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Resumen

En este trabajo se estudia el comportamiento electroquimico y espectro-
electroquimico del compuesto flavin mononucleétido (FMN) y de la enzima
Citocromo-c en buffer de fosfatos pH 7.2, asi como de su mezcla para elucidar
la interaccion entre estas biomoléculas. Se realizaron experimentos
espectroscopicos UV y de dicroismo circular para corroborar el tipo de
interaccién. Ademas, se realizaron estudios de acoplamiento molecular de la
interaccion del FMN con la enzima citocromo-c, que soportan los resultados

experimentales.

Abstract

In this work the electrochemical and spectro-electrochemical analysis of the
compound flavin mononucleotide (FMN) and Cytochrome-c in phosphate
buffer pH 7.2 , was evaluated, as well as their mixture to elucidate the
interaction between these biomolecules. UV spectroscopic and circular
dichroism experiments were performed to corroborate the type of interaction.
Besides molecular docking studies of the interaction of FMN with the
cytochrome-c enzyme were carried out, which support the experimental

results.
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1.0 Antecedentes

1.1 Importancia del compuesto FMN en procesos biolégicos

Las moléculas como flavin mononucledtido (FMN) y flavin adenin dinucleétido
(FAD) son generadas a partir de la riboflavina (vitamina B2) y pueden ser
sintetizadas por hongos plantas y bacterias, los organismos que no pueden
producirla deben indefectiblemente obtenerla desde la dieta [1]. La vitamina
B2 existe en la sangre asi como sus cofactores biolégicos: FMN y FAD [2], que
son compuestos esenciales y ubicuos en la naturaleza. Estos cofactores
contenidos en flavoproteinas participan en una amplia variedad de
transformaciones bioquimicas importantes para la vida como la transferencia
de electrones, la deshidrogenacion de algunos metabolitos, activacion de
oxigeno por oxidacion, reacciones de hidroxilacion [3], reacciones de 6xido-
reduccion, procesos celulares como la catdlisis quimica, la regulacion, la
sefializacion y la deteccidon de senales intra y extracelulares [4]. Dichas
reacciones impactan sobre los procesos bioldgicos como la reparacion del ADN

y la bioluminiscencia, el mantenimiento del ritmo circadiano y mas [5].

La accion bioldgica de la riboflavina y sus derivados FMN y FAD se caracteriza
por participar en procesos de transferencia de electrones. Asi, estos
compuestos pueden existir en tres estados redox diferentes: oxidado (F),

semiquinona (FH®) y reducido (RFH2) [6]. El compuesto FMN es considerado

un mediador de transferencia electronica en sistemas bioldgicos [7]. Esta
molécula es considerada de suma importancia en las reacciones vitales de
organismos, si nos enfocamos solo en los microorganismos las bacterias del

genero Shewanella sp., que son reductoras de metales y han sido utilizadas en



biorremediacion y generacidn de electricidad valiendose de su capacidad para
secretar flavinas (FMN) y utilizarlas como transportadores de electrones en la

transferencia electrénica extracelular [8].

1.2 Propiedades redox del compuesto FMN

FMN pertenece a las flavoenzimas que es un término genérico para definir
enzimas que contienen el croméforo heterociclico de tres anillos isoaloxazina,
[4]. Cada estado redox de la flavina tiene diferentes propiedades quimicas que
pueden ser moduladas por el entorno proteico en el que ésta se encuentre, lo
gue permite que la flavina unida a la proteina realice una gran variedad de

reacciones enzimaticas [1].
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Figura 1. Estados ionicos y redox de la flavina [9].

Las flavoenzimas catalizan los procesos de transferencia de electrones

asociados con la flavina, y la transferencia de electrones ocurre a través de la



transferencia de electrones desde HOMO de un donante de electrones a
LUMO de un aceptor de electrones. Cuando se lleva a cabo una transferencia
electronica o de carga entre un donante y un aceptor depende de la relacién

entre HOMO y LUMO del donante y el aceptor, respectivamente [9].

Tanto FMN como FAD vy riboflavina, cumplen la funcidon de mediadores redox
(RM) extracelulares y son reducidos por las proteinas de la membrana externa
en bacterias y la capacidad que han logrado para producir moléculas derivadas

de las flavinas [10].

Un aspecto conocido y estudiado de las flavinas es que son capaces de quelar
Fe y otros metales a través del anillo isoaloxacina [11]. Reiterando su
versatilidad y especificidad. También funcionan como emisores de luz en
bacterias, emitiendo fotones durante la oxigenacion de aldehidos. Este
mecanismo que las bacterias marinas adoptan es para emitir su fascinante luz

por la noche [9].

1.3 Importancia de la enzima Citocromo-c

La enzima Citoromo-c es una hemoproteina mitocondrial que participa en al
menos dos procesos celulares criticos: la transferencia de electrones en la
cadena respiratoria mitocondrial y la iniciacién de la apoptosis, cuando es

liberado al citisol [12].

La funcién del Citocromo-c es esencialmente la transferencia de electrones,
esta implicado en la respiracidén aerdbica y anaerdbica [13]. En los organismos

aerobicos, la oxidacion de la glucosa se desarrolla principalmente en 2 etapas.



La primera llamada glucdlisis. La segunda es la respiracion, la cual también se

subdivide en dos: el ciclo de Krebs y el transporte de electrones.

En la etapa final de la respiracién, el NADH* + H" y el FADH; donan electrones,

y son conducidos hasta la cadena transportadora de electrones, separandose

de los protones, hasta que se vuelven a reunir con éstos y el O, para formar

agua. Los escenarios principales de esta cadena de pasos se describen

enseguida [14]:

La FADH deshidrogenasa (complejo |) con una flavoproteina Fe-S.

La NADH deshidrogenasa (complejo IlI) con el grupo prostético FMN y una
flavoproteina Fe-S.

La ubiquinona o coenzima Q, a la cual los dos complejos anteriores ceden
los electrones.

Los citocromos b o c1 (complejo Ill) de unos 500 kDa, en forma de dimero;
cada mondmero contiene dos grupos hemo (con Fe) y una proteina Fe-S,
recibiendo los electrones de la ubiquinona.

El Citocromo-c, que recibe los electrones del complejo lll.

La citocromo-oxidasa (complejo 1V), de unos 300 kDa, con dos grupos hemo
y un grupo con Cu. En este complejo se unen los electrones recibidos del
citocromo c con los protones y con el O; para formar H;O, consumiéndose

alrededor del 90 % del O, utilizado por la célula.

Como ya se menciond anteriormente el Citocromo-c funciona en la cadena

transportadora de electrones durante la respiracion anaerobia en bacterias y

aerobia en células eucariotas. La importancia de este complejo radica en la
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responsabilidad de transferir los electrones del complejo Il al Citocromo-c o

complejo IV quien acepta el electrén en el centro redox [15].

El Citocromo-c también estda muy extendido en diversos microorganismos,
donde participan en procesos bioquimicos como la respiracién y otras vias.
Especificamente el citocromo ¢ funciona con enzimas redox y constituyen un

punto de entrada y salida de electrones en el ciclo catalitico de la enzima [13].

Figura 1.1 Representacion del Citocromo-c de corazdn equino, generado partir de datos
cristalograficos [27].
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1.4 Propiedades redox de la enzima Citocromo-c

La enzima Citocromo-c se caracteriza por tener en su estructura un grupo
hemo, unido por un enlace covalente o no covalente al resto de la cadena
polipeptidica. El grupo hemo contiene en su estructura un ién hierro (Fe) que
esta coordinado y su estado de oxidacién puede variar entre Fe ?* (reducido) y

Fe 3* (oxidado) permitiendo una transferencia electrénica [16].

La presencia de un elemento bioldgico (proteina o enzima) en contacto con un
electrodo de trabajo hace posible la transferencia de carga directa entre el

centro activo de la proteina y la superficie del electrodo.

Entre sus propiedades el citocromo c presenta un color rojizo en disolucion, es
considerado una proteina redox, soluble en agua y de pequefio tamaiio (Mw =
12 384 Da). Debido a su estructura sencilla se considera una molécula modelo
eucariota casi universal y se encuentra entre las mas estudiadas. La descripcidn
estructural tridimensional del citocromo c fue resuelta por primera vez en
1970 mediante la técnica de difraccion de rayos X y utilizando una resolucién

de 2.8 A.106 [9].

El punto isoeléctrico informa si la proteina se encuentra cargada positiva o
negativamente en funcidn del pH del medio en que se trabaje. Esto significa
gue a un valor cercano del punto isoeléctrico las interacciones hidrofdbicas
entre el adsorbato y el adsorbente son maximas. El Citocromo-c presenta un
valor de punto isoeléctrico en torno a 10.1 por tanto, la proteina disuelta en

un medio tamponado a pH 7 se encuentra cargada positivamente.

La transferencia de carga en cuanto a los electrones dependera de la distancia

de separacion entre el elemento dador de electrones, y el elemento aceptor
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de electrones, la proteina/enzima redox. Una distancia relativamente grande
desde la superficie del electrodo y el centro activo de la proteina supone que
no exista comunicacidon directa y, por tanto, este factor dificulte la

transferencia de carga.

1.5 Estudios electroquimicos de la enzima Citocromo-c.

El hecho de que el sitio activo del Citocromo esté incrustado en el dominio de
la proteina complica la cinética de los electrodos impidiendo asi el registro de
respuesta electroquimica. Para superar esta complicacidon se pueden utilizar
estrategias como agregar a la solucidén o inmovilizar al electrodo moléculas de
carga, también Illamados promotores, para inducir interacciones
electrostaticas que acerquen la enzima y el sitio activo al electrodo con la
intencion de aumentar la cantidad de electrones. Se puede observar la
transferenciay, por lo tanto, la respuesta electroquimica. A modo de ejemplo,
no se observa respuesta electroquimica en el voltamperograma ciclico del
Citocromo-c, en presencia de derivados de piridina-n-carboxaldehido
tiosemicarbazona unidos a electrodo de oro, que dependiendo de la posicion
del nitrégeno en el anillo aromatico potencian la transferencia de electrones
debido a su interaccion con residuos de carga Lisina-NHs", en la periferia de la

proteina, mostrado en el esquema de la Figura 1.2 [17].
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Figura 1.2. Mejora sistematica en la electroquimica del citocromo ¢ observada a medida
que el isdmero del promotor de superficie piridina-n carboxaldehido tiosemicarbazona
cambiade(a)n=2a(b)n=3a(c)n=4[27].

Una forma alternativa para estudiar los procesos redox de las enzimas con
cinéticas electrédicas lentas son las técnicas espectroscopicas vy
electroquimicas acopladas, también Ilamadas técnicas espectro-
potenciostaticas. La base de estas técnicas es el control de la relacién [O]/[R]
del par redox en una capa delgada de solucidn por el potencial aplicado a la
celda. El par redox se convierte gradualmente de un estado de oxidacién a otro
mediante una serie de potenciales aplicados para los cuales cada valor
correspondiente de [O]/[R] se determina a partir de los espectros. Cada
potencial se mantiene hasta los casos de electrolisis, de modo que el valor de
equilibrio de [O]/[R] se establece segun lo definido por la ecuacién de Nernst.
Para los sistemas bioldgicos que se someten a una transferencia lenta de
electrones con el electrodo, se puede agregar un titulante mediador para
transportar electrones entre el electrodo y una biomolécula acoplando el
potencial de la solucién al potencial del electrodo. Los requisitos para un

titulante-mediador 6ptimo son que presenten cinética electrddica rapida y una
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transferencia de electrones homogénea con el bio-componente rapida,
estabilidad en ambos estados de oxidacién y una ausencia de propiedades
espectrales que interfieran con el monitoreo éptico del biocomponente y un
grado de interaccidon que permita asociar el potencial aplicado con el Eo” de la

biomolécula, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(On] _ o, RT | (0]

Donde m y b se refieren al mediador-titulante y al bicomponente
respectivamente; y E° y n se determinan a partir del grafico de Nernst de los
valores E.pp Y los valores correspondientes de [0]/[R], determinados a partir
de los espectros registrados para cada potencial [18]. En el caso del Citocromo-
¢, el mediador redox que se ha reportado es el 2,6-diclorofenolindofenol
(DCIP). En el esquema 1.1. se presenta el proceso de mediacién redox del
Citocromo-c, con (DCIP) y su mecanismo electroquimico, donde M, y Mg
representan la forma oxidada y reducida del mediador respectivamente. En la
Figura 1.3a se presentan los espectros de Citocromo ¢ 0.5 mM con DCIP 0.1
mM en buffer de fosfato 0.5 M (pH 7.0), aplicando distintos potenciales. En la
Figura 1.3b se presentan los graficos de Nernst obtenidos a 500 nm a partir de

espectros registrados en OTTLE del tipo de la Figura 1.3a.
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Esquema 1.1. Proceso de mediacién redox del Citocromo-c, empleando como la molécula
2,6-diclorofenolindofenol (DCIP) y su mecanismo electroquimico. Mo y Mg representan la
forma oxidada y reducida del mediador respectivamente en este caso el (DCIP).
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Figura 1.3. a) Espectros de Citocromo-c 0.5 mM con DCIP (mediador-titulante) 0.1 mM en
tampon fosfato 0.5 M, pH 7.0, de una serie de potenciales aplicados; b) Graficos de Nernst
obtenidos a 500 nm a partir de espectros registrados en OTTLE del tipo de la Figura 3a.
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De acuerdo con lo expuesto no se han estudiado cuales son los factores desde
el punto de vista molecular para mediadores en solucién que controlan la
transferencia electrénica enzima-mediador, sin necesidad de modificar
electrodos, hecho que podria comprometer la actividad de la enzima. En este
sentido el FMN teniendo una carga negativa en solucién a pH 7.2 se apunta

como un excelente candidato.

1.6 Procesos de transferencia electrénica enzima-mediador

1.6.1 Relacion cruzada de Marcus

Para un mediador redox con enzimas redox, su mecanismo de mediacién y su
constante de transferencia electrénica homogénea (ki2), se ha descrito segun

la relacién cruzada de Marcus [19,20]:

log(klz) = ZIogflz + Zlogk11k22 + ZlogK12 Ecuacion (1 1)

_ (logkqz)?
- k
4-log (k11 ﬁ)

Ecuacién (1.2)

_ (E3 — EDnyny
logKi2 = — 059

Ecuacion (1.3)

En la ecuacion 1.1 y 1.2 podemos ver que los términos de kiz y k22 son los

valores correspondientes a la constante de velocidad de transferencia
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homogénea de auto intercambio de las especies que estan involucradas en la
reaccion. El valor de K1 es la constante de equilibrio de la reaccién, calculado
de la diferencia de potenciales redox de las especies involucradas, ecuacion
1.3. El termino Z es la frecuencia de colisién de dos particulas sin carga y se
toma como 10 m™ s, El factor f es un pardmetro relativo a ki1 y k22 que
ejemplifica la velocidad de colision de los reactivos; es un valor cercano a la
unidad. Sin embargo, esto no es empleado para otros sistemas enzima-

mediador.

1.6.2 Mecanismos de transferencia electrénica de larga distancia

La transferencia electrénica de larga distancia se efectua entre un donador (D)
y un aceptor (A); donde uno de los factores determinantes para que esto
suceda es la distancia. Este tipo de mecanismo es de gran importancia para
explicar reacciones redox bioldgicas entre enzimas con centros redox distantes

y de enzimas modificadas [21].

El tema de transferencia electrénica (TE) de larga distancia ha llamado la
atencion de varios autores. Por ello ha sido objeto de estudio; se ha propuesto
gue la transferencia electrénica intramolecular de un anion de 4-difenil ligado
por puentes rigidos de diferentes longitudes y conformaciones de 2-naftil. El
valor obtenido de la constante de decaimiento de distancia, Bexp= 1.22A7,
posteriormente otros autores reportan valores de 0.8 a 1.4 Al Se ha
demostrado que el coeficiente tipico de decaimiento de tunel de TE en
proteinas es Bexp= 1.4A, lo que da indicios de la importancia y complejidad de
la transferencia electréonica (TE) bioldgica [21]. Para estos estudios la

proximidad energética entre el electrén en el orbital molecular ocupado mas
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alto (HOMO) del donador y el orbital molecular no ocupado mas bajo (LUMO)
del puente y la simetria de los orbitales involucrados que favorecen el par

electronico entre el donador y el aceptor [21].

La transferencia electrénica de larga distancia con frecuencia se ha estudiado
(desde inicios de los 50°s) para sistemas donde hay interacciones electrénicas
entre donadores (D) y aceptores (A), por ejemplo, en proteinas que dependen
de la estructura donde interviene un polipéptido. Lo anterior se lleva a cabo

en reacciones quimicas y bioldgicas [22].

El acoplamiento electrénico en proteinas se realiza por via de tunelizacion,
donde este tipo de modelo se centra en tres tipos de interacciones
interatdmicas (para un polipéptido plegado): enlaces covalentes, enlaces de
nitrégeno y contactos a través del espacio (€, €ny €5). De esta manera se
descartan el universo de interacciones que se pueden llevar a cabo entre
polipéptidos. Como todo modelo, el de tunelizacion (o via tunel) presenta la
ventaja de que, en un analisis estructural de la proteina, permite identificar de
manera sencilla los residuos que son mediadores en los acoplamientos de
largo alcance. Se han propuesto varios modelos y medios de exploracién de

tunelizacidn para una combinacion amplia de proteinas con TE natural [22].

Derivado de la teoria de la mecdnica cudntica, la constante de velocidad de
transferencia electrénica (ker) en enzimas redox modificadas con complejos
metadlicos, puede describirse en términos de la distancia entre el donador (D)
y el aceptor (A), la fuerza impulsora de la reaccién (AG°) y el pardmetro de

reorganizacion (A), ver ecuaciones 1.5-1.7 [23]. El término TDA es el elemento
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de la matriz de tunelizacidn, relacionado con el acoplamiento electrénico entre

el donante (D) y el aceptor (A).

2
Kepr = (4%) T2,FC Ecuacién  (1.5)
T2, = T exp —B(R — Ry) Ecuacién (1.6)
FC = (4mAKT) V2 exp[—(—AG® — 1)?/4AKT] Ecuacion (1.7)

El factor Franck-Condon (FC) es indicativo del movimiento nuclear en el
proceso de transferencia de electrones. T%p? es el elemento de matriz de
tunelizacion a la distancia de contacto de van der Waals (Ro) entre el donante
(D) y el aceptor (A), el termino R corresponde a la distancia entre los dtomos
mas cercanos del donador (D) y el aceptor (A). El término [3 llamado constante
de decaimiento de distancia es caracteristico de un medio particular. En este
modelo la interaccion molecular entre los complejos metalicos y las enzimas
redox, paso previo a la reaccion de transferencia no ha sido considerado a
pesar de su importancia. Tanto para el modelo Marcus como en el efecto tunel
la transferencia electrénica son mecanismos importantes para la mediacidn

redox util en aplicaciones bioelectrénicas.

1.7 Interaccion molecular enzima- mediador

Tanto para el modelo Marcus como en del efecto tunel para transferencia
electronica son mecanismos importantes para la mediacidon redox util en
aplicaciones bioelectrdnicas, la interaccion entre el mediador y la enzima

redox son de gran importancia. Esto hecho se ha reportado en la literatura
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donde para una series derivados de ferroceno y de complejos tris quelato de

Co(Il) [Co"Ls]** através estudios electroquimicos y de acoplamiento molecular

se evidencia que la primera familia obedece la relacion cruzada de Marcus,

mientras que los complejos de obedecen al modelo de efecto tunel. Es

importante remarcar que las energias de interacciéon Ein: enzima-mediador

tienen una mayor contribucion en la constante de velocidad de transferencia

de electrones homogéneos (ks) en comparacion con el modelo de relacion

cruzada de Marcus, ver tabla 1.1 [24]. Los resultados nos permiten proponer

gue la interaccidon enzima -mediador debe ser considerada para una mejor

descripcion del proceso de transferencia de electrones.

Tabla 1.1

Valores de redox (E°), constante homogénea de velocidad de transferencia de electrones
(ks), equilibrio constante para la transferencia de electrones (Ker), energias de interaccion

de la enzima GOx con [Co'"L3]?* y derivados de ferroceno

Compuesto E°V/ENH log ks Energiade | log KET AG° Distancia

inter.acci()n k/mol M(II)...I\£5

(Eint) (FAD) (A)

kJ/mol

[Co(5-NO;-phen);]* 0.642 4.3 -76.24 14.3 -812.1 15.0
[Co(5-Br-phen)s]** 0.491 4.1 -75.28 11.7 -666.4 16.3
[Co(5-Cl-phen)s]** 0.504 4.2 -71.98 11.9 -679.0 204
[Co(phen)s]** 0.376 3.2 -69.07 9.7 -555.5 32.9
[Co(5-CHs-phen);)** 0.323 n.o. -69.83 8.8 -504.4 21.8
Fc-CH,NH(CH3): 0.636 5.72 -50.74 14.25 -806 5.5
Fc-COOH 0.533 5.30 -63.6 12.15 -706.9 5.0
Fc-CH=CH; 0.486 4.48 -64.45 11.71 -661.6 4.4
Fc-H 0.401 4.41 -57.29 10.27 -579.6 4.3
Fc-1,1-CH; 0.336 4.89 -55.79 9.17 -516.9 4.4
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Planteamiento del problema

En la literatura se ha estudiado la mediacion redox del citocromo-c con
solamente alunas moléculas redox activas y empleando exclusivamente
técnicas espectro-electroquimicas sin esclarecer el papel de la estructura
guimica de distintos mediadores y de la interaccion molecular enzima-
mediador en su mecanismo de transferencia electrdnica. Por lo cual, en este
trabajo, se estudiara la interaccion del compuesto FMN con la enzima
Citocromo-c, de manera integral mediante técnicas electroquimicas,
espectroscopicas, espectro-electroquimicas y de calculos de acoplamiento

molecular.

Justificacion

Debido a las propiedades redox del compuesto FMN y de la enzima Citocromo-
¢ producidos por microrganismos como es el caso Shewanella sp., surge la
inquietud de explorar sus potenciales usos en celdas bio-electroquimicas para
generacidon de energia o para tratamiento de aguas. Para lo cual es de gran
importancia estudiar la interaccion molecular del FMN con el Citocromo-c.
Esto podria dar informacién que contribuya al entendiendo de aspectos
moleculares que controlen la transferencia mediada con enzimas redox y
mediadores producidos de manera natural por distintos microrganismos y no

solo eso si no también en el desarrollo de farmacos
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