11.14. Formacién de un jer supersénico. El gas ingresa (1) a la cavidad con una presién inicial
(Po) y una temperatura inicial (To). Al pasar por un pequeifio orificio (o) a la cavidad que se encuentra en
vacio, se da la expansion supersonica siendo en las condiciones finales la presion y la temperatura (Py, y
Ty) significativamente menores, a la salida del gas (2).

De este modo, la expansién adiabdtica provoca un enfriamiento drdstico que
puebla tan s6lo los niveles mds bajos de rotacion del nivel fundamental de vibracion.
Sin embargo, aunque las moléculas estdn rotacional y vibracionalmente enfriadas, la
distribucion de la poblacion de conférmeros no lo estd necesariamente y dependerd de
las barreras de interconversion de un conférmero a otro. De esta forma, si las barreras
de interconversiéon de un conférmero a otro son lo suficientemente altas, se pueden
detectar independientemente los diferentes rotdmeros aislados como estructuras estables

congeladas en la expansion supersonica.

I11.2.4.2 Funcionamiento del equipo

El espectrometro FTMW estd compuesto por una serie de sintetizadores,
atenuadores, amplificadores, moduladores y un sistema de deteccién (figura II1.15). El
funcionamiento del espectrometro FTMW comienza con la generacion de una radiacion
de microondas con un sintetizador (v ~ 160 MHz), se mezcla en un modulador de banda
lateral dnica con una sefial de 160 MHz para generar la frecuencia de polarizacién v.
Esta se amplifica y se modula en pulsos por medio de un conmutador. Otro conmutador
permite a la radiacidn acoplarse a la cavidad durante el periodo de polarizacién y abrir
el sistema de deteccion durante el tiempo de emision molecular. Transcurrido el tiempo
necesario para la extincion de la radiacion de polarizacion, se abre el sistema de deteccion.

La débil sefial de emision molecular se amplifica y transforma en una frecuencia centrada
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en 160 MHz, utilizando la radiacién de microondas del sintetizador (v ~ 160 MHz) como

oscilador local.

—
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Figura IIL.15. Componentes y secuencia de funcionamiento del espectrémetro FTMW.

La sefial centrada en 160 MHz se amplifica, filtra y convierte a una frecuencia de
menor, entre 1 y 12.5 MHz. Para ello se utiliza un sintetizador de radiofrecuencia como
oscilador local. La sefial resultante es dirigida a un registrador de transitorios, instalado en
una computadora compatible, cuya frecuencia de muestreo es de 25 MHz y su resolucién de
16 k puntos de datos por muestra. La secuencia de pulsos del espectrémetro se controla por
un generador-secuenciador de pulsos, estando todas las frecuencias en fase con un patrén de
rubidio de 10 MHz. La velocidad de repeticion de la secuencia de operacion del instrumento
puede alcanzar los 30 Hz.

La secuencia de operacion ciclica del instrumento se muestra en la figura II1.16
y consta de 4 etapas fundamentales:

1. Formacion del pulso molecular. Se realiza la apertura de la véalvula de inyeccién
durante un tiempo que oscila entre 0.1 y 1 ms para formar un jet supersénico paralelo al
eje de la cavidad.

2. Polarizacion. Se produce al aplicar un pulso de microondas resonante en la cavidad
Fabry-Pérot. Esto provoca la polarizacién macroscopica de la muestra en la expansion

supersonica.
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1. Formacion del pulso molecular
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Figura IIL.16. Secuencia general de operacion del instrumento LA-MB-FTMW.

3. Emision molecular y relajacion. Cuando cesa el pulso de polarizacion, las
moléculas emiten espontdneamente radiacion coherente a las frecuencias de resonancia.
Igualmente, se produce la relajacién de la cavidad, pero mucho mads ripida que la
relajacion molecular.

4. Deteccion. Tras un retardo necesario para que se extinga la energia acumulada en la
cavidad, se registra la sefial de emision molecular en el dominio del tiempo.
Posteriormente, mediante transformada de Fourier, se obtiene la sefal en el dominio de
frecuencias. Debido a la configuracion coaxial del jet supersénico y el eje del resonador
todas las sefiales estdn desdobladas por efecto Doppler (Hollas, 2004). Esto significa
que en lugar de un solo pico en el espectro de rotacion, la sefial se ve partida al medio.
El programa de visualizacién del instrumento FTMW++ desarrollado por la Compaiiia
National Instruments posee una herramienta que permite medir exactamente el maximo

de la senal.
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I11.2.4.3 Diferentes configuraciones del espectréometro

De las técnicas en tdndem desarrolladas en el GEM, dos son las configuraciones
experimentales que se han utilizado en los estudios realizados en el presente trabajo y

que seran detalladas a continuacion.

111.2.4.3.1 Espectrometro LA-MB-FTMW

El espectrometro LA-MB-FTMW (Lesarri y col.,, 2004) desarrollado y
construido en el GEM estd formado por la configuracién que aloja en el interior de la
camara de vacio un resonador Fabry-Pérot. Las moléculas en estado sélido son
ablacionadas con un LASER de picosegundos e ingresan mediante un jet supersonico a
la cavidad resonante donde son irradiadas con microondas y caracterizadas mediante sus
niveles rotacionales (figura III.17). El sistema de ablacion LASER permite la
vaporizacion de la muestra sélida sin exponer las moléculas a un aumento de
temperatura. Esto facilita el estudio de moléculas termosensibles como son en general
las biomoléculas. La vaporizacién sin afectar las propiedades estructurales y la brusca
disminucién de la temperatura en el jet supersénico, permiten la caracterizacion de

moléculas en fase gas.

Figura III.17. Aspecto general del espectrometro LA-MB-FTMW. (a) Médulo de ablacién LASER -LA-
(b) Cavidad resonante (c) Sistema de inyecciéon Molecular Beam-MB- (d) Espectrémetro de rotacién —
FTMW-.
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El resonador Fabry-Pérot esta formado por dos espejos en disposicion confocal
que permiten la interaccion entre la radiacién de microondas y el jet supersénico. Uno
de los espejos se encuentra fijo mientras que el otro se sitia en un soporte moévil,
accionado por un motor paso a paso (pasos de 1,25 pum) por lo que la distancia entre los
espejos se puede ajustar permitiendo sintonizar la cavidad a la frecuencia de resonancia.
En el centro de cada espejo se sitda una antena de microondas en forma de L (~A/4)
para introducir la radiacién de microondas y recoger la sefial de emision molecular de la
que se obtiene el espectro de rotacion de las especies presentes en el jet mediante el
espectrometro FTMW que opera entre 5-18 GHz.

El médulo de ablacion (figura I11.18) estd formado por una valvula de inyeccion
y un soporte donde la barra sélida de muestra se sitia verticalmente a la salida de la
tobera. Un pulso laser de alta energia (Irradiancia = 1-100 MW cm™) de un ldser
Nd:YAG de estado sélido, incide sobre la muestra sélida vaporizandola. Las moléculas
erosionadas ingresan hacia el interior de la cavidad mediante un pulso de gas inerte que
actia como transportador, generando asi la expansion supersénica. La muestra sélida se
sitda en un dispositivo motorizado que permite su rotacién y traslacién constante
durante la medicién. Con este dispositivo se asegura la calidad de 1la muestra vaporizada
ya que el laser impacta en lugares diferentes de la barra. De ésta forma cada pulso laser
incide sobre superficie que atn no ha sido ablacionada, haciendo més reproducible el

experimento.

muestra

e _@:_

valvula

laser

Figura III.18. Esquema y fotografia del inyector de ablacion laser.

En este experimento es fundamental la focalizacion del haz l4ser en el médulo
de ablacién con la barra de muestra ubicada, mediante un dispositivo de espejos y lentes

que conduce el haz dentro de la cavidad (figura II1.19).
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Figura IIL.19. Periscopio para dirigir el haz LASER dentro de la cavidad (izquierda) y haz LASER
focalizado en el médulo de ablacion (derecha).

La secuencia de operacién del espectrometro LA-MB-FTMW (figura II1.20)
incluye en este caso el pulso haz LASER para ablacionar la muestra. Este pulso tiene
lugar tras un pequefio retardo respecto del pulso molecular (200-500 ps) y genera los

productos de ablacidn.

1. Formacion del pulso molecular y pulso laser

Sist. de inyeccion s
del gas portador Expan's, e
supersonica
_ﬂ?ulso molecular, 1=0.3-0.7 ms >
| Pulso ldser, 7, = 410 ns
0.4-0.6 ms
2. Polarizacion
X
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MW Polarizacion
[[Pulso de MW , ==0.2-05 ps |
3. Emision molecular y
relajacion de la cavidad
Vo 10-30 ps
4. Deteccion en el dominio del tiempo y FT
[ e L |
Deteccion
a— Sistema de de la emisién
deteccion molecular

Figura IIL.20. Secuencia de operacion del espectrémetro LA-MB-FTMW.
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Desde el disefio original en 2002 (Lesarri y col., 2002), se han construido nuevas
configuraciones incorporando sustanciales mejoras instrumentales. El ancho de pulso
laser ha sido la mejora mdés significativa en las condiciones experimentales.
Inicialmente, se utilizé un laser pulsado de estado sélido de Nd:YAG convencional de
nanosegundos (5-10 ns). La utilizacién de pulsos ldser mds cortos minimiza los efectos
de fotofragmentacion incrementando la concentracién de especies neutras en la pluma
de ablacién (Ashfold y col., 2004). En el afio 2007 se incorpord el primer laser de
Nd:YAG de pulso corto (100-200 ps), pudiéndose comprobar una mayor eficiencia en el
proceso de ablacién y una mejora importante de los experimentos espectroscOpicos.
Siguiendo con esta filosofia, se incorpord en el aio 2009 un laser de picosegundos de
pulso ain mdés corto (35 ps), constatando la tendencia positiva del experimento. El
estudio de la forma neutral de prolina (Lesarri y col., 2002) y la posterior deteccién de
dos nuevos conférmeros constituye un resultado evidente de esta mejora (Mata y col.,

2009).

111.2.4.3.2 Espectrometro CP-FTMW

Como ya se ha mencionado al inicio de la seccion II1.2, el espectrémetro CP-
FTMW (Chirped Pulse Fourier Transform Microwave) se basa en los mismos principios
que el espectréometro MB-FTMW. Sin embargo, existen dos diferencias claves que a
continuacion se describen y que tienen por objeto la generacion de un pulso “chirped”
esencial en la filosofia de funcionamiento. La primera radica en la sustitucién del
sintetizador de microondas que trabaja en el espectrometro FTMW a frecuencia fija, por
un generador arbitrario de onda digital que genera un ancho de banda de hasta 11 GHz
mediante un rdpido barrido lineal de la frecuencia (en un microsegundo). En segundo
lugar y para no limitar el ancho de banda, se prescinde del resonador Fabry-Pérot y la
polarizacién y deteccién se efectia mediante un sistema de dos bocinas (antenas) de
microondas de banda ancha.

El esquema del espectrémetro CP-FTMW con sistema de ablacion LASER
(figura II1.21) disefiado y optimizado en el GEM (Mata y col., 2012) se basé en la idea
original del grupo del Dr. Pate de la Universidad de Virginia, E.E.U.U. (Brown y col.,
2008). El generador de onda arbitraria (AWG) de 24 GS/s produce un barrido lineal de
la frecuencia de 0.5-12 GHz en 1 pus (“chirped pulse”). Este pulso se lleva a un
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mezclador (triple-balanced mixer) donde se une con una sefial de 18.95 GHz generada

por un oscilador dieléctrico resonante sincronizado en fase (PDRO).
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Figura II1.21. Esquema del espectrémetro CP-FTMW de 11 GHz. 1) El generador de onda arbitraria
AWG genera un pulso de excitacién (“chirped pulse”) que se convierte a alta frecuencia (7-18 GHz) y se
amplifica. 2) El pulso se transmite dentro de la cdmara de vacio donde interacciona con las moléculas en
un jet pulsado. 3) La sefial de relajacion FID se amplifica, se mezcla y finalmente se digitaliza en un
osciloscopio répido.

El resultado es un pulso de sefial que realiza un barrido entre 7 y 18 GHz en un
unico evento. La amplificacion de potencia del pulso de excitacidn se desarrolla con un
amplificador TWT (tubo de ondas progresivas) de 300 W. El pulso amplificado se lleva
mediante guia de onda hasta una bocina de banda ancha situada en el interior de la
camara de alto vacio donde la radiacién emitida por la antena interacciona con el jet
supersonico pulsado. Una vez que cesa el pulso de polarizacion, las moléculas en el jet

emiten radiaciéon en todo el intervalo de frecuencias sondeado (7-18 GHz). Esta
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radiacién se recoge mediante otra antena idéntica a la anterior situada en la cdmara de
vacio. A la salida de esta antena estd situado un diodo PIN que atenda la sefial de
microondas cuando ésta excede de un determinado limite de potencia y un conmutador
de microondas.

Esto permite proteger el detector cuando se emite el pulso de polarizacion de alta
potencia. La sefial resultante de relajacion molecular (FID) se amplifica y se digitaliza
directamente en un osciloscopio de 50 GS/s con un ancho de banda de hardware de 20
GHz.

Ademais, se han desarrollado dos estrategias para incrementar la sensibilidad y
reducir el consumo de muestra.

La primera de ellas consiste en introducir la muestra en la cdmara de vacio
mediante dos valvulas pulsadas en lugar de una, ya que la relacion sefial/ruido se
incrementa en proporcion al cuadrado del nimero de toberas. A diferencia de los
anteriores espectrometros, la muestra se inyecta de forma perpendicular al eje de
propagacién de microondas, no existiendo en este caso efecto Doppler.

La segunda consiste en adquirir 10 espectros de rotacién de banda ancha en cada
ciclo de inyeccion de muestra de 500 ps de duracién, aprovechando una de las
caracteristicas del osciloscopio digital que segmenta la memoria y permite que los
multiples registros cortos se unan en un Unico registro largo. La reproducibilidad de la
fase del experimento se logra referenciando todas las fuentes de radiacién y el
osciloscopio digital a un oscilador de Rb de 10 MHz.

Los dos instrumentos descriptos se utilizaron en la caracterizacion
espectroscopica de &acido picolinico y nicotinamida, ligandos de iones metdlicos de

interés bioldgico, como se detalla en el capitulo V.
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IV. METALOPROTEINAS

IV.1 Introduccion

IV.1.1 Aspectos generales de metaloenzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones bioquimicas en células de
todos los organismos. La maquinaria catalitica de una enzima estd ubicada en un sitio
activo relativamente pequeiio donde se une el sustrato y es transformado quimicamente
en producto (Frey y Hegeman, 2007). La clasificacion de las enzimas se realiza de
acuerdo al Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, NC-IUBMB) en acuerdo con la Comisiéon Conjunta de
Nomenclatura Bioquimica (Joint Commission on Biochemical Nomenclature, JCBN).
Estas se agrupan de acuerdo a los cambios que producen sobre el sustrato en: Oxido-
reductasas (EC1) Transferasas (EC2) Hidrolasas (EC3), Liasas (EC4), Isomerasas
(ECS5) y Ligasas (EC6).

Las proteinas se dividen en dos clases principales basdndose en su composicion:
proteinas simples y proteinas conjugadas. Las proteinas simples son aquellas que por
hidrdlisis producen solamente aminodcidos, sin ningin otro producto principal,
orgdnico o inorgdnico. Las proteinas conjugadas son aquellas que por hidrolisis
producen no solamente aminodcidos, sino también otros componentes organicos o
inorgdnicos. La porcién no aminodcida de una proteina conjugada se denomina grupo
prostético (Nelson y Cox, 2001).

Las metaloproteinas son proteinas que contienen un centro metdlico en su
estructura por lo tanto, una enzima que contiene un ion metélico en su estructura recibe
el nombre de metaloenzima. Las metaloenzimas se pueden dividir en dos grupos: 1)
aquellas en las que el metal estd fuertemente unido a la proteina y que son las
verdaderas metaloenzimas; ii) aquellas que contiene al metal en forma facilmente
disociable y que suelen llamarse enzimas activadas por metales. Las metaloenzimas
pueden aislarse con el grupo prostético ligado a la proteina, mientras que el metal en
general se disocia en las enzimas activadas por metales durante el proceso de

purificacion, lo que conduce a la pérdida de la actividad. Existen metaloenzimas donde
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el sitio activo estd formado por un cofactor organico no proteico como es el caso de las
flavoenzimas (Nelson y Cox, 2001). La clasificacion de estas proteinas como
metaloenzimas es debido a que contienen ademds centros metélicos, que si bien no
interactian con el substrato, participan activamente en la catdlisis mediante reacciones
de transferencia electronica por ejemplo la enzima APSr. Existen otras metaloenzimas
en los cuales el ion metdlico no participa ni en la interaccion con el substrato ni en la
catélisis, pero que su ausencia determina la pérdida parcial de la actividad enzimaética.
En estos casos el rol del ion metdlico es meramente estructural, un ejemplo de ello es la
enzima ATPs, que contiene en su estructura un ion Zn (II) y/o Co (II). Ambas enzimas,
APSr y ATPs son objeto de estudio del presente trabajo de tesis.

Las metaloenzimas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y en
todos los niveles de organizacién y complejidad de los organismos por la importancia
de la funcién que cumplen (Atkins y col., 2006). En particular, las metaloenzimas
bacterianas constituyen un grupo de interés de estudio debido a que participan
activamente en los distintos ciclos biogeoquimicos que ocurren en la naturaleza como
ser los ciclos del nitrégeno, del carbono y del azufre, entre otros, sumado a su potencial
uso en bioremediacién como es el caso de las bacterias que se utilizan para eliminar y/o
degradar elementos toxicos para el medioambiente (Lovley, 2002). A continuacién se
describe el ciclo biogeoquimico del azufre dado que las dos metaloenzimas estudiadas

en este trabajo participan en este ciclo.

IV.1.2 Ciclo biogeoquimico del azufre

El azufre, un componente esencial para la vida, es un elemento ubicuo de la
Tierra que cicla entre los estados de oxidacion (+VI) y (—II). Se presenta mayormente
como azufre elemental, sulfuro y sales de sulfato (Klotz y col., 2011). Se encuentra en
la atmoésfera formando compuestos como SHz y SOz o SOs3 y en la hidrésfera bajo la
forma de ién SO4? y compuestos organicos azufrados como por ejemplo (CH3)2S. En
medios anaerdbicos la principal forma en que se encuentra el azufre es como SH», SH',
SO3?% o $,03%, como también sulfuros metélicos, algunos de los cuales son
hidrosolubles (Frausto da Silva y Williams, 2001). En la litésfera hay una amplia
variedad de minerales que contienen azufre en la forma de sulfatos y sulfuros y en

menor medida azufre elemental (Butcher y col., 1992).
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De todo el azufre presente en la corteza terrestre, cerca del 75% del azufre es
incorporado al llamado ciclo biogeoquimico del azufre que se resume en la figura IV.1.
Como ocurre con todos los elementos que constituyen moléculas bioldgicas, el S es
transformado y trasladado hacia y desde la bidsfera por medio de una combinacién de
eventos bioldgicos y quimicos.

La principal fuente natural de SO: proviene de la actividad volcanica. Otra
fuente importante es la industrial, factor introducido por las actividades econdmicas del
hombre y que tiene un alto impacto en los niveles de concentracion en la atmésfera. La
combustién de compuestos sulfurados (principalmente derivados del petréleo) provoca
la liberaciéon de 6xidos de azufre y sulfuro de hidrégeno hacia la atmdsfera. Los
compuestos de azufre liberados se depositan sobre drboles y construcciones bajo la
forma de sulfuros y dcido sulfirico y llegan al suelo bajo la forma de sulfatos por efecto

de la lluvia (Butcher y col., 1992).

B

o P Hidrosfera
Sedimnmrﬁ\_/ tdlicos
Vaporitas Carbones

Litosfera

Figura IV.1. Ciclo biogeoquimico del azufre. La circulacién del elemento en diferentes estados de
oxidacién se produce entre atmdsfera, biosfera, litésfera e hidrdosfera. En la recirculacién del elemento
presente en la atmdsfera (circulo exterior) intervienen procesos fisicoquimicos. El reciclado desde la
biosfera (circulo interior) se realiza con activa participacién de microorganismos.

-51-



IV. | Metaloproteinas

Una vez en el suelo, una fraccion percola hasta las aguas de rio y finalmente
llegan hasta el mar, por lo que el traslado por evaporacién de estas aguas sobre la tierra
provoca el movimiento del azufre hacia la bidsfera. El azufre que queda retenido en el
suelo, es tomado por microorganismos de diferentes géneros que lo oxidan o reducen
de acuerdo a sus posibilidades metabdlicas permitiendo su fijacién en compuestos
organicos o inorgdnicos mediante la via asimilativa o generando sulfuro de hidrégeno a
través de la via desasimilativa que retorna a la atmdsfera.

Varias de las transformaciones reductivas y oxidativas que experimenta el azufre
en el ciclo son llevadas a cabo por microorganismos procariotas y en menor medida por

eucariotas (Leyh, 1993; Friedrich y col., 2001).

+VI)

ATP/
PAPS
\APSr /

(+II)

S,03*
(+IV)
SOz*
SOR
SOR
Dsr
(-In) SOR 0)
S* € > S
Aminoacidos
Vitaminas
Cofactores

Figura IV.2. Cambios de estado de oxidacion del azufre durante el ciclo biogeoquimico realizado por
bacterias. En cada paso estd indicada la enzima que cataliza la reaccion.

Todos los procesos de 6xido-reduccion realizados por microorganismos son
resumidos en la figura IV.2 junto con las enzimas que participan. Tal como se presenta

en la figura IV.2 el azufre es oxidado o reducido a diferentes especies quimicas de
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acuerdo al sistema enzimdtico que posee cada organismo. La archea termoaciddéfila
Acidianus ambivalens puede metabolizar azufre elemental (Ss) en una reaccion
catalizada por la enzima Sulfuro Oxigenasa Reductasa (SOR), lo que lleva a su
desproporcién en sulfuro (S%), sulfito (SO3%) y tiosulfato (S203>") (Urich y col., 2004)
(figura IV.2, flechas rojas). El tiosulfato puede ser posteriormente oxidado a sulfato
(SO4%) por el sistema multienzimético Sox (flecha violeta), una enzima que fue aislada
de microorganismos tales como Paracoccus pantotrophus (Rother y col., 2008) y
bacterias azufradas verdes (Gregersen y col., 2011). El sulfito puede ser oxidado a
sulfato a través de distintas vias. Una es catalizada por la enzima Sulfito Oxidasa (SO)
(Schrader y col., 2003). Esta es una enzima que contiene un grupo hemo y pertenece a
la familia de las enzimas mononucleares de Mo y que cataliza la oxidacién de sulfito a
sulfato (figura 1V.2, flecha amarilla). La otra via posible no involucra una oxidacién
directa (flechas celestes y azules) e involucra las enzimas ATP sulfurilasa (ATPs),
Adenosin 5’-fosfosulfato reductasa (APSr) y APS quinasa. El sulfito puede también ser
reducido a sulfuro en una reacciéon catalizada por la enzima sulfito reductasa
desasimilatoria (figura IV.2, flechas azul oscura) (Dsr) en los géneros Desulfoviridin,
Desulforubidin, Desulfofuscidin. Como se indica en la figura mediante dobles fechas,

todos estos procesos enzimdticos son reversibles.

ATP PP, AT@)DP
\_A

S0, = APS ~PAPS
ATP sulfurnlaza APS linasa

- NADPH =

26° i ze“)

Bu\\* MADP=
AMP

50,4 s0.2°

& Eﬂ'\ EG’*\\
{
t

4

{

[F:S]
| }

Reduccion Reduccion
Desasimilativa Asimilativa
de Sulfato de Sulfato

Figura IV.3 Vias de reduccion de sulfato: desasimilativa y asimilativa. El sulfato es activado mediante
una molécula de ATP y puede continuar su via de reduccién por dos caminos enzimadticos diferentes
dependiendo el sistema enzimatico que posea el microorganismo que interviene en la metabolizacién.
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La figura IV.3 muestra més en detalle las dos vias por las que el i6n sulfato se
reduce a sulfuro (camino azul-celeste en la figura IV.2). Dado que el sulfato es una
molécula con baja reactividad, el paso inicial de la reduccion es la activacion del sulfato
con ATP (Adenosine Triphosphate) en una reaccion catalizada por la enzima ATP
sulfurilasa (ATPs). Se inicia con la formacién de APS (Adenosine 5’-phosphosulphate).
En este punto la via puede continuar con la reduccién a sulfito mediante la accién de
APSr (via desasimilativa del sulfato) o bien pasar por un intermediario, PAPS (3'-
phosphoadenosine 5'-phosphosulfate) generado por la accién de APS quinasa (via
asimilativa).

En el proceso de fijacion del azufre participan, ademds de los microorganismos
ya mencionados, una amplia variedad de microorganismos que son capaces de utilizar
las especies reducidas del azufre (sulfuro, azufre elemental y tiosulfato) para generar
electrones con fines energéticos y producir sulfato como principal producto final. Entre
estos se destacan varios linajes de bacterias, entre los que se incluyen bacterias gram-
positivas (Desulfotomaculum) y bacterias gram-negativas reductoras del sulfato (BRS)
de los géneros  Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfobacter, Desulfobacterium,
Desulfococcus y Desulfosarcina y el archaea Archaeoglobus fulgidus (Stetter, 1988).
Estos organismos pueden utilizar el i6n sulfato para sintetizar aminoacidos, vitaminas y
cofactores entre otros.

Las BRS son capaces de utilizar una variedad de dadores de electrones y acoplar
la oxidacién de compuestos con la reduccion de sulfato utilizandolo como aceptor final
de electrones en la respiracién. Las mismas, generan cantidades suficientes de SH»
como para mantener el crecimiento de las bacterias oxidantes del azufre y de sulfuro y
de esta manera generar un ecosistema microambiental consistente de bacterias
interdependientes el cual recibe el nombre de sulfuretum (Postgate, 1968). Ademads, los
géneros Desulfobacter, Desulfotomaculum y Desulfovibrio utilizan al sulfato como
aceptor de los equivalentes de reduccion generados durante el metabolismo.

Las BRS son significativos reguladores de una variedad de procesos en suelos,
incluyendo la remocién de materia orgdnica y la biodegradaciéon de poluentes
aromaticos clorados en suelos anaerobios, entre otros.

Uno de los efectos nocivos de las BRS es la Corrosién Inducida
Microbiolégicamente (MIC) favoreciendo procesos corrosivos de tuberias y equipos de
acero al carbono causando un gran impacto econémico y ambiental (Devanathan y

Stachurski, 1962).
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Por otra parte, las BRS son capaces de reducir varios metales y por lo tanto
proveer una medida efectiva para la bioremediacion de metales téxicos como el uranio
(Lovley, 2003). Particularmente, el género Desulfovibrio es uno de los encontrados con
mayor frecuencia en los casos de Corrosioén Inducida Microbiol6gicamente (MIC) y por
ende, uno de los mas estudiados.

Aproximadamente 60 especies han sido identificadas y los genomas de D.
vulgaris, D. Hildenboroughy, D. desulfuricans G20 (a ser reclasificado como D.

alaskensis) ya han sido publicados.

IV.1.3 ATP sulfurilasa y APS reductasa

Como se explic6 en la seccidn anterior dos enzimas claves de la via reductiva
del azufre son ATP sulfurilasa y APS reductasa. En este trabajo de tesis se estudiaron
estas dos enzimas aisladas del organismo reductor de sulfato Desulfovibrio
desulfuricans (DdATPs y DdAPSr, en adelante).

El objetivo general es contribuir al conocimiento de metaloproteinas que
participan en el ciclo biogeoquimico del azufre a nivel molecular, especificamente de
los procesos cataliticos en los que participan estas dos enzimas, con especial énfasis en
su caracterizacion fisicoquimica. La concrecion de este objetivo implicé distintos pasos
experimentales: a) crecimiento de la cepa y obtencién de biomasa, b) purificacion a
grado electroforético de las enzimas, c) determinacion de las propiedades moleculares,
d) caracterizacion cinética y e) caracterizacion espectroscopica.

Dado que los centros metalicos y/o cofactores organicos son paramagnéticos en
ciertos estados redox de las dos metaloenzimas, se hace un exhaustivo uso de la
espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (EPR). Los puntos (a) y (b) son
tratados en conjunto para ambas enzimas. Los demds serdn tratados en las secciones

siguientes para cada metaloproteina en particular.

IV.2 Aislamiento de DdAATPs y DdAPSr

IV.2.1 Microorganismo

Las metaloproteinas que se estudiaron fueron obtenidas a partir de la cepa

Desulfovibrio desulfuricans subespecie desulfuricans, LMG 7529, adquirida al Belgian
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Coordinated Collections of Microorganisms Laboratorium voor Microbiologie
Universiteit Gent. Esta cepa es equivalente a la clasificada como Desulfovibrio
desulfuricans ATCC 29577. Las células de D. desulfuricans se cultivaron a 30°C en
condiciones de cultivo estdtico, en anaerobiosis bajo atmoésfera de nitrégeno por un
periodo de 7-10 dias. Las bacterias se cultivaron con el medio de cultivo descrito en
Anexo 1. La condicién de anaerobiosis se control6 con el color del medio de cultivo que
vira de rosado intenso a gris en ausencia de oxigeno. La atmdsfera libre de oxigeno se

logr6 mediante un sistema de conexién a gas nitrégeno envasado.

1V.2.2 Purificacion de las enzimas

Se cultivd y recolecté biomasa suficiente para realizar la purificacién. La masa
de células obtenidas (169,7 g) se separ6 del medio de cultivo mediante centrifugacion a
6000 rpm y 4°C.

El pellet celular fue lavado con buffer 100 mM TRIS-HCI (tris-hidroximetil-
aminometano) pH 7.6 y se centrifugd nuevamente. Las células se resuspendieron con
500 mL de buffer Tris-HCI 10 mM pH 7,6. Esta suspension celular fue tratada con
ultrasonido durante 1 h utilizando un sonicador de punta (SONICS) provisto con una
sonda de 25 mm de didmetro. Se aplic6 una potencia 300 W (40%) en intervalos de 4
tiempos (40 s) de pulsos y 4 tiempos (40 s) de espera en bafio de hielo.

El extracto crudo obtenido se centrifugd a 45000 rpm y 4°C durante 10 minutos
en ultracentrifuga Beckman Coulter Optima LE-80K (rotor 90Ti) en el Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Rosario; para separar la fracciéon soluble
(periplasmética + citoplasmatica) del pellet compuesto de membranas. La fraccion
soluble (sobrenadante de la ultracentrifugacion) fue transferida a cintas de didlisis, las
cuales fueron sumergidas durante ca. 16 h (overnight) en 5 L de buffer 10 mM Tris-HCl
pH 7,6 + 10 uM CoCl,.6H>0 con agitacion constante a 4°C, ésta accion se realiz6 para
sustituir por iones Co?* los cationes de Zn?* presentes en DdATPs (Latt y Vallee, 1971).
Se centrifugd el contenido de las cintas para eliminar precipitados que interfieran
durante la purificaciéon mediante cromatografia liquida.

La purificaciéon de DdATPs y DdAPSr hasta grado electroforético se realiz6 a
4°C en condiciones aerdbicas mediante un protocolo de 3 pasos resumidos en la figura

Iv.4.
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Células de
Desulfovibrio
desulfuricans

|

Extracto
crudo

—
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Fraccién
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DdATPs
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Figura IV.4 Protocolo de aislamiento de DdATPs y DdAPSr. Las células cultivadas fueron sonicadas y
ultracentifugadas. Se almaceno el pellet conteniendo membranas. Se procedié con la purificacién de las
metaloproteinas de interés presentes en la fraccién soluble. Se sembraron las muestras en el siguiente
orden: Columna DEAE-Celulosa (A), Columna Source 150 (B) y Columna Superdex 200 (C).
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El extracto soluble se sembré en una columna de intercambio i6nico débil
DEAE-Celulosa (dietilaminoetil) Amershan Pharmacia Biotech AB equilibrada con
buffer 10 mM Tris-HCI pH 7,6.

Durante el proceso de purificacion se identificaron ademds de las proteinas de
interés otras proteinas que no fueron caracterizadas. El citocromo c3 (tetrahémico) y el
¢s53 (monohémico) no se unen y eluyen juntos (Aubert y col., 1998). A una molaridad
de buffer entre 75 y 100 mM, eluye una banda rojo intenso. Esta fraccién contiene
Adenilato quinasa, una proteina de Co y distintos tipos de proteinas hémicas (ver Anexo
II). Las fracciones que contienen DdATPs fueron colectadas alrededor de 100 mM, la
cual fue detectada a través de ensayos de actividad enzimética especifica (ver seccion
IV.3.3.5).

Alrededor de 250-300 mM se obtienen las fracciones que contienen DdAPST, la
cual fue identificada por su espectro UV-vis caracteristico (ver figura IV.22 en seccion
IV.4.5). Todas las fracciones con mayor concentraciéon de las enzimas de interés, se
identificaron a partir de ensayos cinéticos, espectroscopia UV-vis y SDS-PAGE. Se
mezclaron y concentraron por centrifugacion en unidades de ultrafiltracion 30K
Amicon© Ultra a 4 °C. Cada una de las fracciones se inyectaron en una segunda
columna de intercambio aniénico fuerte, Source 15Q (1,6 X 13 cm, Amersham
Pharmacia Biotech AB), previamente equilibrada en 20 mM Tris-HCl pH 7,6. La
elusion se llevé a cabo con un gradiente lineal de 20-600 mM Tris-HCI pH 7,6. Este
segundo paso de purificacién permitié mejorar el grado de pureza de las fracciones que
contenian las proteinas a caracterizar. El buffer de las fracciones con mayor pureza en
las enzimas se cambié a un buffer 20 mM Tris-HCI pH 7,6 + 200 mM NaCl, y se
concentraron por ultrafiltracién, obteniéndose DdATPs de color azul claro y DdAPSr de
color rojizo-amarronado. Finalmente, estas muestras se sembraron en una columna
Superdex 200 (1,5 X 42 cm, Amersham Pharmacia Biotech AB), con lo que se
obtuvieron las proteinas con una pureza a grado electroforético (figura IV.4 A y B)
usando como eluyente 200 mM en Tris-HCl 20 mM pH 7.,6.

La figura IV.5 muestra un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
al 12% de las proteinas obtenidas en el ultimo paso de purificacion. DdATPs es un
homotrimero que en el gel se observa como una tnica banda de 47 kDa. DdAPSr es un

heterodimero, la cadena o de 75 kDa se observa como una banda muy intensa y la

subunidad  més débil de 18 kDa.
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Figura IV.5. Electroforesis en Gel de Polialcrilamida Desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12%. MPM,
Marcador de Peso Molecular. A) DdATPs: Se observa una unica banda de ~ 47 kDa. B) DdAPSr: Se

observa una banda muy intensa de ~ 75 kDa.

IV.3 ATP sulfurilasa

1V.3.1 Clasificacion de la enzima

Como se explicé en la introduccién, el sulfato es una molécula no reactiva que
debe ser activada (Furusaka, 1961), proceso que es realizado por la enzima ATPs
(Wilson y col., 1961; Robbins, 1958). Esta enzima cataliza la transferencia y el
acoplamiento del motivo adenosina 5°-fosforil del ATP con sulfato de acuerdo con la
reaccion presentada en la figura IV.6 (Bandurski y col., 1956; renosto y col., 1990).
ATP sulfurilasa se clasifica con el cdédigo EC 2.7.7.4: 2, “transferasas”; 7, “transferencia

de grupos funcionales”; 7, “nucleotidiltransferasas”; 4, “sulfato adenililtransferasa”.

{I]H CH Cl)H ] 4TPs OH ci
N 0 : e ol [ B
Adeninz oite . CHZ—O—lFT—O—F—O—ﬁ—OH + @ &0 «—»  Adenina fim, LHZ—U—F’—O.E—UH
.\{ o el ¢ ' 0 e
H :;-H i AN B4
UH UH O Of
late A25  {Adenosing 5-phispnosuifaie)

Figura IV.6. Reaccion catalizada por ATPs. El ATP es clivado en un fosfato, lugar que ocupa la
molécula de sulfato permitiendo su activacién.
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Las enzimas que catalizan esta reaccion estdn ampliamente distribuidas en la
naturaleza, son muy heterogéneas y han sido encontradas en organismos con diferentes

niveles de organizacion.

IV.3.2 Comparacion de DAATPs con ATPs de diferentes organismos

En general ATPs ha sido aislada a partir de bacterias, hongos, levaduras y
plantas.

Estas enzimas se encuentran en animales formando parte de un complejo
enzimatico bifuncional denominado PAPS sintasa con actividad de ATPs y APS
quinasa (Gay y col, 2009). La regién N-terminal del aminoacido-268 de la PAPS sintasa
humana, se asemeja a APS quinasa de varios organismos, sobre la base de la homologia
de secuencia de aminodcidos observada entre organismos inferiores (Venkatachalam,
2003).

La enzima ATP sulfurilasa ha sido purificada de diversas fuentes existiendo en
algunos casos estructura cristalina reportada. La tabla IV.1 muestra un resumen de las
distintas ATPs obtenidas de organismos eucariotas y procariotas incluyendo el
contenido de metales y tipo de estructura cuaternaria.

Tal como se observa en la tabla IV.1, las ATPs tanto de eucariotas como
procariotas pueden formar agregados con diferente nimero de subunidades, como ser
mondmeros, dimeros, trimeros y/o hexdmeros. Ademds algunas han sido cristalizadas
por lo que en la tabla aparece el cédigo pdb (cédigo perteneciente a la base de datos
Protein Data Bank).

En el caso de eucariotas, especificamente para H. sapiens, la enzima que cataliza
la reaccidén es un complejo multienzimdtico. Aproximadamente la mitad de las ATPs
son metaloproteinas y cuatro de ellas contienen iones metdlicos de transicion en su
estructura: Zn, Co y Cd. Particularmente la ATPs de S. cerevisiae (ScATPs) ha sido
ampliamente estudiada (Hawes y Nicholas, 1973; Ullrich y col., 2001; Lalor y col.,
2003) y es un monémero que contiene Co. La ATPs de T. thermophilus (TtATPs), es un
homodimero que contiene Zn en su estructura (Taguchi y col., 2004).

Dado que DdATPs contiene Zn o Co presumiblemente en el sitio de
coordinacion (Gavel y col, 1998) y no se dispone de la estructura cristalina de la misma,
se realiz6 una comparacion de las secuencias primarias de las proteinas con estructura

cristalina reportada (ScATPs y TtATPs).
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Tabla IV.1. Caracteristicas de ATPs de distintos organismos. Se observa la heterogeneidad de la enzima
distribuida tanto en organismos eucariotas (en celeste) como procariotas (en lavanda).

Organismo Codigo PDB Metal Composicion Referencia
. p Sekulic y col.
+
Homo sapiens 2QJF K Dimero (2007)
Homo 1XNJ p Harjes y col.
. 1XJQ - Dimero (2005)
sapiens 1X6V
1G8F/G/H Na,Ca,Mg, Cd Hexamero Ullrich y col.
Saccharomyces (2001)
cerevisiae 1R6X Co Monémero Lalor y col., 2003
1J70 Na Hexdmero Lalor y col., 2003
Renosto y col.
Penicillum . (1985)
chrisogenum 112D i Trimero MacRae y col.
(2002)
Penicillum i i Trimero Renosto y col.
duponti (1985)
Higado de P
Mus musculus - - Mondmero Yuy col. (1989)
. Lunn y col. (1990)
Spinacia p
oleracea - - Monémero Renosto y col.
(1993)
Brassica oleracea i i Monémero Osslund y col.
L. var. capitata L. (1982)
Escheridhia col : : Dimero Leyh y col. (1988)
Pseudomonas , Mougous y col.
T 1ZUN Mg, Na Monémero (2006)
Allochromatium . Parey y col.
vinosum GRS ) DI (2012)
Thermus . Taguchi y col.
termophilus HB8 N Zn DALY (2004)
Riftia P Beynon y col.
s 1JHD - Monémero (2001)
Desulfovibrio
gigas .
e P ) Co, Zn Trimero Gazzle; 9ygc):ol.
desulfuricans
ATCC 277
. . 4 Yuy col.
Aquifex aeolicus 2GKS - Dimero (2007)
Thiobacillus . Gay y col.
denitrificans SR ) Trimero (2009)

La comparacién de las secuencias primarias de ScATPs con TtATPs (figura
IV.7) result6 en una elevada homologia entre las dos metaloproteinas en la composicion
de la cadena polipeptidica.

La cadena de ScATPs (Cédigo PDB: 1R6X) esta formada por 395 residuos y la
cadena de TtATPs (Codigo PDB:1V47) por 349 residuos, presentando ambas
estructuras 36% de residuos idénticos y 51% de residuos similares lo que resulta en un

87% de residuos homologos.
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Figura IV.7. Secuencias alineadas de la cadena polipeptidica de ATPs pertenecientes a S. cerevisiae
(IR6X, 395 residuos) y T. termophilus (1V47, 349 residuos). Verde — Residuos idénticos, 36% | Rosado
— Residuos similares, 51% | Azul — Secuencia diferente | Marréon — Insercion / Delecidn. La alineacion de
las secuencias fue realizada con el método Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970).

Esta afirmacion se puede hacer extensiva a DdATPs por el aporte de otros
ensayos de caracterizacion lo que permite utilizar esta informacién para la dilucidacién
del rol del ion metélico en la estructura de la metaloenzima. Se ha postulado que el i6n
metélico cumple una funcién principalmente estructural en la metaloproteina ATPs del
género Desulfovibrio (Gavel y col., 1998). En la figura IV.8 se observa el sitio activo
para ScATPs (Ulrich y col, 2001). El sitio metélico se encuentra unido a cinco ligandos,
dos moléculas de agua, dos histidinas y un 4cido aspartico en un entorno de
coordinacion pseudotetraédrico. El sustrato de la enzima se encuentra envuelto dentro
de la estructura proteica, pero no directamente unido al metal lo cual sugiere un rol

primordialmente estructural.
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Figura IV.8. Sitio activo de ATP sulfurilasa de S. cerevisiae en presencia de sustrato (Protein Data Bank,
1R6X). Se observa el dtomo de Co en un entorno pentacoordinado ligado a dos dtomos de nitrégeno
pertenecientes a histidinas y a tres d&tomos de oxigeno pertenecientes a una molécula de dcido aspdrtico y
a dos moléculas de agua. La figura se gener6 utilizando UCSF Chimera alpha 1.6.

Figura IV.9. Sitio activo de ATP sulfurilasa de T. termophilus (Protein Data Bank, 1V47). Se observa el
atomo de Zn en un entorno tetracoordinado ligado a un 4tomo de nitrégeno perteneciente a histidina y a
tres atomos de azufre pertenecientes a cisteinas. La figura se gener6 utilizando UCSF Chimera alpha 1.6.
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La cristalografia de TtATPs (figura IV.9) muestra una esfera de coordinacion
para el 4tomo de Zn con cuatro ligandos, tres cisteinas y una histidina. En contraste, la
estructura de ScATPs muestra un ion Co (II) coordinado a dos histidinas, dos moléculas
de agua y un 4cido aspartico.

La coordinacién determinada para el dtomo de Zn en TtATPs concuerda con
estudios de EXAFS realizados para DgATPs y DdATPs donde se propuso que el sitio
de Zn o Co exhibe coordinacién tetraédrica en el cual el ion metélico estd coordinado a
tres dtomos de azufre y un dtomo de nitrégeno (Gavel y col., 1998), pero no para el sitio
de Co de ScATPs, que muestra profundas diferencias pese a la alta homologia que
presentan estas dos enzimas. El otro aspecto que se ha investigado es el rol de estos
iones metdlicos en el mecanismo de reaccién, y si bien no ha habido resultados
concluyentes, todas las evidencias apuntan a un rol meramente estructural. Este aspecto

no serd abordado en esta tesis.

IV.3.3 Propiedades moleculares

1V.3.3.1 Masa molecular

La masa molecular de DdATPs fue estimada mediante una cromatografia de
filtracion en gel usando una columna prepacked Superdex 200 HR 10/30 (Pharmacia)
acoplada a un equipo HPLC. Para la calibracion se emplearon marcadores de alto peso
molecular: Ferritina (440 kDa), conalbimina (75 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y
ribonucleasa (13.7 kDa) Este procedimiento arrojo un resultado de 141 kDa. Dado que
la masa molecular determinada en un gel desnaturalizante fue 47 kDa (figura IV.5), se
concluyé que la proteina purificada es un homotrimero, tal como fuera publicado por

otros autores (Foster y col., 1994).

1V.3.3.2 Cuantificacion de metales

La concentracion de metales de metales fue determinada mediante
espectrometria de absorcion atdmica en un espectrometro Perkin Elmer Analyst 800.
Estos estudios identificaron 0,5(1) mol de Zn/mol de proteina y 0,3(1) mol Co/ mol de

proteina, valores que se corresponden con lo reportado (Gavel y col, 1998).
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IV.3.3.3 Caracterizacion cinética

1V.3.3.3.1 Fundamento

El método estdndar para la caracterizacion cinética de enzimas con actividad
ATPs, se basa en dos reacciones: la molibddlisis y la sintesis de ATP (Segel y col,
1987; Yu y col, 1989; Dahl y Triiper, 1994). La molibddlisis,

MgATP + MoO4s> —» MgPPi + AMP + MoO4*
se evalia en una reaccion acoplada a otra reaccion con Pirofostasa inorgdnica. La
estequiometria es 2 moles de fosfato formado por mol de pirofosfato producido. La
reaccion se inicia con la enzima, se incuba 30 minutos y se detiene por la adicién de
acido acético. El fosfato producido es coloreado por adicién de molibdato de amonio,
ascorbato de sodio y acido sulfurico. Se incuba esta mezcla 20 minutos a temperatura
ambiente y luego se cuantifica el fosfato a 660 nm (Segel y col, 1987).

Otra forma de evaluar la molibddlisis es cuantificando la formacién de AMP
acoplando ésta reaccion a la oxidaciéon de NADH. La estequiometria es de 2 moles de
NADH oxidado por mol de AMP formado. La mezcla de incubacion contiene MgATP,
MgClz, NaxMoOs4, KCIl, PEP, NADH, Pirofosfatasa, Miokinasa, Piruvato kinasa y
Lactato dehidrogenasa. La reaccién se inicia con molibdato (Yu y col, 1989). La sintesis
de ATP,

MgPPi + APS —»  MgATP + SO4*
se cuantifica mediante unas reacciones acopladas a Hexoquinasa y Glucosa-6-fosfato
Dehidrogenasa. La reaccion se inicia con la adicion de APS. La cantidad de NADH es
medido continuamente por absorbancia a 340 nm. La estequiometria es 1 mol de NAD*
reducido por mol de ATP formado.

La complejidad instrumental y la necesidad de varias enzimas comerciales para
la realizacion del ensayo cinético, derivd en la adaptacion de una técnica analitica
basada en un método colorimétrico utilizado para la enzima ADP-Glucosa
Pirofosforilasa (Fusari y col., 2006).

La enzima ATP sulfurilasa cataliza la reaccion:

ATP + SO+ — APS + PPi (IV.1)
mediante Pirofosfatasa alcalina inorgénica se obtiene Pi:
PPi — Pi (Iv.2)

donde PPi es pirofosfato y Pi es fésforo inorgénico.
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El método para la cuantificacién de la actividad enzimdtica es un método
colorimétrico discontinuo que mide la cantidad de fdsforo inorgdnico generado
mediante la formaciéon de un complejo con molibdato de amonio y verde de malaquita
que presenta absorbancia a 650 nm. A partir de una curva de calibracién de Pi se
obtienen los pardmetros de la recta para la cuantificaciéon del Pi formado durante la
reaccion cinética.

En el anexo III se describe paso a paso el procedimiento analitico y los ensayos
de validacién de la técnica. La preparacion de las soluciones utilizadas se realizé6 como
se detalla en la tabla 1 de dicho anexo. La curva de calibrado de fosfato utilizada en la
cuantificacion de P; se describe en la tabla 2 del mismo. Para la preparacion de la
muestra se adicionaron los volimenes de cada solucion siguiendo el orden de la tabla 3.
Se debe tener especial consideracion en el acondicionamiento del material de vidrio, ya
que es fundamental para evitar la cuantificacion de fosfatos contaminantes. Se evalué la
linealidad en la respuesta a la concentracion de PPi, la concentracién de enzima Optima
para que no resulten falsos positivos, el tiempo de reaccidn, la estequiometria y la

estabilidad de las soluciones.

1V.3.3.3.2 Cinética enzimatica

Una vez optimizado el ensayo de actividad, se procedié a caracterizar la cinética
de la reaccion catalizada por DdATPs siguiendo procedimientos estdndares en cinética
enzimatica (Nelson y Cox, 2001).

Los resultados obtenidos variando uno de los sustratos y manteniendo la
concentracion del otro constante durante el ensayo, se refleja en las figuras IV.10 y
IV.11. Estas, muestran la variacion de la velocidad de la reaccién en funcion de la
concentracion de los sustratos de la reaccion, ATP y S04, respectivamente. La
velocidad de reaccidn (v) se expresa en nmol/mL*min y las concentraciones de sustrato
[S] en mM. Estos datos fueron ajustados mediante regresion no lineal asumiendo un

modelo de Michaelis-Menten (ec. IV.3):

V,.[S]

__VulST V.
"7k 11s] av.3)

siendo V,, la velocidad méxima, [S] la concentracion de sustrato y K, la constante de

Michaelis-Menten.
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Figura IV.10. Evaluacion de la cinética de la reaccién. Variacion de la concentracion del sustrato ATP
creciente a concentracion constante de sulfato y enzima ([E]=3,1 nmol/mL).
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Figura IV.11. Evaluacion de la cinética de la reaccion. Variacion de la concentracion del sustrato sulfato
a concentracion constante de ATP y enzima ([E]=3,1 nmol/mL).
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Tabla IV.2. Parametros cinéticos de DdJATPS.

Sustrato ATP SO4*
Vu (((nmol/mL*min) 41,2+0,9 118,4+0,5
Ky (mM) 2,7+0,2 28,6 +£0,8
kear (1/min) 13,2 +0,1 38,0 £0,1
kea/Kn (mM/min) 49+0,1 1,3+0,1

Los parametros cinéticos obtenidos se presentan en la tabla IV.2. El valor de la

constante especifica definida como ker / Ky para cada sustrato, permite una

comparacion cuantitativa de la eficiencia de la enzima para convertir en productos

dichos sustratos (Nelson y Cox, 2001). Por lo tanto, de acuerdo a la tabla IV.2 la enzima

posee mayor eficiencia de reaccién con ATP, molécula que es transferida al sulfato para

activarlo y comenzar la via desasimilativa. Esto estd en consonancia con la reaccién

global.

1V.3.3.4 Caracterizacion espectroscopica mediante UV-vis

3,9 |-

276

Absorbancia (u.a)

500
A (nm)

Figura IV.12. Espectro UV-vis de ATP sulfurilasa purificada de Desulfovibrio desulfuricans. Se
encuentra ampliada la regién alrededor de ~ 660 nm, lo que permite identificar las 3 bandas tipicas de

absorcién de Co (II) en configuracién tetraédrica.
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El ion Co (II) en configuracién de alto espin adopta usualmente coordinaciones
tetraédricas u octaédricas (Cotton y Wilkinson, 1988). El tipo de coordinacién se ve
reflejado en las transiciones d-d en el espectro de absorcidn electronico, mientras que
las bandas de transferencia de carga son asociadas a ligandos especificos como tiolatos
(Adrait y col., 1999) lo cual permite obtener informacidn sobre el tipo de coordinacién y
sus ligandos. En los sistemas tetraédricos la transicion en el visible es generalmente un
orden de magnitud mds intensa y desplazada a bajas energias, en comparacion con los
complejos octaédricos (~ 650 nm vs 550 nm, respectivamente).

La figura IV.12 muestra el espectro UV-vis de la enzima purificada. El espectro
UV-vis asociado con el ion Co (II) en DdATPs, puede ser interpretado a partir de la
estructura electronica del ion Co (II). Las propiedades electronicas del ion Co (II) son
muy dependientes de la simetria de su entorno y de la intervencién del acoplamiento
espin-6rbita (Maret y Vallee, 1993). En el espectro se analizan con especial énfasis las
bandas de absorcion relacionadas con el ion Co (II), las cuales estan centradas alrededor
de 663 nm. Esta regi6n de absorcion muestra una estructura de 3 bandas (622, 663 y 712
nm, respectivamente) tipica de iones Co (II) de alto espin (S=3/2) en coordinacién
tetraédrica y que es responsable del color celeste de la proteina (Gavel y col, 1998).

El espectro muestra también una banda a 367 nm que se superpone parcialmente
con la banda tipica de absorcién de proteinas a 276 nm (relacion de intensidades
A276/Aze7 = 4.76). La banda a 367 nm es observada habitualmente en complejos de
metales de transicién con ligandos azufre, que han sido identificadas como bandas de
transferencia de carga metal<>ligando (Adrait y col., 1999). Del andlisis del espectro
UV-vis de DdATPs se puede concluir que el ion Co (II) coordina en un entorno
tetraédrico (transiciones d-d a ~ 660 nm) y que probablemente une ligandos azufres

(bandas de transferencia de carga a 333 y 367 nm).
1V.3.3.5 Caracterizacion espectroscopica mediante EPR
1V.3.3.5.1 Estructura electrénica del ion Co (II) en configuracion de alto espin
El i6n Co (II) libre tiene una configuracién electrénica 1s> 2s? 2p® 3d’.
Considerando la tltima capa de valencia, configuracién 3d’ y rotulando los niveles de

acuerdo con el esquema de acoplamiento Russell-Saunders o L-S (L y S son los

momentos angulares totales orbital y de espin, respectivamente), el término
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espectroscopico fundamental de menor energia para el i6n libre en configuracién de alto
espin es el *F (L=3, S=3/2) (Ballhausen, 1962) (figura IV.13).

El estado fundamental que determina las propiedades de EPR, es un multiplete
con 28 estados ((2L+1)x(2S+1)) degenerados en ausencia de un campo magnético

exterior.

4
Tlg
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4 / T2
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: 4 +3/2 * +3/2
A\ A ; =
28 . : 3
° : +1/2
+1/2 i —1/2
I6n Entorno Menor : B
libre tetraédrico simetria

Figura IV.13. Niveles energéticos para un i6n Co (II) de alto espin en coordinacién tetraédrica. Oh
representa la simetria de grupo puntual para un campo tetraédrico u octaédrico. Los niveles de energia
para un campo octaédrico son iguales pero invertidos.

Cuando un i6n de transicion forma un complejo, se une a ligandos que
generalmente son iones negativos o moléculas neutras. Los electrones del i6n metélico
en el complejo estdn sometidos al campo eléctrico originado por el entorno de los
ligandos. Ese “campo cristalino” (CC) rompe la simetria esférica de un i6n libre. En este
modelo los electrones de los ligandos se consideran cargas eléctricas puntuales
negativas, que proveen un potencial que posee la simetria del entorno de ligandos.

Esta teoria es una herramienta potente para la determinacion de la simetria, ya
que el andlisis de las diferentes situaciones permite separar en grupos los orbitales con
distinta simetria, produciendo un esquema cualitativo de las configuraciones y niveles

de energia. Sin embargo, la teoria no predice las magnitudes de los desdoblamientos de
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energia, y por lo tanto en los casos en que es util siempre se deben determinar
experimentalmente sus parametros relevantes (Ballhausen, 1962).

Cuando el i6n libre 3d’ se encuentra en un campo cristalino tetraédrico (On) se
puede demostrar usando teoria de grupos de simetria puntual que el estado fundamental
*F (L=3) se desdobla en dos tripletes (T1s y T2) y un singlete (Az), siendo este dltimo
el de menor energia (figura IV.13). Los niveles de energia que se obtienen para el caso
de un entorno octahédrico son los mismo pero con el orden invertido.

Dado que el desdoblamiento resultante entre €stos estados orbitales usualmente
es del orden de 10.000 a 15.000 cm™ tanto para iones Co (II) de alto espin en entornos
tetraédricos u octaédrico (Adrait y col., 1999; Brown y col., 2001; El-Sonbati y col.,
2001) y mucho més grande que kT (~200 cm' a T ambiente), en principio se puede
considerar que solamente estd térmicamente poblado el estado fundamental (estado Aag
en el caso de un complejo tetraédrico) (figura IV.13). Este estado corresponde a un
singlete orbital, por lo que el descenso de la simetria de coordinacién no produce
desdoblamientos adicionales si uno considera tUnicamente la componente orbital del
estado.

No obstante, la interaccion espin-Orbita y distorsiones de baja simetria del
campo cristalino ocasionan que el singlete orbital fundamental “A,, se desdoble en dos
dobletes Kramers * 1/2 y + 3/2, siendo A la separacion entre estos dos dobletes.

El estado de menor energia corresponde al doblete = 1/2 para A positivos y al
doblete * 3/2 para negativos. Es importante mencionar que la degeneracion de espin de
los dobletes Kramers s6lo puede romperse con la aplicacion de un campo magnético B.
Cuando A es mucho mayor que el término Zeeman, solo el doblete fundamental esta
poblado y es el doblete en que se producen las transiciones de EPR. Los estados = 1/2 y
+ 3/2 pueden sufrir mezclas adicionales por distorsiones del campo cristalino e
interaccion espin-orbita (interaccion ente el espin electronico S y el momento angular L
del ion Co (IT), A L-S), por lo que la nomenclatura para los estados rotulados como * 1/2
y * 3/2 seria completamente correcta; no obstante conservaremos esta nomenclatura por
simplicidad.

La interpretacion de las propiedades de EPR y magnéticas de los iones Co (1) de

alto espin se analiza usualmente con un Hamiltoniano de espin del tipo:

71-



IV. | Metaloproteinas

S(S+1
H:,uBS-g-B+D(Sf—%j+E(Sf—Sf,) (IV.4)

donde g es el tensor g real del ion Co (II) y S = 3/2. Los términos D y E son
denominados desdoblamientos de campo cero axiales y rémbicos, respectivamente
(ZFS, Zero Field Splitting). D y E tienen contribuciones del campo cristalino de los
ligandos y de la interaccién espin-orbita. En esta ecuaciéon se asume que el eje de
cuantificacion para el espin electronico estd a lo largo del eje de la distorsion axial del
ZFS. En principio, los ejes principales del tensor g no tienen porque coincidir con los
del ZFS, pero dado que este término es mucho mayor que el término Zeeman, se puede
asumir que ZFS y g tienen direcciones coincidentes.

Los datos de EPR del ion Co (II) pueden ser analizados atin de una manera mas
simple que la propuesta a través de la ecuacion IV.5 mediante el método que consiste en
definir un espin efectivo. En un experimento de EPR en banda X la energia de la
microonda es generalmente mucho menor que la separacién A entre los dobletes de
espin (figura IV.13), lo que impide que haya transiciones de EPR entre estados con
distintos espin (£ 1/2 <> * 3/2). A su vez, la sefal de EPR del ion Co (II) en
configuracién de alto espin se detecta usualmente a temperaturas menores a 20 K, ya
que el tiempo de relajacion espin-red (771,) a temperaturas superiores de 20 K es muy
corto y por lo tanto no se detecta la sefial de EPR por ensanchamiento (ver Capitulo III).

Esos dos motivos determinan que las transiciones de EPR en un ion Co(Il) de
alto espin se deben a transiciones dentro del doblete fundamental, por lo que el sistema
pueda ser tratado como un espin efectivo S” = 2 en el que la posicion de la linea de

resonancia esta caracterizada por un nuevo tensor g identificado como g”.
H=x,S"g"B (IV.5)

Los valores de g~ asociados con estas transiciones son muy anisotrépicos, muy
diferentes del valor g. del electrén libre y como se verd abajo, contiene informacién no
solo del tensor g definido en ecuacién IV.4, sino que también de los términos D y E.

Dado que las ecuaciones IV.4 y IV.5 describen el mismo fendmeno fisico pero
con un diferente modelo, es posible establecer un paralelismo entre ambas. Asumiendo

que el tensor real g y el ZFS tienen direcciones coincidentes (ec. IV.4) es posible
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resolver analiticamente la relacion entre el tensor g, el tensor g y el ZFS. La expresién
analitica (Pilbrow, 1978) para los valores de g~ efectivos a partir de los pardmetros
definidos en el Hamiltoniano de la ecuacién IV.5 asumiendo coincidencia del tensor g

(real) y D estd dada por (Werth y col., 1995; Rosa y col., 2006):

1+3( 7] 1-3( 7]
o lie D SN P D N (IV.6)

x " Ox - y Oy - 8§:58:;
R R 2 2
1+3 E 143 £
D D

E 2
D

siendo la separacion A entre los dos dobletes fundamentales

A=2D\/1+3(E/D)* aIv.7)

Estas expresiones (ec. I11.6 y II1.7) permiten predecir que en el caso de ZFS con
simetria axial (E=0), se obtienen sefiales de EPR con simetria axial en los dos casos
analizados. También permiten concluir que el signo de A estd determinado por el valor
de D. En el caso con A positivo, el estado fundamental corresponde a S=1/2 y la sefial
de EPR es axial (g "L> g"y) con los dos valores de g“> 2. Cuando A es negativo el estado
fundamental es $S=3/2, y también se obtiene una sefial de EPR con simetria axial pero
cong’y> gL

La diferencia fundamental con la anterior es que este caso g’y es > 2 pero g"1= 0,
por lo que la resonancia asociada con g1 es indetectable en un experimento de EPR.
Este hecho sumado a que las transiciones dentro del doblete S=3/2 estan prohibidas
(AMs=2) permite identificar el signo del A ya que corresponden a transiciones muy
débiles y solo detectables en el caso que la simetria del ion Co (II) no sea perfectamente

ctbica.
1V.3.3.5.2 Espectros

En la figura IV.14 se observa un espectro de EPR asociado con el ion Co (II)
presente en DdATPs. Las sefiales del ion Co (II) fueron detectados a temperaturas

menores de 20 K. Como se observa en la figura a 4 K, solo se detecté una tnica linea de
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resonancia con g = 6,459. Es importante notar que el ion Co (II) presenta espin nuclear
I="7/2. Dado que en los espectros de EPR no se detecté ninguna evidencia de estructura

hiperfina, esta interaccion serd omitida en el andlisis.

g'=6,459 T=4K

v=975GHz

Intensidad (u.a.)

PR N N NN SRR (NN SR IS § S SR S R NS R
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250

Campo Magnético (Gauss)

Figura IV.14. Espectro de EPR en banda X de ATPs. Solo se observa una linea de resonancia con g'=
6,459. La linea de resonancia indicada con (*) corresponde a una impureza de Fe (III) en configuracién de
alto espin que recibe el nombre de Fe adventicio (Carvalho y col., 1996).

La interpretacion de la sefial mostrada en la figura 1V.14 fue realizada mediante
la teorfa presentada en la seccién anterior. En primer lugar se determiné que la sefial de
EPR corresponde a la de un i6n Co (II) en configuraciénde alto espin ($=3/2). Esto es
debido a que el ion Co (II) se puede presentar en dos configuraciones paramagnéticas,
alto ($=3/2) y bajo (S=1/2) espin. La configuraciéon de bajo espin presenta sefales de
EPR axiales con valores de g1 ~ 2.3 y g7 ~ 2 y que pueden ser detectadas a temperaturas
relativamente altas (~ 100 K), lo que excluy¢ esta posibilidad debido al tipo del espectro
de EPR mostrado en la figura IV.14.

El siguiente paso fue determinar si la sefial de EPR observada se corresponde a
un sitio de Co (II) con A positivo o negativo, concluyéndose que el sitio del ion Co (II)

de DdATPs presenta un A negativo. Esto se fundamenta en que no se detecto la tipica
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sefial axial (E = 0, ec. IV.7) o rémbica (E/D # 0, ec. IV.7) con todos los valores g" > 2
(Werth y col., 1995) y en que la resonancia a g'= 6.459 (ec. IV.6) no presenta una
componente negativa, hechos que son observables en iones Co (II) con A > 0. Otro
resultado que da un soporte adicional a esta interpretacion es la baja intensidad de la
sefial de EPR, ya que para obtener sefiales como la mostrada fue necesario utilizar
concentraciones de proteina del orden de 1 mM, aproximadamente 10 veces mas que las
requeridas para obtener una sefial comparable con iones Co (II) con A > 0 (estado
fundamental S = 1/2). La baja intensidad de la sefial de EPR estd en linea con el hecho
de que la transicién dentro del doblete S = 3/2 corresponde a una transicién prohibida
(AM=2). El hecho que la misma se observe es indicativo ademds que los estados
identificados como S =1/2 y 3/2 no son estados puros, ya que esta transicion adquiere
cierta probabilidad en estados fundamentales que corresponden a una mezcla de los
estados S = 1/2 y S =3/2.

En este contexto la sefal de EPR de la figura IV.14 corresponde a un complejo
de Co (II) con A < 0, en el cual la resonancia a g’= 6.459 corresponde al g, de la senal

axial que predicen las ec. IV.7 para un doblete fundamental correspondiente a S = 3/2.

1V.3.3.5.3 Determinacion del ZFS

La caracterizacion del entorno de coordinacion del ion Co (II) de DdATPs se
realizé en este trabajo de tesis, mediante espectroscopia UV-vis (seccion 1V.3.3.4) y
espectroscopia EPR a fin de complementar la informacién estructural sugerida por
EXAFS (Gavel y col., 1998) debido a la falta de datos cristalograficos estructurales de
la metaloproteina. Para ello se realiz6 el estudio de saturacion de la sefial de EPR en
funcién de la potencia de microondas que incide sobre la enzima a 3 temperaturas
diferentes (descripcién en capitulo III), mediante el cual se pudo estimar el nimero de
ligandos unidos al ion metdlico y asi obtener informacién sobre su entorno de
coordinacion (Kuo y Makinen, 1985).

La metodologia de saturacion de la sefial de EPR permite evaluar el ZFS cuando
el ZFS es mucho mayor que el cuanto de microondas de EPR, 4V, y cuando la forma de
linea del espectro se mantiene constante a distintas temperaturas y potencias de
microondas, hecho que se verificé en DdATPs.

La figura IV.15 muestra el estudio de saturacién para DdATPs en donde se

grafica la intensidad de la sefial (/), dividida por la raiz cuadrada de la potencia que
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incide sobre la muestra en funcién de logaritmo de la potencia de microondas incidente,

a 3 temperaturas diferentes.

1,00

0,95 -

0,90 -

0,85 -

/P

0,80 | T=36K; P1/2 = 36,6 . _
I ¢ T=40K; Pin= 546 7
075 F i
T=30K, Pin=14R5

0,70 —

C ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 3
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 23

Log P (mW)

Figura IV.15. Curvas de saturaciéon de DdATPs a 3 temperaturas. Los datos experimentales fueron
ajustados con la ecuacién IV.8. La intensidad [ fue evaluada a partir de la altura mdxima de la linea de
resonancia mostrada en figura IV.14 (recuadrada en verde en concordancia con la temperatura a la que se
registré el espectro)

Como se observa en la figura IV.15, a potencias de microondas bajas, se obtiene
un recta paralela al eje de las x, confirmando que la sefial se encuentra en condiciones
de no saturacién (capitulo III). Por el contario, a potencia altas se produce un desvio de
este comportamiento indicando que la sefial comienza a estar saturada: a mayor
desviacion, mayor saturacion.

Los datos experimentales de la figura IV.15 fueron ajustados mediante la
ecuacion II1.6 (pag. 30). La asuncién bésica para interpretar los datos es que la linea de
resonancia de ion magnético estd dada por una ecuacion similar a la de Bloch, pero con
una intensidad proporcional a la /p en condiciones de no saturacién y con

denominador elevado a b/2, un numero real relacionado con los distintos mecanismos
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de relajacion espin-red (Pilbrow, 1991) y que bajo la condicién de resonancia (@ = @)

se reduce a (Makinen y Yim, 1981):

JP

] <
(+ ¥ B’T,T,)"”

IVv.8)

De la comparacion entre las ecuaciones I11.6 y IV.8 resulta que en condiciones
de saturacién Pi2o< 1/4? T1 T> 1o cual provee un método para evaluar T} en funcién de la
temperatura, ya que 72 es, como se discutié en el capitulo III, independiente de
temperatura.

Si bien no hay ningin modelo tedrico que de soporte a esta ecuacidn, su uso es
confiable cuando el factor 5/2, es constante en todos los experimentos a distintas
temperaturas.

El ajuste de los datos de la figura IV.15 con la ecuacion II1.6 permitié evaluar las
Pi1p a distintas temperaturas (figura 1V.16), y estos resultados fueron ajustados

asumiendo un mecanismo de relajacion tipo Orbach,

1 A i
R e Ae T (1V.9)
1

donde A es una constante caracteristica del proceso de relajaciéon de Orbach (Pilbrow,

1991). Aplicando In ala ec. IV.9,

lni = lnA—él

i kT (IV.10)

y graficando In 1/7; vs 1/T se pudo determinar de la pendiente la separacion en energia
A entre el estado fundamental (S = 3/2) y el primer estado excitado (S = 1/2).

Los valores de A han sido empiricamente relacionado con el nimero de
coordinacioén (Kuo y Makinen, 1985; Makinen y col., 1985). Estos autores encontraron
una correlacién el cual los sistemas con ZFS con A < 13 cm! corresponden a sitios
tetracoordinados, 20 < A < 50 cm™ a sitios penta-coordinados de geometria piramidal-

cuadrada o bipiramidal-trigonal y A > 50 cm™! en sitios hexa-coordinados, y si bien se
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han reportado algunas excepciones ha demostrado ser confiable en muchos casos

(Larrabee y col., 1997).

e A=113cm’

4,50

4,25

In P

4,00

3,75

3,50

| ) | . | ! | ) |
0,20 0,22 0,24 0,26 0,28

T (K)

Figura IV.16. Dependencia de Py con la temperatura, realizada por el método continuo de saturacién
con potencia de microondas. La pendiente de la recta provee una estimacion directa de la constante de
ZFS.

El valor A =11,3(6) cm™! para el sitio del ion Co (II) en ATPs, sobre la base de la
correlacion de Makinen que el mismo corresponde a un sitio tetracoordinado, en

coincidencia con la estructura sugerida mediante EXAFS (Gavel y col, 1998).

IV.4 APS reductasa

1V.4.1 Clasificacion de la enzima

La molécula APS, el producto de la reaccion catalizada por ATPs, es el sustrato
de la enzima APS reductasa. Esta enzima interviene en dos vias cataliticas del ciclo del
azufre con funciones diferentes: la via asimilativa que provee sulfuro para la biosintesis

de aminodcidos y cofactores (figura IV.2) y la via desasimilativa mediante la cual el
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sulfato sirve como un aceptor de electrones en la cadena de transferencia electrénica en
bacterias y archaea (Baker y Banfield, 2003). Esta enzima cataliza la reduccién de APS
a AMP (Adenosine MonoPhosphate) y sulfito (figura IV.17). El clivaje hidrolitico de la
uniéon S-O-P en APS produce ~ 80 klJ/mol, energia que estd entre las mads altas
reportadas para una unién X-O-P en una molécula biolégica (Robbins y Lipmann,
1958). APS reductasa se clasifica con el cédigo E.C. 1.8.99.2: 1, “oxidoreductasa’; 8,
“actia sobre un grupo de azufre del donante”, 99; “con aceptores fisioldgicos

desconocidos; 2, “sulfato adenilil reductasa”.

OH
OH *E e A il (6] |
i 0. | 1 il Adenina 7" CH—0—P—
_ji_dEﬂlﬂa/-/, \ UHZ_U_ﬁ_O_ﬁ,l_OH APSr iy o iy 5 + '_,/'— \__w Z Il
B ]
H H (&} T —p H H H H
H /\, ;H
JH
oH COH L ¥
APS (Adenosine S-phosphosulfate) AMNP (Adenosine F-monophosphate)

Figura IV.17. Reaccidn catalizada por APSr en la via desasimilativa. El producto de la reaccién de ATPs
es el sustrato para APSr.

Si bien las APSr de las dos vias incluyen los mismos intermediarios, estos
procesos son llevados a cabo por dos enzimas diferentes. La APSr asimilatoria es una
enzima homodimérica de 100 kDa que contiene en su estructura dos centros [FesS4]
(Fritz y col., 2000; Kopriva y col., 2002; Carrol y col., 2005), mientras que las APSr
desasimilatorias son enzimas heterodiméricas que contienen dos centros FeS del tipo
[Fe4S4] y una molécula de flavina (Lampreia y col, 1990; Lampreia y col., 1994; Fritz y
col., 2002). Las flavoproteinas contienen nucledtidos de flavina covalentemente unidos.
Son enzimas que catalizan reacciones de o6xido-reduccién utilizando nucleétido de
flavina (FMN) o dinucleétido de flavina y adenina (FAD) como cofactor. Estas

coenzimas provienen de la vitamina riboflavina (Nelson y Cox, 2001).

IV.4.2 Caracteristicas de APSr desasimilatorias de diferentes especies de

Desulfovibrio

La enzima APSr desasimilatoria ha sido estudiada en diferentes especies del
género Desulfovibrio. En la tabla IV.6 se presentan las caracteristicas estructurales de

APSr de las siguientes especies: D. desulfuricans (Peck Jr. y col., 1965); Desulfovibrio
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sp. (Lampreia y col., 1994); D. desulfuricans Essex (ATCC 29577) (Fritz y col., 2000);
D. aminophilus DSM 12254 (Lopez-Cortés y col., 2005); D. vulgaris Miyazaki F (Ogata
y col., 2008) y D. gigas (Chiang y col., 2009; Fang y col., 2011). Tal como puede
observarse en la tabla, en términos generales, APSr presenta dos subunidades, dos

centros FeS y un cofactor flavina tal como se mencionara anteriormente.

Tabla IV.6. Comparativa de caracteristicas estructurales de APS reductasa de diferentes especies de
Desulfovibrio.

. - PM Numero de Subunidad Subunidad Centros X-
Organismo Aflo (kDa)  mondmeros o (kDa) FAD B (kDa) FeS EPR ray
D.
desulfuricans'! 1965 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d X -
ibrio® -
Desulfovibrio 1994 150 ap 70 1 23 ) X )
180
D. desulfuricans
Essex (ATCC 2000 95 of 75 1 20 2 - X
29577)3)
D. aminophilus
DSM 12254 2005 ~93 of 75 1 18 2 X -
D. vulgaris 2008 186 P 75 1 18 2 - 0X
Miyazaki F® P2
D. gigas'® 2009  ~360 6 of 70 1 20 2 - X
D. gigas'” 190 022
2011 380 ouPa 75 1 20 2 X X
570 (X(,ﬁ(,
(1) PeckJr y col., 1965 (5) Ogata y col., 2008
(2) Lampreia y col., 1994 (6) Chiang y col., 2009
(3) Fritz, y col., 2000 (7) Fang y col., 2011
(4) Lopez-Cortés y col., 2005 (n.d.) no determinado

La enzima activa se presenta como heterodimero, pero puede asociarse
formando tetrdmeros, hexdmeros o incluso oligémeros, inactivos, desde el punto de
vista catalitico. Si se pone en contacto con una solucién de sustrato, se disocian estas
estructuras restaurando la forma dimérica activa (Fang y col., 2011).

En todas las especies se ha reportado la presencia de un cofactor flavina y dos
centros FeS del tipo [Fes4S4]. Estos centros estdn formados por 4 dtomos de hierro no
hémico acoplados antiferromagnéticamente (Lampreia y col., 1990) y puenteados por 4
atomos de azufre formando una estructura cerrada tipo cubano que se pueden encontrar
en distintos estados de oxidacién. De los dos estados de oxidacién que aparecen en el
sistema, uno es paramagnético correspondiente a la configuracion [FesS4]* con un
estado fundamental con S = %2 y el otro es diamagnético donde el centro se encuentra

como [FesS4]** con S = 0 (Johnson, 1998).

-80-



Iv. | Metaloproteinas

1V.4.3 Propiedades moleculares de APSr desasimilatoria

Subunidad c

Subunidad B

Figura IV.18. APS reductasa de Desulfovibrio gigas (Protein Data Bank, 3GYX). Se observa la
subunidad o (celeste), en cuyo interior se aloja la flavina (FAD) y la subunidad  (naranja) que contiene
los dos centros FeS. La figura se generé utilizando UCSF Chimera alpha 1.6.

La determinacién de las propiedades moleculares y espectroscopicas de APSr de
distintas especies del género Desulfovibrio demuestra que todas estas enzimas presentan
una alta homologia (Peck Jr. y col., 1965; Lampreia y col., 1994; Fritz y col., 2000;
Lopez-Cortés y col., 2005; Ogata y col., 2008; Chiang y col., 2009; Fang y col., 2011).

La tnica estructura cristalina reportada para una APSr pertenece a la especie
Desulfovibrio gigas (figura 1V.18). DdAPSr, al igual que DgAPSr, es una
flavometaloenzima heterodimérica de 93 kDa. La subunidad-o de 75 kDa une
covalentemente al cofactor (flavina) y la subunidad- de 18 kDa contiene los dos
centros [Fe4S4] (Chiang y col., 2009). Los centros [FesS4] se identifican como FeS I y
FeS 11, siendo el FeS I el que se encuentra en el interior de la proteina y el FeS II el mas
cercano a la superficie y parcialmente expuesto al disolvente (figura IV.18). La
distancia entre los dos centros es de 10.6(1) A, tomada desde los dtomos de hierro mas

proximos. La distancia desde el FeS I al d&tomo de N-5 de la flavina es de 17.5(1) A
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(figura IV.19). Los valores de las distancias entre los centros FeS y entre el N-5 de la
flavina con el FeS I, se encuentran dentro de los hallados para otras APS reductasas, y

son apropiados para la transferencia electronica efectiva (Fritz y col., 2002).

FeSII FeS1 FAD

17.5(1)

Figura IV.19. Distancias entre los sitios paramagnéticos de APSr. Los valores son medidos en A y se
corresponden con los hallados para otras APSr de Desulfovibrio. La figura se gener6 utilizando CCDC
Mercury 3.2.

La estructura de la subunidad-a estd formada por tres partes: un dominio de
unién a FAD, un dominio “capping” y otro helicoidal. EI dominio de unién a FAD esté
cubierto parcialmente por el dominio “capping” que permite la exposicion de APS. Hay
un canal de didmetro aproximado de 13 A que estd formado por el dominio de unién a
FAD y el dominio “capping” a través del cual, aparentemente, es transportado el
sustrato. Los dominios helicoidal y de unién a FAD forman un hueco poco profundo en
que se encuentra incrustada la subunidad-f. La comparacion estructural con otras
enzimas indica que la subunidad-a de APSr podria ser homéloga con las estructuras de
antecesores de flavoenzimas debido a la cercania aparente del metabolismo anaerébico
del azufre en su evolucién (Chiang y col., 2009).

La subunidad- -de menor peso molecular- pertenece a la familia de las ferredoxinas.
La misma se encuentra dividida en tres segmentos: dominio de unién a los centros
[FesS4], ldmina B y dominio C-terminal. La estructura del dominio de unién a los
centros puede ser superpuesta sobre la ferredoxina Il de D. gigas y ferredoxina de C.
vinosum con una desviacién de 3.2 A y 3.4 A de los dtomos de la cadena principal,
respectivamente por lo que se la considera similar a la estructura de dichas
metaloproteinas. Esta envuelve los dos centros [FesS4]. El dominio de unién a los

centros FeS, se encuentra inmerso en una hendidura poco profunda de la subunidad-a,
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con los otros dos dominios interactuando con la subunidad-o para estabilizar el

heterodimero (Chiang y col., 2009).

1V.4.4 Mecanismo cinético

APSr transfiere dos electrones al sulfato activado por ATPs, reduciéndolo a
sulfito in vivo. La reduccion requiere que los dos electrones que tienen que ser
transferidos a la flavina, pasen desde el FeS II en contacto con la superficie de la
proteina hacia el FeS I y finalmente al cofactor flavina, que se los transfiere al sustrato
(Chiang y col, 2009).

El cofactor redox flavina permite la transferencia de hasta 2 electrones.
Estructuralmente estd formado por el nucledtido adenina unido a una molécula de

rivoflavina mediante dos grupos fosfato (figura 1V.20).

Figura IV.20. Estructura de la flavina presente en APSr. El cofactor se encuentra formado por: (a)
Riboflavina (anillo isoaloxazina + ribosa) y (b) Adenosina. Los nitr6genos marcados del anillo
isoalloxazina son los involucrados en el intercambio electronico. En adelante se denomina como R a las
moléculas que acompaiian el anillo. . La figura se generé utilizando CCDC Mercury 3.2.

Los atomos que intervienen en el intercambio electronico son los dos nitrégenos
presentes en el centro de la estructura de anillos fusionados (isoaloxazina) aceptando
cada uno un dtomo de hidrégeno al ceder el electrén. Durante la transferencia, el
cofactor oxidado o quinona (FAD?") intercambia un electrén dejando a la flavina en

estado de semireducido o semiquinona (FADH?"). La transferencia electrénica completa
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deja a la flavina en estado reducido o hidroquinona (FADH,). La reaccién FAD?* ¢«
FADH" «» FADH; es reversible (Nelson y Cox, 2001). La transferencia electrénica
entre el dador electrénico fisioldgico y el FeS II requiere el acoplamiento del mismo a la
region de la proteina adyacente al FeS 1. La comparaciéon de secuencias indica que la
region de interfaz potencial que incluye un bucle flexible se conserva en APSr de BSR
pero no enzimas de A. vinosum oxidantes de azufre en que el bucle estd ausente. Esta
observacion apoya la idea de que diferentes dadores electronicos interactian con APSr

dependiendo de si se cataliza la reduccién de APS o la oxidacién de sulfito y AMP.

Figura IV.21. Camino quimico propuesto involucrado en la transferencia electrénica desde el FeS II
pasando a través del FeS I hasta el FAD (las lineas delgadas indican interacciones hidrofébicas e
interacciones puentes hidrégeno). . La figura se generé utilizando CCDC Mercury 3.2.

El camino quimico propuesto para realizar la transferencia electronica FeS 11 —
FeS I — Flavina en APSr involucra las uniones covalentes de distintos residuos de
aminodcidos e interacciones hidrofébicas y uniones puentes de hidrégeno. El residuo
TRP 255 esta estrictamente conservado (figura IV.21). El anillo indol de TRP 255 es
bloqueado en su posicién por un enlace de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo de
TRP 251. Los residuos TRP entre los centros redox se adaptan para la transferencia de
electrones, tal como se documenta en el centro de reaccion fotosintética (Deisenhofer y
Michel, 1989) y el complejo citocromo peroxidasa-citocromo ¢ (Pelletier y Kraut,

1992). El sitio activo de APS reductasa estd en el interior de la proteina y es accesible
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s6lo desde el exterior a través de un canal de 17 A de largo con un didmetro de
aproximadamente 10 A. El canal estd formado en la interfaz entre el dominio de unién
al FAD y el dominio “capping”. La apertura del canal estd ligada a un exceso de
residuos cargados positivamente (Arg-,-Lys) que pueden proporcionar una seleccion
para aniones tales como sulfito, AMP o APS. La parte inferior del canal aloja el bolsillo

de union del anillo isoaloxazina.
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Figura IV.22. Mecanismo propuesto de reduccién de APS por APSr (modificado de Fritz y col., 2002).

El ciclo de reaccién se inicia mediante la reduccién de FAD?** a FADH, y la
posterior unién de APS (figura IV.22). El d4tomo N-5 del FADH; ataca el azufre del
APS para formar un aducto de FAD-APS. El intermedio propuesto se descompone
espontdneamente a AMP y el APSR-sulfito, luego el sulfito se libera. Presumiblemente,
el paso clave en el ciclo de reaccién es la formacion del intermediario FAD-APS que
seria mas ficil si el d&tomo N5 del FAD se vuelve mds nucleofilico y el azufre se

convierte en sulfato mds electrofilico. (Fritz y col., 2002; Chiang y col, 2009).
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IV.4.5. Caracterizacion espectroscopica mediante UV -vis

La figura IV.23 muestra el espectro UV-vis de la enzima purificada a partir de
D. desulfuricans (ver técnica de purificacion en seccion.2.2). En este se observan dos
bandas, una alrededor de 380 nm y otra en 450 nm ademds de un pico de absorcion

proteico a 276 nm (A276/Asso = 4.76).
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Figura IV.23. Espectro UV-vis de APSr purificada de Desulfovibrio desulfuricans. La enzima nativa se
encuentra en estado oxidado.

El espectro entre 340 y 400 nm es caracteristico de la presencia de centros FeS.
La banda centrada en 450 nm es tipica de la presencia del radical flavina. El perfil
espectroscopico es similar a los reportados para D. vulgaris con méximos de absorcion a
372 nm y a 278 nm (Bramlett y Peck Jr., 1975) y para D. gigas con maximos de
absorcion a 392 y a 278 nm (Lampreia y col., 1990) también presentes para D.
aminophilus (Lopez-Cortés y col., 2005). El hecho que los espectros UV-vis en APSr de
distintas fuentes sea esencialmente idéntico, confirma que a pesar de las diferentes

secuencias de amino 4cidos de estas proteinas, el tipo y estructura de los cofactores
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redox son los mismos, lo cual también puede ser verificado por otras técnicas

espectroscopicas como espectroscopia Mossbauer y EPR (Lampreia y col., 1994).

IV.4.6 Caracterizacion espectroscopica mediante EPR

IV.4.6.1 Centros paramagnéticos

Las sefiales de EPR asociadas con los sitios paramagnéticos de DdAPSr fueron
obtenidas a partir de la enzima nativa purificada en aerobiosis (seccién 2.2) y tratada
con el reductor ditionito de sodio en dos tiempos: una reduccién corta de
aproximadamente 15 segundos y una larga durante 30 minutos, ambas en condiciones
de anaerobiosis.

La grafica IV.24 muestra los espectros de EPR asociados con los tres sitios
obtenidos en estas tres condiciones (as-purified, reducida 15 segundos y 30 minutos).
Satisfaciendo la condicién de resonancia, se obtiene la sefial de la flavina (espectro A en
grifica IV.24) a partir de la metaloproteina purificada en condiciones aerdbicas que
corresponde al radical en el estado semiquinona y se calcula el valor de g mediante la
ec. III.1. Esta sefal presenta simetria casi axial con g = 2,005(2) y ancho de linea pico a
pico de 16,7(1) Gauss. Esta sefal fue detectada en el rango de temperaturas de 4 a 200
K indicando que presenta tiempos de relajacion largos, lo cual es caracteristico de
sefiales asociadas con radicales libres.

Es importante notar también que la sefial de EPR de la flavina no cambia de
intensidad bajo condiciones de oxidacion/reduccion, indicando que agentes
oxidantes/reductores externos como el ditionito y el ferrocianuro no interactian
directamente con la molécula de flavina. Los estados paramagnéticos de los centros FeS
se obtienen en el estado [FesSa] * (configuracion electrénica: 1 Fe’*, 3 Fe?*) (grafica
IV.24, espectros A y B). El espectro B en la grafica IV.24 muestra en adicion a la sefal
de la flavina, la correspondiente al centro FeS 1. Es importante notar que esta
designacion no necesariamente corresponde al FeS I determinado cristalograficamente.
La sefial FeS I presenta simetria rombica con parametros g1 = 2.083(2), g2 = 1,945(2) y
g3 = 1,901(2). Esta sefal es detectada a temperaturas menores de 50 K (variaciéon con
temperatura de los espectros, ver Anexo IV) indicando que presenta una velocidad de

relajacion mayor que la del radical flavina.
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Figura IV.24. Espectros de EPR de DdAPSr tomados a T =60 Ky v =9,75 GHz. Espectro A: DdAPSr
nativa. Espectro B: DdAPSr reducida con ditionito de sodio durante 15 segundos en condiciones de
anaerobiosis. Espectro C: DJAPSr reducida con ditionito de sodio durante 30 minutos. En todos los
espectros es detectable la sefial de la flavina gr = 2.005 + 0.002. Las distintas condiciones de los espectros
no cambian siginificativamnte ni la posicion ni la forma de linea del radical flavina. La sefial indicada con
un (*) en el espectro B corresponde a un centro [Fe3S4] que se produce como una degradacién minima de
uno de los centros [FesS4].

-88-



IV. | Metaloproteinas

La sefial correspondiente al FeS II se observa en la muestra reducida con
ditionito por media hora (espectro C en gréifica IV.24). Esta es detectada a temperaturas
aun menores a 20 K-indicando que su velocidad de relajacion es ain mayor a la del FeS
I. La sefial del FeS II presenta valores de g en el rango 1,839-2,081. Su forma no se
puede determinar precisamente debido a que esta superpuesta a la del FeS I. Ademis la
presencia de esta sefial produce cambios en la forma de linea y corrimientos de los picos
caracteristicos de la sefial del FeS I, indicando la presencia de acoplamientos
magnéticos entre estos centros. Este aspecto serd tenido en cuenta en la asignacion de

los centros detectados por EPR con los centros FeS identificados cristalograficamente.

1V.4.6.2 Acoplamiento magnético

Como se analiz6 anteriormente, los cambios experimentados por la sefial del FeS
I en presencia de la del FeS II indican la existencia de acoplamientos magnéticos entre
ambos centros. Esto fue analizado en un trabajo anterior a partir del estudio de las
resonancias de EPR asociadas con los centros FeS y mediante estudios de saturacion de
la sefial de EPR del FeS I realizados en la muestra reducida por 15 s y la muestra
reducida por 30 minutos (Lampreia y col., 1990) por lo cual no serd analizado en este
trabajo.

Si bien el acoplamiento magnético entre el FeS I y el FeS II estd claramente
puesto de manifiesto por los cambios en las sefiales de EPR y los estudios de saturacion
(Lampreia y col., 1990), en ninguno de estos trabajos previos se evalud si existia
acoplamiento magnético entre la flavina y los centros FeS. El hecho que la forma de
linea de la senal de la flavina no se modifica en la muestra reducida durante 30 min
(espectro C en la figura IV.24) con respecto a la obtenida en el espectro A indica que el
acoplamiento magnético entre la flavina y los centros FeS es muy débil para ser
detectado por EPR a partir de la simple observaciéon de los espectros. Por ello, se
procedi6é a evaluar las propiedades de saturacion de la sefial de la flavina en distintas
condiciones experimentales de la proteina para poder detectar cambios en sus
propiedades de relajacidn, y asi indirectamente confirmar o descartar la presencia de
acoplamiento magnéticos Flavina-FeS (seccion I11.1.4).

Los estudios de saturacion de la sefial de EPR de la flavina se efectuaron a la
temperatura de 60 K con la muestra de APSr en diferentes estados paramagnéticos

identificadas como muestras 1, 2, y 3 (figura IV.25).
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Figura IV.25. Saturaciéon de la sefial de EPR de la flavina efectuada a 60 K en tres condiciones
diferentes. Negro (muestra 1): DdAPSr en condiciones as-purified. Verde (muestra 2): FeS 1
paramagnético, S=1/2 ([FesS4] *: 1Fe**, 3Fe?*), FeS 1I diamagnético, S=0 ([FesS4]**: 2Fe>* 2Fe?"). Azul
(muestra 3) FeS Iy FeS II paramagnético, S=1/2 ([FesS4]'*: 1 Fe**, 3 Fe?*). La sefial de la flavina fue
detectada en los tres tipos de muestras en una relacién de ~ 10 % respecto de la intensidad de las sefiales
de los centros FeS.

La muestra 1 corresponde a la enzima as-purified y su unico centro
paramagnético es la flavina (espectro A en la Figura IV.24). La muestra 2 se obtuvo
titulando “in situ” con ditionito de sodio donde se fue reduciendo la metaloenzima hasta
llegar a un estado con un FeS I completamente reducido ([FesSa4] *: 1Fe** + 3Fe®")
permaneciendo el FeS II en un estado diamagnético ([FesS4]**: 2Fe** + 2Fe?*). El
espectro que se obtuvo en ese caso es similar al espectro B en la Figura IV.24. La
muestra 3 fue obtenida mediante la reduccién por 30 min de la APSr y corresponde a un
estado donde los dos centros FeS estin completamente en su estado paramagnético
[Fe4S4]* (espectro C en la figura IV.23).

Como se observa en la figura IV.25 la saturacion de la senal de la flavina en la
muestra 2 se alcanza a potencias de microondas mayores que en la muestra 1, indicando
un aumento en la velocidad de relajacién del radical flavina en presencia del FeS I en

estado paramagnético. Esto confirma indirectamente la existencia de acoplamiento
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magnético entre el FeS I y la flavina (seccién III.1.4). Mds interesante atin es que la
velocidad de relajacion de la flavina es todavia mayor en la muestra 3, lo cual es puesto
de manifiesto por la mayor potencia de microondas que es necesaria para saturar la
sefial en las condiciones en que los dos centros FeS se encuentran en su estado
paramagnético.

El acoplamiento magnético entre los tres centros paramagnéticos de APSr y en
metaloproteinas en general con distancias entre los centros mayores a 10 A, estd
determinado principalmente por las interacciones de intercambio isotropica y/o
interaccion dipolar magnética (Andrade y col, 2000; Brondino y col, 2006a; Gonzélez y
col, 2009). La interaccién de intercambio isotrépica estd caracterizada por el pardmetro

de intercambio J mediante la ecuacidn:
H, =-JS,S, (IV.10)

donde, S1 y S2 son los espines asociados con los centros interactuantes (S = 1/2 para
APSr). Esta interaccion estd relacionada con el camino quimico que conecta a los dos
centros. La determinacion del pardmetro J es importante porque se ha demostrado que
su magnitud es proporcional a la velocidad de transferencia electronica entre dos centros
de transferencia electronica paramagnéticos a través del camino quimico que los vincula
(Gonzélez y col, 2009).

El otro tipo de acoplamiento magnético es la interaccion dipolar magnética entre
dos dipolos magnéticos puntuales, aproximacion que es vdlida en el caso que los dos

centros interactuantes estén a distancias mayores que 6 A:

2 2
dip :M(l —3C082 0)
1671 av.11)

donde po = 410”7 N/A? es la permitividad en el vacio, Be es el magneton de Bohr y ri2
es la distancia intercentros. Esta interaccion es solo dependiente de la distancia entre
sitios y puede ser despreciada en el caso de la APSr debido a que la distancia entre
centros determina que su valor es aproximadamente 7,5x1022 cm™.

En este contexto, el acoplamiento entre la flavina y los centros FeS puede darse
unicamente a través de la interaccion de intercambio, la cual debe estar necesariamente

relacionada con los caminos quimicos descripto en la figura IV.21.
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Por otro lado la posibilidad de una interaccién de la flavina simultdnea con los
dos centros es excluida por la topologia ya que la interaccion flavina-FeS 1I se daria a
través de un camino quimico muy largo (figura IV.19). Esto se basa en correlaciones
magneto-estructurales en sistemas modelo que muestran que para los caminos quimicos
descriptos en la figura IV.21 la interaccién de intercambio es despreciable (Hoffman y
col, 1988).

Sobre la base de estas consideraciones, los estudios de saturacion muestran que
los mayores cambios en las propiedades de saturacidon de la flavina estdn dados por el
centro FeS I indicando que este es el centro proximal a la flavina. Esto permite ademads
asignar a este centro como el centro I determinado cristalograficamente, siendo trivial
en consecuencia asignar al centro II como el distal. Es importante notar que éste efecto
entre el radical y el centro FeS I se transmite a través de enlaces puente hidrégeno e
interacciones hidrofébicas. Este tipo de camino quimico tipico de metaloproteinas se
presentard més en detalle en el capitulo V.

Como se analiz6 anteriormente sobre la base de los datos cristalograficos
(Hoffman y col, 1988) el camino quimico flavina-FeS II tiene una topologia y extension
no apropiada para transmitir interacciones de intercambio apreciables, lo que de alguna
manera estaria en contradiccién con los estudios de saturacion en la muestra 3 (figura
IV.25), ya que la velocidad de la relajacion de la flavina es influenciada por el FeS II
cuando este se encuentra en su estado paramagnético.

Existen dos posibles hipdtesis para explicar el comportamiento de saturacién de
la muestra 3. Una es una interaccion de intercambio directa Flavina-FeS II. La otra seria
un comportamiento en cascada, en el cual la interaccion FeS II-FeS I provoca un
incremento en la velocidad de relajacion del FeS I, y este incremento se traduce en un
aumento de la velocidad de relajacion de la flavina.

La primera de las hipétesis es poco probable debido a que los caminos quimicos
con topologias similares al camino Flavina-FeS II muestran constantes de intercambio
despreciables (Hoffman y col., 1988). En cambio, la segunda hipétesis tiene de alguna
manera soporte experimental, ya que, como se discutié con anterioridad (Lampreia y
col, 1990) la velocidad de relajacion del FeS I se incrementa a partir del acoplamiento
magnético con el FeS II.

Independientemente de cual de las dos hipétesis sea vdlida, los datos presentados
muestran que a pesar de la gran distancia y topologias diversas de los caminos quimicos

entre centros rédox en metaloproteinas de transferencia electrénica, los sitios no se
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comportan como centros aislados, y un cambio en el estado paramagnético en uno de
los centros puede ser “sentido” por un centro distante.

Por lo tanto, estos cambios de alguna manera sutiles en la configuraciéon
electronica en uno de los centros, pueden actuar como disparadores para producir el

proceso de transferencia electrénica.
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V.MODELADO EN METALOPROTEINAS

V.1 Introduccion

Los estudios de DdAPSr plantearon varios interrogantes respecto de la eficiencia
de los caminos quimicos en producir transferencia electronica entre el sitio activo donde
se encuentra unida covalentemente la flavina y el centro FeS proximo. Como se muestra
en la figura IV.21 el camino quimico de la APSr incluye caminos quimicos covalentes,
la interaccion hidrofébica entre los anillos de isoaloxazina de la flavina y del triptéfano
251 y distintos tipos de uniones puentes hidrégeno.

El rol de las interacciones hidrofébicas como caminos de intercambio es atn
materia de discusion. Si bien estd establecido que pueden transmitir interacciones de
intercambio débiles, el nimero de casos reportados no es concluyente. Ademas, los
valores reportados no son obtenidos a partir de una tnica metodologia general, lo cual
ha impedido hasta el momento establecer una clara correlacién magneto estructural.

Con el fin de dilucidar las cuestiones planteadas en un sistema complejo, como
lo es una metaloenzima, se sintetizé y caracterizé estructural y espectroscopicamente en
fase condensada un complejo mixto de Cu (II) con el aminodcido acido glutamico y la
amina aromadtica fenantrolina, Cu(glu)phen, que contiene posibles caminos de
intercambio entre iones Cu que incluyen a la amina aromatica utilizando para el andlisis
de EPR una metodologia desarrollada en el grupo. Es importante notar que el objetivo
final de estos estudios es poder concluir acerca de la eficiencia de estas interacciones en
mediar procesos de transferencia electrénica entre dos centros (Brondino y col, 1995),
ya que la velocidad de transferencia electronica entre dos centros paramagnéticos a
través del camino quimico que los une es proporcional a la constante de intercambio J
en condiciones de maxima velocidad (Neuman y col, 2010).

Otro aspecto investigado dentro de la problemadtica global de transferencia
electrénica en proteinas, que cumplen dicha funcién, es el rol que cumplen los puentes
de hidrégeno. Al igual que para las interacciones hidrofébicas, estd demostrado que los
puentes de hidrégeno pueden transmitir interacciones de intercambio (Gonzdlez y col.,
2009), pero no existe hasta la fecha una clara correlacién entre magnetismo y estructura.
En particular un aspecto a tener en cuenta dentro de la problemadtica de interacciones

puentes de hidrégeno es como éstas pueden efectivamente contribuir al proceso de
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transferencia electronica intraproteina. Las interacciones puente de hidrégeno son muy
flexibles y en moléculas que involucran tanto 4tomos aceptores como donores se pueden
dar basicamente dos situaciones extremas, una en la que la unién puente de hidrégeno
se de intramolecular, y otra en la que adopte una configuracién que estabilice
interacciones intermoleculares. Evidentemente, esta ultima posibilidad es la que a priori
permitiria maximizar el proceso de transferencia electronica, tal como se plantea en el
camino quimico para la transferencia electrénica donde interviene APSr (figura IV.21).
Sobre la base de este andlisis, y con el objetivo de incorporar una nueva metodologia
que permita generar conocimiento en esta drea, se caracterizaron ademds en fase gas
mediante espectroscopia de rotacion los ligandos de iones metélicos, dcido picolinico y

nicotinamida, que permitieron modelar las dos situaciones planteadas.

V.2 Fase condensada: Sistema Modelo

V.2.1 Cu(glu)phen: Sistema modelo del camino quimico FAD-FeS I

El 4cido L-glutdmico es un aminodcido cuya estructura tiene la particularidad de
acomplejar dos iones Cu (II) para dar origen a estructuras poliméricas del tipo -Cu-glu-

Cu-glu-Cu- (Brondino y col., 1993).

Funcién Aminoacido

Grupo Carboxilico

Figura V.1. Estructura del 4cido L-glutdmico. La presencia del grupo carboxilico adicional en la cadena
lateral posibilita la formacién de complejos con metales de transicién con diversas posibilidades
estructurales. La figura se generd utilizando CCDC Mercury 3.2.
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Estas estructuras se establecen debido que el aminoédcido puede coordinar un ion
Cu (II) a través de la funcién aminodcido y otro mediante el grupo carboxilato de la
cadena lateral (Rizzi y col., 2000a; Schveigkardt y col., 2002) como se aprecia en la
figura V.1. La estructura polimérica puede ser interrumpida cuando el aminoacido
compite por el sitio metdlico con aminas aromdticas y de esta manera se originan
estructuras donde la caracteristica que las distingue del compuesto puro con el
aminodcido es la formacion de interacciones hidrofébicas entre las aminas arométicas
(Brondino y col., 1997)

El objetivo de esta parte del trabajo fue obtener un compuesto previamente
reportado por Antolini (Antolini y col., 1985), pero dado que en experiencias previas
del grupo, utilizando los mismos ligandos se originan distintos tipos de compuestos (atn
siguiendo protocolos ya reportados) se procedid a investigar variados procedimientos de
cristalizacion. Las experiencias se realizaron con un disefio experimental sencillo,
tomando los factores en forma independiente (condiciones de cristalizacion) vy
evaluando los efectos que la variacion del rango de cada uno de ellos causé en la
respuesta (formaciéon de diferentes complejos). Si bien el compuesto obtenido fue
diferente al reportado por Antolini y colaboradores, se pudo obtener un compuesto que
se ajustaba a las condiciones requeridas para el estudio: un compuesto que tuviese un
unico centro por celda unidad desde el punto visto magnético y en el que las
interacciones entre centros sean mediadas por interacciones hidrofébicas. La sintesis,
cristalizaciéon y caracterizacion de este compuesto se describe en las secciones

siguientes.

V.2.2. Sintesis y cristalizacion del complejo

Se probaron diferentes condiciones de cristalizacion utilizando distintas sales de
cobre a pH diferentes pero solamente se obtuvieron resultados satisfactorios bajo las
condiciones que se reportan a continuacion: Se disolvieron 5 mmoles de CuNOs, 7.5
mmoles de 1,10-fenantrolina y 5 mmoles de 4cido L-glutdmico en agua destilada a
temperatura ambiente, obteniéndose una solucioén de color azul intenso.

La solucion fue filtrada con filtro de acetato de celulosa con 0.2 um de didmetro
de poro (Millipore®). La solucién resultante (pH 2.3) se mantuvo a temperatura
constante (28°C) y al cabo de 4 dias se obtuvieron monocristales de color azul intenso

con forma de paralelepipedo (figura V.2).
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Los monocristales obtenidos fueron lavados con agua fria y conservados en

ambiente seco hasta su uso.

Figura V.2. Cristales sintetizados de Cu(glu)phen. El color azul que presentan es tipico de los complejos
de Cu(II).

V.2.3 Difraccién de Rayos X de polvo

El complejo obtenido se caracterizé6 mediante difraccién de rayos X en polvo
para verificar si el mismo se correspondia con uno previamente reportado por Antolini y
col., 1985.

Con este fin, una muestra de polvo de Cu(glu)phen -obtenida pulverizando
monocristales cuidadosamente en mortero de porcelana- fue analizada con un
Difractometro Shimadzu XD-DI perteneciente al Centro Nacional de Catdlisis
(CENACA) dependiente del Instituto de Investigaciones en Catalisis y Petroquimica
(INCAPE) que funciona en la Facultad de Ingenieria Quimica de la UNL. El
difractograma obtenido se utilizé para comparar con el difractograma simulado del
compuesto de Cu (II) obtenido previamente con los mismos ligandos (Antolini y col.,

1985). La simple comparacion del difractograma obtenido para el compuesto sintetizado
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con el del complejo reportado por Antolini y colaboradores (figura V.3) revela que el

mismo es diferente.
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Figura V.3. Difractograma de polvo: en azul difractograma simulado para el compuesto reportado por
Antolini y col. (Antolini y col., 1985); en rojo el complejo sintetizado. Claramente se observan las
diferencias en la ubicacién de los picos entre ambos compuestos y la presencia de otros.

V.2.4 Analisis Elemental

Debido a que los datos de rayos X de polvo, indicaron claramente que se trataba
de un complejo diferente al complejo reportado por Antolini y colaboradores, se
procedié a caracterizar por andlisis elemental la composiciéon en C, H, N y S del
Cu(glu)phen. Este ensayo se realizé en el Instituto de Quimica Fisica de los Materiales,
Medio Ambiente y Energia (INQUIMAE) con un equipo Carlo Erba EA 1108.

Los valores obtenidos se reportan en la tabla V.1 y se corresponden con los datos

de difraccion de rayos X en monocristal que se describen abajo.
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A partir del anélisis elemental se concluyé que era un compuesto de férmula
C17H22CuN4O19 (PM = 505.93 g/mol), lo cual fue confirmado posteriormente mediante

un estudio de difraccién de rayos X en monocristal.

Tabla V.1. Composicién elemental del complejo. Porcentaje tedrico y experimental del Cu(glu)phen.

Composicion %N % C %H

Tedrica 11.1 40.4 4.4
Experimental 10.8 0.3 39.8+0.3 49+0.2

Antolini y col. 1985 9.1 44.3 5.0

V.2.5 Difraccion de Rayos X de monocristal

Ante la evidencia experimental de que el complejo sintetizado se trataba de un
nuevo compuesto, se procedié a determinar su estructura mediante la técnica de
Difraccion de rayos X en monocristal. Este trabajo se realiz6 en colaboracién con el Dr.

Ricardo Baggio de la Comision Nacional de Energia Atémica (CNEA).

Tabla V.2. Resumen de datos cristalinos, coleccion de intensidad y pardmetros de refinamiento
[Cu(glu)(phen)]H,0]*.NO32H,0.

Férmula = Cu- (CsHsNOy)- (C12HsN2) (H20).(NO3).2(H20)

PM (g/mol) = 505.93 V=999.12 (7) A3
Triclinico, P1 Z=2

a=7.1003 3) A Mo Ko

b=11.8608 (4) A u=1.16 mm™
c=12.6016 (5) A T=150(2)K

o = 76.0890 (12)° 0.54 x 0.15 x 0.08 mm

B =85.8081 (13)°

y=75.9362 (11)°

Difractrémetro Bruker CCD detector de drea = 4831 reflexiones independientes

Correccion de Absorcion: multi-scan SADABS (Bruker, 2002) = 4695 reflexiones con I > 26 (/)

Tmin = 0.79, Tmax = 0.91 Rin =0.010

Reflexiones medidas 5816

Refinamiento

R[F*> 26(F?)] =0.030 Parametros reducidos de dtomos de H
wR(F?) = 0.082 Apmax = 0.45 ¢ A3

$=1.08 Apmin=—0.32 ¢ A~

4831 reflexiones Estructura absoluta: Flack, 1983

579 pardmetros Parametro Flack: —0.005 (12)

12 restricciones
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Las mediciones de Difraccién de Rayos X, se realizaron con un difractémetro
Bruker con detector de érea inteligente utilizando radiacién de Molibdeno Mo Ka. (4 =
0.71073 A).

La estructura fue resuelta por el método directo (SHELXS-97) y refinado
mediante matriz completa de cuadrados minimos en F2 (SHELXL-97). Los dtomos de
hidrégeno relevantes para la descripcion de las uniones puente H (O-H y N-H) fueron
detectados posteriormente mediante una sintesis de Fourier diferente y luego
modelados; aquellos unidos a 4tomos de carbono fueron posicionados teéricamente. En
todos los casos, a los &tomos de H se les fue permitido variar durante el refinamiento
con Uiso(H) =1.2/1.5U¢.

Un set completo de datos estructurales cristalogréficos ha sido depositado en la
Base de Datos Estructurales de Cambridge (Cambridge Structural Database, CSD) en
formato .cif (depdsito CCDC, N° 891324).

Un resumen de los datos cristalinos y pardmetros obtenidos del refinamiento de
la estructura ademds de las principales distancias de unién y dngulos se dan en las tablas
V.2 y V.3, respectivamente.

Tabla V.3. Distancias (A) y angulos (°) de enlaces alrededor de cada Cu(Il) del complejo en la celda
unitaria (en la figura V.6 se identifica cada dtomo).

Distancias de enlace (A)

CuA—O1A 1.948 (3) CuB—OI1B 1.972 (3)
CuA—N3A 1.994 (4) CuB—N3B 1.993 (4)
CuA—N2A 2.003 (4) CuB—N2B 2.010 (4)
CuA—NI1A 2.008 (4) CuB—NI1B 2.024 4)
CuA—O1W 2.282 (3) CuB—O2W 2.236 (3)
Angulos formados (°)
O1W-CuA-N1A 99.64(1) O2W-CuB-N1B 98.17(1)
O1W-CuA-N2A 89.63(1) 0O2W-CuB-N2B 85.76(1)
O1W-CuA-N3A 92.90(1) O2W-CuB-N3B 93.59(1)
O1IW-CuA-Ol1A 97.03(1) 02W-CuB-O1B 99.21(1)

Durante el transcurso de esta tesis y luego de comprobar, que se trataba de un
compuesto diferente al reportado por Antolini y colaboradores, otros autores reportaron
otro sistema de cobre con los ligandos 4dcido glutdmico y fenantrolina (Biswas y col.,
2010). Los datos confirmaron que el compuesto obtenido es idéntico al reportado por

Biswas y colaboradores oportunamente.
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V.2.6 Descripcion de la estructura

El complejo Cu(glu)phen cristaliza en el grupo espacial triclinico P;. Su
estructura estd compuesta por dos unidades independientes de férmula [Cu-
(glu)(phen)(H20)]* NO3™. 2(H20) que seran identificadas como CuA y CuB tal como se

presenta en la figura V 4.

Figura V.4. Celda unitaria de Cu(glu)phen. Se destacan las moléculas de agua y nitratos asociadas a las
estructura del complejo. La figura se generé utilizando CCDC Mercury 3.2.

Asociadas a la unidad estructural, se hallan 4 moléculas de agua y dos de nitrato.
La presencia de dos complejos de Cu distintos quimicamente (CuA y CuB) determina
que la celda unitaria contiene dos moléculas independientes. Cada dtomo de cobre esta
unido a una molécula de dcido L-glutdmico, a una molécula de 1,10-fenantrolina y a una
de agua (figura V.5).

La geometria de coordinaciéon del ion cobre (II) es piramidal cuadrada
distorsionada con dos dtomos de N de un ligando phen y un O y un N de un anién
glutamato, los dos ligandos como ecuatoriales y un oxigeno de una molécula de agua en

posicion apical (figura V.5). Debido a que los iones de glutamato se encuentran
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protonados individualmente, la molécula principal posee una carga (+1) que se
compensa con la externa del contra i6n nitrato presente en la férmula molecular.

Dos moléculas de agua de hidratacién por cada cation de cobre completan la
férmula tal como se observa en la figura V .4.

Figura V.5. Superposicion de las dos moléculas de Cu(glu)phen, con sus dtomos etiquetados, presentes
en la cela unitaria a través de una pseudo operacién de simetria 1-x, 1-y, 1-z. Se observa un pseudocentro
de inversién debido a que la cadena carbonada de los 4dcidos glutdmicos no coinciden. En posicién
ecuatorial los ligandos phen y glu, enlazados por dos dtomos de N y un dtomo de N y uno de O,
respectivamente. En posicion apical una molécula de agua unida al Cu mediante el 4tomo de O.

Los iones CuA y CuB estidn relacionados mediante una pseudo operacién de
simetria (figura V.5; las moléculas de nitrato y de agua ligadas a la estructura son
omitidas para mayor claridad), aspecto que serd importante para entender las
propiedades de EPR del compuesto. El complejo es estabilizado mediante enlaces
puente hidrégeno (figura V.6.A) e interacciones hidrofébicas (figura V.6.B). En la
figura V.6.A, se observa que las cadenas mds cercanas interactian a través de un
camino quimico mixto del tipo CuA-OgpH...O-C-Oe-CuB con una distancia entre
atomos de Cu pertenecientes a la misma celda unidad apropiada para la efectividad de
éste tipo de enlace (d cua-cuB = 6.610(5) A). La estructura cuenta ademads, con una red
compleja de uniones puente de hidrogeno que involucran cadenas de iones Cu vecinos y
moléculas del nitrato. Esto ultimo no se muestra debido a que no es relevante en
nuestro estudio. En adicién, la estructura cristalina del Cu(glu)phen se estabiliza
mediante interacciones hidrofébicas entre las moléculas de fenantrolina coordinadas a

sitios de CuA y CuB (d CuA-CuB”, 8.822(5) A) pertenecientes a diferentes celdas
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unitarias que se observan en la figura V.6 B. lo cual define cadenas de moléculas de

Cu(glu)phen que corren a lo largo del eje cristalino a.

Figura V.6. Interacciones que estabilizan la estructura del complejo: A) Enlaces puente hidrégeno entre
oxigenos de dcido glutdmico (glu) de la misma celda. B) Interacciones n-n entre fenantrolinas (phen) de
distintas celdas unitarias a lo largo del eje a.
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V.2.7 Mediciones de EPR en polvo

Se pulverizaron cristales de Cu(glu)phen en mortero de 4gata hasta obtener
una muestra policristalina. Se tomaron espectros de EPR en banda X (v ~ 9,8 GHz) y en
banda Q (v ~ 34 GHz ) de dicha muestra. En la figura V.7 se observan los espectros de

polvo obtenidos de Cu(glu)phen a 298 K.

v=9.776 GHz

v=33.998 GHz

24 23 22 2.1 2 1.9

factor g

Figura V.7. Espectros experimentales en banda X y banda Q a temperatura ambiente de muestras
policristalinas de Cu(glu)phen (negro) junto con la simulacién de los mismos (rojo) realizada con el
software Easy Spin. Los valores de g utilizados en la simulacién fueron los obtenidos del experimento de
EPR de monocristal (tabla V.4).

El espectro de banda X presenta una tnica linea asimétrica con posiciéon g ~

2.07, mientras que el espectro en banda Q es aproximadamente axial con estructura
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hiperfina resuelta parcialmente en la regién de g;. La simulacién de éstos espectros se
realiz6 asumiendo un Hamiltoniano consistente de un término Zeeman e interaccion
hiperfina con un nicleo de cobre (I=3/2), en el que los valores del tensor g se

obtuvieron del experimento de EPR de monocristal (seccion V.2.8).
V.2.8. Mediciones de EPR en monocristal

Para la medicién se monté un monocristal de Cu(glu)phen en un cubo de KClI,
tal como se muestra en la figura V.8. Toda la operacién se realizé bajo lupa. Una vez
alineado el monocristal con uno de los lados del cubo, se procedi6 a centrarlo sobre un
pedestal de “rexolite” que encastra justo en un tubo de EPR de cuarzo de ~ 4 mm de

didmetro interno en banda X y ~ 1 mm en banda Q.

A

——> Tubo de cuarzo

Cristal en estudio

@ Cubo de KCI

4+———= Pedestal de rexolite

Figura V.8. Montaje del monocristal dentro del tubo de cuarzo que se introduce en la cavidad resonante
del espectrometro de EPR. El cristal se alinea tomando como referencia los lados de un cubo de KCL,
ambos son adheridos al pedestal de rexolite.

Los espectros de EPR de monocristal fueron tomados en tres planos ortogonales
Xy, zX, zy. La direccion de los ejes cartesianos se determiné considerando la orientacién
con respecto a las piezas polares del electroimén tal como se presenta en la figura V.9.
La medicién implicé la rotacién del sistema formado por cristal + cubo de KCl en los 3
planos. Cada plano fue medido de 0 a 180° en intervalos de 10° para obtener la

variacion angular correspondiente. Los espectros obtenidos se encuentran en el Anexo

IV.
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N L v

Electroimdn Electroimdn

/ 4 mim \

Figura V.9. Vista superior del tubo de cuarzo con el montaje de KCI y monocristal. La medicién en la
cavidad del espectrometro de EPR se realizé rotando de 0 a 180° en cada plano considerando
arbitrariamente los ejes cartesianos.

La figura V.10 presenta la variacion angular en banda X y en banda Q del factor
g° en los 3 planos cristalinos obtenida midiendo los centros de gravedad de los espectros

de monocristal. Estos datos fueron ajustados considerando un tensor de segundo orden:

g’ (6.9) = g sen’Gcos’ p+ g2 sen’d sen’p+ g2 cos® O+2g: sen’Gcospseng  (V.1)

+2g2senfcos pcos§+2g> senfsenpcos &

Las componentes del tensor g obtenidas para ambas bandas con sus eigenvalores

y eigenvectores se presentan en la tabla V.4.

Tabla V.4. Valores de las componentes del tensor g? obtenidas por andlisis de cuadrados minimos para
ambas frecuencias de microondas. gi, g2, g3 Y a1, a2, a3 son los autovalores y autovectores de g2 en el
sistema de coordenadas ab*c respectivamente.

9.87 GHz 34.0 GHz
Pr-4.802(4) g%y -0.029(5) SPu-4817(4)  g2-0.101(5)
Py-42124)  g%-0.322(5) SPy-4.186(4)  g%=0.344(5)
@P-4451(4) g%, -0.028(5) e 4449(4) g2, -0.046(5)

2/-2.235(3) g/-2.244(3)
€2-2.052(2) 2-2.042(2)
25-2.064(2) 5= 2.060(3)
a1 -[0.858(2), 0.050(6), 0.511(4)] a,-[0.852(2), 0.129(5), 0.508(3)]
a,-[0.045(4), 0.98(2), -0.17(7)] a,-[-0.20(3), 0.977(9), 0.081(5)]
a3-[-0.511(5), 0.17(8), 0.84(2)] as-[-0.49(1), -0.17(6), 0.858(5)]
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v=9,9GHz *
soL B plano c*a |
N A plano ab* i
49 plano b*c*

4.8

4.7

4.6

4.5

4.4

43

i |- -

[ v=34,0GHz

u lano c*a
50 p

A plano ab*

49 plano b*c*

4.8

4.7

4.6

45

4.4

43

42

0,0 ()

Figura V.10. Variacién angular del factor g7 en banda X (v = 9,9 GHz) y banda Q (v = 34,0 GHz) en los
3 planos cristalinos ortogonales de Cu(glu)phen. Las lineas sdlidas fueron obtenidas con los pardmetros
incluidos en la tabla V 4.
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V.2.9 Analisis magneto estructural

V.2.9.1 Hamiltoniano de espin y Tensor g molecular del ién Cu (I)

Cu(glu)phen es un sistema extendido con dos centros S = 1/2, por celda unidad
cada uno con espin nuclear I = 3/2, acoplados por interaccion de intercambio en el que
los centros CuA y CuB pueden ser considerados magnéticamente equivalentes debido al
pseudo centro de inversiéon que los relaciona. El Hamiltoniano de espin para este

sistema es:

A

H =B(S,+S,)gB+S, AL, +S,- A1, ~J,,S,S,~J,,8,S,—J,5S,S,- V.2)
donde g es el tensor g molecular de los sitios de Cu, A es el tensor hiperfino, Jas, Jap' y
Jag son los pardmetros de intercambio isotropico entre CuA y CuB de la misma celda,
CuB’ y CuB’’ son sitios vecinos (figura V.6.A y B) mientras que los otros simbolos son
los usuales en EPR. La suma sobre todas las celdas unitarias en la ecuacién V.2 se omite
por simplicidad.

El término Zeeman en la ecuacién V.2, determina la posicién central (centro de
gravedad) de las lineas de resonancia superpuestas de ambos centros de cobre y los dos
términos siguientes representan la interaccion hiperfina debida al espin nuclear del ion
Cu (I) (I = 3/2). Los términos de intercambio producen la variacion/fusion de todas las
lineas espectrales hacia/en el centro de gravedad del espectro, dependiendo de la
orientacion del campo magnético. Como la interaccién de intercambio conmuta con el
término Zeeman, el centro de gravedad de los espectros en banda X y banda Q no se ve
afectado por el intercambio (Brondino y col., 1993; Neuman y col, 2010). En contraste,
la interaccién de intercambio no conmuta con el término hiperfino, lo que produce el
efecto de colapso de la estructura hiperfina. Tanto las interacciones de intercambio
como la hiperfina no varian con la frecuencia de microondas, por lo que las posiciones
de las lineas hiperfinas deberian ser independientes de la frecuencia de microondas,
hecho que se observa experimentalmente. Las interacciones tales como dipolo-dipolo, y
de intercambio anisotrépico se omiten en la ecuacion V.2 debido a que éstas
interacciones en ausencia de intercambio isotropico contribuyen al ancho de linea

principalmente sin modificar significativamente su posicion.
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En la figura V.11 se presentan en la columna de la izquierda espectros de EPR

de monocristal obtenidos en el plano cristalino c*a en banda X (panel superior) y banda

[Pl

Q (panel inferior) a temperatura ambiente. Los casos “a” y “b” son espectros simulados

(IS4

teniendo en cuenta los modelos “a” y “b” de Anderson de colapso de lineas por

intercambio. Estos casos se discutiran mas detalle.

Experimental Caso "a" Caso "b"
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/_/\_\/__

—/\/\/,_
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Figura V.11. Espectros experimentales de EPR de Cu(glu)phen en el plano cristalino c*a (columna
izquierda) junto con las simulaciones de los casos propuestos “a” y “b” (columna central y derecha,
respectivamente). Los paneles superior e inferior corresponden a medidas en banda X y banda Q,
respectivamente. Se indica la orientacién del campo magnético en relacién al sistema de ejes cristalinos
ab*c*. Los pardmetros del Hamiltoniano de espin para la simulacién se tomaron del tensor g dados en la

tabla V.4 (Ay= 182 x 10* cm! y A1= 19 x 10 cm™). Las frecuencias de intercambio (@ex = J /h) fueron
hoex= 74 x 10* cm! y 370 x 10 cm™! para el caso “a” y “b”, respectivamente. Los anchos de linea
fueron evaluados a partir del segundo momento de la interaccién dipolar sumado a un ancho de linea
intrinseco constant de 2 mT. Los tensores g y A se asumieron coaxiales y se dedujeron desde la variacion
angular de los espectros experimentales.

Antes de analizar los espectros experimentales, se explicard como deberian verse
los espectros en ausencia de intercambio o cuando esta interaccion es muy débil. Si la

interaccion de intercambio es despreciable frente a todas las interacciones que producen
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ensanchamiento (régimen de intercambio muy débil), en los espectros deberian
observarse cuatro componentes hiperfinos con forma de linea gaussiana para todas las
orientaciones del campo magnético. El grado de resolucion de estas cuatro componentes
estd determinada por el valor del tensor hiperfino A para cada orientacion particular del
campo magnético respecto a la muestra; cuando el valor de A es mayor que el ancho de
linea de cada linea hiperfina, las cuatro componentes estin bien resueltas, siendo la
resolucion menor o no detectable para valores de A del orden o menores,
respectivamente, respecto de los anchos de linea. Estas situaciones, espectros con 4
componentes Gaussianas no fueron detectadas en los espectros experimentales, ya que
una unica linea de resonancia de forma Lorentziana, caracteristica de intercambio
fuerte, se observa en algunas orientaciones de campo magnético para ambas frecuencias
de microondas (figura V.11, espectros a 0° y 140°), o espectros con estructura hiperfina
parcialmente resuelta, tipica de intercambio débil que no pudieron ser simuladas como
la suma de cuatro lineas Gaussiana (figura V.11, espectros en el rango de 20° a 120°).
Se debe considerar que este intervalo corresponde a una regién en torno a gy lo que
indica que el tensor g y A son coaxiales como se espera para los centros de cobre (II) en
coordinacion cuadrado planar. Espectros con caracteristicas similares se observaron en
los planos ab*y c*b*.

El hecho de que no se detectaron diferencias significativas entre los espectros de
Cu(glu)phen en ambas bandas (figura V.11) indica que los sitios CuA y CuB muestran
los mismos valores de g y A, lo cual estd de acuerdo con el pseudo centro de inversion
que relaciona a ambos centros (figura V.5). Esto implica que los centros
cristalograficamente independientes CuA y CuB son indistinguibles por EPR en estas
condiciones experimentales, y por lo tanto, los pardmetros del tensor g dados en la tabla
V.4 corresponden a los del tensor molecular. El andlisis de los mismos permite concluir
que la direccién g; (a1) coincide aproximadamente con la normal (n) al plano de los
ligandos de cobre ecuatoriales (aj-na= 3.15° para CuA, a;-ng= 5.19° para CuB) mientras
que las direcciones de g> y g3 estdn ubicadas aproximadamente entre los enlaces
ecuatoriales (figura V.12). La relacion entre los valores de g (g1 > g2 = g3) indica que la
principal contribucién al estado fundamental magnético estd dada por el orbital d (x*-
y?), tipico de un sitio de cobre en coordinacién piramidal aproximadamente cuadrada.
La anisotropia de g1 junto con el hecho de que las direcciones g2 y g3 no estan a lo largo
de los enlaces (a2-Cu,nia= 25.4° a3-Cu,nja= 67.3°) (figura V.12) como se esperaba por

razones de simetria para un ion Cu (II) en un ambiente planar cuadrado ~ ON3, indica
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que la componente de campo-ligando que actda a lo largo de las direcciones orbitales
en estado fundamental disminuye la simetria produciendo una pequefia mezcla de
principalmente el orbital d (3z% - %), y en una menor medida de los orbitales d (xy), d

(xz), y d (yz) en el estado fundamental (Hitchman y col., 1987).

.
1
[
¥

Agl

OlA

Figura V.12. Ejes principales (flechas negras) del tensor g en banda X para el sitio CuA. Orientacién
similar se obtuvo de los datos de banda Q. La linea de puntos a lo largo de los enlaces es para facilitar la
visualizacién.

V.2.9.2 Frecuencia de intercambio y su influencia en la estructura hiperfina

Dentro de la teoria de respuesta lineal, el espectro de absorcion en el dominio
de frecuencias observada en experimentos CW- EPR se puede calcular mediante

(Abragam, 1961; Bencini y Gatteschi, 1990):

_‘a)t
: 1%

<Mh1 (t)Mh1 >e dt=—— <Mh1 M hl>j °_°oo (o(t)e_iwtdt (V.3)

le V J’oo
2kT

(@) < £—=
(@) o 2kT __,

donde y" es la parte imaginaria de la susceptibilidad dindmica, @ = g ug B/h es la

frecuencia de microondas, V es el volumen de la muestra, k£ es la constante de
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Boltzmann y T es la temperatura absoluta. M;; es la componente del operador de
magnetizaciéon a lo largo de la direccion del campo magnético de microondas iy,
perpendicular al campo magnético estdtico aplicado B y My (t) es la dependencia
temporal de Mp;. ¢(t) se denomina funcién de relajacion, e indica un promedio térmico
calculado sobre el sistema de espines. La ecuacién V.3 relaciona el espectro de
absorcion observada en experimentos de EPR con la transformada de Fourier de ¢(1).
Como se menciond anteriormente, en ausencia de las interacciones de
intercambio, el espectro de EPR de una red extendida compuesta por iones Cu (II)
equivalentes magnéticamente, debe consistir en cuatro lineas de resonancia iguales con
posiciones ®i + my A / h en unidades de frecuencia, donde m; = 3/2, 1/2, -1/2y -3/2, y
ancho de linea I'i. Segun el modelo de Anderson, en presencia de una Unica interaccion
de intercambio isotrdpica J entre los centros de cobre de la red, la funcién de relajacion

se convierte en (Anderson y Weiss, 1953; Calvo, 2007):

o(t)=W-exp{[i(0+i)+m]r}-1 (V.4)

donde las componentes del vector W son proporcionales a las probabilidades de
ocupacidn de los diferentes estados del sistema, 1 es un vector con componentes iguales
auno, ® y I" son matrices diagonales cuyos elementos son ®;y I'i, que corresponden a la
frecuencia de absorciéon y al ancho de linea en ausencia de intercambio,
respectivamente; 7 es una matriz cuyos elementos dan las probabilidades de transicion,
que son proporcionales a Mex, entre las lineas de resonancia (®ex = J/ h).

La transformada de Fourier de la ecuacién V.3 puede obtenerse partir de una

metodologia propuesta por Sack (Sack, 1958), quien demostr6 que /(@) estd dada por:
1(@)=Re{W [i(0-oE+T)+x] "1} (V.5)

donde E es la matriz unidad. La solucién de esta ecuacion puede ser calculada
analiticamente para los casos de dos espines S = 1/2 diferentes interactuantes (Brondino
y col., 1995) y para sistemas diméricos acoplados por interacciones de intercambio
interdiméricas (Neuman y col, 2010) siendo 7 una matriz de 2 x 2 con elementos de la

diagonal y fuera de la diagonal -@ex y @ex, respectivamente. Sin embargo, en el caso en
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estudio, T es una matriz 4 X 4 (4 lineas hiperfinas) que tiene dos construcciones
extremas posibles, como se describe en el capitulo III. El caso "a" considera iguales
probabilidades de transicidn entre las cuatro lineas (-@Wex y Mex/3 son los elementos de la
diagonal y fuera de la diagonal de la matriz, respectivamente); mientras que en el caso
"b" sélo transiciones entre lineas adyacentes estdn permitidas (los elementos de matriz
fuera de la diagonal adyacentes a las diagonales son ®ex/2 y cero en caso contrario; -
Wex/2 'y -Wex son los elementos de matriz diagonales exterior e interior,
respectivamente). Un enfoque alternativo para analizar el fendmeno de angostamiento
proviene de la diagonalizaciéon de la matriz en la ecuacion V.4, donde la parte
imaginaria de los valores propios de la matriz da la posicion de la linea y la parte real, el
ancho de linea. Este procedimiento brinda una manera de dividir el espectro en
componentes y puede ser util para obtener una estimacion de ®ex (Strother y col., 1971;
Brondino y col., 1997; Rizzi y col., 2003b) pero no predice la forma de linea del
espectro, que puede obtenerse unicamente a partir de la ecuacion V.5.

Para el caso de un sistema con centros con espines S = %2 acoplados a un nucleo
con [ > 1, es mas simple resolver la ecuacién V.5 numéricamente. Las simulaciones de
los espectros con del Cu(glu)phen con este procedimiento en unidades de campo
magnético utilizando la posicion de las lineas de resonancia predichas por el tensor g del
ion Cu (II) (figura V.10, tabla V.4 ) se muestran en la figura V.11 para los casos "a" y
"b". Como se muestra en esta figura, las simulaciones reproducen en forma semejante la
variaciéon angular de los espectros para ambos casos, aunque muestran algunas
discrepancias ligeras para algunas orientaciones magnéticas de campo en la regién de
intercambio débil (figura V.11, espectros entre 40° y 100°). Estas diferencias pueden ser
atribuidas a la hipoétesis de que tanto la separacion como el ancho de linea de los cuatro
componentes hiperfinos son iguales, pero puede ocurrir que haya formas de lineas mj
dependientes y aparecen las distorsiones mads alejadas en el cuarteto hiperfino que en el
cobre sin acomplejar (Weil y col., 1995).

Una inspeccion cualitativa de los espectros simulados para el caso "a" muestra
que las cuatro lineas se desplazan de manera uniforme hacia el centro de gravedad a
medida que los espectros se acercan a la condicién de colapso. En contraste, para el
caso "b", la variacion angular espectral parece indicar que las dos resonancias centrales

colapsan en primer lugar y las del exterior después. Es evidente que una comparacion

entre los espectros experimentales y simulados no permite discernir entre cualquiera de
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estas dos posibilidades, ya que las principales caracteristicas de los espectros pueden ser
reproducidos razonablemente en ambos esquemas. Sin embargo, es importante tener en
cuenta la diferencia en orden de magnitud necesaria para producir la fusién de la
estructura hiperfina. Mientras que para el caso "a" la frecuencia de intercambio (A, =
74 x 10* cm™) que reproduce el espectro es aproximadamente del orden de la
separacion de linea media hiperfina (de Aiso = 73x10™* cm™), se necesita una frecuencia
de intercambio 5 veces mayor en el caso "b" (A = 370 x 10* cm™). Este tltimo valor
es mucho mads alto que los esperados para los sistemas que tienen interacciones -7
como caminos quimicos (Brondino y col, 1997; Neuman y col, 2010; Voronkova y col,
2005; Venegas-Yazigi y col, 2011). Por lo tanto, la simulacién espectral asumiendo el
caso "b", predice condiciones de colapso irreales a pesar del hecho de que se puede dar

una explicacion cualitativa del estrechamiento del fendmeno intercambio (Neuman y

col., 2012).

V.2.9.3 Interaccion de intercambio y caminos de superintercambio

La interaccion de intercambio en Cu(glu)phen se puede atribuir a los caminos
quimicos presentados en la figura V.6. Sobre la base de los datos estructurales, dos
posibles comportamientos magnéticos se pueden especular. Uno de ellos es que la
constante de intercambio que relaciona los iones CuA y CuB de la misma celda unidad
(JaB) puede ser dominante (figura V.6.A), en cuyo caso el comportamiento EPR debe
corresponder principalmente a la de un sistema dimérico. Por el contrario, si el
apilamiento -7 aromdtico fuera el camino de superintercambio dominante (Jas'y Jas"),
los espectros deberfan mostrar las caracteristicas asociadas con el comportamiento
magnético 1D. Como ninguno de estos comportamientos se observaron y los anchos de
linea podrian ser ajustados razonablemente usando el segundo momento de la
interaccion dipolar, se concluye que la CuA-OgpH ... O-C-O¢q-CuB y el camino quimico
de apilamiento 7-t aromético presentan valores de J del mismo orden de magnitud. Esto
estd en consonancia con los resultados obtenidos en el complejo de cobre con 4cido
aspartico y bipiridina (Brondino y col., 1995). Dado que cada i6n de cobre de la red esta
vinculado a tres vecinos (figura V.6.B), la relacion entre la frecuencia de intercambio y
las constantes de acoplamiento de intercambio puede asumirse que es ®ex = 3 J/, lo que

determina | J | = 25%10™* cm™'.
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V.3 Fase gas: Ligandos de Iones Metalicos

V.3.1 Ligandos caracterizados

Una biomolécula de bajo peso molecular puede ser caracterizada en fase gas,
libre de interacciones con el medio o el solvente, ya que en condiciones normales de
fase condensada (liquida o sélida) se encuentra en solucién (solvatada) o sometida a la
influencia de moléculas vecinas. Debido a la importancia que desempefian en ciclos
vitales y sus propiedades bioldgicas y fisicoquimicas, se estudiaron dos moléculas que
responden a las caracteristicas de ligandos de iones metélicos (Cotton y Wilkinson.,
1988; Miessler y col., 2013). Los 4cidos orgdnicos y los compuestos aromaticos son
biomoléculas de eleccion para el disefio de sistemas biomiméticos por lo que en el
presente trabajo de tesis se caracterizaron dos moléculas que presentan en su estructura
un anillo piridina: 4cido picolinico y nicotinamida (figura V.13) con el fin de analizar
sus conformaciones en ausencia de interacciones 7T-T 0 enlaces puente hidréogeno.

Varias moléculas relacionadas estructuralmente presentan un anillo piridina. El
acido picolinico (4cido piridin-2-carboxilico) y el acido isonicotinico (4cido piridin-4-
carboxilico) son dos moléculas aromaticas de 6 miembros, isémeros del 4cido nicotinico
(&cido piridin-3-carboxilico) cuyos conférmeros han sido caracterizados en fase gas
(Mata y col, 2012).

El 4acido picolinico ofrece la posibilidad estructural de la formacion de enlaces
puente hidrégeno y actia como ligando de metales de transicion. Se han demostrado
diversos modos de coordinacién del 4cido picolinico siendo los responsables de la
facilidad de formacién de metalocomplejos en sistemas bioldgicos. Estas posibilidades
de coordinacién se relacionan con la alta actividad biolégica de derivados del 4cido
picolinico (Aliev y col., 1988).

En condiciones fisioldgicas, el dcido picolinico es un metabolito producto de la
degradacion de triptéfano por la via de las kinureninas. Actda como ligando de Zn (II)
en condiciones fisioldgicas y se encuentra involucrado en el transporte del catién en las
neuronas. Las variaciones de concentracion del ligando en el organismo provoca
desequilibrios a nivel neurolédgico (Grant y col., 2009).

La nicotinamida y sus derivados son ligandos que forman enlaces puente

hidrégeno que conectan las moléculas en una estructura 2D. Los dos patrones conocidos
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son observados en complejos con éstas amidas, uno ligando interacciones amida - amida
y el otro formando uniones N- H'* O. El simple cambio de los sustituyentes en los
ligandos quelantes tienen un profundo efecto electronico sobre la geometria de iones
metdlicos, que altera tanto la estructura molecular y supramolecular de una manera

predecible (Germén-Acacio y col., 2009).

Figura V.13. Estructura del 4cido picolinico a la izquierda y de la nicotinamida a la derecha. Los atomos
se representan en diferentes colores: lila, N; rojo, O; gris, C y blanco, H. La presencia del grupo
carboxilato en el 4cido picolinico, posibilita la formacién de enlaces puente hidrégeno al igual que en la
nicotinamida con el grupo amida. La figura se generé utilizando CCDC Mercury 3.2.

La nicotinamida o niacinamida es la amida del acido nicotinico o niacina, la
mezcla de ambos es lo que se conoce como vitamina Bs. La nicotinamida es
fundamental para la formacion de cofactores (NAD y FAD) de enzimas redox que
intervienen en procesos metabdlicos de intercambio de electrones. Se puede generar en
el organismo como un producto del metabolismo del triptéfano pero es muy bajo el
rendimiento (Nelson y Cox, 2001). La vitamina B3 es hidrosoluble por lo que su
comportamiento en solucion a pH 4cido (Jellinek y Gordon, 1949) con sus
correspondientes constantes de disociacion y mecanismos de reaccion ha sido estudiado
desde mediado de siglo pasado (Jellinek y Wayne, 1951).

Las moléculas estudiadas estdn formadas por menos de 20 dtomos, por lo que es

posible su caracterizacion por espectroscopia de rotacion de alta resolucion.
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V.3.2 Estrategia general de caracterizacion

Como se detallara en el capitulo III, la espectroscopia de rotacién acoplada con
métodos auxiliares permite la caracterizacion de moléculas en fase gas. Para la
interpretacion y andlisis de los espectros de rotacidn, asi como para la identificacion de
todos los posibles conférmeros estables que presentan las biomoléculas, se ha seguido la
sistemdtica descripta en el diagrama de bloques de la figura V.14. Esta se ejecuta en
paralelo a lo largo de las lineas de flujo etiquetadas como a y b. En el inicio de la
investigacion es necesario un conocimiento previo de todas las posibles configuraciones
estables que una molécula pudiera presentar en fase gas. Para sistemas sencillos basta a
veces con la propia intuiciéon quimica para realizar una propuesta inicial de posibles
conférmeros, pero en general, no es suficiente. En sistemas mdas complejos, las diversas
interacciones intramoleculares y las posibilidades de rotacién que tienen lugar en ciertos
enlaces pueden generar un nimero elevado de conférmeros, por lo que se hace necesaria
una busqueda sistematica de posibles configuraciones estables con la ayuda de cédlculos

tedricos.

Muestra comercial +
aglomerantes +

prensado
Ib
Preparacién de
muestra
v Espectroscopia Andlisis de Propiedades Moleculares:
P g LA-MB-FTMW Espectro de Datos
uesiracompaciada » Rotacion y b Constantes de rotacién
CP-FTMW Asignacién H=Hg™ +Hy| Acoplamiento de cuadrup olo nuclear
Momento dipolar eléctrico
IIb IIIb
Identificacién
Conformacional
Ila s ITIa Propiedades Moleculares:
] Safieid Conférmeros Sradinsid
N> 300 ??nformeros == Mds pecletor Constantes de rotacidn
Iniciales Cdlculos: Estables MP2/ Acoplamiento de cuadrupelo nuclear
Y 1.DFT 6-311++6(d p) Momenta dipolar eléctrico
Ia 2. Ab Initio
Bisqueda Cdlculos

Conformacional

Semiempiricos

HsC 3-S5 CH,—3 CH, o
¥4
cHIc”
H.N RO— H Metionina: n posibilidades conformacionales
2

Figura V.14. Estrategia general de trabajo para la determinacion de estructuras en fase gas de moléculas.
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V.3.2.1 Calculos tedricos y predicciones

La etapa l.a, corresponde a la biisqueda conformacional exhaustiva. Se inicia
con una representacion de la molécula de interés donde se identifican los posibles
enlaces que dardn lugar a torsiones que generardn toda la variedad conformacional. Las
configuraciones de inicio se seleccionan considerando todos los minimos de energia que
surgen en las rotaciones en torno a todos los enlaces. En esta primera etapa se utilizan
metodologias de bajo consumo de recursos computacionales. Se utilizan
fundamentalmente métodos semiempiricos (Dewar, 1985; Stewart, 1989) y de mecénica
molecular (Cornell y col., 1995).

En la etapa Il.a, estos conférmeros estables se someten a calculos de mayor nivel
utilizando el método del funcional densidad. Se probaron diversos métodos de célculo,
siendo el mds eficiente B3LYP con la base 6-31G(d,p). Considerando que los
conférmeros mds altos en energia no estardn suficientemente poblados para ser
detectados en la expansion supersOnica, se focaliza la atenciéon unicamente en los
conférmeros predichos como mds estables. En general, se consideran aquellos
conférmeros cuya diferencia de energia con respecto al mds estable sea del orden de
1500 cm’'. Estos se someten a un calculo ab initio utilizando el método perturbativo
Moller-Plesset de segundo orden (MP2) (Moller y Plesset, 1934) con la base estandar de
Pople (6-311++G (d,p)) (Krishnan y Pople, 1978) que incluye funciones difusas y de
polarizacion.

En esta etapa se procede igualmente a la seleccion de los conférmeros mas
estables susceptibles de observacion experimental. Para ello, no solamente hay que
tener en cuenta las energias electronicas, sino igualmente sus energias de Gibbs
calculadas al mismo nivel (MP2/6-311++G (d,p)) con el fin de predecir correctamente
las poblaciones relativas de los conférmeros. El cdlculo de las energias de Gibbs es
especialmente necesario por la coexistencia de conférmeros plegados y extendidos. Las
interacciones intramoleculares (puentes de hidrégeno) contribuyen a estabilizar
conférmeros plegados con menor entropia. Ello tiene como consecuencia, un aumento
de la energia de Gibbs en estos conférmeros, respecto de los extendidos, y una
disminucién de su poblacién relativa (Blanco y col., 2010). Siguiendo estos criterios
energéticos y entropicos, se seleccionan finalmente aquellos conférmeros cuya energia
sea del orden de 1100 cm™ sobre el valor cero atribuido al conférmero con minimo

global.
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En la etapa Ill.a, sobre las geometrias optimizadas (ab initio, MP2/6-311++G (d,
p)), se predicen las propiedades moleculares mds relevantes para la asignacién e
interpretacién de sus espectros de rotacién. Estas son las constantes de rotacién (4, B y
(), las constantes de acoplamiento de cuadrupolo nuclear (%) y las componentes de los
momentos dipolares eléctricos (pi). Estos resultados se comparan en tablas donde se
aprecian las diferencias entre los distintos conférmeros.

Los valores de las constantes de rotacion A, B y C (que son inversamente
proporcionales a los momentos de inercia) proporcionan informacion de la distribucion
de las masas en las moléculas y con ello, la estructura molecular. El andlisis de las
constantes de rotacion normalmente es concluyente para la identificacion de los
conférmeros. Los conférmeros de las biomoléculas bajo estudio son rotores asimétricos
(A > B > C). Su grado de asimetria se evalia con el pardmetro de asimetria de Ray,
definido como x=(2B — A — C)/(A — C) y cuyo valor puede oscilar entre 1 y -1, valores
que corresponden a los casos limite de trompos simétricos oblate y prolate,
respectivamente. Una primera valoracion de la simetria de los conférmeros observados
(valores de k) permite siempre dictaminar su naturaleza plegada o extendida (Gordy y
Cook, 1984). La comparacion de las constantes rotacionales tedricas y experimentales
posibilita en la mayoria de los casos la identificacién de los conférmeros observados.

En algunas ocasiones, en conférmeros con la misma configuracién del esqueleto
molecular, los valores de las constantes de rotacion no son suficientes para discriminar
entre ellos. En estos casos, la identificacion de los conformeros se realiza en base al
andlisis de la estructura hiperfina de los espectros originada por los nicleos de '*N
presentes en las biomoléculas. La aparicion de esta estructura hiperfina de cuadrupolo
nuclear (Gordy y Cook, 1984) en el espectro de rotacion se produce cuando la molécula
posee algtin nucleo con una distribucién no esférica de su carga nuclear, tal como se
presenta en la figura V.15 (ocurre en todos aquellos nicleos con spin nuclear 1 > %2, [ =
1 para “N). La distribucién no esférica de carga nuclear implica la existencia de un
momento de cuadrupolo nuclear (eQ) que interacciona con el gradiente de campo
eléctrico generado por el resto de las cargas de la molécula en dicho dtomo. Esto se
traduce en un acoplamiento entre el momento de spin del nicleo (/) y el momento
angular de rotacién de la molécula (L) y del que se da cuenta mediante el nimero

cuantico F' = I+L Como consecuencia, se origina un desdoblamiento de las transiciones
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de rotacion, es decir una estructura hiperfina cuyas componentes pueden resolverse

gracias a la alta resolucion de la técnica empleada.
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Figura V.15. Diferentes distribuciones de carga nuclear. El rectdngulo con linea continua roja
ejemplifica la distribucién no esférica de carga del nicleo de “N.

Del andlisis de la estructura hiperfina pueden determinarse las constantes de
acoplamiento de cuadrupolo nuclear ¥ (i = a, b, ¢) cuyos valores estdn relacionados con
el gradiente de campo eléctrico (qi;) en el nicleo cuadrupolar (i = eQ*qi;) y por lo
tanto, con el entorno electrénico del '“N. La comparaciéon entre las constantes de
cuadrupolo experimentales y las tedricas constituye una herramienta tunica para
identificar el conférmero observado. Ademads, hace posible determinar y concluir en
muchos casos, sobre la formacion de enlaces de hidrogeno intramoleculares.

El momento dipolar eléctrico es la tercera propiedad molecular a considerar en
el andlisis conformacional. Las diferentes orientaciones de los grupos funcionales en los
conférmeros producen cambios en la distribucién de carga eléctrica, que se reflejan en
los diferentes valores de las componentes de momento dipolar p; (i = a, b, ¢) en los ejes
principales de inercia.

Las reglas de seleccion (espectros de tipo a, b o c¢) (Hollas, 2004) y la intensidad
de las transiciones de rotacién dependen de la magnitud de estas componentes de
momento dipolar. De esta forma, para que una molécula tenga espectro de rotacién de
tipo a, es condicién necesaria que p, tenga un valor no nulo; lo mismo ocurre con los
espectros de tipo b y c. Los valores de las componentes del momento dipolar también se
pueden utilizar para discriminar entre conférmeros.

La potencia de microondas necesaria para una Optima polarizacién de una
transicion de rotacion depende entre otros factores, del valor de la correspondiente

componente (ps, p» O pc). Asi, es posible constatar si la potencia de microondas
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requerida para la polarizacién Optima es o no consistente con las predicciones del
momento dipolar eléctrico de cada conférmero. Aunque por si mismo, el momento
dipolar no se puede considerar una herramienta concluyente en muchos casos, puede
corroborar la identificacion conformacional realizada con las anteriores propiedades
moleculares.

El procedimiento de cdlculo consiste en una primera aproximacion para la cual
se utiliza el programa Molden donde se dibuja la molécula de interés. Los pardmetros
que proporciona el modelo inicial son distancias y dngulos de enlace. Nuestro modo
natural de ver la estructura consiste en describirla con las coordenadas de valencia:
distancias, dngulos de enlace y dngulos de torsién. En Quimica, la matriz Z es una
forma de representar la estructura molecular mediante un sistema de coordenadas
internas. Proporciona una descripcion de cada dtomo en términos de su nimero atémico,
una distancia, un dngulo y un 4ngulo diedro con respecto a otros dtomos o puntos de
referencia. Es conveniente que los puntos de referencia sean dtomos y que las distancias
y angulos usados describan los enlaces. EI nombre se debe a que la matriz Z sitia el
segundo dtomo a lo largo del eje Z tomando al primer &tomo como origen. Una matriz
Z, puede convertirse facilmente a coordenadas cartesianas y viceversa, puesto que la
informacién que contienen es idéntica. Mientras que la transformacién es
conceptualmente directa, los algoritmos para hacer la conversiéon pueden variar en
cuanto a velocidad y precision. Esto es importante para moléculas con muchos atomos
como las bioldgicas.

Las matrices Z se usan para crear geometrias de sistemas moleculares como
entrada en muchos programas de modelado molecular y Quimica Computacional. Una
eleccion acertada de las coordenadas internas puede facilitar la optimizacién de
geometrias y la interpretacion de los resultados. Por otra parte permite incorporar
condicionamientos de simetria facilmente. Un caso aparte son las moléculas ciclicas que
hay que tratar de forma especial.

El programa CART (Pickett, 1991) permite el cédlculo de los momentos de
inercia y otras propiedades moleculares relevantes en espectroscopia de rotacion. Se
basa en el uso de una matriz Z de entrada de datos geométricos de la que posteriormente
se calculan las coordenadas cartesianas de los d4tomos y el centro de masas (cdm). A
partir del sistema centrado en el cdm se calculan los momentos y ejes principales de
inercia. La matriz Z obtenida de la optimizacién del cdlculo para cada conférmero en

términos electronicos se utiliza en el programa de Pickett con la rutina SPCAT donde se
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consideran los momentos de inercia y se calculan los pardmetros caracteristicos de la
molécula en términos de su centro de masas.

Con la informacidn anterior, se elabora un archivo de entrada que se procesa con
el programa Gaussian 3.0, en el centro de célculo. Este realiza una optimizacién de las
coordenadas atomicas y las componentes del momento dipolar, de minimos de energia
basandose en la distribucion electrénica de la molécula.

Los pardmetros optimizados se colocan en un archivo de entrada para el
programa CART (Pickett, 1991) y mediante la rutina SPCAT se obtiene informacion de
la molécula considerando el centro de masa: constantes de rotacién y constantes de
acoplamiento cuadrupolar.

Con las constantes de rotacion y las de cuadrupolo, ademés de cada componente
del momento dipolar se realiza la prediccion con la rutina SPCAT de las lineas de
transicion posibles en el rango de las microondas.

En espectroscopia de rotacion de alta resolucién, el uso de herramientas de

célculo es fundamental para orientar el trabajo experimental.

V.3.2.2 Desarrollo Experimental

La tarea experimental se inicia para las muestras sélidas en la etapa I.b con la
preparacion de la muestra. Se parte de aproximadamente 0,7 g del s6lido comercial y se
pulveriza con un mortero de dgata (figura V.16.a) hasta conseguir un polvo fino.
Posteriormente, se mezcla con un aglomerante comercial para formar una barra
uniforme.

Los aglomerantes a utilizar son diferentes dependiendo del tipo de muestra. En
general se trata de aditivos para pinturas que unen los componentes necesarios en una
formulacién sintética. Su funcién es evitar que el pigmento se desprenda y acelerar el
proceso de secado. Se utilizan en general: POVAL® PVA 220, ACRISIL 201/O.N y
Primal AC™35.

POVAL® PVA 220b (elaborado por Kuraray America Inc.) es un alcohol
polivinilico completamente hidrolizado usado para la modificacién de los adhesivos de
emulsiéon y en la producciéon de adhesivos de papel y de adhesivos rehumedecibles.
También se utiliza como coloide protector en la polimerizacién de emulsiones, como un
aglutinante en el acabado de superficies de papel y como un regulador en el

procesamiento de revestimientos.
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ACRISIL 201/0.N (elaborado por CTS S.R.L.) es una resina acril-siliconica de
efecto consolidante-hidrorepelente compuesta por una resina acrilica y una resina
siliconada en disolventes orgdnicos. Se utiliza para conferir mejores propiedades
estructurales y de hidrorepelencia a piedras naturales, ladrillo o estuco. Es muy utilizada
en procesos de restauracion.

Primal AC™35 (elaborado por Kremer Pigmente) es un polimero acrilico para
pinturas resistentes de alto brillo, formulado sincoalescente. En comparaciéon con los
polimeros convencionales Primal AC ™ 35 ofrece un desarrollo més rapido de la
dureza y la resistencia.

Es necesario probar cada uno de los aglutinantes para encontrar el mas adecuado
a cada sistema. Uno de los inconvenientes mas comunes es que al preparar la muestra la
misma se hidrate durante el proceso de mezcla con el aglomerante por lo que no se

formara una pasta de consistencia apropiada para ser colocada en la prensa.

Figura V.16. (a) Muestra comercial, aglomerante y mortero de 4gata; (b) Molde y tapones de papel (c)
Molde con muestra en la prensa hidrdulica; (d) barra de muestra compactada y (e) entrada de ablacién
laser con la barra de muestra ubicada.

Para formar la barra se usa un molde de acero inoxidable. El molde que se
observa en la figura V.16.b se utiliza en dos etapas: En la primera, se arman los tapones
de papel que se observan en la figura. El material de los tapones debe ser inerte ya que

no debe interactuar ni con la muestra ni con el aglomerante. Se cortan tiras de papel

tissue y se enrollan sobre si mismas. Se colocan en el centro del molde y con una varilla
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de acero inoxidable se presiona. Se coloca en la prensa durante unos minutos y cuando
se retira con un martillo de goma se da un golpe para retirar el tapén formado. La
segunda etapa consiste en la formacion de la barra propiamente dicha. A continuacion,
la mezcla formada por la muestra y el aglomerante se coloca en el molde y se somete a
presiones de cerca de 300 MPa con la prensa hidraulica (figura V.16.c) para obtener una
barra de muestra compactada (figura V.16.d) de aproximadamente 2 cm de largo y 6
mm de didmetro. La barra obtenida se coloca en un desecador para protegerla de la
humedad ambiente y se deja “fraguar” de 7 a 10 dias. Se deben preparar por 1o menos 3
barras en el mismo dia ya que si la muestra se hidrata, se quiebra o no resiste la ablacion
no se podrd continuar con el experimento y se deberd esperar otros 10 dias para trabajar.
La barra queda con los extremos de papel que deben ser retirados con el mayor cuidado
de no quebrarla. Esta se ubica en la entrada de ablacién (figura V.16.e). Una
preparacion adecuada de la muestra (con dureza y poca fragilidad) es fundamental en el
éxito del experimento.

En la etapa IL.b, se hace uso de la espectroscopia CP-FTMW y LA-MB-FTMW
para obtener los espectros de rotacion de los conférmeros presentes en el jet
supersonico. La busqueda experimental de los conférmeros mds estables se inicia con
barridos desde 6000 a 10200 MHz mediante la técnica CP-FTMW vy se detectan las
transiciones correspondientes a todos los conférmeros. Una vez identificadas las
transiciones, mediante LA-MB-FTMW se polariza a la frecuencia donde se produjo la
transicion, con unas condiciones de potencia en consonancia con el momento dipolar
responsable de las reglas de seleccion de las transiciones observadas. Los espectros de
los correspondientes conférmeros se identifican mediante sucesivas predicciones y
nuevas medidas experimentales que descartan o confirman la asignacion inicial.

En la etapa IIL.Lb, las transiciones medidas se analizan con las rutinas
desarrolladas en el programa de Pickett, utilizando el Hamiltoniano semirrigido de
Watson para la reduccion asimétrica, HrR® en la representacion I " (z—a, y—b, x—¢) y
suplementado con un término que da cuenta de la interaccién de acoplamiento de

cuadrupolo nuclear Hg (Gordy y Cook, 1984):
H=H{"+H, (V.6)

El Hamiltoniano de Watson semirrigido Hg™ utilizado se expresa como:
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HY=ALR +BL+CL2-A L' -A L -A L =28, P(L2-12 )-8 [L2(L2-12 )+(L.-12 )12 ] (V.7)

donde A, B y C representan las constantes de rotacion y Az, Ark, Ak, o y I son las

constantes de distorsion centrifuga. El Hamiltoniano Hg tiene la expresion:

H o= eQ*q, « 3(IL)* +3 V.8)
© l2L@L-DIQI-1) | | 2IL-1**1? '

Los pardmetros espectroscopicos que se determinan son las constantes de
rotacion, las constantes de distorsion centrifuga s6lo en algunos casos (AL y Ark) y los
elementos del tensor de acoplamiento de cuadrupolo. Generalmente, se determinan los
elementos diagonales del tensor Yaa, Xob ¥ Xcc que junto con las constantes de rotacion
experimentales A, B y C, nos permiten identificar los conférmeros mediante
comparacion directa con los pardmetros espectroscopicos calculados.

Con las frecuencias de transiciones obtenidas del experimento se ajustan los

pardmetros tedricos utilizando la rutina del programa de Pickett, SPFIT.
V.3.3 Acido Picolinico

El 4cido picolinico o 4cido piridin-2-carboxilico es una biomolécula de 14
atomos formada por un anillo piridinico y un grupo 4cido. El nitrégeno piridinico se
encuentra en posicion —orto respecto del grupo carboxilico (Jellinek, 1954). La
molécula ha sido cristalizada y reportada su estructura mediante rayos X. En la figura
V.18 se observa la celda unitaria del cristal. Corresponde a un grupo espacial Coy,
monoclinico, con parametros de celda a = 21.262(6), b = 3.837(4) y ¢ = 13.972(4); o. =
90, B = 108.02(2) y ¥ = 90. Por celda unitaria hay 8 moléculas de acido picolinico
(Takusagawa y Shimada, 1973).

La estructura cristalina reportada presenta una unica configuracién para las
moléculas empaquetadas y en la que se observa que en fase condensada el acido
picolinico adopta una configuracion tendiente a formar puentes de hidrogeno
intermoleculares y ademads las interacciones m-nt entre los anillos piridinicos estabilizan

la estructura a lo largo del eje b. En contraste, los cédlculos tedricos predicen 3
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conférmeros tedricos estables en fase gas calculados con el método MP2 y una base

estdndar 6-311++G(d,p) que son minimos de la superficie de energia potencial.

Figura V.17. Estructura cristalina del Acido picolinico. En fase condensada, las moléculas se empaquetan
con una dnica posibilidad conformacional. Las interacciones n-m entre los anillos piridinicos, estabilizan
la estructura cristalina a lo largo del eje b. La figura se generd6 utilizando CCDC Mercury 3.2.

La representacion para cada conférmero resulta en la figura V.18 donde se
observan los rotdmeros con las orientaciones que puede adoptar el &tomo de hidrégeno
del grupo carboxilo con respecto al d&tomo de nitrégeno del anillo piridinico. Estudios
tedricos previos realizados con otra base de cdlculo obtuvieron iguales resultados
(Koczon y col., 2003). La ubicacion de cada atomo en cada conférmero es expresada en
ejes cartesianos considerando el centro de masas para cada conférmero (tabla 1.1, anexo
V). Con cada rotdmero centrado en el centro de masas (figura V.18) se calculan los
momentos, ejes principales de inercia y otros parametros relevantes.

En la tabla V.5 se resumen los pardmetros tedricos para los 3 conférmeros. Las
constantes de rotaciéon y los elementos diagonales del tensor de acoplamiento
cuadrupolar fueron muy similares para los 3 rotdmeros.

En algunas ocasiones, en conférmeros con la misma configuracion del esqueleto
molecular, los valores de las constantes de rotacion no son suficientes para discriminar
entre ellos. Este es el caso, por ejemplo, de los conférmeros B y C del acido picolinico
(tabla V.5), que tienen exactamente la misma disposiciéon de la funcién 4cido y se
diferencian inicamente en la orientacién del 4tomo de hidrégeno del grupo carboxilico

(similar distribucion de masa). Las componentes del momento dipolar constituyeron una
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herramienta muy util al momento de la experimentacién siendo pa. la componente de
mayor valor para los conférmeros A y B; y pp el conférmero C. Los valores de energia,

permitieron inferir que el conférmero C no seria hallado en la expansion supersénica.

U Conférmero B

b Conformero A

U Conformero C

Figura V.18. Conférmeros mds estables del dcido picolinico predichos mediante célculos ab initio. El
grupo carboxilico es el responsable de las variaciones de configuracion de los 3 rotdmeros identificados
como A, B y C en orden creciente de energia. Se muestra el centro de masas de cada una de las
posibilidades conformacionales. A medida que el 4&tomo de hidrégeno del grupo carboxilato se aleja del
nitrégeno piridinico aumenta la distancia de éste al centro de masa lo que se relaciona directamente con la
estabilidad de los conférmeros, confirmado con los valores crecientes de energia calculados. La figura se
gener6 utilizando CCDC Mercury 3.2.

Los valores del pardmetro de Ray, definido como x = 2B - A - O)/(A - CO)
indican que las moléculas son rotores asimétricos ya que A>B>C proximos a la
situacion prolate. El momento planar de Inercia, definido como Pc = Y2 (Ia+1p - Ic) de
cada conférmero da la extensién de masa fuera del plano inercial principal ab. Si Pc =
0, la molécula es completamente plana.

Las interacciones intramoleculares (enlaces puente hidrégeno) contribuyen a

incrementar el orden, disminuyen la entropia y aumentan la energia de Gibbs. La
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estructura mds estable es la denominada A debido a la formacién de un puente de
hidrégeno intramolecular, entre el 4tomo de hidrégeno del grupo carboxilico y el d&tomo
de nitrégeno del anillo piridinico, siendo la distancia 1.465 A y el dngulo formado entre
O-H-~N de 115.30°. Este tipo de enlace estabiliza la estructura de la molécula tal como
ocurre con otras moléculas bioldgicas que contienen nitrégeno como aminodcidos y
neurotransmisores (Sanz y col., 2006a; Sanz y col., 2006b; Alonso y col., 2006;
Cocinero y col., 2006; Alonso y col., 2009).

Tabla V.5. Constantes espectroscopicas Ab Initio para los conférmeros de dcido picolinico calculadas con

MP2/6-311+ + G(d,p).

Parametros Conférmeros
A B C

A (MHz) 3880 3933 3922
B (MHz) 1286 1264 1255
C (MHz) 966 957 960
Pc (uf&z) 2,652 0,003 2,563
K -0,78 -0,79 -0,80
Yaa (MHz) -0.49 -0.41 -0.47
1 (MHz) -2.45 -2.94 -2.88
Yee (MHz) 2.93 3.34 3.34
pr (D) 5.8 2.4 39
pa (D) 5.8 2.4 2.3
pv (D) 0.4 0.6 -3.1
p(D) 0.0 0.0 0.0
Ewvp2 (h) -435.8086951 -435.8032881 -435.8019251
AEwp2 (cm™) 0 1186 1486

A, By Crepresentan las constantes rotacionales tedricas; ¥, pardmetro de Ray; Yaa, )Xo ¥ Ycc, son los elementos diagonales del tensor
de acoplamiento cuadrupolar del niicleo de 'N; p,, p»y peson las componentes del momento dipolar eléctrico.

Con las constantes de rotacion y las componentes del momento dipolar de cada
conférmero, se realizé la prediccion de la frecuencia de cada linea de transicion, para
cada especie sin desdoblamiento cuadrupolar.

Para el conférmero A se predijeron lineas de tipo a debido a que presentd el
mayor valor de las componentes del momento dipolar (pa = 5.8 D). La prediccién (tabla
1.2, anexo V) se realiz6 sin contemplar las constantes de cuadrupolo, debido a que la
busqueda conformacional se planted con el instrumento CP-FTMW el cual no permite
resolver la estructura hiperfina pero tiene la ventaja de realizar barridos de 4 GHz en un

lapso corto de tiempo. De la salida completa de la rutina de prediccion SPCAT, solo se
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tuvieron en cuenta las transiciones de la rama R (AL = +1) debido a que fueron las que
presentaron mayor intensidad calculada. El valor L = 5 es el maximo que se puede
observar en la expansién supersonica por lo que las predicciones a mayores valores no
se tuvieron en cuenta.

De acuerdo a los cédlculos de energia y tal como era previsto, se detectaron los
conférmeros A y B en la expansién supersonica con el instrumento en configuracion
CP-FTMW. El espectro obtenido (figura V.19) muestra el barrido con las transiciones
mds intensas correspondiente al conférmero mads estable. El conférmero B, que
corresponde al detectado en fase condensada mediante cristalografia, se identifico entre
las lineas de menor intensidad.

En la tabla V.6 se resumen los pardmetros experimentales para los conférmeros
Ay B obtenidos del barrido mediante la configuracion CP-FTMW.

Tabla V.6. Constantes espectroscépicas experimentales para los conférmeros de Acido Picolinico. Los

dos conférmeros se detectaron en la expansidon supersénica y se ajustaron por el método de minimos
cuadrados de la rutina SPFIT.

Parametros SO HIHERD
A B

A (MHz) 3903.70(4) 3959.41(2)

B (MHz) 1281.8490(6) 1268.126(7)

C (MHz) 965.3239(5) 961.353(7)
Yaa (MHz) -0,56(7) -0.43(6)
¥ (MHz) -2.48(5) -2.85(4)
Yee (MHz) 2.89(6) 3.37(5)
N 27 12
o (%) 0.2 1.1

A, By C representan las constantes rotacionales tedricas; Ya.)Xsb Y Xco, SON los elementos diagonales del tensor de acoplamiento
cuadrupolar del nicleo de “N; N es el nimero de componentes hiperfinas ajustadas; ¢ (%)desviacién porcentual del ajuste (rms,
root mean square).

Tal como se concluye de los célculos y se observa en la expansion supersonica
(figura V.19), el conférmero con el puente hidrégeno intramolecular es el mds estable y
el mas abundante. Las transiciones 3 <2 se asignaron aproximadamente 30 MHz por
encima de la prediccion y las transiciones 4 <3, 40 MHz. Esto se debe a que a medida
que aumenta el valor de L las transiciones tienen mayor espaciamiento (tabla A.7, anexo
V). Del analisis detallado del barrido obtenido con el espectrometro CP-FTMW (figura
V.20) se identific6é el mismo patrén de lineas del conférmero A con menor intensidad y

las transiciones pertenecientes al conférmero B.
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Figura V.19. Espectro CP-FTMW del 4cido picolinico. Barrido en un rango de 6200 a 10200 MHz. Las
lineas intensas corresponden a las transiciones del conférmero A.

La determinacién de la estructura molecular implica el conocimiento de las
constantes de rotacion que estan relacionadas en forma inversamente proporcional con
los momentos de inercia. La estructura de las moléculas se ve afectada por las
vibraciones atodmicas por lo que el concepto de estructura puede entenderse de
diferentes formas: La estructura de equilibrio (re) es la que corresponde al minimo de la
curva de energia potencial por lo que es un estado de referencia, pero no se corresponde
con un estado experimental observable; la estructura efectiva (ro) es la que reproduce
los momentos de inercia en un estado particular de vibracién y la estructura de
sustitucion (rs) es la que permite determinar la posicion de los dtomos al centro de masa
de la molécula sustituida isotépicamente a partir del cambio que se produce en el
momento de inercia debido al aumento del nimero de neutrones del d&tomo isotépico

que incrementa la masa total (Pefia y col., 2014)
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Figura V.20. Espectro CP-FTMW, ampliacién de la regién de la transicién 3i3¢— 2;2. Se identificé la
misma transicién para el conférmero A sustituido isotépicamente por '*C y PN. En el recuadro rojo se
observa la transicion correspondiente al conférmero B.

En el experimento inicial, con la prediccion sin cuadrupolo fue suficiente para la
asignacion de las sefiales de menor intensidad y favorecio la bisqueda del conférmero B
(figura V.20 y Anexo V). La sustitucion isotdpica normalmente se realiza como un
procedimiento adicional en la preparaciéon de muestra. En este caso particular la
caracterizacion se realizé en abundancia natural. Se realizaron nuevos cédlculos ab initio

correspondientes al conférmero A pero sustituyendo cada uno de los carbonos de la
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molécula por '°C, el nitrégeno por N y el oxigeno por 30, respectivamente

obteniendo las constantes de rotacion de la molécula sustituida (tabla V.7).

Tabla V.7. Constantes espectroscopicas Ab Initio para el conférmero A sustituido isotépicamente. Las
constantes se calcularon mediante MP2/6-311+ + G(d,p).

Parametros 13C1 13C3 13C4 13Cs 13C6 13Cs 15N 18010 ls011
A /MHz 3836.4 3879.5 3832.8 3839.7 3879.4 3879.4 3841.1 3770.8 3774.3
B /MHz 1275.7 1285.5 1284.5 1273.0 1264.6 1276.5 1285.0 1251.2 1253.3
C /MHz 957.4 965.5 962.1 956.0 953.7 964.7 962.9 939.5 940.9

En el archivo de entrada de datos se consider6 la misma matriz Z de
coordenadas cartesianas de los dtomos en la molécula para la configuracién adoptada
por el conférmero correspondiente, cambiando en cada cdlculo sélo la masa del d&tomo
isotdpico. Con las nuevas constantes obtenidas de la sustitucion isotdpica, se realizaron

predicciones de lineas tipo a para el conférmero A.

Tabla V.8. Constantes de rotacién y de acoplamiento cuadrupolar experimentales del conférmero A
sustituido isotépicamente.

Parimetros Bc, BTy BT, B, BT By 5N

A /MHz 3860.33(4) 3904.61(5) 3856.90(4) 3863.91(5) 3906.77(5) 3903.72 3865.35(7)
4)

B /MHz 1281.0164(5) 1290.2352(6) 1289.7750(5) 1278.2779(5) 1269.791(5) 1281.8484 1290.3379

5) ®)

C /MHz 962.1761(4) 969.4901(6) 966.8940(4) 960.8516(5) 958.4731(5) 965.3239 967.7406

4) @)

Yaa (MHz) -0,54(3) -0,52(7) -0,53(4) -0,56(7) -0,58(7) -0,52(7) -

Yo» (MHZ) -2.41(5) -2.45(5) -2.48(5) -2.43(5) -2.51(5) -2.50(5) -

Yee (MHZz) 2.79(6) 2.81(2) 2.83(3) 2.84(6) 2.80(6) 2.89(6) -

N® 26 14 24 23 17 27 %)

6 (%) ™ 04 0.2 0.2 0.3 0.3 04 0.3

® N es el niimero de componentes hiperfinas ajustadas.
") Desviacion porcentual del ajuste (rms, root mean square).
" En este caso no hay desdoblamiento hiperfino debido a que "N posee distribucién esférica de carga en el niicleo, I = 0.

El cédlculo se realiz6 en dos etapas: ignorando y considerando las constantes
acoplamiento hiperfino. Para las predicciones con estructura hiperfina, las constantes de
acoplamiento cuadrupolar que se consideraron fueron las obtenidas para el conférmero
sin sustituir. Con los valores medidos para cada transicion, se procedié a realizar el
ajuste mediante el método de cuadrados minimos desarrollado en la rutina SPFIT del

programa de Pickett.
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El ajuste 6ptimo se logra si la desviacion rms (6) es menor al 2%. Un ejemplo de
ajuste se presenta en la tabla V.4 en el anexo V. Los pardmetros experimentales
obtenidos se resumen en la tabla V.8.

En la resoluciéon de la estructura hiperfina del conférmero A sustituido
isotopicamente se utilizd el instrumento en la configuracion LA-MB-FTMW. Los
espectros obtenidos se visualizan como el de la figura V.21 para cada una de las
transiciones. El desdoblamiento de la sefial por la presencia del d&tomo de nitrégeno

permite la caracterizacion inequivoca de las componentes (Pefia y col., 2014)

2 «1
F«F'=3«2 W 1.1 1,0
2«1
1«0
T - T - T ' T - T
4810,5 4811,0 4811,5 4812,0 4812,5
v/ MHz

Figura V.21. Espectro LA-MB-FTMW del 4cido picolinico. Transicién 2;¢—1io del conférmero A
sustituido isotépicamente en abundancia natural en el Cs, mostrando la estructura hiperfina de cuadrupolo
de '*N. La forma de la sefial es tipica del efecto Doppler.

La intensidad de las sefales de transicion para cada conférmero estd relacionada
con la abundancia de cada uno en la expansion supersénica. Suponiendo que el
enfriamiento producido por la expansion supersénica lleva a todos los conférmeros a
sus estados fundamentales de vibracién después de la expansion, las abundancias de los
distintos conférmeros se pueden estimar midiendo las intensidades relativas resultantes
de las transiciones rotacionales. Las intensidades de las transiciones de un conférmero

en concreto son proporcionales a Wi=N; donde Wi es la componente del momento dipolar
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eléctrico y N la poblacién de esa especie en el jer. Las lineas correspondientes al
conférmero A son mucho mds intensas que las del B y son las que se visualizan
facilmente en la figura V.20. De este modo, han sido estimadas las proporciones de las
poblaciones conformacionales con las transiciones de tipo a. Estas abundancias relativas
indican la estabilidad conformacional y coinciden con los célculos ab initio de las
energias relativas. En la Tabla V.9 se presentan las abundancias (relaciones entre las
intensidades con respecto al momento dipolar) de seis transiciones y una media de las

mismas con la estimacidn de la abundancia relativa de cada conférmero.

Tabla V.9. Abundancia relativa de los conférmeros. Intensidades con respecto del momento dipolar de
uno y abundancias relativas medidas a partir de espectros CP-FTMW.

L’ K :1 K ;1 L Kfl K:r,l (paL; /Spsa D) (palz IZPZ D)

3 1 3 2 1 2 9,693 0,169
3 0 3 2 0 2 6,116 0,199
3 1 2 2 1 1 3,859 0,052
4 1 4 3 1 3 6,684 0,097
4 0 4 3 0 3 8,147 0,123
4 1 3 3 1 2 2,922 0,050

(Lconférmero / Pa) promedio 6,237 0,115

Abundancia Relativa 1,0 0,2

La comparacién de la estructura reportada en fase condensada del acido
picolinico con los resultados obtenidos en fase gas, indican que la interaccién con el
medio condiciona el comportamiento de las moléculas. En fase gas el conférmero mas
estable es el que genera un enlace puente hidrogeno intramolecular, conférmero A, en
tanto en fase condensada la configuracion adoptada es la del conférmero B, menos
abundante en la expansion supersdnica pero estabilizado por interacciones m-m entre

anillos piridinicos.

V.3.4. Nicotinamida

La molécula ha sido cristalizada y reportados sus pardmetros estructurales
(Wright y King, 1954); éstos valores fueron chequeados y ajustados nuevamente con
instrumentos mas sofisticados que los usados en el primer reporte (Miwa y col., 1999).

En la figura V.22 se observa que por celda unitaria hay 4 moléculas de nicotinamida con
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posibilidad de formacién de puentes de hidrégeno entre ellas. El cristal es monoclinico
y pertenece al grupo espacial P 2-1/c con pardmetros de celda: a = 3.877(4) A, b =
15.60(1) A y ¢ =9.375(6) A; .= 90°, B = 98.45°(7) y Y= 90° (Miwa y col., 1999).

Figura V.22. Estructura cristalina de nicotinamida. Las moléculas en fase condensada, se estabilizan por
enlaces puente hidrégeno formados entre el oxigeno del carbonilo de una molécula y el hidrégeno del
grupo amino de la molécula vecina. Las interacciones entre los anillos piridinicos n-m a lo largo del eje a
contribuyen a la estabilizacién. La figura se gener6 utilizando CCDC Mercury 3.2.

En fase condensada las posibilidades conformacionales se encuentran acotadas
al empaquetamiento en el cristal, por lo que el estudio en fase gas provee informacion
estructural que no es posible obtener a partir de un cristal. El grupo amida de la
molécula tiene la posibilidad de girar lo que resulta en dos rotdmeros diferentes. En la
figura V.22 se observa una tnica posibilidad conformacional para la molécula en la red
cristalina, estabilizdndose mediante enlaces puente hidrogeno entre moléculas vecinas e
interacciones m-m entre anillos piridinicos. Las moléculas de nicotinamida en la red
cristalina presentan el oxigeno del grupo amida en posicidn trans con respecto al
nitrégeno piridinico.

Mediante espectroscopia de rotacion se  evidencié la existencia de 4
conférmeros en fase gas denominados E,, E., Z1'y Zu (Vogelsanger y col., 1990). La

denominacién E o Z se debe a la posicion que ocupa el oxigeno del grupo amida con
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respecto al nitrégeno piridinico: Entgegen (contra) y Zusammen (junto), en la figura
V.23 se visualizan los dos rotdmeros.

Los conférmeros Eg y Z1 se corresponden al estado basal vibracional mientras
que E.y Zir a un estado excitado. La deteccién de los conférmeros excitados, ser realizd
con un espectrometro de ondas milimétricas con sistema de evaporacion por calor de la
muestra y expansion supersénica. La muestra en fase gas e irradiada con ondas
milimétricas se sometio a alto voltaje (Stark Modulation) (Vogelsanger y col., 1990). En
adelante se denominardn E y Z, debido a que se analizardn solo resultados obtenidos

para el estado basal. De los conférmeros hallados el mas estable es el conférmero E

(Wu y Houk, 1993) al igual que en fase condensada.

Figura V.23. Conférmeros de nicotinamida. Ambos han sido predichos con célculos tedricos y
evidenciados experimentalmente en fase gas y en fase condensada. En el conférmero E el oxigeno se
encuentra en posicién trans respecto del nitrégeno piridinico; en Z se encuentra en posicién cis. La figura
se generd utilizando CCDC Mercury 3.2.

La formacién de enlaces puente hidrégeno mediante los grupos amida y el
nitrégeno piridinico de moléculas vecinas se estudi6 comparando los pardmetros
estructurales tedricos en fase gas con los obtenidos de cristales mediante difraccién de
neutrones para el conférmero E (Miwa y col., 1999). El estudio de complejos de

nicotinamida con metales de transiciéon confirmé que el grupo amida es el responsable
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de la formacion de las redes intermoleculares mediante puentes de hidrogeno (Bayari y
col., 2003).

Medidas realizadas en fase condensada mediante espectroscopia FT-IR de la
molécula confirmaron la mayor estabilidad del conférmero E o trans y la similitud de
las frecuencias vibracionales para las dos configuraciones que puede adoptar el
rotdmero, pudiendo asignar las sefales a cada conférmero por las diferencias de
intensidad, actividad Raman y radios de de polarizacién en las bandas Raman (Kumar y
col., 2010).

En el presente trabajo se ha profundizado en el estudio de ésta biomolécula. La
resolucion de la estructura hiperfina de los conférmeros permite la caracterizacion
completa de la molécula. El andlisis de los espectros de rotacion de nicotinamida en fase
gas es especialmente complejo en espectroscopia de alta resolucion debido a la
estructura hiperfina de acoplamiento de cuadrupolo nuclear originada por los dos
nicleos de N que posee la molécula (Gordy y Cook, 1984). Esto origina un nimero
mayor de lineas debidas al desdoblamiento, lo que dificulta la asignacién, pero al
mismo tiempo es la herramienta adicional para la identificaciéon inequivoca de los
conférmeros (Lépez y col., 2010).

Mediante célculos por el método MP2/6-311++G(d,p) se obtuvieron los valores
tedricos para las estructuras optimizadas. A partir de las coordenadas en ejes cartesianos
considerando el centro de masas para cada conférmero (tabla 2.1, anexo V) se
calcularon los momentos y los ejes principales de inercia; ademds de las constantes de
rotacion, las componentes del momento dipolar y las constantes de desdoblamiento
cuadrupolar. En este caso se obtuvieron los valores correspondientes a cada nitrégeno lo
que permitio la caracterizacion de la molécula.

En la tabla V.10 se resumen los parametros tedricos para cada rotdmero. Ambos
son del tipo pseudo prolate por el valor del pardmetro de Ray (k) para cada uno. Para
ambos conférmeros la componente del momento dipolar py es la de mayor valor por lo
que las predicciones se realizaron para lineas tipo b.

La posicién que adopta el grupo amida en la molécula se relaciona con la
planaridad de la molécula y es responsable del valor de P.. Los valores obtenidos de P.
tanto en £ como en Z indican claramente que el grupo amida se acomoda de tal forma
que la molécula se aleja de la planaridad dada por el anillo piridinico, tal como se

observa en la cristalografia en fase condensada.

-138-



V. | Modelado en Metaloproteinas

TablaV.10. Constantes espectroscopicas Ab Initio para los conférmeros de nicotinamida calculadas con
MP2/6-311+ + G(d,p).

Parametro Conformero E; Conformero Z;
A /MHz 3847.1560 3847.2146
B /MHz 1221.1086 1214.8546
C /MHz 956.3493 960.8328

K -0.817 -0.824
PJuf? 8,394 10,691
pr/D 1.200 4.814
fa /D 0.315 -0.160
W /D 1.150 -4.559
pe /D 0.200 -1.538
N1
Yaa/MHz -0.0295 -0.0310
wou/MHz -3.2594 -3.9453
Yeo/MHz 3.2889 3.3576
N8
Yaa/MHz 1.9355 1.4355
ou/MHz 0.3229 0.3785
Yeo/MHz -2.2584 -2.6543
Emp2 /h -415.9472315 -415.9461549
AEwmp2 Jem’! 0 236.286

A, By C representan las constantes rotacionales tedricas; K, pardmetro de Ray;P, pardmetro de planaridad; p,, pw, y M son las
componentes del momento dipolar eléctrico.yaa,)m, Xee, SON los elementos diagonales del tensor de acoplamiento cuadrupolar del
nicleo de '“N;

En particular para el conférmero E se realizaron calculos adicionales rotando el
dngulo del carbono o + 3° y o = 5° Con las nuevas constantes se realizaron las
predicciones correspondientes para los pardmetros rotacionales (tabla 2.2, anexo V).
Esto permitié corroborar la estructura mds estable en cuanto a la posicién el grupo
amida.

Los espectros LA-MB-FTMW obtenidos de nicotinamida, indicaron la presencia
de ambos conférmeros en la expansiéon supersonica (figura V.24) tal como fueran
reportados por Vogelsanger y colaboradores. Las predicciones permitieron identificar
claramente ambos conférmeros, aunque no fueron suficientes para resolver la estructura

hiperfina de ambos.
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Figura V.24. Espectro LA-MB-FTMW de nicotinamida. Se observa la presencia de ambos conférmeros
en la transicion 2;, < 1o,1.
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Figura V.25. Transicién rotacional 4;4 - 303 del conférmero E de nicotinamida. Se observan las
componentes del desdoblamiento cuadrupolar debidas a la presencia de dos atomos de “N. Se etiquetan
con los nimeros cuanticos I’, F’«<1I"’,F’’.
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Sélo pudo resolverse la estructura hiperfina del conférmero E. En la figura V.25
se observan claramente las componentes del desdoblamiento cuadrupolar de la
estructura hiperfina para el éste conféormero. La potencialidad de la técnica utilizada
radica en la posibilidad de las asignaciones inequivocamente de las sefiales en una
molécula “compleja” desde el punto de vista quimico debido a la presencia de dos
atomos de nitrégeno.

En la tabla V.11 se comparan los valores tedrico y los experimentales para el
rotdmero caracterizado.

Tabla V.11. Comparacion de constantes espectroscopicas tedricas y experimentales para el conférmero
E.

Parametro Tedrico Experimental
A /MHz 3847.1560 3848.13(6)
B /MHz 1221.1086 1222.1(5)
C /MHz 956.3493 955.95(7)

K -0.817 -0.82(7)
P. 8,394 8,4(5)
N1
Xaa/ MHz 0.315 0.32(4)
yoo/MHz 1.150 1.13(3)
Yoo/ MHz 0.200 0.19(5)
N8
Yaa/MHz -0.0295 -0.03(4)
x/MHz -3.2594 -3.27(2)
Yeo/ MHz 3.2889 3.30(6)
N - 16
G (%) - 04

Los datos experimentales obtenidos pertenecen al conférmero mds estable de
nicotinamida tanto en fase gas como condensada, corroborando la sinergia de las
técnicas acopladas. La dilucidacién de la estructura hiperfina del conférmero E indica
que el mismo en ausencia de otras interacciones con el medio adopta la configuraciéon
energéticamente mas estable, que a su vez es la que permite la formacion de enlaces
puente hidrégeno entre moléculas vecinas y la estabilizacion de las laminas mediante

interacciones m-n entre los anillos piridinicos.
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VI. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de Tesis, se estudiaron las metaloenzimas DdATPs y
DdAPSr y se modelaron diferentes aspectos del comportamiento fisicoquimico de
éstas, mediante sistemas miméticos en fase condensada y en fase gas.

Las metaloproteinas caracterizadas se purificaron a partir de la cepa
Desulfovibrio desulfuricans, bacteria sulfato reductora anaerobia. Se optimizaron las
condiciones para el crecimiento en condiciones de anaerobiosis (en atmosfera de
nitrégeno) y se recolecté una cantidad de biomasa celular suficiente para la obtencién
de proteinas. Se lograron purificar hasta grado electroforético DdATPs y DdAPSr.
Ambas metaloenzimas fueron caracterizadas mediante sus propiedades fisicoquimicas,
cinéticas y magnéticas.

De la primera enzima del ciclo de azufre ATPs de la bacteria Desulfovibrio
desulfuricans (Furusaka, 1961) se comprobdé el peso molecular de 47 kDa por
subunidad siendo la misma un trimero tal como fuera anteriormente reportado para
ATPs de D. gigas (Gavel y col., 1998). La adaptacion de una metodologia analitica para
la cuantificacién colorimétrica de fosfato inorganico proveniente de la descomposicion
de pirofosfato, producto de la reaccién de ATPs, por Pirofosfatasa alcalina (Fusari y
col., 2006) permiti6 caracterizar cinéticamente la metaloenzima mediante el modelo de
Michaelis-Menten obteniendo los pardmetros correspondientes Km y Vm, en
correspondencia con los hallados para la misma metaloproteina de 7. denitrificans (Gay
y col., 2009). Se cuantificaron los metales presentes Co (II) y Zn (II) mediante
absorcion atémica, coincidiendo en valores dentro del rango de los reportados (Gavel y
col., 1998). Mediante espectroscopia UV-vis se complementd la informaciéon para
caracterizar el sitio metédlico cuyo entorno de coordinacién se confirmé tetraédrico
debido a la banda de absorcién alrededor de 660 nm, tipico de Co (II) en coordinacién
tetraédrica (Cotton y Wilkinson, 1988). El ensayo de saturacién de microondas
mediante EPR permitié cuantificar la separacion entre dobletes del Co (II), el valor
hallado se corresponde a un sitio metdlico coordinado a cuatro ligandos. Este es el
primer reporte de caracterizacion magnética de ATPs proveniente de Desulfovibrio
desulfuricans.

La metaloproteina APSr de la bacteria Desulfovibrio desulfuricans, que

corresponde a la segunda enzima que participa en la via desasimilativa de reduccién del
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sulfato (Furusaka, 1961), se caracterizO molecularmente. Se obtuvieron las dos
subunidades a y  de 97 kDa y 18 kDa, respetivamente. La subunidad o, presentd en su
estructura un cofactor asociado, el radical flavina; en la subunidad B se detectaron dos
centros Fe-S tal como fuera reportado para D. gigas (Chiang y col., 2009). La flavina y
los centros Fes-S4 constituyen los sitios paramagnéticos de la molécula y es a través de
los cuales se realiza la transferencia electrénica. El camino quimico planteado,
involucra el anillo isoaloxazina del radical unido covalentemente en el sitio activo y
enlaces puente hidrégeno entre aminoécidos de la enzima y los centros FeS. La cadena
de transferencia electrénica, comienza con el radical flavina oxidado, que toma dos
electrones y los cede al sitio Fes-S4 a menor distancia y que por cristalografia se
denomind centro FeS I (Chiang y col., 2009). Estos electrones contindan al centro FeS
I, ubicado en la superficie de la enzima y expuesto al solvente. El ensayo de saturacién
de la enzima en 3 condiciones rédox, permitid asignar inequivocamente los centros
detectados por EPR a los cristalograficos. Este es el primer reporte en que se hace una
asignacion de centros FeS utilizando EPR.

El modelado de aspectos puntuales de un sistema complejo como lo es una
metaloenzima, permitié esclarecer ciertas cuestiones planteadas para el camino quimico
de transferencia electrénica de APSr y su comportamiento magnético. Con este fin, en
fase condensada, se caracterizé el complejo Cu(glu)phen y en fase gas los ligandos de
iones metdalicos, acido picolinico y nicotinamida. Esto permitié modelar las uniones
puente hidrégeno y las interacciones de tipo n-m entre anillos arométicos en presencia y
en ausencia de interacciones con el medio.

En fase condensada, se caracterizo estructural y magnéticamente el complejo
de cobre sintetizado con el aminodcido 4dcido L-glutdmico y la amina aromadtica 1,10-
fenantrolina. Se obtuvieron espectros de muestra policristalina en banda X y Q. En
banda X, se observo una sola linea asimétrica en g ~ 2.07, mientras que en el espectro
en banda Q se observa una linea casi axial con estructura hiperfina parcialmente resuelta
en la region de gy Las mediciones de EPR en muestra de monocristal orientado,
resultaron en lineas espectrales de multiplete hiperfino, moduladas por interacciones de
intercambio entre centros débiles mediadas por interacciones no covalentes. Los
espectros EPR se interpretaron utilizando el modelo de Anderson para evaluar tanto el
tensor g molecular de los iones de cobre como la frecuencia de intercambio que acopla
los centros de cobre vecinos mas cercanos entre si, de la red. Las simulaciones

numéricas de la variacion angular de los espectros de EPR mostraron que el colapso de
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la estructura hiperfina de los centros de cobre se debe a un mecanismo de intercambio
que acopla cada linea de las transiciones 2I + 1 con todas las demas lineas del espectro y
con la misma probabilidad de transicién (caso “a”). La interaccién de intercambio
responsable de los cambios experimentados por la estructura de multiplete de los iones
de Cu aislados, estd mediada por la interaccion hidrofébica entre dos moléculas phen y
un camino quimico mixto del tipo CuA- OgpH ... OC- Ogq — CuB. El valor hallado para
la constante de acoplamiento por intercambio | J | = 25x10* cm™! estd en concordancia
con valores de J hallados para otros compuestos que tienen caminos quimicos de
superintercambio similares. Se han propuesto caminos quimicos con estas
caracteristicas, como vias de transferencia electronica en metaloproteinas rédox, estos
resultados también pueden ser ttiles para dar una idea de los procesos de transferencia
de electrénica a través de largas distancias. El camino quimico propuesto
especificamente para la metaloenzima DdAPST, se corresponde con éstas caracteristicas.

En fase gas, se caracterizaron los ligandos de iones metdlicos, acido picolinico
y nicotinamida. Las posibilidades conformacionales, libre de interacciones con el medio
de la molécula de 4cido picolinico, se deben al nitrégeno del anillo piridinico y al grupo
acido. Mediante célculos se predijeron 3 conférmeros denominados A (con un enlace
puente hidrégeno intramolecular, entre el nitrégeno piridinico y el hidrégeno mas el
oxigeno del grupo carboxilico), B (el grupo carboxilico tiene rotado el hidrégeno 180°
en relacion al conférmero A) y C (el grupo carboxilato rota completo 180° por lo que en
direccioén al nitrégeno piridinico queda el grupo carbonilo) en orden creciente de energia
y sus respectivas transiciones cudnticas permitidas. Con el instrumento de configuracion
CP-FTMW se hallaron en la expansion supersOnica los conférmeros A y B. Se
detectaron sefiales muy intensas correspondientes al conférmero A, el cual se encuentra
estabilizado por el puente hidrégeno intramolecular. Se observé la repeticion del patrén
espectral con menor intensidad por lo que se realizaron cdlculos y predicciones
sustituyendo cada uno de los dtomos de la molécula con su is6topo. Esto permitié
caracterizar isotopicamente en abundancia natural el conférmero A del acido picolinico.
El conférmero B se detect entre las sefiales de menor intensidad de acuerdo a lo
esperado. La presencia de un dtomo de nitrégeno en la molécula (nicleo con una
distribucion no esférica de su carga nuclear), permiti6 la identificacion de conférmeros
en base al andlisis de la estructura hiperfina cuadrupolar. Para resolverla se utilizé el
instrumento de configuracion LA-MB-FTMW, caracterizando inequivocamente ambos

conféormeros. Este es el primer reporte de conférmeros para &4cido picolinico.
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Comparando éstos resultados con los reportados por cristalografia, se observd que el
conférmero que se empaqueta en la red cristalina es el B siendo ésta la configuracion
mds estable de la molécula en fase condensada ya que permite generar enlaces puente
hidrégeno intermoleculares e interacciones m-m entre los anillos piridinicos tal como
ocurre con aminodcidos con éstas caracteristicas estructurales, como el triptéfano
fundamental en el camino de transferencia electrénica de DdAPSr. La molécula de
nicotinamida presenta la particularidad de poseer en su estructura dos dtomos de
nitrégeno. Esto genera una estructura hiperfina cuadrupolar nuclear con més lineas que
en la molécula de 4cido picolinico por lo que su caracterizacion es mas compleja. Se
realizaron cdalculos y predicciones de conférmeros que se denominaron E y Z Las
mediciones se realizaron con el instrumento LA-MB-FTMW, cuya configuracién es la
apropiada para la resolucion de la estructura hiperfina. La caracterizaciéon del
conférmero E permitié no solo probar de la potencialidad de la técnica sino que ademads
se comprobd la importancia de los enlaces puente hidrégeno y las interacciones
hidrofébicas en el empaquetamiento de moléculas. En fase condensada la molécula se
encuentra condicionada por su entorno, ya sea por moléculas vecinas o por el solvente
en el cual se encuentra disuelta a diferencia de fase gas, donde la configuracién mads
estable de la molécula es la que permite generar enlaces puente hidrégeno

intermoleculares e interacciones m-m entre los anillos piridinicos.
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Al. CULTIVO DE Desulfovibrio desulfuricans

1. Condiciones de crecimiento

El cultivo de Desulfovibrio desulfuricans se realiza bajo condiciones de
anaerobiosis, en atmdsfera de nitrégeno; estatico, con un periodo de incubacién de 7-10

dias al cabo del cual se procede al repique del cultivo.

2. Condiciones de mantenimiento

El mantenimiento de Desulfovibrio desulfuricans se realiza bajo condiciones de
anaerobiosis, en atmdsfera de nitrogeno; estético, con un periodo de incubacién de 15

dias al cabo del cual se procede al repique del cultivo.

3. Preparacion del medio de cultivo

Para preparar 1000 mL de medio, se procede con las cantidades expuestas en la
tabla A.l1. Para evitar errores en la preparacién es conveniente utilizar la planilla y
completar con los valores pesados. Se deben adicionar los reactivos en el orden

correspondiente de aparicion y las soluciones en el orden en que estan nombradas.

Tabla A.1. Soluciones para la preparacién de 1 L de medio de cultivo.

Solucién A Solucién B

K>HPO, 05¢g FeSO4.7TH,0 05¢g
NH4Cl 1.0g Agua destilada 10 mL
NaQSO4 1.0 g

CaCl,.2H,O 0.1g Soluciéon C

MgS04.7H,O 20¢g Tioglicolato de sodio 01g
DL-Lactato de Sodio 3.2 mL Acido Ascérbico 0.1g
Extracto de Levadura 10g Agua destilada 10
Resazurina 1 mg

H»O destilada 980 mL

pH7.4 pH final 7.8

El indicador utilizado es resazurina. Si la solucién es rosada significa presencia
de oxigeno (figura 1); si se encuentra de color gris, ausencia del mismo. La solucién A
se ve de color azul (poco resazurina) o de color violeta (cantidad apropiada de reactivo).
Considerar el alto costo del indicador, por lo que se debe agregar una pizca. Una vez

adicionadas las soluciones B y C el color cambia a rosado intenso (al llevar a pH puede
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que se debilite el color pero luego vuelve a virar). Es fundamental el pH de la solucién

Ay el de la solucioén final.
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Figura A.1. Kitasatos con medio de cultivo listos para la inoculacién. El color rosado intenso indica
presencia de oxigeno. En ausencia vira la coloracién a gris.

A los kitasatos de 1000 mL, se adiciona un volumen aproximado de 500 mL. A
los kitasatos de 500 mL, se adiciona un volumen aproximado de 250 mL. Se les colocan
los tapones en la boca, y en el pico un capuchén de papel de aluminio. Los taponcitos se
envuelven juntos en papel de diario y se hace un paquete; se pega con cinta de papel a
uno de los kitasatos. Asi preparados, se colocan en autoclave. Controlar el nivel de
agua, debe estar por debajo del contrafondo. Si es poca, siempre adicionar agua
destilada. Se enciende y luego de 40 minutos se cierra la espita y se controla que llegue
a 1 atmdsfera de presion. Una vez alcanzada, se baja la llama para que se mantenga la
presion constante durante 15 minutos. Luego se apaga el autoclave. Se espera que baje
la presion, se abre la espita, se espera que se disipe el vapor y se retiran los kitasatos. Se

colocan en el flujo laminar hasta temperatura ambiente (figura A.1).

4. Repique de la cepa

Una vez transcurrido el periodo de incubacidn, se procede al repique en medio
fresco. Se cierran las vélvulas que permiten el pasaje de nitrdgeno y se retiran los

kitasatos. Se recolecta el contenido de los mismos en un vaso de precipitado de 2000
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mL y se coloca en la heladera. Se guarda 1 kitasato para inocular los nuevos (por ej. 1
kitasato de 1000 mL para inocular 3 de 1000 mL, se adiciona 200 mL a cada uno). Se
enciende el flujo laminar, (previamente se limpia con una mezcla de alcohol y agua con
papel) por 15 minutos. Se deja el motor encendido y se cambia la luz de UV a visible.
Se abre el paquete y se colocan los taponcitos en los kitasatos. Se agita bien el kitasato
con indculo a fin de homogeneizar. Se destapa el kitasato y se procede a la inoculacién
de los medios frescos. Se colocan nuevamente en la cimara de incubacién y se abren las
valvulas que permiten el pasaje de nitrégeno. Se abre lentamente la valvula del tubo
para permitir un pasaje mayor del gas. Al cabo de 2 horas, los medios comienzan a virar

su color de rosado a gris.

5. Recoleccion de la cepa

Se centrifuga el medio de cultivo con las bacterias a fin de separar ambas
fracciones. Las condiciones son las siguientes: rotor 0.78, con las botellas de 80 mL, a
6000 rpm, durante 6 minutos con un break de 6 a 4 °C. Se pesan las botellas para
equilibrar, con una apreciacion de 0,01 g (utilizar pipeta Pasteur nueva en cada
centrifugacion); el volumen no debe ser mayor de 60 mL. Es fundamental mantener baja
la temperatura del medio por lo que después de la operacion de pesada se debe llevar el
recipiente a la heladera. Para descartar el medio se debe colocar en recipientes
adecuados para luego adicionar agua lavandina. Colectar en bidén de descarte de
residuos liquidos perfectamente rotulado.

Una vez completado el proceso de centrifugacion, resuspender en buffer TRIS /
HC1 100 mM pH 7.6. Colocar todas las células en un unico falcon de 50 mL.
Centrifugar nuevamente, cambiando el rotor, descartar el sobrenadante y pesar el tubo
(previamente tarado) para conocer la biomasa obtenida. Rotular adecuadamente y
guardar en freezer a (-20°C). Realizar la correspondiente planilla de seguimiento de

datos obtenidos.

6. Repique de la cepa en medio sélido

Se realiza en medio sélido en placas de Petri. El medio de cultivo se prepara
igual, con la tnica diferencia de agregar 15 g de Agar-Agar por litro de medio. Por cada
placa se necesitan 15-20 mL. Se prepara un volumen pequefio (50 mL) de medio, se

pesa el agar-agar y se coloca en erlenmeyer sin agitar (se debe evitar que se pegue en las

-150-



Anexo I. | Cultivo de Desulfovibrio desulfuricans

paredes) se autoclave cubriendo con papel aluminio la boca en olla presioén durante 30
minutos. Esperar que baje la temperatura. Previamente encender el flujo laminar 15
minutos y volcar el medio en las placas y esperar que solidifique. Colocar la cuba de
anaerobiosis en el flujo y destapar cuidadosamente. Sacar todas las placas y apartar la
de abajo. Tomar con ansa ojal colonias de la placa mds antigua y pasarla por toda la
placa. Colocar la nueva placa en la parte superior (cuidado con el orden, esto indica la
antigiledad de cada una). Sellar con parafilm y colocar en la cdmara de anaerobiosis

nuevamente con nitrégeno.
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AIlL. PURIFICACION

1. Preparacion de la muestra

Se retiraron los tubos falcon conteniendo la biomasa almacenada a (-20)°C. Se
colocaron en bafio con agua circulando para aumentar la temperatura sin llegar a la
ambiente. Se resuspendieron las células con buffer TRIS/HCI 10 mM pH 7.,6.

+Biomasa inicial: 169,71 g

*Volumen inicial: 500 mL

2. Ruptura Celular

*Equipo: Sonicador Marca Sonics Modelo VC 505.
+Condiciones: Potencia 40%, sonda de mayor didmetro (25 mm), con intervalos

de 4 tiempos de pulsos y 4 tiempos de espera. Tiempo total de 1 hora.

3. Ultracentrifugacion

La muestra fue ultracentrifugada a 45000 rpm
durante 45 minutos, para separar la fraccién
membranar de la citoplasmdtica. Ambas se
guardaron en freezer a (-20)°C. La fraccion
citoplasmatica se observa en la figura A.2 y se la

denomina “crudo”.

Figura A.2. Fraccién citoplasmatica
de las células de D. desulfuricans.

-153-



Anexo II. | Purificacién

4. Dializado del crudo

Se prepararon 4 L de buffer TRIS/HCI 10 mM pH 7,6 con CoCl,.6H20 10 uM
(masa: 5,2 mg). Se cargaron las cintas de didlisis con el crudo y se sumergieron en esta
solucién con agitacion en la heladera over night.

Se centrifugo el crudo para descartar impurezas.

5. Columna (A)
Caracteristicas:
¢ Intercambio Iénico Débil
+ Resina: DEAE-Celulosa
+ Diametro: 5 cm
¢ Longitud: 39 cm
¢ Volumen: 765,8 cm®
¢ Buffer de equilibrado: 5 volimenes de TRIS/HCI 10 mM pH 7.,6.
¢ Fluyjo: 2,5 mL/min
¢ Gradiente: 30 a 300 mM NacCl en buffer TRIS/HCI 10 mM pH 7.6.
+ Fracciones colectadas: 1,8 mL
+ Secuencia de lavado: NaOH 0,5 M: 2 volimenes

HCI 0,5 M: 1 volumen
H>0 hasta pH 7
¢ Solucién de almacenamiento: TRIS/HC1 1 M pH 7.,6.

Figura A.3. A) Columna DEAE-Celulosa sembrada. B) Detalle de la columna sembrada. C) Se observa
la separacion de las bandas proteicas.
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Absorbancia (u.a.)

300 350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura A.4. Espectros UV-vis de las fracciones obtenidas de la columna A. Fracciones: Ai, Az, A3z, A4,
As, As, A7, As.

6. Columna (B)

Caracteristicas:
¢ Intercambio I6nico Fuerte
+ Matriz de la resina: Poliestireno/Divinilbenceno
¢ Volumen: 24 cm’®
¢ Buffer de equilibrado: TRIS/HCI 20 mM pH 7,6
¢ Flyjo: 1,3 mL/min
¢ Gradiente: 0 — 600 mM NaCl en TRIS/HCI 20 mM pH 7,6
+ Fracciones colectadas: 1,3 mL
¢ Secuencia de lavado:

1. NaCl 1 M en TRIS/HCI 20 mM pH 7,6 (2 vol) (elimina impurezas)
2. Agua filtrada (2 vol)

3. TRIS/HCI 1 M pH 7,6 (2 vol) (para activar la resina)

4. TRIS/HCI1 20 mM pH 7,6 (5 vol) (para equilibrar)
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cién con columna Source 15Q. B) Detalle de la columna Source 15 Q.

P
Figura A.5. A) Equipo de purifica

’\‘ BUIU 660 7[')0
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3

fas

<
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o A7BB
<
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Figura A.6. Fracciones seleccionadas de acuerdo al espectro UV-vis para obtencién de DdATPs (A4B¢) y
DdAPSr (A7B¢).
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7. Columna (C)

Caracteristicas:

Resina: Agarosa y Dextrano
Volumen: 100 mL

Buffer de equilibrado: NaCl 200 mM en TRIS/HCI 20 mM pH 7,6
Flujo: 0,7 mL/min
Fracciones colectadas: 1,0 mL

* 6 ¢ o o

Figura A.7. A) Equipo de purificacién con columna Superdex 200. B) Columna sembrada. C) Se observa
la separacién de las bandas proteicas.

Se seleccionaron las fracciones a partir del perfil de los espectros Uv-vis para
formar los pooles. Una vez seleccionadas las alicuotas que corresponden a cada fraccién
se les asign6 un ndmero indicando el orden de elucion.

A cada fraccion se le realiz6 el ensayo de proteinas totales, cinética enzimdtica y
electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE) con el objetivo de asignar

inequivocamente la fraccién a la metaloproteina purificada.
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Figura A.8. La grafica superior pertenece a la alicuota A4B¢Cs4, donde se identific6 DdATPs. La gafica
inferior corresponde a la fracciéon A;BsCs, donde se detecté DdAPSTr.
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AIIIL. ENSAYO CINETICO PARA ATPS

1. Materiales y Métodos

La preparacion de las soluciones utilizadas en el ensayo cinético se realiz6 como

se detalla en la tabla A.2.

Tabla A.2. Soluciones necesarias para la determinacion de la actividad enzimatica de ATP sulfurilasa.

Solucién® Reactivo Concentracion Solvente
Fosfato didcido de Potasio KH,PO; 0,1mM H:Odestilada
Acido Clorhidrico HCI 4M H;Odestilada
Molibdato de Amonio (am) (NH4)6M07024.4H,0 34 mM HCl1 4 M
Verde de Malaquita (MG) Madre Verde de Malaquita 0,5 mM H>O destilada
Tween 20 Tween 20 2% (*1v) H,O destilada
Sulfato de Magnesio MgS0,.7H,0 100 mM TRIS/ HC71160 mM pH
ATP Na,ATP S TRIS/HC71 1 60 mM pH
Citrato de Sodio Na3CeH507.2H,0 34% (™/y) H>Odestilada

(*) Todo el material de vidrio previamente fue lavado con H,SO4 al 50% para evitar la interferencia de los grupos fosfatos presentes
en el agua de lavado.
Soluciéon MG-am: Se tomaron 10 mL de la solucién de Molibdato de amonio (am) y se

adicionaron 30 mL de la solucién de Verde de Malaquita (MG).

Reactivo de Color:Se tomaron 10 mL de soluciéon MG-am y se adicionaron 200 uL de

solucion Tween 20.

Soluciéon de Pirofosfatasa alcalina inorganica (Pirophosphatase inorganic, from
bakers yeast Sigma-Aldrich)se disolvié con el buffer de almacenamiento (TRIS/HCI10
mM pH 7.6) en el mismo vial comercial, con un volumen apropiado para obtener una

concentracion de 1 unidad/uL con un 5-10% de glicerol.

El método es indirecto ya que lo que se cuantifica es el P; producido por la
reaccion enzimdtica que utiliza como sustrato el pirofosfato resultante de la accion

catalitica de ATP sulfurilasa.

Para cada ensayo se realiza una curva de calibrado de Fosfato tal como se

muestra en la tabla A.3.
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Tabla A.3. Curva de calibrado de fosfato utilizada en la cuantificacion de P;.

Reactivos 0 3 6 9 12 15®)
Reactivo de color(MG-am) (uL) 1000 970 940 910 880 850
Solucién de KH>PO4 (uL) 0 30 60 90 120 150

Incubacién 1 minuto

Solucién de Citrato de sodio (uL) 100 100 100 100 100 100

(*) Se adicionaron los volimenes siguiendo el orden de la tabla de reactivo color y solucién de KH,PO4
correspondientes a cada punto de la curva. Luego de 1 minuto se agregé la solucién de citrato de sodio.

Para la preparacion de la muestra se adicionaron los volumenes de cada solucion

siguiendo el orden de la tabla AIIL.3.

Tabla A.4. Preparacién de las muestras a ser evaluadas con el método colorimétrico.

Reactivos 0 D1/5 D1/10 D1/20 D1/50 D 1/100
Solucién de MgSOq4 (uL) 250 250 250 250 250 250
Solucién de Crudo(uL) 0 50 50 50 50 50
Solucién de ATP (uL) 10 10 10 10 10 10
Solucién de Pirofosfatasa alcalina (uL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Reactivo de color(MG-am) (uL) 740 690 690 690 690 690

Incubacién 1 minuto

Solucién de Citrato de sodio (UL) 100 100 100 100 100 100

Se realizaron las lecturas de las muestras en espectrofotometro UV-vis Shimadzu
1800 a 650 nm.

La cuantificacién se realizé a partir de los pardmetros obtenidos de la curva de
calibrado ajustada con un modelo lineal calculando la concentracién de P; en la muestra

incognita.
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2. Optimizacion del ensayo

Se evalud la linealidad en la respuesta a la concentracion de pirofosfato. Se
cuantificd el Pi hidrolizado a partir de PPi mediante Pirofosfatasa alcalina (PPasa)
comercial para verificar la respuesta en un rango de concentracién de 0 a 20 nmol/mL

de pirofosfato (figura A.9).

20 |-

18 | 1

—_ . -
N E=N =]
1 | |

Pi cuantificado (nmol/mL)
o
I

0 1 | 1 L 1 I ! | 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

PPi (nmol/mL)

Figura A.9. Evaluacién de la linealidad del método colorimétrico. Se cuantifica el Pi obtenido a partir de
la hidrdlisis del PPi producida por la enzima Pirofosfatasa alcalina.

El rango lineal correspondi6 a concentraciones 0-12 nmol/mL de pirofosfato. A
mayores concentraciones el método no presenta correlacion.

Para asegurar que la cantidad de enzima utilizada en la reaccién no provoca
falsos resultados se evalud el ensayo con 3 volumenes diferentes de ATPs comercial: 1
pL, 2 pL y 5 pL. Con la adicién de 1 uL de enzima la respuesta obtenida se situd por
debajo del limite de deteccion de la técnica no obteniéndose un cambio en la respuesta.
En la figura A.10, se observa la dependencia de la cantidad de enzima agregada con la
respuesta que es lineal para 2 uL y 5 pL. La respuesta lineal se obtiene agregando 2 pL
de enzima para iniciar la reaccién. La adicién de 5 pL resulta en una falta de linealidad

y mayores valores de Pi para idénticas condiciones de ensayo (no se presenta).
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Figura A.10. Evaluacién de la respuesta lineal. La correlacién de los datos tienen una respuesta lineal: y
=a+b*x; a=(-0,01 £ 0,03); b = (0,0200 £ 0,0004); R*=0,99952(1).
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Figura A.11. Evaluacién del tiempo de incubacién de la enzima sin la adicién de citrato de sodio. Se
observa claramente que en 120 s se alcanza el mdximo de reaccién. A 150 s comienza el decaimiento.
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Figura A.12. Estabilidad del reactivo color frente al agregado de enzima. Se evalia que el reactivo sea
inerte a la adicidn de enzima. Los picos de absorbancia se mantienen invariantes al agregado de enzima.
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Figura A.13. Estabilidad del reactivo color. De mayor a menor intensidad son los tiempos en meses que
se realizaron los barridos. Se observa la disminucién de la absorbancia sin aparicién de nuevos picos de
absorcion que serian indicios de degradacion.
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Se evalud la respuesta de la enzima en relacion al tiempo de incubacién. Se
expuso a la accion de la enzima la mezcla de reaccion sin la adicién de citrato de sodio
que detiene la actividad enzimética, a diferentes intervalos de tiempo (figura A.11) y se
verificé que a 120 s se obtiene el méximo de reaccion.

Se verifico la ausencia de interaccién de la enzima con el reactivo color en
funcién del tiempo de incubacién (figura A.12) y a la cantidad de enzima adicionada
donde se observo linealidad para la optimizacién del método. Se evalud la estabilidad
del reactivo color formado por las soluciones MG y am. A un lote preparado y
almacenado en freezer a (-20)°C, se le hizo un seguimiento durante 6 meses. La figura
A.13 muestra los barridos realizados donde se observa el decaimiento de la intensidad

con ausencia de nuevos picos de absorbancia que indicarian productos de degradacion.
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Figura A.14. DdAPSr nativa a diferentes valores de potencias (dB) a T = 60 K. Sélo se observa la sefial
de la flavina (recuadro azul) No ha sido reportada anteriormente esta sefial.
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Factor g
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Figura A.15. DdAPSr reducida con ditionito de sodio durante 15 segundos y sometida a diferentes
temperaturas a P = 30 dB (0.2 mW). La evaluacién de las sefiales paramagnéticas se realiz6 mediante la
variacién de la temperatura con que se tomd cada espectro de EPR. En la grifica A.16 se observa
DdAPSr que a medida que aumenta la temperatura las sefiales disminuyen su intensidad. A 20K se
observan los 3 sitios paramagnéticos, la flavina y los dos centros [4Fe-4S]. A 80 K sélo se observa la
sefial de la flavina.
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Figura A.16. DJdAPSr reducida con ditionito de sodio durante 30 minutos y sometida a diferentes
temperatuas a P = 30 dB (0,2 mW). La evaluacién de las sefiales paramagnéticas se realizé6 mediante la
variacién de la temperatura con que se tomo cada espectro de EPR. En la grafica A.17 se observa que a
medida que aumenta la temperatura las sefiales disminuyen su intensidad. A 20 K se observan los 3 sitios
paramagnéticos, la flavina y los dos centros [4Fe-4S]. A 80 K sélo se observa la sefial de la flavina.

-169-



Anexo IV. | Espectros EPR

“W““”“WWWWMMMLWM“MWWMWMMMNWMWW 20 dB
WMM
22 dB

Ao bgsonporiots, 24 0B
Hesee st bty goiipipengr, 26 OB
i g W R Y ¥ -

o plestitstisossmspmpsrintros 30 B

ot oI M by wirtpipdmstn, 32 B
ATt ristonss 34, (1B
bttt AR it 36 dB
p P e ap M A, 90 OB
AR A\ miirtstewissapimaipske 40 0B

| 4
LT O LY TET TP Y TR W YUY - | ; il 42 dB
SR S TNRTETTYPTE IR ARV TEY TN ww,,m 'Lo,ﬁ_-,u.y\j‘;_.ghlyi"h“ﬁﬁig.‘wﬁ‘lVg‘_'-'gr.]d‘ﬂ.L;lMy}w?Hrw‘n:‘xr:}.:,n!"(.‘.\._‘\,\%'#.fl“rf‘),‘

WWW”WMWWMWWWMWMW 44 dB

| . | : |
3200 3400 3600 3800

B (Gauss)

Figura A.17. Ensayo de saturacion: DdAPSr nativa (as purified) sometida a diferentes potencias de
microondas (dB) a T = 60K. La sefial paramagnética corresponde a la flavina (recuadro azul). La
intensidad de la sefal se utiliz6 para grafica del ensayo de saturaciéon (Muestra 1, figura IV.25).
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Figura A.18. Ensayo de saturacién: DdAPSr reducida 15 segundos sometida a diferentes potencias de
microondas (dB) a T = 60K. La sefial paramagnética corresponde a la flavina (recuadro azul). La
intensidad de la sefal se utilizé para grafica del ensayo de saturaciéon (Muestra 2, figura IV.25).
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Figura A.19. Ensayo de saturacion: DdAPSr reducida 30 minutos sometida a diferentes potencias de
microondas (dB) a T = 60K. La sefial paramagnética corresponde a la flavina (recuadro azul). La
intensidad de la sefal se utiliz6 para grafica del ensayo de saturacién (Muestra 3, figura IV.25).
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Tablas de resultados de célculos y espectros experimentales de
acido picolinico y nicotinamida
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AV.CALCULOS Y ESPECTROS FTMW

1. Acido Picolinico

Tabla A.5. Coordenadas cartesianas para los dtomos de los 3 conférmeros del 4cido picolinico.

Conférmero A

Posicion N° atémico Masa X y 7

del 4tomo atémica
1 6 12 -1.726904042 -1.238411475 -0.000898911
2 7 14 -0.386492042 -1.153950475 -0.001048911
3 6 12 0.159574958 0.076050525 -0.000299911
4 6 12 -0.584139042 1.260318525 0.000901089
5 6 12 -1.976226042 1.158095525 0.000931089
6 6 12 -2.559228042 -0.114239475 0.000080089
7 1 1 -0.067449042 2.214247525 0.001498089
8 6 12 1.668683958 0.119338525 -0.000135911
9 1 1 -2.596348042 2.049881525 0.001819089
10 8 16 2.296358958 1.153234525 -0.001817911
11 8 16 2.244201958 -1.092486475 0.002034089
12 1 1 1.504472958 -1.730103475 0.002396089
13 1 1 -2.143593042 -2.242593475 -0.001575911
14 1 1 -3.637737042 -0.238482475 0.000129089

Conférmero B
dPOS,l cton N° atémico Masa atémica X y 4
el atomo
1 6 12 -1.758550337 -1.232804511 -0.001194555
2 7 14 -0.416983337 -1.192108511 -0.001368555
3 6 12 0.149253663 0.027684489 -0.000152555
4 6 12 -0.571934337 1.230083489 0.001239445
5 6 12 -1.965942337 1.163591489 0.001187445
6 6 12 -2.574716337 -0.094838511 0.000148445
7 1 1 -0.037065337 2.173701489 0.002027445
8 6 12 1.647555663 0.113955489 -0.000189555
9 1 1 -2.563523337 2.070706489 0.002200445
10 8 16 2.252917663 1.168009489 -0.002685555
11 8 16 2.250323663 -1.088553511 0.002898445
12 1 1 3.199763663 -0.895957511 0.001101445
13 1 1 -2.200241337 -2.227118511 -0.002216555
14 1 1 -3.655711337 -0.198325511 0.000156445
Conférmero C

POS,I cton N° atémico Masa atémica X y Z

del 4tomo
1 6 12 -1.829609960 -1.163354980 -0.111164694
2 7 14 -0.489081960 -1.201920980 -0.106150694
3 6 12 0.151258040 -0.023566980 -0.000647694
4 6 12 -0.499291960 1.214165020 0.108577306
5 6 12 -1.896234960 1.229873020 0.107141306
6 6 12 -2.578186960 0.015868020 -0.003244694
7 1 1 0.077958040 2.128194020 0.189126306
8 6 12 1.649600040 -0.113183980 0.020429306
9 1 1 -2.437477960 2.167757020 0.193612306
10 8 16 2.217081040 1.097060020 -0.244349694
11 8 16 2.290464040 -1.110677980 0.246420306
12 1 1 -2.328558960 -2.125641980 -0.204933694
13 1 1 -3.663394960 -0.023636980 -0.010336694
14 1 1 3.172433040 0.959835020 -0.167243694
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Tabla A.6. Prediccion de lineas tipo a sin desdoblamiento hiperfino para el conférmero A del acido
picolinico. Salida completa de la rutina de prediccion SPCAT. Las transiciones sombreadas son aquellas
que corresponden a la rama R (AL = +1) con los mayores valores de intensidad y posibles de encontrar en
la expansion supersoénica.

L' K :1 K :l L K :,1 K :1 Veal Intensidad
2 1 2 1 1 1 4182.3169 -.358380E+01
8 2 6 8 2 7 4313.2991 -.414930E+01
2 2 0 3 0 3 4428.5729 -.624230E+01
2 0 2 1 0 1 4474.4598 -.339280E+01
5 1 4 5 1 5 4757.2883 -.417090E+01
2 1 1 1 1 0 4822.2155 -.346230E+01
9 4 5 10 2 8 5075.0176 -.587560E+01
5 3 2 6 1 5 5840.0007 -.579820E+01
9 2 7 9 2 8 6106.6011 -.398140E+01
3 1 3 2 1 2 6256.7919 -.300240E+01
6 1 5 6 1 6 6594.9233 -.399100E+01
3 0 3 2 0 2 6643.5429 -.289440E+01
3 2 2 2 2 1 6753.3993 -.317110E+01
3 2 1 2 2 0 6863.2557 -.315740E+01
3 1 2 2 1 1 7215.1225 -.288370E+01
10 2 8 10 2 9 8186.6690 -.385540E+01
4 1 4 3 1 3 8313.2904 -.263320E+01
8 4 4 9 2 7 8448.4304 -.560010E+01
7 1 6 7 1 7 8655.9340 -.384700E+01
4 3 1 5 1 4 8673.1147 -.583610E+01
4 0 4 3 0 3 8738.2657 -.256010E+01
4 2 3 3 2 2 8982.8648 -.269570E+01
4 3 2 3 3 1 9055.8758 -.297020E+01
4 3 1 3 3 0 9064.9344 -.296930E+01
4 2 2 3 2 1 9249.0628 -.267090E+01
4 1 3 3 1 2 9584.0290 -.251880E+01

Nomenclatura de los niveles de energia de rotacién: L'k ky LK kY,
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Tabla A.7. Transiciones rotacionales del conférmero A del acido picolinico. Comparacion entre las
frecuencias predichas mediante el modelo del rotor rigido y las experimentales obtenidas mediante CP-
FTMW. El valor de la diferencia se incrementa al aumentar el valor de L.

Transicion VTesrica (MHz) VExperimental (M Hz) Av(MHz)
313 212 6256,7919 6286,5257(1) 30
303 202 6643,5429 6674,3851(1) 31
32 221 6753,3993 6783,8192(1) 30
321 220 6863,2557 6893,1103(1) 30
RID) 211 7215,1225 7246,3036(1) 31
414 313 8313,2904 8352,9949(1) 40
4o4 303 8738,2657 8779,7165(1) 41
423 3n 8982,8648 9023,3803(1) 41
42 321 9249,0628 9288,5971(1) 40
413 312 9584,0290 9625,7210(1) 42

Tabla A.8. Ajuste para el conférmero A sustituido con N. EI ajuste se realiz6 con la rutina SPFIT del
programa de Pickett. La caracteristica de la distribucién de carga esférica del nicleo de N no permite el
desdoblamiento hiperfino.

L k '_1 K '+1 LU K Zl K f"_l v experimental (MHz) v calculada (MHz) Diferencia (MHz)
212 111 4193.56040 4193.55975 0.00065
202 101 4487.70750 4487.70652 0.00098
211 110 4838.75270 4838.75424 -0.00154
313 212 6273.28030 6273.27940 0.00090
303 202 6661.87610 6661.87538 0.00072
312 211 7239.49890 7239.49556 0.00334
414 313 8334.64580 8334.64742 -0.00162
413 312 9615.62890 9615.63124 -0.00234

Tabla A.9. Ajuste para el conférmero A sustituido en el SN realizado con la rutina SPFIT del programa
de Pickett. La caracteristica de la distribucién de carga esférica del nidcleo de N no permite el
desdoblamiento hiperfino.

L k '_1 K :l—l LU K Zl K fl—l v experimental (MHz) v calculada (MHz) Diferencia (MHz)
212 111 4193.56040 4193.55975 0.00065
202 101 4487.70750 4487.70652 0.00098
211 110 4838.75270 4838.75424 -0.00154
313 212 6273.28030 6273.27940 0.00090
303 202 6661.87610 6661.87538 0.00072
312 211 7239.49890 7239.49556 0.00334
414 313 8334.64580 8334.64742 -0.00162
413 312 9615.62890 9615.63124 -0.00234
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Figura A.20. Ampliacion de la transicion 3o3¢— 2¢. Se identificé la misma transicion para el conférmero
A sustituido isotépicamente por '*C y N. En el recuadro rojo se observa la transicién correspondiente al
conférmero B.
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Figura A.21. Ampliacién de la transicidn 4,4¢— 33. Se identific6é la misma transicién para el conférmero
A sustituido isotépicamente por 3C y *N. En el recuadro rojo se observa la transicién correspondiente al
conférmero B.
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2. Nicotinamida

Tabla A.10.Coordenadas cartesianas para los atomos de los 2 conférmeros de nicotinamida

Posicién N° atémico Masa X y 7z
del 4tomo atémica
1 7 14 1.821718 -1.262013 -0.208297
2 6 12 2.517427 -0.134640 0.016188
3 6 12 1.923897 1.119887 0.205204
4 6 12 0.533319 1.214702 0.185942
5 6 12 -0.209219 0.046814 -0.024286
6 6 12 0.481905 -1.157315 -0.225529
7 6 12 -1.707272 0.139067 -0.045845
8 7 14 -2.365453 -1.000429 0.353483
9 8 16 -2.284515 1.147294 -0.426009
10 1 1 0.017139 2.161476 0.316367
11 1 1 3.599934 -0.240639 0.033777
12 1 1 2.544070 1.996032 0.369648
13 1 1 -0.060984 -2.075943 -0.439800
14 1 1 -3.364689 -0.907408 0.473807
15 1 1 -1.893556 -1.645866 0.967941
del 4tomo atomica
1 7 14 1.880800 -1.204452 0.249765
2 6 12 2.521380 -0.039575 0.042560
3 6 12 1.868373 1.171100 -0.211060
4 6 12 0.472335 1.187080 -0.247977
5 6 12 -0.210123 -0.016252 -0.031049
6 6 12 0.540093 -1.178622 0.203764
7 6 12 -1.705671 -0.125821 -0.057741
8 7 14 -2.371749 0.989464 0.401954
9 8 16 -2.276821 -1.115179 -0.490418
10 1 1 -0.070893 2.102654 -0.467361
11 1 1 3.607777 -0.081981 0.077950
12 1 1 2.444242 2.074963 -0.386479
13 1 1 0.025366 -2.123826 0.358022
14 1 1 -3.369175 0.877293 0.523877
15 1 1 -1.904428 1.589794 1.064321
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Tabla A.11. Constantes espectroscopicas Ab Initio para los conférmeros de nicotinamida calculadas con
MP2/6-311+ + G(d,p) variando la posicién del Ca.

Eg-5 Eg-3 E(Nda2) Eg+3 Eg+5
A /MHz 3846.3981 3846.9722 3847.1560 3848.1722 3846.3981
B /MHz 1220.4513 1220.4304 1221.1086 1220.4504 1220.4513
C /MHz 956.6712 956.5695 956.3493 956.3210 956.6712
/D 2.393 2.361 2.272 2.267 2.236
o /D -0.292 -0.244 -0.287 -0.242 -0.234
W /D 0.472 0.501 0.603 0.565 0.588
He /D -2.327 -2.294 -2.171 -2.174 -2.144
N1
Y/ MHz -0.0323 -0.0318 -0.0295 -0.0301 -0.0295
*o/MHz -3.2574 -3.2582 -3.2594 -3.2608 -3.2617
Yo/ MHz 3.2897 -1.2531 3.2889 3.2909 3.2912
N8
Ya/ MHz 1.8353 1.8560 1.9355 1.8776 1.8712
*on/MHz 0.0714 0.0706 0.3229 0.0791 0.0858
Yo/ MHz -1.9067 -1.9266 -2.2584 -1.9567 -1.9569
Empz /h -415.9466546 -415.9468733 -415.9472315 -415.9470664 -415.9469912
AEnp 0
/em!

-179-



Anexo V. | Ciélculos y espectros FTMW

Tabla A.12. Prediccién de lineas tipo b con desdoblamiento hiperfino para el conférmero E; de
nicotinamida. Se presentan parte de los resultados de la salida de la rutina de predicciéon SPCAT. La

transicion corresponde a la rama R (AJ = +1).

L K :1 K J:l L K :’1 K :1 I F’ I, F” Ve Intensidad
4 1 4 3 0 3 2,3 1,2 10122.0331 -.598490E+01
4 1 4 3 0 3 2,3 24 10122.0917 -.637140E+01
4 1 4 3 0 3 2,3 2,3 10122.2406 -.548710E+01
4 1 4 3 0 3 1,5 2,4 10122.4487 -.690610E+01
4 1 4 3 0 3 2,3 0,3 10122.8611 -.699410E+01
4 1 4 3 0 3 1,4 2,4 10122.9882 -.499650E+01
4 1 4 3 0 3 1,4 2,3 10123.1371 -.602510E+01
4 1 4 3 0 3 2,3 1,3 10123.2144 -.507490E+01
4 1 4 3 0 3 1,5 2,5 10123.2618 -.523830E+01
4 1 4 3 0 3 2,2 1,2 10123.3263 -.533460E+01
4 1 4 3 0 3 2,3 2,2 10123.3785 -.420220E+01
4 1 4 3 0 3 1,5 1,4 10123.4622 -.394440E+01
4 1 4 3 0 3 2,2 2,3 10123.5338 -.631310E+01
4 1 4 3 0 3 1,4 0,3 10123.7576 -.573170E+01
4 1 4 3 0 3 1,4 2,5 10123.8013 -.674140E+01
4 1 4 3 0 3 1,4 1,3 10124.1108 -.407220E+01
4 1 4 3 0 3 2,6 2,5 10124.3047 -.384980E+01
4 1 4 3 0 3 0,4 0,3 10124.3523 -.407580E+01
4 1 4 3 0 3 2,4 2,3 10124.3615 -.412350E+01
4 0 4 3 1 3 2,2 2,1 10124.4126 -.437750E+01
4 0 4 3 1 3 0,4 1,3 10124.7056 -.550860E+01
4 1 4 3 0 3 2,5 2,4 10124.9500 -.394860E+01
4 1 4 3 0 3 2,4 0,3 10124.9820 -.506380E+01
4 1 4 3 0 3 2,4 2,5 10125.0257 -.655080E+01
4 1 4 3 0 3 1,3 1,2 10125.1416 -.419240E+01
4 1 4 3 0 3 1,3 24 10125.2002 -.692520E+01
4 1 4 3 0 3 2,4 1,4 10125.2261 -.499950E+01
4 1 4 3 0 3 2,4 1,3 10125.3353 -.588930E+01
4 1 4 3 0 3 1,3 2,3 10125.3491 -.509610E+01
4 1 4 3 0 3 2,5 2,5 10125.7630 -.520910E+01
4 1 4 3 0 3 2,5 1,4 10125.9635 -.608090E+01
4 1 4 3 0 3 1,3 0,3 10125.9696 -.549280E+01
4 1 4 3 0 3 1,3 1,4 10126.2137 -.645510E+01

-180-



Bibliografia




| Bibliografia

Adrait, A.; Jacquamet, L.; Le Pape, L.; Gonzalez De Peredo, A.; Aberdam, D.;
Hazemann, J.-L.; Latour, J.-M.; Michaud-Soret, 1. (1999) Spectroscopic and saturation
magnetization properties of the manganese- and cobalt-substituted fur (ferric uptake
regulation) protein from Escherichia coli. Biochem.: 19, 6248-6260.

Abragam, A. (1961) The principles of nuclear magnetism. Clarendon Press, Oxford,
UK.

Aliev, Z. G.; Atovmyan, L. O.; Saratovskikh, E. A.; Krinichnii, V. L.; Kartsev, V. G.
(1988) Synthesis, structure, and spectral characteristics of copper complexes with
picolinic acid derivatives. Phys. Chem. Bull. Acad. Sciences USSR: 37, 11, 2246-
2252.

Alonso, J. L.; Lorenzo, F. J.; Lopez, J. C.; Lesarri, A.; Mata, S.; Dreizler, H. (1997)
Construction of a molecular beam Fourier transform microwave spectrometer used to
study the 2,5-dihydrofuran-argon van der Waals complex. Chem. Phys.: 218, 3, 267-
276.

Alonso, J. L.; Cocinero, E. J.; Lesarri, A.; Sanz, M. E.; Lopez, J. C. (2006) The
Glycine—Water Complex. Ang. Chem.: 118, 21, 3551-3554.

Alonso, J. L.; Pérez, C.; Sanz, M. E.; Lopez, J. C.; Blanco, S. (2009)
Seven conformers of L-threonine in the gas phase: a LA-MB-FTMW study.
Phys. Chem. Chem. Phys.: 11, 617-627.

Anderson, P. W.; Weiss, P. R. (1953) Exchange Narrowing in Paramagnetic
Resonance. Rev. Mod. Phys.25, 269-275.

Andrade, S. L. A.; Brondino, C. D.; Feio, M. J.; Moura, I.; Moura J. J. G. (2000)
Aldehyde oxidoreductase activity in Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491 EPR

assignment of the proximal [2Fe-2S] cluster to the Mo site. Eur. J. Biochem.: 267,
2054-2061.

Antolini, L.; Marcotrigiano, G.; Menabue, L.; Pellacani, G. C.; Saladini, M.; Sola M.
(1985)  Coordination  Behavior of L-Glutamic Acid: Spectroscopic and
StructuralProperties of (L-Glutamato) (imidazole) copper(Il), (L-Glutamato) (2,2’-
bipyridine) copper (Il), and Aqua (L-glutamato) (1,10-phenanthroline) copper (II)
Trihydrate Complexes. Inorg. Chem.: 24, 3621-3626.

Ashfold, M. N. R.; Claeyssens, F.; Fuge, G. M.; Henley, S. J. (2004) Pulsed laser
ablation and deposition of thin films. Chem. Soc. Rev.:33, 23-31.

Atkins, P.; Overton, T.; Rourke, J.; Weller, M.; Armstrong, F. (2006) Cap. 26,
Biological Inorganic Chemistry. Shiver & Atkins Inorganic Chemistry 4™ Edition.
Oxford University Press, New York. USA.

Aubert, C.; Leroy, G.; Bianco, P.; Forest, E.; Bruschi, M.; Dolla, A. (1998)
Characterization of the cytochromes C from Desulfovibrio desulfuricans G201.
Biochem. Biophys. Res. Commun.: 242, 1, 213-218.

-182-



| Bibliografia

Baker, B. J.; Banfield J. F. (2003) Microbial communities in acid mine drainage. FEMS
Microb. Ecol.: 44, 2, 139-152.

Balle, T. J.; Flygare, W. H. (1981) Fabry-Perot cavity pulsed Fourier transform

microwave spectrometer with a pulsed nozzle particle source. Rev. Sci. Instrum.: 1981,
52,1, 33-45.

Ballhausen, C. J. (1962) Introduction to ligand field theory. McGraw-Hilll edition

Bandurski, R. S.; Wilson, L. G.; Squires, C. L. (1956) The Mecanism of “Active
Sulfate” Formation. J. Am. Chem. Soc.: 78, 24, 6408-6409.

Baneyx, F. (1999) Recombinant protein expression in Escherichia coli. Cur. Op.
Biotech.: 10, 5, 411-421.

Bayari, S.; Ahmet, A.; Yurdakul, S. (2003) Coordination behaviour of nicotinamide: An
infrared spectroscopic study. J. Mol. Struc.: 655,1,163-170.

Beynon, J. D.; MacRae, 1. J.; Huston, S. L.; Nelson, D. C.; Segel, I. H.; Fisher, A. J.
(2001) Crystal structure of ATP sulfurylase from the bacterial symbiont of the
hydrothermal vent tubeworm Riftia pachyptila. Biochem.: 40, 48, 14509-14517.

Biswas, C.; Drew, M. G. B.; Ruiz, E.; Estrader, M.; Diaz, C.; Ghosh, A. (2010)
Synthesis, crystal structure and magnetic properties of three unprecedented tri-nuclear
and one very rare tetra-nuclear copper(ii) Schiff-base complexes supported by mixed
azido/phenoxo/nitrato or acetato bridges. Dalton Trans.: 39, 32, 7474-7484.

Blanco, S.; Lépez, J. C.; Mata, S.; Alonso, J. L. (2010) Conformations of gamma-
Aminobutyric Acid (GABA): The Role of the n-r interaction. Angew. Chem. Int. Ed.: 49,
9187-9192.

Botkin, D. B.; Keller, E. A. (2011) Environmental Science: Earth as a Living Planet,
9th Edition. Wiley

Bramlett, R. N.; Peck Jr., H. D. (1975) Some physical and kinetic properties of adenylyl
sulfate reductase from Desulfovibrio vulgaris. J. Biol. Chem.: 250, 8, 2979-2986.

Born, M.; Oppenheimer, R. (1927) Zur Quantentheorie der Molekeln Ann. Physik, 84,
457.

Brondino, C. D.; Casado, N. M. C.; Passeggi, M. C. C.; Calvo, R. (1993) Exchange
Interaction between Copper (I11) lons through Glutamic Acid Molecules. Inorg. Chem.:
32, 2078-2084.

Brondino, C. D.; Calvo, R.; Atria, A. M.; Spodine, E.; Pefa, O. (1995) Magnetic
interactions in aqua (L-aspartato)-(2,2’-bipyridine) copper (Il) trihydrate. Inorg. Chim.
Acta: 228, 261-266.

Brondino, C. D.; Calvo, R.; Baran, E. J. (1997) Chem. Phys. Lett., 271, 51-54.

-183-



| Bibliografia

Brondino, C. D.; Calvo, R.; Atria, A. M.; Spodine, E.; Nascimento, O. R.; Peiia, O.
(1997) Magnetic Interactions in the Coper Complex (L-Aspartato)(1,10-
phenanthroline) copper (II) Hydrate. An Exchange-Coupled Extended System with Two
Dissimilar Copper Ions. Inorg. Chem.: 36, 14, 3183-3189.

Brondino, C. D.; Rivas, M. G.; Romao, M. J.; Moura, J. J. G.; Moura, 1. (2006a)
Structural and electron paramagnetic resonance (EPR) studies of mononuclear

molybdenum enzymes from sulfate-reducing bacteria. Acc. Chem. Res.: 39, 10, 788-
796.

Brondino, C. D.; Romao, M. J.; Moura, I.; Moura, J. J. G. (2006b) Molybdenum and
tungsten enzymes: The xanthine oxidase family. Cur. Op. Chem. Biol.: 10, 2, 109-114.

Brown, D. A.; Errington, W.; Glass, W. K.; Haase, W.; Kemp, T. J.; Nimir, H;
Ostrovsky, S. M.; Werner, R. (2001) Magnetic, spectroscopic, and structural studies of
dicobalthydroxamates and model hydrolases. Inorg. Chem., 40, 23, 5962-5971.

Brown, G. G.; Dian, B. C.; Douglass, K. O.; Geyer, S. M.; Shipman, S. T.; Pate, B. H.
(2008) A broadband Fourier transform microwave spectrometer based on chirped pulse
excitation. Rev Sci Instrum.: 79, 5, 53103.

Butcher, S. S.; Charlson, R.J.; Orians, G. H.; Wolfe, G.V. (1992) Global
Biogeochemical Cycles. xvi + 379 pp.

Calvo, R. (2007) EPR Measurements of Weak Exchange Interactions Coupling
Unpaired Spins in Model Compounds. Mag. Res.:31, 271-299.

Carroll, K. S.; Gao, H.; Chen, H.; Stout, C. D.; Leary, J. A.; Bertozzi, C. R. (2005) A
Conserved Mechanism for Sulfonucleotide Reduction. PLoS Biol.: 3, 8, 250, 1418-1435.

Carvalho, E.; Aasa, R.; Gothe, P.-O. (1996) Electron paramagnetic resonance
studies of cobalt-substituted angiotensin I-converting enzyme. J. Inorg. Biochem.:

62,2, 1, 147-153.

Chiang, Y.-L.; Hsieh, Y.-C.; Fang, J.-Y.; Liu, E.-H.; Huang , Y.-C.; Chuankhayan , P.;
Jeyakanthan, J.; Liu, M.-Y.; Chan, S. L; Chen, C.-J. (2009) Crystal Structure of
Adenylylsulfate Reductase from Desulfovibrio gigas Suggests a Potential Self-
Regulation Mechanism Involving the C Terminus of the [-Subunit. J. Bact.: 191, 24,
7597-7608.

Cocinero, E. J.; Lesarri, A.; Sanz, M. E.; Lépez, J. C.; Alonso, J. L. (2006)
Conformations of a-aminobutyric acid in gas-phase. Chem. Phys. Chem.: 7, 1481-1487.

Cornell, W. D.; Cieplak,P.; Bayly,C. I.; Gould,I. R.; Merz, K. M.; Ferguson, D. M.;
Spellmeyer,D. C.; Fox,T.; Caldwell,J. W.; Kollman, P. A. (1995) A Second Generation
Force Field for the Simulation of Proteins, Nucleic Acids, and Organic Molecules. J.
Am. Chem. Soc.: 117, 19, 5179-5197.

Crichton, R. R. (2008) Biological Inorganic Chemistry: An Introduction. 1°* Edition.
Elsevier Science. Amsterdam, The Netherlands. p. 1-2.

-184-



| Bibliografia

Cotton, F. A.; Wilkinson, G. (1988) Advanced Inorganic Chemistry. 5% Edition. Ed
John Wiley & Sons, Inc. USA.

Dahl, C.; Triper, H. G. (1994) Enzymes of dissimilatory sulfide oxidation in
phototrophic sulfur bacteria. Meth. Enzym.: 400-421.

Deisenhofer, J.; Michel, H. (1989) Nobel lecture. The photosynthetic reaction centre
from the purple bacterium Rhodopseudomonas viridis. EMBO J.: 8, 8, 2149-2170.

Devanathan, M.; Stachurski, Z. (1962) Proceeding of the Royal Society of London Vol.
270 (1962), p. 90.

Dewar, M. J. S.; Merz, K. M. (1985) The development and use of Quantum molecular
models .77. MNDQO calculations for the dehydrocyclooctatetraenes, J. Am. Chem. Soc.:
107, 6175-6179.

El-Sonbati, A. Z.; El-Bindary, A. A.; Mabrouk, E. -S. M.; Ahmed, R. M. (2001)
Spectral studies on metal-ligand bonding of novel rhodanine azodye sulpha drugs.
Spect. Act. A: Mol. and Biom. Spectr.: 57,9, 1751-1757.

Falkowski, P. G.; Fenchel T.; Delong, E. F. (2008) The Microbial Engines That Drive
Earth's Biogeochemical Cycles. Scien.: 320, 1034-10309.

Fang, J. -Y.; Chiang, Y. -L.; Hsieh, Y. -C.; Wang, V. C. -C.; Huang, Y. -C,;
Chuankhayan, P.; Yang, M. -C.; Liu, M. -Y.; Chan, S. I; Chen, C. -J. (2011)
Crystallization of Adenylylsulfate Reductase from Desulfovibrio gigas: A Strategy
Based on Controlled Protein Oligomerization. Cryst. Grow. Des.: 11, 6, 2127-2134.

Filippelli, G. M. (2009) Phosphorus Cycle. Encyc. Earth Scien.: 780-783.

Foster, B. A.; Thomas, S. M.; Mahr, J. A.; Renosto, F.; Patel, H. C.; Segel, I. H. (1994)
Cloning and sequencing of ATP sulfurylase from Penicillium chrysogenum.
Identification of a likely allosteric domain. J. Biol. Chem.: 269, 31, 19777-19786.

Frausto da Silva, J. J. R.; Williams, R. J. P. (2001) “The Biological Chemistry of the
Elements. The inorganic chemistry of life”, 2" Ed. Clarendon Press, Oxford.

Fraisto da Silva, J. J. R.; Williams, R. J. P. (2003) Evolution was Chemically
Constrained. J. Theor. Biol.: 220, 3, 323-343.

Frey, P. A.; Hegeman, A. D. (2007) Enzymatic Reaction Mechanisms. Hardcover Ed.
Oxford University. p 1-3.

Friedrich, C.; Rother, D.; Bardischewsky, F.; Quentmeier, A.; Fischer, J. (2001)
Oxidation of reduced inorganic sulfur compounds by Bacteria: Emergence of a common
Mechanism? Appl. Environ. Microbiol.: 67, 7, 2873-2882.

Fritz, G.; Biichert, T.; Huber, H.; Stetter, K. O.; Kroneck, P. M. H. (2000)
Adenylylsulfate reductases from archaea and bacteria are 1:1 af-heterodimeric

-185-



| Bibliografia

iron—sulfur flavoenzymes — high similarity of molecular properties emphasizes
their central role in sulfur metabolism. FEBS Lett.: 473, 1, 63-66.

Fritz, G.; Roth, A.; Schiffer, A.; Buchert, T.; Bourenkov, G.; Bartunik, H. D.; Huber,
H.; Stetter, K. O.; Kroneck, P. M. H.; Ermler, U. (2002) Structure of adenylylsulfate

reductase from the hyperthermophilic Archaeoglobus fulgidus at 1.6-A resolution.
PNAS: 99,1836-1841.

Furusaka, C. (1961) Sulphate transport and metabolism Desulphovibrio
desulphuricans. Nature: 192, 4801, 427-429.

Fusari, C.; Demonte, A. M.; Figueroa, C. M.; Aleanzi, M.; Iglesias, A. A. (2006) A
colorimetric method for the assay of ADP-glucose pyrophosphorylase. Anal. Biochem.:
352, 1, 145-147.

Galloway, J. M.; Dentener, F. J.; Capone, D. G.; Boyer, E. W.; Howarth, R. W_;
Seitzinger, S. P.; Asner, G. P.; Cleveland, C. C.; Green, P. A.; Holland, E. A.; Karl, D.
M.; Michaels, A. F.; Porter, J. H.; Townsend, A. R.; Voosmarty, C. J. (2004) Nitrogen
Cycles: Past, Present, and Future. Biogeochem.: 70, 2, 153-226.

Gatteschi, D.; Caneschi, A.; Pardi, L.; Sessoli, R. (1994) Large clusters of metal ions:
the transition from molecular to bulk magnets. Science: 265, 5175, 1054-1058.

Gavel, O. Y.; Bursakov, S. A.; Calvete, J. J.; George, G. N.; Moura, J. J. G.; Moura, 1.
(1998) ATP sulfurylases from sulfate-reducing bacteria of the genus Desulfovibrio. A
novel metalloprotein containing cobalt and zinc. Biochem.: 37, 46, 16225-16232.

Gay, S. C.; Fribourgh, J. L.; Donohoue, P. D.; Segel, 1. H.; Fisher, A. J. (2009) Kinetic
properties of ATP sulfurylase and APS kinase from Thiobacillus denitrificans. Arch.
Biochem. Biophys.: 489, 1-2, 110-117.

German-Acacio, J. M.; Herndndez-Ortega, S.; Aakerdy, C. B.; Valdés-Martinez, J.
(2009) Using Lewis acidity differences in chelating ligands to control molecular

structure and supramolecular assembly of Cu(ll) complexes. Inorg. Chim. Acta: 362,
4087-4090.

Gonzdlez, P. J.; Barrera, G. L.; Rizzi, A. C.; Moura, J. J. G.; Passeggi, M. C. G.;
Brondino, C. D. (2009) EPR studies of the Mo-enzyme aldehyde oxidoreductase from
Desulfovibrio gigas: An application of the Bloch—Wangsness—Redfield theory to a
system containing weakly-coupled paramagnetic redox centers with different relaxation
rates. J. Inorg. Biochem.: 103, 1342-1346.

Gordy, W.; Cook, R. L. (1984) Techniques of Chemistry, Microwave Molecular
Spectra. Hardcover Wiley-Interscience; Volume 18 ed.

Grant, R. S.; Coggan, S. E.; Smythe, G. A. (2009) The physiological action of picolinic
acid in the human brain. Int. J. Tryp. Res., 2, 71-79.

-186-



| Bibliografia

Grabow, J. U.; Stahl, W.; Dreizler, H. (1996) A multioctave coaxially oriented
beam-resonator arrangement Fourier-transform microwave spectrometer. Rev. Sci.
Instrum.: 67, 4072.

Gregersen, L. H.; Bryant, D. A.; Frigaard, N. U. (2011) Mechanisms and Evolution of
Oxidative Sulfur Metabolism in Green Sulfur Bacteria. Front. Microbiol.: 2, 116.
Harjes, S.; Bayer, P.; Scheidig, A. J. (2005) The crystal structure of human PAPS
synthetase 1 reveals asymmetry in substrate binding. J. Mol. Biol.: 347, 3, 623-635.

Hawes, C. S.; Nicholas, D. J. (1973) Adenosine 5'-triphosphate sulphurylase from
Saccharomyces cerevisiae. Biochem. J.: 133, 3, 541-550.

Hitchman, M. A.; Kwan, L.; Engelhardt, L. M.; White, A. H. J. (1987) Electron spin
resonance and electronic spectra and crystal and molecular structures of copper(Il)
amino acid complexes Chem. Soc. Dalton Trans.: 457-465.

Hoffmann, S. K.; Groslar, J.; Szezepaniak, L. S. (1988) Weak exchange interaction
in cis-Cu(NH2CH2CO0O)2 -H2) single crystal: EPR studies. Phys. Rev. 37, 7331.

Hollas, J. M. (2004) Modern Espectroscopy. 4th Edition Copyright by John Wiley &
Sons Ltd, The Atrium, Southern Gate, Chichester, West Sussex PO19 8SQ, England.

Jellinek, H. H. G.; Gordon, A. (1949) The Hydrolysis of Nicotinamide in Hydrochloric
Acid Solutions. J. Phys. Chem.: 53, 7, 996-1009.

Jellinek, H. H. G.; Wayne, M. G. (1951) Nicotinamide; ultraviolet absorption spectra
and dissociation constants. J. Phys. Colloid Chem.: 55, 2, 173-180.

Jellinek, H. H. G.; Urwin, J. R. (1954) Ultraviolet Absorption Spectra and Dissociation
Constants of Picolinic, Isonicotinic Acids and their Amides. J. Phys. Chem.:58, 7, 548-
550.

Johnson, M. K. (1998) Iron-sulfur proteins: New roles for old clusters. Curr. Opin.
Chem. Biol.: 2, 2, 173-181.

Karlin, K. D. (1993) Metalloenzymes, structural motifs, and inorganic models. Science:
261, 5122, 701-708.

Klotz, M. G.; Bryant, D. A.; Hanson, T. E. (2011) The microbial sulfur cycle. Front.
Microb.: 2, 241.

Koczon, P.; Dobrowolski, J. Cz.; Lewandowski, W.; Mazurek, A.P. (2003)
Experimental and theoretical IR and Raman spectra of picolinic, nicotinic and
isonicotinic acids. J. Mol. Struc.: 655, 1, 89-95.

Kopriva, S.; Biichert, T.; Fritz, G.; Suter, M.; Benda, R.; Schiinemann, V.; Koprivova,
A.; Schiirmann, P.; Trautwein, A. X.; Kroneck, P. M.; Brunold, C. (2002) The presence
of an iron-sulfur cluster in adenosine 5'-phosphosulfate reductase separates organisms
utilizing adenosine 5'-phosphosulfate and phosphoadenosine 5'-phosphosulfate for
sulfate assimilation. J. Biol. Chem.: 277, 24, 21786-21791.

-187-



| Bibliografia

Krishnan, R.; Pople, J. A. (1978) Approximate fourth-order perturbation theory of
the electron correlation energy. Int. J. Quant. Chem.: 14, 1, 91-100.

Kuo, L. C.; Makinen, M. W. (1985) Ground term splitting of high-spin Co**as a probe
of coordination structure. 2. The ligand environment of the active site metal ion of
carboxypeptidase A in ester hydrolysis. J. Am. Chem. Soc.: 107, 18, 5255-5261.

Lalor, D. J.; Schnyder, T.; Saridakis, V.; Pilloff, D. E.; Dong, A.; Tang, H.; Leyh, T.S.;
Pai, E. F. (2003) Structural and functional analysis of a truncated form of
Saccharomyces cerevisiae ATP sulfurylase: C-terminal domain essential for oligomer
Sformation but not for activity. J. Prot. Eng.: 16, 1071-1079.

Lampreia, J.; Moura, L.; Teixeira, M.; Peck, H. D. Jr; Legall, J.; Huynh, B. H.; Moura, J.
J. (1990) The active centers of adenylylsulfate reductase from Desulfovibrio gigas. Eur.
J. Biochem.: 188, 3, 653-664.

Lampreia, J.; Pereira, A. S.; Moura, J. J. G. (1994) Adenylylsulfate reductases from
sulfate-reducing bacteria. Met. Enzym.: 243, 241-260.

Larrabee, J. A.; Alessi, C. M.;Asiedu, E. T.;Cook, J. O.; Hoerning, K. R.; Klingler, L.
J.; Okin, G. S.; Santee, S. G.; Volkert, T. L. (1997) Magnetic Circular Dichroism
Spectroscopy as a Probe of Geometric and Electronic Structure of Cobalt(Il)-

Substituted Proteins: Ground-State Zero-Field Splitting as a Coordination Number
Indicator. J. Am. Chem. Soc., 119, 18, 4182—4196.

Latt, S. A.; Vallee, B. L. (1971) Spectral properties of cobalt carboxypeptidase. Effects
of substrates and inhibitors. Biochem.: 10, 23, 4263-4270.

Lehn, J.-M. (1988) Supramolecular Chemistry - Scope and Perspectives Molecules,
Supermolecules, and Molecular Devices (Nobel Lecture. Ang. Chem. Ed. Int.: 27, 1, 89-
112.

Lesarri, A.; Mata, S.; Cocinero, E. J.; Blanco, S.; L6pez, J. C.; Alonso, J. L. (2002)
The Structure of Neutral Proline. Ang. Chem.: 114, 24, 4867-4870.

Lesarri, A.; Cocinero, E. J.; Lopez, J. C.; Alonso, J. L. (2004) The Shape of Neutral
Valine. Ang. Chem. Int. Ed. 43, 5, 605-610.

Leyh, T. S.; Taylor, J. C.; Markham, G. D. (1988) The sulfate activation locus of
Escherichia coli K12: Cloning, genetic, and enzymatic characterization. J. Biol. Chem.:
263, 5, 2409-2416.

Leyh, T. S. (1993) The physical biochemistry and molecular genetics of sulfate
activation. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol.: 28, 6, 515-542.

Levy, H. A.; Corey, R. B. (1941). The crystal structure of dl-alanine. J. Am. Chem.
Soc., 63, 8, 2095-2108.

Lippard, S. J.; Berg, J. M. (1994) Principles of Bioinorganic Chemistry. University
Science Books: Mill Valley, CA, USA.

-188-



| Bibliografia

Lopez, J. C.; Alonso, J. L.; Pefia, I. Vaquero, V. (2010). Hydrogen bonding and
structure of uracil-water and thymine-water complexes. Phys. Chem. Chem. Phys.: 12,
42, 14128-14134.

Lopez-Cortés, A.; Bursakov, S.; Figueiredo, A.; Thapper, A. E.; Todorovic, S.; Moura,
J. J. G.; Ollivier, B.; Moura, 1.; Fauque, G. (2005) Purification and preliminary
characterization of tetraheme cytochrome c; and adenylylsulfate reductase from the
peptidolytic sulfate-reducing bacterium Desulfovibrio aminophilus DSM 12254.
Bioinorg. Chem. App.: 1, 2, 81-91.

Lovley, D. R. (2002) Dissimilatory Metal Reduction: from Early Life to
Bioremediation. Diverse bacteria and Archea use a novel form of respiration-oxidizing
hydrogen or organic compounds with the reduction of metals. ASM News: 68, 5, 231-
237.

Lovley, D. R. (2003) Cleaning up with genomics: applying molecular biology to
bioremediation. Nat. Rev. Microb.: 1, 35-44.

Lunn, J. E.; Droux, M.; Martin, J.; Douce, R. (1990) Localization of ATP Sulfurylase
and O-Acetylserine(thiol)lyase in Spinach Leaves. Plant Physiol.: 94, 1345-1352.

Makinen, M. W.; Yim, M. B. (1981) Coordination environment of the active-site metal
ion of liver alcohol dehydrogenase. PNAS: 78, 10, 6221-6225.

Makinen, M. W.; Kuo, L. C.; Yim, M. B.; Wells, G. B.; Fukuyama, J. M.; Kim, J. E.
(1985) Ground term splitting of high-spin cobalt(2+) ion as a probe of coordination

structure. 1. Dependence of the splitting on coordination geometry. J. Am. Chem. Soc.:
107, 5245-5255.

Maret, W.; Vallee, B. L. (1993) Cobalt as probe and label of proteins (Review). Meth.
Enzym.: 226, 52-70.

Mata, S.; Vaquero, V.; Cabezas, C.; Pena, L.; Pérez, C.; Lopez, J. C.; Alonso, J. L.
(2009) Observation of two new conformers of proline in the gas phase: A LA-MB-
FTMW study. Phys. Chem. Chem. Phys.: 11, 4141-4144.

Mata, S.; Peiia, I.; Cabezas, C.; Lopez, J. C.; J. L. Alonso (2012) A broadband Fourier-
transform microwave spectrometer with laser ablation source: The rotational spectrum
of nicotinic acid. J. Mol. Spectrosc.: 280, 91-96.

Miessler, G. L.; Fischer, P. J.; Tarr, D. A. (2013). Inorganic Chemistry. Prentice Hall. p.
696.

Miwa, Y.; Mizuno, T.; Tsuchida, K.; Taga, T.;Iwata, Y. (1999) Experimental
charge density and electrostatic potential in nicotinamide. Acta Cryst. B: 55,78-
84.

Moller, C.; Plesset, M. S. (1934) Note on an Approximation Treatment for Many-
Electron Systems. Phys. Rev.: 46, 618.

-189-



| Bibliografia

Mougous, J. D.; Lee, D. H.; Hubbard, S. C.; Schelle, M. W.; Vocadlo, D. J.; Berger, J.
M.; Bertozzi, C. R. (2006) Molecular basis for G protein control of the prokaryotic ATP
sulfurylase. Mol Cell.: 21, 1, 109-122.

Needleman, S. B.; Wunsch, C. D. (1970) A general method applicable to the search for
similarities in the amino acid sequence of two proteins. J. Mol. Biol.: 48, 3, 443-453.

Nelson D. L.; Cox, M. M. (2001) Lehninger. Principles of Biochemistry. 4th. Edition;
Ediciones Omega S. A.; p. 204-206, 520-521.

Neuman, N. L; Perec, M.; Gonzélez, P. J.;Passeggi, M. C. G.; Rizzi, A. C.; Brondino, C.
D. (2010) Single Crystal EPR Study of the Dinuclear Cu(ll) Complex
[Cu(tda)(phen)]>-Hxtda (tda) Thiodiacetate, phen) Phenanthroline): Influence of Weak
Interdimeric Magnetic Interactions. J. Phys. Chem. A: 114, 13069-13075.

Neuman, N. L.; Franco, V. G.; Ferroni, F. M.; Baggio, R.; Passeggi, M. C. G.; Rizzi, A.
C.; Brondino, C. D. (2012) Single crystal EPR of the mixed-ligand complex of
copper(Il) with | -glutamic acid and 1,10-phenanthroline: A study on the narrowing of
the hyperfine structure by exchange. J. Phys. Chem. A: 116, 50, 12314-12320.

Ogata, H., Agrawal, A. G.; Kaur, A. P.; Goddard, R.; Girtner, W.; Lubitz, W. (2008)
Purification, crystallization and preliminary X-ray analysis of adenylylsulfate reductase
Jfrom Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F. Acta Crystal. Sect. F: Struct. Biol. Crystal.
Comm.: 64, 11, 1010-1012.

Osslund, T.; Chandler, C.; Segel, I. H. (1982) ATP sulfurylase from higher plants:
purification and preliminary kinetics studies on the cabbage leaf enzyme. Plant Physiol.:
70, 1, 39-45.

Parey, K.; Demmer, U.; Warkentin, E.; Dahl, C.; Ermler, U. (2012) The crystal
structure of the ATP sulfurylase from Allochromatium vinosum in the open state. PDB:
DOI: 10.2210/pdb4dnx/pdb.

Peck, H. D. Jr.; Deacon, T. E.; Davidson, J. T. (1965) Studies on adenosine 5'-
phosphosulfate reductase fromdesulfovibrio desulfuricans and thiobacillus thioparus I.
The assay and purification. BBA Sec. Nucl. Ac. Prot. Synth.: 96, 3, 429-446.

Pelletier, H.; Kraut, J. (1992) Crystal structure of a complex between electron transfer
partners, cytochrome c peroxidase and cytochrome c. Science.: 258, 5089, 1748-1755.

Pefia, M. I.; Varela, M.; Franco, V. G.; Lopez, J. C.; Cabezas, C.; Alonso, J. L. (2014)
Picolinic and Isonicotinic Acids: A Fourier Transform Microwave Spectroscopy Study.
J. Phys. Chem. A: 118, 11373-11379.

Phillips, R.; Quake, S. R. (2006) The Biological Frontier of Physics. Phy. Today: 59, 5,
38-43.

Pickett, H. M. (1991) The fitting and prediction of vibration-rotation spectra with spin
interactions. J.Mol.Spectrosc.: 148, 371-377.

-190-



| Bibliografia

Pilbrow, J.R. (1991) Transition Ion Electron Paramagnetic Resonance. Oxford
University Press, USA.

Postgate, J. R. (1968) Fringe biochemistry among microbes. Proc. Roy. Soc. B: 171, 67-
76.

Renosto F, Schultz T, Re E, Mazer J, Chandler CJ, Barron A, Segel IH.(1985)
Comparative stability and catalytic and chemical properties of the sulfate-activating

enzymes from Penicillium chrysogenum (mesophile) and Penicillium duponti
(thermophile). J. Bacteriol. 164(2):674-83.

Renosto, F.; Martin, R. L.; Wailes, L. M.; Daley, L.A.; Segel 1. H. (1990) Regulation of
inorganic sulfate activation in filamentous fungi. Allosteric inhibition of ATP
sulfurylase by 3'-phosphoadenosine-5'"-phosphosulfate. J. Biol. Chem.; 265(18):10300-
10308.

Renosto, F.; Patel, H. C.; Martin, R. L.; Thomassian, C.; Zimmerman, G.; Segel, I. H.
(1993) ATP sulfurylase from higher plants: kinetic and structural characterization of

the chloroplast and cytosol enzymes from spinach leaf. Arch. Biochem. Biophys.: 307,
2,272-85.

Rizzi, A. C.; Piro, O. E.; Castellano, E. E.; Nascimento, O. R.; Brondino, C. D. (2000)
Structure and single crystal EPR study of Cu(ll)(L-threonine)2-H>O. Inorg.Chim. Acta
305, 19-25.

Rizzi, A.C.; Baggio, R.; Garland, M.T.; Peiia, O.; Perec, M. (2003a) New
homobinuclear carboxylate-bridged gadolinium (Il1) complexes. Inorg. Chimica Acta:
353, 315-319.

Rizzi, A. C.; Brondino, C. D.; Calvo, R.; Baggio, R.; Garland, M. T.; Rapp. R. E.
(2003b) Structure and Magnetic Properties of Layered High-Spin Co(Il)(L-
threonine)2(H20),. Inorg. Chem.: 42, 4409-4416.

Robbins, P. W.; Lipmann, F. (1958) Enzymatic synthesis of adenosine-5'-
phosphosulfate. J. Biol. Chem.: 233, 3, 686-690.

Rosa, V.; Gonzdlez, P. J.; Avilés, T.; Gomes, P. T.; Welter, R.; Rizzi, A. C.; Passeggi,
M. C. G.; Brondino, C. D. (2006) Synthesis, solid-state structures, and EPR
spectroscopic studies on polycrystalline and single-crystal samples of a-diimine
cobalt(1l) complexes. Eur. J. Inorg. Chem.: 23, 4761-4769.

Rother, D.; Ringk, J.; Friedrich, C. G. (2008) Sulfur oxidation of Paracoccus
pantotrophus: the sulfur-binding protein SoxYZ is the target of the periplasmic thiol—
disulfide oxidoreductase SoxS. Microbiol.: 154, 1980-1988.

Rousk, J.; Bengtson, P. (2014) Microbial regulation of global biogeochemical cycles.
Front. Microbiol.: 5, 103.

Sack, R. A. (1958) A contribution to the theory of the exchange narrowing of spectral
lines. Mol. Phys., 1, 163-167.

-191-



| Bibliografia

Sanz, M. E.; Lesarri, A.; Peifia, I.; Vaquero, V.; Cortijo, V.; Lépez, J. C.; Alonso, J. L.
(2006a) The shape of p-alanine. J. Am. Chem. Soc.: 128, 11, 3812-3817.

Sanz, M. E.; Cortijo, V.; Caminati, W.; Loépez, J. C.; Alonso, J. L.(2006b) The
conformers of phenylglycine. Chem. Eur.J. 12, 2564-2570.

Schimel, D. S. (1995). Terrestrial ecosystems and the carbon-cycle. Glob. Chan. Biol.:
1,77-91.

Schrader, N.; Fischer, K.; Theis, K.; Mendel, R. R.; Schwarz, G.; Kisker, C. (2003) The
crystal structure of plant sulfite oxidase provides insights into sulfite oxidation in plants
and animals. Structure: 11, 10, 1251-1263.

Schveigkardt, J. M.; Rizzi, A. C.; Piro, O. E.; Castellano, E. E.; Costa de Santana, R.
Calvo, R.; Brondino, C. D. (2002) Structural and Single Crystal EPR Studies of the
Complex Copper L-Glutamine: A Weakly Exchange-Coupled System with syn-anti
Carboxylate Bridges. Eur. J. Inorg. Chem.: 2913-2919.

Segel, I. H.; Renosto, F.;Seubert, P. A. (1987) Sulfate-activating enzymes. Meth.
Enzymol.: 143, 334-349.

Sekulic, N., Paarmann, 1., Konrad, M., Lavie, A. (2007) Elucidation of the active
conformation of the APS-kinase domain of human PAPS synthetase 1. J. Mol. Biol.:
367, 2, 488-500.

Sieburg, H. B.; J. Allen Mc Cutchan, Oliver K. Clay, Lisa Cabalerro, James J. Ostlund
(1990) Simulation of HIV infection in artificial immune systems Phys. D: Non linear
Phenom. 45, 1-3, 208-227.

Stetter, K. O. (1988) Archaeoglobus fulgidus gen. nov., sp. nov.: a New Taxon of
Extremely Thermophilic Archaebacteria. System. Appl. Microb.: 10, 2, 172-173.

Stewart, J. P (1989) Optimization of parameters for semiempirical methods II.
Applications. J. Comp. Chem.: 10, 2, 221-264.

Suenram, R. D.; Lovas, F. J.; Fraser, G. T. (1988) Microwave spectrum and 4N
quadrupole coupling constants of indole. J. Mol. Spec.: 127, 2, 472-480.

Suter, M.; Von Ballmoos, P.; Kopriva, S.; Op Den Camp, R.; Schaller, J.; Kuhlemeier,
C.; Schurmann, P.; Brunold, C. (2000) Adenosine 5'-phosphosulfate sulfotransferase
and adenosine 5'- phosphosulfate reductase are identical enzymes. J. Biol. Chem.: 275,
2, 930-936.

Takusagawa, F.; Shimada, A.(1973) The cristal structure of picolinic acid. Chem. Let.:
2, 10, 1089-1090.

Taguchi, Y.; Sugishima, M.; Fukuyama, K. (2004) Crystal Structure of A Novel Zinc-
Binding ATP Sulfurylase from Thermus thermophilus HBS. Biochem: 43, 14, 4111-
4118.

-192-



| Bibliografia

Thapper, A.; Rivas, M. G.; Brondino, C. D.; Ollivier, B.; Fauque, G.; Moura, I.; Moura,
J. J. G. (2006) Biochemical and spectroscopic characterization of an aldehyde
oxidoreductase isolated from Desulfovibrio aminophilus. J. Inorg. Biochem: 100, 44-50.

Tippler, Paul (1998). Physics for Scientists and Engineers: Vol. 1 (4th ed.). W. H.
Freeman.

Ullrich, T.C.; Blaesse, M.; Huber, R. (2001) Crystal structure of ATP sulfurylase from
Saccharomyces cerevisiae, a key enzyme in sulfate activation. EMBO J.: 20, 3, 316-329.

Urich, T.; Bandeiras, T. M.; Leal, S. S.; Rachel, R.; Albrecht, T.; Zimmermann, P.;
Scholz, C.; Teixeira, M.; Gomes, C. M.; Kletzin, A. (2004) The sulphuroxygenase
reductase from Acidianus ambivalens is a multimeric protein containing a low-potential
mononuclear non-hem iron centre. Biochem. J.: 381, 137-146.

Venegas-Yazigi, D.; Brown, K. A.; Vega, A.; Calvo, R.; Aliaga, C.; Santana, R. C.;
Cardoso-Gil, R.; Kniep, R.; Schnelle, W.; Spodine, E. (2011) Exchange Interactions
Through pi-pi Stacking in the Lamellar Compound
[{Cu(bipy)(en)}{ Cu(bipy)(H20)}{VO3}4]n. Inorg. Chem., 50, 11461-11471.

Venkatachalam, K. V. (2003) Human 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate (PAPS)
Synthase: Biochemistry, Molecular Biology and Genetic Deficiency. TUBMB Life: 55,
1-11.

Vincent, J. F. V.; Bogatyreva, O. A.; Bogatyrev, N. R.; Bowyer, A.; Pahl, A-K. (2006)
Biomimetics: its practice and theory. J. R. Soc. Interf.: 3,9, 471-482.

Vogelsanger, B.; Brown, R. D.; Godfrey, P. D.; Pierlot, A. P. (1990) The Microwave
Spectrum of a Vitamin: Nicotinamide. J. Mol. Spect.: 145, 1, 1-11.

Voronkova, V.; Galeev, R.; Korobchenko, L.; Madalan, A. M.; Andruh, M.; Kravtsov,
V. C.; Simonov, Y. A. (2005) Exchange interaction at the supramolecular level.

EPR investigation of two copper (11) compounds:
[Cuz(acac)2(phen)2(bpe)](CI04)2-(bpe)-CH3CN-H>0Oand[ Cuz(acac)2(phen)2(bpp)
J(CI04)2-6H20 (bpe=trans-1,2-bis(4-pyridyl)ethylene, bpp = bis(4-

pyridyl)propane). Appl. Magn. Reson.: 28, 297-310.

Weil, J. A.; Bolton, J. R.; Wertz, J. E. (1995) Electron paramagnetic resonance.
Elementary theory and practical applications. 1% Edition. John Wiley and Sons Inc.,
New York, USA.

Weil, J. A.; Bolton, J. R. (2006) Electron Paramagnetic Resonance: Elementary Theory
and Practical Applications, 2"d Edition. John Wiley & Sons, Inc. New York, USA.

Weinkauf, R.; Schermann, J. -P.; De Vries, M. S.; Kleinermanns, K. (2002) Molecular
physics of building blocks of life under isolated ordefined conditions (Review) Eur.
Phys. J. D.: 20, 3, 309-316.

-193-



| Bibliografia

Werth, M. T.; Tang, S.-F; Formicka, G.; Zeppezauer, M.; Johnson, M. K. (1995)
Magnetic Circular Dichroism and Electron Paramagnetic Resonance Studies of Cobalt-
Substituted Horse Liver Alcohol Dehydrogenase. Inorg. Chem. 34, 218-228.

Wilson, L.G.; Bandurski, R.S. (1958) Enzymatic reactions involving sulfate, sulfite,
selenate and molybdate. J. Biol. Chem.: 233, 4, 975-981.

Whitten, K. W.; Gailey, K. D.; Davis, R. E. (1996) “General Chemistry”. 3" Edition.
Ed. McGraw-Hill. p. 771-772.

Wu, Y. D.; Houk, K. N. (1993) Theoretical study of conformational features of NAD+
and NADH analogs: protonated nicotinamide and 1,4-dihydronicotinamide. J. Org.
Chem.: 58, 8, 2043-2045.

Yu, M.; Martin, R. L.; Jain, S.; Chen, L. J.; Segel, I. H. (1989) Rat liver ATP-
sulfurylase: purification, kinetic characterization, and interaction with arsenate,

selenate, phosphate, and other inorganic oxyanions. Arch. Biochem. Biophys.: 269, 1,
156-174.

Yu, Z.; Lansdon, E. B.; Segel, I. H.; Fisher, A. J (2007) Crystal structure of the
bifunctional ATP sulfurylase-APS kinase from the chemolithotrophic thermophile
Aquifex aeolicus. J. Mol. Biol.: 365, 732-743.

-194-



