Universidad Nacional de La Plata
Facultad de Ciencias Exactas
Centro de Investigaciones Opticas (CIOp)

(UNLP - CIC - CONICET)

APLICACION DE TECNICAS FOTONICAS AL ESTUDIO DE
TRANSPORTE DE ELECTRONES ENTRE PROTEINAS Y
COMPUESTOS DE COORDINACION DE METALES DE TRANSICION

Emilia R. Serrano

Director: Dr. Pedro M. David Gara

LABORATORIO DE PROCESOS BIOTECNOLOGICOS

2022






Trabajo final de la Licenciatura en Biotecnologia y Biologia Molecular

El presente trabajo titulado “Aplicacion de técnicas foténicas al estudio de transporte de
electrones entre proteinas y compuestos de coordinacién de metales de transicion”
corresponde a la materia “Laboratorio de Procesos Biotecnoldgicos” para optar por el
titulo de grado de Licenciada en Biotecnologia y Biologia Molecular; el mismo ha sido
realizado en el Centro de Investigaciones Opticas (CIOp) (UNLP - CIC - CONICET), bajo

la direccién del Dr. Pedro M. David Gara.






Agradecimientos

Agradezco a todos los que me acompafaron en este camino y de una manera u otra

hicieron posible la realizacidon de esta tesina.

Quiero agradecer a mi director de tesina, Dr. Pedro M. David Gara, por guiarme en este
proceso, por todas las oportunidades que me brindd, por el conocimiento trasmitido, por

el tiempo dedicado y los mates compartidos.

Agradezco al Centro de Investigaciones Opticas (CIOp) por proporcionar el lugar y los
medios que hicieron posibles este trabajo, y por hacerme sentir comoda durante toda mi

estancia en el centro.

Agradezco al equipo de Vila y Abriata de la Universidad de Rosario por enviarnos la

Citocromo c oxidasa para poder realizar los analisis.

A Pablo, mi novio, por el apoyo que me dio todos estos afos, los abrazos y las comidas

que me dieron fuerzas cuando mas las necesitaba.

En lo personal, quisiera agradecer a mi mama y mi papa, sin los cuales el transito por la
universidad no hubiera sido posible. Y también a mis amigos, compafia constante

durante esta etapa.

jLas palabras no son suficientes para agradecerles!

Emi



INDICE

1. INTRODUGCCION ...ttt 8
1.1 LA CELULAY LAS MACROMOLECULAS .........cceoeeeeeeeeeeeee e, 8
P O T = T o= [ - U UEERPPPSRUR 8

L 2 = TS o] o] (=Y [ = 8
G B = TS =T o = T R 10

1.2 METABOLISMO Y CADENA TRANSPORTADORA......ccccoeeiieeeeean 13
1.2.1 Introduccion al metaboliSmMOo ... 13
1.2.2 RedoX DIolOGICas. .....ccooieiiiiiiiie e 14
1.2.3 Fosforilacion oxidativa y fotofosforilacion .............cccccoooevviieiiinnnnn. 15

1.3 COMPLEUJOS ... a e e e 20
2. OBUETIVOS .. e e e e e e ae e 24
2.1 OBJETIVO GENERAL ...ttt 24
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 24
3. MATERIALES Y METODOS ..ot 25
3.1 LUGAR DE TRABAUJO ..ottt 25
3.2 DISENO EXPERIMENTAL ....oooviiuieieeieeeeee ettt ene v 25
3.3 REACTIVOS Y MUESTRAS ...t 25
3.3.1 Preparacion del agua bidestilada.............ccoeeeviiiiiiiiiiie e, 26
3.3.2 Preparacion del buffer fosfato ............ouviiiiiiiiii 26
3.3.3 Preparacion de las referencias...........cceeieiiviiiiiiiie e 26
3.3.4 Preparacion del stock de proteina...........c.ooovviiiiiiiiiiiiiiie 27
3.3.5 Preparacion de la solucion de complejos ..........cooovvviviiiiiiiiiiiineeeeenn. 28
3.3.6 Preparacion de la solucién de proteina y complejo de Ru(ll) ........... 28

3.4 TECNICAS EMPLEADAS ..ot 29
3.4.1 Espectroscopia de absorcion UV-visible y espectrofluorometria...... 29
3.4.2 Obtencion de la proteina recombinante Citocromo ¢ Oxidasa.......... 32
3.4.3 Métodos fOtOtErMICOS.....cccvi i 35
3.4.4 Analisis computacional y deconvolucion de las sefales................... 40
3.4.5 Sefal acustica y calculos calorimétricos ..........ccccovvvviiiieiiiiiiieeeeees 41

3.4.6 Determinacion del rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete
por el complejo de Re ... 45

4. RESULTADOS ...ttt 47



4.1 Anadlisis de las referencias calorimétricas utilizadas: espectro UV-visible,
estabilidad y medidas fotoacustiCas ............ccoveviiiiiiiiiiiii e 47

4.2 Analisis de los complejos utilizados: espectro UV-visible y medidas
fOtOACUSHICAS ... e 52

4.3 Anadlisis de la transferencia de carga entre Citocromo ¢ y Complejo de Ru (ll):
espectro UV-visible y medidas fotoacusticas ..........ccccceeeviveiiiiiiiiiiciiiie, 58

4.4  Andlisis de la transferencia de carga entre Citocromo c y la subunidad Cua de
la Citocromo ¢ Oxidasa: espectro UV-visible, estabilidad y medidas fotoacusticas
63

5. DISCUSIONY CONCLUSIONES ..., 67
B. BIBLIOGRAFIA ... oo, 70



1. INTRODUCCION

1.1LA CELULA Y LAS MACROMOLECULAS

1.1.1 La célula

La célula es la unidad estructural y funcional de todos los organismos vivos. Su limite
con el exterior esta definido por la membrana plasmatica, que separa su contenido del
medio externo y ademas actua como una membrana semipermeable a iones y otros
compuestos. El volumen interno celular esta limitado por el citoplasma, compuesto por
una solucién acuosa y organizado gracias al citoesqueleto, el citosol y una variedad de
particulas suspendidas con diversas funciones especificas, entre las cuales se destacan

las macromoléculas.

Las macromoléculas son polimeros ordenados y con secuencias especificas, de alta
masa molecular, construidos a partir de precursores relativamente simples denominados
monomeros, unidos entre si por diversas interacciones, como enlaces covalentes y no
covalentes, dando como resultado estructuras y funciones diversas. Dentro de las
macromoléculas pueden encontrarse los acidos nucleicos, los polisacaridos y las

proteinas.

Las células y los organismos mantienen un pH citosdlico especifico y constante,
normalmente cercano a 7, que mantiene las biomoléculas en su estado 6ptimo. En los
organismos multicelulares, el pH de los fluidos extracelulares también se mantiene

estrechamente regulado a buffer bioldgicos de acidos débiles y su base conjugada.

1.1.2 Las proteinas

Las proteinas son largos polimeros de aminoacidos, cuya composicion es altamente
variable, y cuya estructura presenta una disposicion espacial particular denominada
conformacion. Las posibles conformaciones de una proteina incluyen cualquier estado
estructural que pueda lograrse sin romper enlaces covalentes. La necesidad de la
existencia de multiples conformaciones estables para una misma proteina refleja los
cambios que deben producirse cuando se unen a otras moléculas o catalizan reacciones.

Las conformaciones existentes en unas condiciones determinadas son generalmente las
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mas estables termodinamicamente y que poseen, por tanto, la menor energia libre de
Gibbs.

Todas las proteinas presentan una estructura nativa, estructura tridimensional en
condiciones fisioldgicas, la cual se considera la mas estable de todas las estructuras
posibles y que también es la funcionalmente activa. Si se cambiaran las condiciones
ambientales, la estructura nativa se perderia, proceso denominado desnaturalizacion. La
desnaturalizacion de una proteina puede conseguirse mediante aumento de la
temperatura, cambios drasticos de pH, afnadiendo agentes caotrépicos (como la urea o
el clorhidrato de guanidinio) o mediante disolventes organicos como el etanol [Gordon,
J. A., & Jencks, W. P. (1963)]. Considerando lo anteriormente mencionado, se puede
afirmar que la conformacion nativa estable de las macromoléculas esta determinada por
una gran cantidad de interacciones no covalentes, que permiten al mismo tiempo la
flexibilidad necesaria para su funcidon biolégica. Por lo tanto, este proceso debe

considerarse a la hora de trabajar con proteinas en el laboratorio.

Sin embargo, las proteinas nativas solo son marginalmente estables. Una cadena
polipeptidica determinada puede adoptar tedricamente incontables conformaciones
diferentes, lo que hace que su estado desplegado se caracterice por un alto valor de la
entropia conformacional. Este valor de la entropia, tiende a favorecer el mantenimiento
del estado desplegado de la proteina. Entre las interacciones quimicas que contrarrestan
estos efectos y estabilizan la conformacion nativa se cuentan los enlaces disulfuro
(enlaces covalentes) y las interacciones débiles (enlaces no covalentes) como puentes
de hidrégeno, interacciones idnicas e interacciones hidrofébicas [Nemethy, G., Peer, W.
J., & Scheraga, H. A. (1981)].

Las interacciones no covalentes son responsables de la fuerza y de la especificidad de
reconocimiento entre las biomoléculas, y las propiedades disolventes del agua presentan
una gran influencia en dichas interacciones. El agua es la sustancia mas abundante en
los sistemas vivos, y sus caracteristicas influyen en la estructura, el autoensamblaje y
las propiedades de los componentes celulares. Es por esta razén que el medio en el que

se encuentran las proteinas condiciona la estructura y la funcion que adquieren.

Los enlaces covalentes, ya sea a nivel monomérico como también macromolecular,
imponen restricciones sobre la forma que adoptan las biomoléculas grandes. Las

macromoléculas, a su vez, interaccionan con otras estructuras macromoleculares y



organulos presentes en el organismo para poder llevar a cabo sus diferentes y

numerosas funciones metabdlicas.

Los compuestos anfipaticos, como las proteinas, contienen regiones que son polares o
cargadas y otras regiones que son apolares. Cuando se realiza una disolucion de una
proteina con agua, la region polar hidrofilica proteica interacciona favorablemente con el
solvente y tiende a disolverse, pero la region apolar hidrofébica tiende a evitar el contacto
con el agua. Las interacciones hidrofébicas entre aminoacidos apolares estabilizan
también los patrones de plegamiento tridimensional de las proteinas. Las
macromoléculas tales como proteinas, el DNA y el RNA contienen tantos sitios
potenciales para la formacién de puentes de hidrogeno o interacciones idnicas, de van
der Waals o hidrofébicas que el efecto acumulativo del gran nimero de pequenas fuerzas

de unién puede ser enorme.

Por lo tanto, se puede decir que la estructura nativa de la mayoria de macromoléculas
es aquella en que se maximizan las uniones débiles. Las moléculas de agua fuertemente
unidas a macromoléculas son osméticamente inactivas. El agua fuertemente unida es

esencial para la funcién de muchas proteinas.

1.1.3 Las enzimas

Las enzimas son, en su mayoria, moléculas de naturaleza proteica, que catalizan
reacciones quimicas siempre que sean termodinamicamente posibles. Es decir, una
enzima hace que una reaccion quimica que es energéticamente viable, pero que
transcurre a una velocidad muy baja, sea cinéticamente favorable, y por lo tanto
transcurra a una mayor velocidad respecto a la ausencia de la enzima. Las enzimas
actuan sobre moléculas denominadas sustratos, las cuales se convierten en moléculas
diferentes luego de su interaccion, denominadas productos. Estas reacciones mediadas

por enzimas se las llama reacciones enzimaticas [Cornish-Bowden, A. (2013)].

La conformacién nativa de una enzima sera la que determine su actividad catalitica, por
lo que, si una enzima se desnaturaliza perdiendo su estructura nativa o se disocia en sus
subunidades, perdera su actividad catalitica. En consecuencia, podemos afirmar que las

estructuras de las proteinas enzimaticas seran esenciales para su actividad catalitica.
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Algunas enzimas solo requieren de sus residuos aminoacidicos para poder llevar a cabo
su actividad. No obstante, otras enzimas requieren de componentes adicionales
denominados cofactores, los cuales pueden ser de naturaleza inorganica, tales como
Fe*?, Mn*2, Mg*? o Zn*?, u organica o metaloorganica compleja, tales como coenzimas.
La mayoria de las coenzimas son derivados de vitaminas y actuan como transportadores
transitorios de grupos funcionales especificos durante las reacciones enzimaticas.
Existen varias enzimas que requieren tanto de uno o mas cofactores inorganicos como
de coenzimas, y la union covalente de una coenzima o ion metalico a una enzima se
conoce como grupo prostético. Una holoenzima es, por lo tanto, una enzima
cataliticamente activa junto a sus grupos prostéticos, mientras que su parte proteica se

denomina apoenzima.

Las enzimas son muy selectivas en el momento de unirse a un sustrato, por lo que el
conjunto de enzimas que son sintetizadas en una célula podra determinar el tipo
metabdlico presentado por la misma, lo que finalmente dependera de la regulacion de la
expresion génica del organismo. La especificidad enzimatica requiere de un sitio
particular en la superficie de la enzima, llamado sitio activo, donde la catalisis tiene lugar,

y el cual posee una estructura tridimensional determinante del sustrato que ingresa.

Entre los sustratos y los grupos funcionales de las enzimas, tales como cadenas laterales
especificas de aminoacidos, iones metalicos y coenzimas, se llevan a cabo reacciones
quimicas de varios tipos basadas en el reordenamiento de los enlaces covalentes
durante la reaccion. Los grupos funcionales cataliticos enzimaticos pueden activar al
sustrato para la reaccion en el sitio activo de la enzima, ya sea formando enlaces

covalentes transitorios con él o bien transfiriéndolo transitoriamente a la enzima.

Los enlaces covalentes entre Estado de

transicion

enzimas y sustratos disminuyen

la energia de activacién de la Eered
nergia de

activacion sin

r=-——-T-~"-2T~-~°

transformacion de reactivo a © _ “1 Energia de | 770
g Reactivos (A) activacion
. 0 .
producto, haciendo que este = | s==========-----L-}-¥- .
%ﬂ Energia total
proceso suceda de manera 3 Iiberada
. , durante la
alternativa, por lo que sera Productos B | Te#ccion
cinéticamente favorable. Son las
interacciones débiles no Figura 1.1: Cinética enzimatica [Nelson, D. L.,

Lehninger, A. L., & Cox, M. M. (2008)]
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covalentes presentes entre el sustrato y la enzima las que proveen gran parte de la
energia que se requiere para disminuir la energia de activacion. Durante la reaccion de
formacion de productos se forma un complejo enzima-sustrato especifico, cuya
interaccion esta directamente mediada por las fuerzas que estabilizan la estructura
proteica, como los puentes de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas e idnicas. A
medida que se van estableciendo interacciones débiles en el complejo enzima-sustrato
se libera una pequefa cantidad de energia que ayuda a estabilizar dicha interaccion,
denominada energia de fijaciéon AGs, lo que finalmente ayuda a la disminucién de la

energia de activacion de la reaccion en curso.

El conjunto de reacciones diversas consecutivas catalizadas por enzimas se denominan
rutas, y, en ellas, el producto de una reaccién sera el reactivo del paso siguiente. Las
rutas pueden diferenciarse en dos tipos: catabdlicas y anabdlicas. El catabolismo esta
compuesto por reacciones degradativas productoras de energia libre, donde los
nutrientes organicos se degradan para ser transformados en productos finales simples.
Ejemplos de reacciones catabdlicas son la sintesis de ATP (adenosin trifosfato), la
glucdlisis, el ciclo de Krebs. Sin embargo, en las células pueden encontrarse también
rutas que sintetizan moléculas progresivamente mas grandes y complejas a partir de
moléculas precursoras pequefias y simples, constituyentes del anabolismo. Estas
reacciones requieren de un invariable aporte energético, y se ven ejemplificadas por la

sintesis de proteinas y acidos nucleicos.

El metabolismo celular esta representado por una mecanica colaborativa entre
catabolismo y anabolismo, generando una compleja red de reacciones que son
catalizadas por enzimas. Asimismo, existen enzimas clave para cada ruta metabdlica,
las cuales estan reguladas de manera que cada molécula sintetizada alcanzara la
concentracion fisiolégica necesaria, luego de lo cual se mantendra un equilibrio entre la
produccion y el consumo de cada intermediario metabdlico. Las enzimas pueden
regularse mediante alteraciones covalentes en su estructura por procesos de
fosforilacion o glucosilacion, entre otros, las cuales determinaran la funcionalidad

enzimatica.
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1.2METABOLISMO Y CADENA TRANSPORTADORA

1.2.1 Introduccién al metabolismo

Los organismos vivos se pueden dividir en dos grandes grupos segun la forma quimica
a través de la que obtienen carbono del medio. Los autétrofos (tales como las bacterias
fotosintéticas, las algas verdes y las plantas superiores) utilizan didxido de carbono de la
atmosfera como unica fuente de carbono a partir de la cual construyen todas sus
biomoléculas carbonadas, y ademas muchos de ellos son fotosintetizadores, es decir
que obtienen su energia a partir de la luz solar. Mientras que los heterétrofos (tales como
animales multicelulares y la mayoria de microorganismos) no pueden utilizar el didxido
de carbono atmosférico, por lo que deben obtener carbono del ambiente mediante la
degradacion de moléculas organicas relativamente complejas tales como la glucosa. Las
rutas degradativas, o catabdlicas, convierten las moléculas organicas ingeridas
(glucidos, grasas y proteinas) en productos mas pequefios y sencillos (acido lactico, COz,
NHs), liberando energia, la cual se conserva en la formacion de ATP y transportadores
electrénicos reducidos (nucledtidos de nicotinamida como NADH, NADPH y nucleétidos
de flavina como FADH2); mientras que el resto se pierde en forma de calor. Las rutas
biosintéticas, o anabdlicas, en cambio, requieren de un aporte de energia, generalmente
en forma del potencial de transferencia del grupo fosforilo del ATP y el poder reductor
del NADH, NADPH y FADHz2, lo que les facilita la generacién de moléculas complejas a

partir de precursores mas sencillos.

En los procesos metabdlicos, y en todas las transformaciones de energia, se produce
una pérdida de energia util (energia libre) y un aumento inevitable de la cantidad de
energia no utilizable (calor y entropia). EI metabolismo, que es la suma de todas las
transformaciones quimicas que se producen en una célula u organismo, tiene lugar en
una serie de reacciones catalizadas enzimaticamente que constituyen las rutas
metabdlicas. Cada paso de una ruta metabdlica ocasiona un pequeno cambio quimico
especifico, normalmente la eliminacién, transferencia o adicion de un atomo o grupo

funcional.

Las transformaciones biolégicas de energia obedecen las leyes de la termodinamica. La
energia libre de Gibbs expresa la cantidad de energia capaz de realizar trabajo durante

una reaccion a temperatura y presion constantes, y determina la espontaneidad de una
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reaccion. Cuando una reaccién transcurre con liberacion de energia libre, su valor sera
negativo, y la reaccion sera exergonica. La entalpia es el contenido calérico del sistema
de reaccion, y refleja el numero y la clase de enlaces quimicos en los reactivos y los
productos. Cuando una reaccion quimica libera calor, se dice que es una reaccion
exotérmica; el contenido caldrico de los productos es menor que el de los reactivos y la
entalpia toma un valor negativo. La entropia es una expresion cuantitativa de la
aleatoriedad o del desorden de un sistema. Cuando los productos de una reaccion son
menos complejos y mas desordenados que los reactivos, se afirma que la reaccién
transcurre con ganancia de entropia. En las condiciones existentes en los sistemas
bioldgicos (incluyendo temperatura y presion constantes), las variaciones en energia

libre, entalpia y entropia estan relacionadas cuantitativamente:
AG = AH — TAS —» AG < 0:reaccion espontanea

La energia de activacion también consiste en un aspecto importante para que una
reaccion se lleve a cabo. Las enzimas disminuyen la energia de activacion de las
reacciones, catalizandolas (aumentan su velocidad). Las reacciones desfavorables
(endergdnicas) pueden acoplarse a reacciones altamente favorables (exergonicas) para

llevarse a cabo.

1.2.2 Redox biolégicas

Las reacciones redox biolégicas implican la pérdida de electrones por una especie
quimica, que es oxidada, y la ganancia de electrones por otra, que es reducida. El flujo
de electrones en las reacciones de redox es responsable, directa o indirectamente, de
todo el trabajo realizado por los organismos vivos. En los organismos no fotosintéticos,
la fuente de electrones son compuestos reducidos (alimentos); en los organismos
fotosintéticos, el dador de electrones inicial es una especie quimica excitada por

absorcion de la luz.

La ruta del flujo de electrones en el metabolismo es compleja. Los electrones pasan
desde diversos intermediarios metabdlicos a transportadores de electrones
especializados en reacciones catalizadas por enzimas. Los transportadores ceden, a su
vez, los electrones a aceptores con afinidad por los electrones mas elevada, liberando

energia. Debido a que las dos especies quimicas difieren en su afinidad por los
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electrones, estos fluyen espontaneamente a través de un circuito, impulsados por una

fuerza proporcional a la diferencia en afinidad electronica, la fuerza electromotriz, FEM.

Las células vivas tienen un circuito bioldégico, con un compuesto relativamente reducido,
tal como la glucosa como fuente de electrones. A medida que la glucosa se oxida
enzimaticamente, los electrones liberados fluyen espontaneamente a través de una serie
de transportadores de electrones intermediarios a otra especie quimica, tal como el Oxz.
Este flujo de electrones es exergodnico, porque el Oz tiene una afinidad por los electrones
mayor que la que tienen los transportadores de electrones intermediarios. La FEM
resultante proporciona energia a los diversos transductores moleculares de energia

(enzimas y otras proteinas) que realizan el trabajo bioldgico.

En la mitocondria, enzimas ligadas a la membrana acoplan el flujo de electrones a la
produccion de una diferencia de puentes de hidrégeno transmembrana y a un potencial
eléctrico transmembrana, con lo que se consigue trabajo osmatico y eléctrico. El
gradiente de protones asi formado tiene energia potencial, a veces llamada fuerza
proton-motriz. Otra enzima, la ATP sintasa de la membrana mitocondrial interna, utiliza
la fuerza protdn-motriz para realizar trabajo quimico: sintesis de ATP a partir de ADP
(adenosin difosfato) y Pi (fosfato inorganico) a medida que los protones fluyen

espontaneamente a través de la membrana.

1.2.3 Fosforilacién oxidativa y fotofosforilacion

La fosforilacion oxidativa es la culminacién del metabolismo productor de energia en los
organismos aerdbicos. Todos los pasos oxidativos en la degradacion de glucidos, grasas
y aminoacidos confluyen en esta etapa final de la respiracion celular en la que la energia
de la oxidacion impulsa la sintesis de ATP. La fotofosforilacién es la forma por la cual los
organismos fotosintéticos capturan la energia de la luz solar, la fuente fundamental de
energia en la biosfera, y la utilizan para sintetizar ATP. La fosforilacién oxidativa y la
fotofosforilacidn aportan conjuntamente la mayor parte del ATP sintetizado por la mayor
parte de los organismos la mayor parte de las veces. En los eucariotas la oxidacion
fosforilativa tiene lugar en la mitocondria, mientras que la fotofosforilacion se da en los
cloroplastos. En la fosforilacion oxidativa se produce la reduccién de O2 a H20 gracias a

los electrones cedidos por el NADH y el FADH:2 y tiene lugar tanto en la luz como en la
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oscuridad. En la fotofosforilacion se produce la oxidacién de H20 a O2 con NADP* como

aceptor electronico fundamental y depende absolutamente de la energia de la luz.

A pesar de sus diferencias, estos dos procesos convertidores de la energia de gran
eficiencia transcurren a través de mecanismos muy similares: 1) en ambos procesos
interviene un flujo de electrones a través de una cadena de transportadores ligados a
membrana; 2) la energia libre puesta a disposicion por este flujo de electrones cuesta
abajo (exergonico) esta acoplada al transporte cuesta arriba de protones a través de una
membrana impermeable a los protones, conservandose la energia libre de oxidacion de
los combustibles metabdlicos en forma de potencial electroquimico transmembrana; 3)
el flujo transmembrana de protones a favor de su gradiente de concentracion mediante
canales proteicos especificos proporciona la energia libre para la sintesis de ATP,
catalizada por un complejo proteico asociado a la membrana (la ATP sintasa) que acopla

el flujo de protones a la fosforilacién del ATP.

La mitocondria es el sitio celular donde se realiza la fosforilacion oxidativa en los
eucariotas. Las mitocondrias tienen dos membranas: la membrana mitocondrial externa
(facilmente permeable a pequefias moléculas e iones, que se mueven libremente a
través de canales transmembrana compuestos por una familia de proteinas integrales de
membrana llamadas porinas), y la membrana interna (impermeable a la mayoria de
moléculas pequenas e iones, incluido el proton (H*); las Unicas especies que cruzan esta

membrana lo hacen a través de transportadores especificos).

La matriz mitocondrial, el espacio acotado por la membrana interna, contiene el complejo
de la piruvato deshidrogenasa y los enzimas del Ciclo de Krebs, de la ruta de la B-
oxidacién de los acidos grasos y de las rutas de oxidacion de los aminoacidos, es decir,
todas las rutas de oxidacion de combustibles excepto la glucdlisis, que tiene lugar en el
citosol. Mientras tanto, la membrana interna mitocondrial contiene los componentes de
la cadena respiratoria y la ATP sintasa. Debido a que la membrana interna tiene una
permeabilidad selectiva, separa los intermediarios y enzimas de las rutas metabdlicas
citosolicas de los de los procesos metabdlicos que se producen en la matriz. Sin
embargo, el piruvato, los acidos grasos y los aminoacidos o sus derivados a-ceto son
llevados por transportadores especificos a la matriz para poder acceder a la maquinaria
del ciclo de Krebs. El ADP y el Pi son transportados especificamente al interior de la

matriz al mismo tiempo que el recién sintetizado ATP es transportado al exterior.
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La fosforilaciéon oxidativa empieza con la entrada de electrones en la cadena respiratoria.
La mayor parte de los cuales proviene de la accion de deshidrogenasas que captan
electrones en vias catabdlicas y los canalizan hacia aceptores universales de electrones:
NAD* o NADP* o FMN o FAD. Posteriormente, una serie de transportadores electrénicos
actuan secuencialmente, siendo la mayoria de ellos proteinas integrales con grupos

prostéticos capaces de aceptar y ceder uno o dos electrones.

Hay tres tipos de transferencias electronicas en la fosforilacion oxidativa: 1) transferencia
directa de electrones (Fe*® a Fe*?); 2) transferencia de un atomo de hidrogeno (H*+e") y
3) transferencia de un ion hidruro (:H") portador de dos electrones. Ademas del NAD y
de las flavoproteinas, hay otros tres tipos de moléculas transportadoras de electrones
que funcionan en la cadena respiratoria: una quinona hidrofobica (ubiquinona) y dos tipos

diferentes de proteinas con hierro (citocromos y proteinas ferro-sulfuradas).

Los transportadores de electrones de la cadena respiratoria estan organizados en

complejos supramoleculares anclados en membranas. Los Complejos |

(NADH:ubiquinoona oxidorreductasa o NADH deshidrogenasa) y Il (succinato
deshidrogenasa) catalizan la transferencia de electrones a la ubiquinona a partir de dos
dadores electronicos diferentes: NADH (Complejo I) y succinato (Complejo Il). El
Complejo Il transporta electrones desde la ubiquinona reducida al citocromo c, y el

Complejo IV completa la secuencia transfiriendo electrones desde el Citocromo c¢ al Oo.

Para el estudio de esta tesina nos centraremos en el analisis de los complejos Il y IV.

Rieske iron-

Intermembrane Cyte
sulfur proteins

space (p side)
Heme ¢,

Cytochrome ¢,

El Complejo Il (complejo citocromo bct1 o

ubiquinona:Citocromo ¢ oxidorreductasa) acopla
la transferencia de electrones desde el ubiquinol
(QH2) al Citocromo c con el transporte vector al de
protones de la matriz al espacio intermembrana.
La unidad funcional del Complejo Il es un dimero s
con las dos unidades monomeéricas del citocromo
b rodeando una caverna en el centro de la f
membrana, en la que la ubiquinona tiene libertad \

para moverse desde el lado de la matriz de la
Figura 1.2: Complejo Ill [Nelson, D.

membrana al espacio intermembrana a medida

que transfiere electrones y protones a través de la

L., Lehninger, A. L., & Cox, M. M.
(2008)]
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membrana mitocondrial interna, modelo de transferencia denominado ciclo Q. El ciclo Q
adapta el cambio entre el transportador de dos electrones, la ubiquinona, y los
transportadores de un electron, los citocromos bse2, bses, C1 y C, y explica la
estequiometria medida de cuatro protones translocados por cada par de electrones que
pasan del Complejo Il al citocromo c. Aunque la via de los electrones por este segmento
de la cadena respiratoria es complicada, el efecto neto de la transferencia es simple: QH2
se oxida a Q, al tiempo que se reducen dos moléculas de citocromo c. El Citocromo c es
una proteina soluble del espacio intermembrana. Después de que su unico hemo acepte
un electréon del Complejo I, el Citocromo ¢ se desplaza hacia el Complejo IV para ceder

el electréon a un centro de cobre binuclear.
QH, + 2Cit ¢, (oxidado) + 2H}, - Q + 2Cit c;(reducido) + 4H}

La proteina Citocromo c oxidasa (CcO),

4Cyte
también conocida como complejo IV de la o |
Intermembrane n
cadena transportadora de electrones, es una  space p—

{p side) =

proteina integral de membrana que funciona

como proteina terminal de Ila cadena

Fa-Cu

respiratoria aerobica, la cual se encuentra o, stz

acoplada con reacciones de transferencia
electronica y de traslocacion protonica a

travées de la membrana mitocondrial

Matrix

[Babcock, G. T., & Wikstrom, M. (1992)]. (n side) 3 \
(substrate)
La transferencia de electrones a través de la M a0
CcO se da desde una proteina soluble, el Figura 1.3: Cor#?lz;:]lv [Nelson, D.
citocromo c, al centro binuclear de cobre Cua, L., LehningerizAdolei]& Cox, M. M.

el cual es el aceptor primario de la CcO, y de

ahi al sitio activo catalitico donde el oxigeno se reduce a agua. Por cada cuatro
electrones que pasan a través del complejo, la enzima consume cuatro sustratos de la
matriz, convirtiendo el O2 en 2 H20 [Ramirez, B. E., Malmstrom, B. G., Winkler, J. R., &
Gray, H. B. (1995)].
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Figura 1.4: Modelo de la transferencia de carga Citocromo cy la CcO de T.
thermophilus basado en la major estructura energética [Muresanu, L., Pristovsek, P.,
LChr, F., Maneg, O., Mukrasch, M. D., R terjans, H., ... & L cke, C. (2006)].

La energia desprendida por la reaccion redox que tiene lugar en el sitio activo ayuda al
bombeo de protones hacia el espacio intermembrana por cada electron que pasa,
afiadiéndose al potencial electroquimico producido por el transporte del proton impulsado
por el potencial redox a través de los Complejos | y lll. El gradiente electroquimico
generado por el movimiento de protones genera sintesis de ATP a partir de ADP y Pi
mediante la accién catalitica de la enzima ATP sintasa [Richter, O. M., & Ludwig, B.
(2003)].

A pesar de contar con un vasto conocimiento estructural de la CcO, el mecanismo
molecular de la translocacion de protones, y particularmente la naturaleza del
acoplamiento entre los pasos redox y la bomba de protones aun se desconoce [Richter,
0. M., & Ludwig, B. (2003)].

La reaccién global catalizada por la CcO es una reduccion del Oz donde por cuatro
electrones intervienen centros redox que transportan un unico electron al mismo tiempo,
y se ha de dar sin la liberacion de los intermedios incompletamente reducidos tales como
el peroxido de hidrégeno o los radicales hidroxilo libres, especies muy reactivas que
dafarian los componentes celulares. Los intermedios se mantienen fuertemente unidos

al complejo hasta que se convierten completamente en agua.

4Cit c(reducido) + 8H}, + 0, - 4Cit c(oxidado) + 4H} + H,0
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Los citocromos son proteinas que presentan una 100

4
absorcion de la luz visible caracteristica, la cual se debe s Oxidized | I~ Reglt'tced

a la presencia del grupo prostético hemo que contiene E il

hierro. Las mitocondrias contienen tres clases de g

citocromos que se distinguen por diferencias en su § 508

espectro de absorcién de la luz y que se designan a, b g

y c. Cada tipo de citocromo en su estado reducido % 4
(Fe*?) tiene tres bandas de absorcion en el espectro - u&
visible. La banda de longitud de onda mas larga esta 300 200 500 600

. . Wavelength (nm)
cerca de 600 nm en los citocromos del tipo a, cerca de
Figura 1.5: Espectro de
absorcion de Citocromo ¢
tipo ¢ [Dixon, M., Hill, R., & Keilin, D. (1931)]. Los [Nelson, D. L., Lehninger, A.
L., & Cox, M. M. (2008)]

560 nm en los del tipo b y cerca de 550 nm en los del

grupos hemo de los citocromos del tipo ¢ estan unidos
de forma covalente a través de residuos Cys. El Citocromo ¢ de la mitocondria es una
proteina soluble que se asocia mediante interacciones electrostaticas con la parte

exterior de la membrana mitocondrial interna.

Una de las limitaciones del trabajo con el Citocromo ¢ consiste en su estructura de dicha
proteina consiste en estructuras relativamente irregulares, lo que hace que pueda formar
diferentes estructuras a medida que el sitio redox activo sufre modificaciones quimicas y
se mueve a varias posiciones diferentes a lo largo de la superficie de la proteina [Mauk,
A. G. (1999)].

1.3COMPLEJOS

Los complejos de metales de transicion comprenden un campo interesante y
ampliamente extendido para estudios de transferencia de electrones, conversion de
energia solar y catdlisis, ademas de posibles aplicaciones como sensores luminiscentes
y materiales moleculares para dispositivos Opticos. Particularmente, complejos de
metales de transiciéon luminiscentes de Re(l) y Ru(ll) con ligandos cromoéforos
polipiridilicos han demostrado tener un comportamiento rico en sus estados excitados y
en su quimica redox, asi como también en su estabilidad térmica y fotoquimica [Kumar,

A., Sun, S. S., & Lees, A. J. (2009)]. Ademas, también son usados como marcadores
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biolégicos y como sondas no covalentes para iones y biomoléculas [Louie, M. W., Fong,
T.T.H., & Lo, K. K. W. (2011)].

La ventaja del uso de estos complejos radica en que exhiben una luminiscencia fuerte
en la region del espectro visible, sus propiedades se pueden modificar de acuerdo a las
necesidades especificas, y son relativamente estables frente a la fotodescomposicion,
En cada caso, la coordinacidén de un ligando organico con un metal introduce nuevas
transiciones electronicas como transferencia de carga metal-a-ligando (metal-to-ligand
charge transfers MLCTs), cuyos estados excitados muestran un marcado efecto
metalico, con un rendimiento cuantico de entrecruzamiento de sistemas unitario
[Ragone, F., Gara, P. D., Einschlag, F. S. G., Lappin, A. G., Ferraudi, G. J., Wolcan, E.,
& Ruiz, G. T. (2018)]. La emisién de los complejos usualmente se origina a partir de estos
estados excitados tripletes MLCTs, y ademas depende de la naturaleza del ambiente y

son influenciados por el solvente, la temperaturay el pH [Sun, S. S., & Lees, A. J. (2002)].
j+
= N
\ y/ )
N

OCHI; | / >
oc / ‘ HIHHN

HN

Z=
\ 7

Figura 1.6: Estructura del complejo de Re utilizado [Maisuls, |., Cabrerizo, F. M., David-Gara,
P. M., Epe, B., & Ruiz, G. T. (2018)].

Los espectros de absorcion de los complejos estan caracterizados por una transicion
electrénica intraligando de alta energia (TT>1*) (metal y piridina) y una transiciéon
electrénica de transferencia de carga de metal-a-ligando de mas baja energia (dm(Re) a
m*(bpy)), las cuales presentan un pico de absorcion entre 250-320 y 340-390 nm
respectivamente [Louie, M. W., Fong, T. T. H., & Lo, K. K. W. (2011)].
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Figura 1.7: Diagrama de los niveles de energia del complejo de Re.

Los complejos de Re en estado de oxidacion 1+ presentan una configuracion electrénica
en la cual los orbitales 5d poseen 6 electrones. En general, los complejos de metales de
transicion d® que poseen en su esfera de coordinacion ligandos polipiridinicos, presentan

estados excitados que se asemejan mucho a los observados para el Ru(bpy)s*2.

absorption emission _ 100
/
(a.u)
=50
I I ] ] I 0
200 400 e00 800

Wavelength (nm)

Figura 1.8: Espectro de absorcién-emision del complejo Ru(bpy)s*2.

Los complejos de Ru(ll) permiten estudiar la transferencia de carga, ya que puede ser
fotoexcitado a un estado de transferencia de carga metal-a-ligando Ru(ll*), que es un
agente reductor mas fuerte, y puede transferir un electron al centro redox de una proteina
en una escala de los nanosegundos [Pan, L. P., Hibdon, S., Liu, R. Q., Durham, B., &

Millett, F. (1993)]. Ademas, el complejo Ru(bpy)s*? tiene una luminiscencia con un
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rendimiento cuantico bajo, del orden de 0,4 en agua y en aire. Se utiliza como estandar
para determinar rendimientos cuanticos de emision de manera relativa. Dicho
rendimiento cuantico probablemente es debido al estado excitado tripletes de MLCT

completo con eficiencia unitaria [Wang, X. Y., Del Guerzo, A., & Schmehl, R. H. (2004)].

Ru+2>|<___l::e+3 kl
\ D P

h, | |k, Ru*3---Fe*t? —~—"— Ru*%--Fe*2

v

Ru+2___1::e+3 42

Figura 1.9: Esquema de la transferencia de carga entre Ru(bpy)s*? y el grupo férrico hemo del
Citocromo c [Pan, L. P., Hibdon, S., Liu, R. Q., Durham, B., & Millett, F. (1993)].

Generalmente, puede considerarse que las moléculas del complejo en su estado basal
presentan una distribucion electrénica en donde todos sus electrones se encuentran
apareados, es decir, son de naturaleza singletes (la multiplicidad global de la molécula
es igual a 1). Una transicion a un estado triplete, estado en la cual el electron promovido
sufrié un cambio de spin, es prohibida por spin y por lo tanto existira una baja probabilidad

de poblar ese estado desde uno basal singlete.

Los compuestos basados en Re(l) y Ru(ll), por lo tanto, ofrecen algunas ventajas en la
elucidacién de varias propiedades de los estados excitados de los complejos

organometalicos, asi como también en analisis fotoquimicos de transferencias de carga.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este plan de trabajo es la formacion en el area de la fotobiologia
y la fotofisica, adquiriendo conocimientos experimentales en diferentes técnicas
foténicas, en el manejo de laseres y el desarrollo de experiencia en el laboratorio. Para
lograrlo se planto el inicio del entrenamiento en cuestiones basicas del laboratorio como
son las normas de seguridad, el manejo de diferentes equipos y la planificacion, toma de
muestras, medidas experimentales, su posterior analisis y discusion, y finalmente la

escritura y presentacion de los resultados y conclusiones del trabajo.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS
Durante el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1: Caracterizar la cinética y termodinamica de la transferencia de carga metal-
ligando en compuestos de coordinacion en solucion, utilizando técnicas fotoacusticas,
fotdlisis de destello, luminiscencia resuelta en tiempo y espectroscopias inducidas por

laser.

Objetivo 2: Caracterizar la cinética y termodinamica en procesos fotoinducidos de
transferencia de carga entre proteinas y complejos en solucion. En particular los
procesos que tienen lugar entre centros metalicos de proteinas de interés bioldgico,
como los citocromos y donores de electrones (los complejos de Ru(ll) o Re(l)) asociados

a la proteina en diferentes posiciones a lo largo de la cadena peptidica.

Objetivo 3: Identificar los cambios estructurales y energéticos generados a partir de
procesos fotoinducidos de transferencia de carga entre proteinas pertenecientes a la
cadena transportadora de electrones en las células. Se estudiaran el Citocromo c y el

dominio Cua soluble de la subunidad Il de la Citocromo ¢ Oxidasa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1LUGAR DE TRABAJO

El desarrollo del presente trabajo se llevé a cabo en el Centro de Investigaciones Opticas
(ClIOp). El establecimiento cuenta con las instalaciones, el equipamiento y los recursos
necesarios para el desarrollo de las practicas correspondientes en las condiciones

adecuadas.

3.2DISENO EXPERIMENTAL
A fin de lograr los objetivos propuestos se realizaron las siguientes actividades:

A. Busqueda de nuevas referencias bibliograficas. Curso de seguridad para el
manejo de laseres.

B. Caracterizacién fotofisica de compuestos de coordinacion: Se emplearon
diferentes técnicas espectroscopicas para la caracterizacion de los complejos
metalicos en solucion.

C. Estudio de los procesos fotoinducidos de transferencia de carga entre proteinas y
complejos metalicos donores de carga: Se analizaron los procesos de
transferencia de carga inducidos por laser en soluciones acuosas de Citocromo ¢
en presencia de los complejos metalicos previamente estudiados (Re(l) y Ru(ll)),
con el fin de obtener informacién cinética y termodinamica de estos procesos.
Ademas, se analizaron los procesos de transferencia de carga entre Citocromo ¢

y la subunidad Cua de la Citocromo ¢ Oxidasa.

3.3REACTIVOS Y MUESTRAS

Todas las muestras que se utilizaron para la realizacion de la presente tesina se
prepararon en funcion del valor de absorbancia deseado a la longitud de onda definida

para su estudio.
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3.3.1 Preparacion del agua bidestilada
El agua destilada de tipo | que se empled como solvente para la preparacién de todas
las soluciones utilizadas en el presente trabajo se filtr6 mediante un sistema Millipore

(resistividad >18 MQ cm-', < 20 ppb de carbono organico).

3.3.2 Preparacion del buffer fosfato

Para poder trabajar con la proteina en suspension, se prepard una solucion buffer fosfato
0,1M. El acido fosfdrico es un acido es un acido triproético, por lo que presenta varias
constantes de disociacion a diversos pHs, lo que le confiere propiedades
amortiguadoras. Ademas, como el sistema de buffer fosfato tiene un pKa cercano a 7,

es elegido muchas veces para preparaciones de soluciones biologicas.

Para preparar el buffer fosfato, se mezclaron cantidades predefinidas de fosfatos mono
y dibasicos (1,0203 gr de KH2PO4 con 0,8725 gr de K2HPO4), ajustando el volumen final
a 250 ml de agua bidestilada. Las masas de los compuestos utilizados fueron pesadas
utilizando una balanza analitica RADWAG AS220.R2 PLUS 220g/0.1mg. Para el ajuste
final del pH del buffer se utilizaron soluciones de HCI y NaOH concentrados (aprox 1M).
El medidor de pH utilizado fue un OAKTON WD-35801-00. El pH final de la solucion del
buffer fosfato fue de 7,00+0,2.

El buffer preparado también se utilizd como blanco para calibrar la medida de la
absorbancia de las muestras y eliminar el aporte del solvente al obtener los valores del

espectrofotometro.

3.3.3 Preparacion de las referencias

Debido a que las soluciones que fueron utilizadas para la realizacién de la tesina se
usaron de manera recurrente, se prepard desde el inicio una solucion stock a alta
concentracion para poder utilizarlas para todos los experimentos. Para ello se prepard
10 ml de cada solucién de referencia, ajustando la concentracion aproximadamente a un
valor de 0,6Abs de las muestras para el pico caracteristico de cada una. Para preparar
las referencias se utilizé como solvente el buffer fosfato preparado y sélidos de New
Coccine (NC) e indigo Carmin (IC).
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Figura 3.1: New Coccine e indigo

El intervalo de longitud de onda de corrida
para la medida de la absorbancia de las
referencias fue de 1100-200nm y se utilizo
agua mili-Q como blanco. Luego de la adicion
del sélido al buffer fosfato se sonicaron las 2
soluciones para favorecer la disolucion del

colorante.

Luego de ser utilizados, el buffer fosfato se
mantiene conservado en heladera y las

referencias se colocan en un frasco color

Carmin en cubetas de cuarzo previo a
realizar la medida espectrofotométrica.

caramelo a temperatura ambiente.

Para la completa disolucién de la referencia

previo a la medida de la absorbancia por métodos espectrofotométricos, se sonicaron

por al menos 20 minutos en un bafo termostatico. Este se llevo a cabo observando la

absorbancia obtenida luego de 15 minutos de sonicado y después cada 5 minutos.

3.3.4 Preparacion del stock de proteina
Para poder trabajar con la proteina en
suspension, se prepard una solucion stock
utilizando polvo liofilizado de Citocromo ¢
marca Sigma Aldrich. Se queria lograr una
absorbancia entre 1-1,5 considerando que
el pico de absorcién del Citocromo c es a
410nm [Dixon, M., Hill, R., & Keilin, D.
(1931)], para lo cual se fue adicionando
una pequefia cantidad de polvo liofilizado
al buffer fosfato hasta que se llegé a
1,108Abs. La soluciéon stock obtenida fue

guardada en la heladera, en un matraz aforado.

2

LR B

Figura 3.3: Solucion de Citocromo c.

Para la preparacién del stock de Citocromo c oxidasa se realizé un procedimiento similar.
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Para la completa disolucion de todas las muestras previo a la medida de la absorbancia

por métodos espectrofotométricos, se sonicaron por 30 minutos.

3.3.5 Preparacion de la soluciéon de complejos

Para preparar las soluciones de los complejos se utiliz6 como solvente el buffer fosfato
preparado y solidos de los complejos de Ru(ll) y Re(l). Sin embargo, si bien en un primer
momento se realizaron medidas experimentales tanto con [Re(bpy)(CO)s(nHo)]*
[Maisuls, I., Cabrerizo, F. M., David-Gara, P. M., Epe, B., & Ruiz, G. T. (2018)] como con
Ru(bpy)s*? (donde bpy = 4,4’-bipiridina), finalmente se resolvio utilizar Ru(bpy)s*? como
complejo donor de electrones [Natali, M., Campagna, S., & Scandola, F. (2014)]. Esto se
decidié en base a su capacidad de asociacién a diferentes posiciones a lo largo de la

cadena peptidica del Citocromo c y a su disponibilidad en el laboratorio.

Para el caso del complejo también se realizé una solucion stock y, considerando que
Ru(bpy)s*? es un complejo de rutenio el cual posee un pico de absorbancia
aproximadamente a 300 nm debido a que presenta una transicion d-d entre los orbitales
del rutenio, su medida se realiz6é a 355 nm. Como ya se explicé anteriormente, la muestra
de complejo en buffer fosfato se sonicé hasta llegar a un valor de absorbancia estable,

el cual se obtuvo luego de 35 minutos y fue de 0,380 Abs.

3.3.6 Preparacion de la solucién de proteina y complejo de Ru(ll)

La solucion de proteina con Ru(bpy)s*? es la Unica que debe prepararse inmediatamente
antes de usar para reducir la posibilidad de que se den otros fendbmenos relacionados a
la reaccidn entre complejo y proteina, por lo que no puede prepararse un stock. Para
aumentar la probabilidad de que la mayor cantidad de proteinas se encuentren unidas al

complejo se colocd una menor cantidad de proteina que la necesaria.

Sabiendo que la celda posee un volumen final de 2 ml, se ajusté la absorbancia de forma
tal que el complejo se encuentre a una concentracion similar a la definida

(aproximadamente 0,2-0,15-0,1).
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3.4TECNICAS EMPLEADAS

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron diversos equipos Opticos, tales como
laseres, detectores fotoacusticos, detector de oxigeno singlete, espectrofotometros UV-

Visible, espesctofluorometro, y otros dispositivos épticos.

3.4.1 Espectroscopia de absorcion UV-visible y espectrofluorometria

3.4.1.1 Espectroscopia
Para poder comparar la forma en la que las soluciones utilizadas reaccionan ante el
mismo estimulo luminico se decidié normalizar la absorcion de la luz de la muestra

mediante el uso de un espectrofotometro.

En el espectrofotometro hay una fuente de luz que emite en un amplio espectro, la cual
incide sobre un monocromador que permite la seleccion y transmision del haz a una
longitud de onda determinada. Luego, la luz proveniente del monocromador pasa a
través de la muestra situada en una cubeta de cuarzo de paso Optico I, donde es
absorbida por la muestra de manera proporcional a la concentracion de la especie
absorbente dentro de la muestra. Luego de pasar por la muestra, el haz continua por el
camino optico y llega finalmente al detector, el cual presentara el valor de la medida de

la intensidad de la luz transmitida.

La ley de Lambert-Beer es una relacién empirica de la fraccion de luz incidente absorbida
por la muestra a una determinada longitud de onda, del espesor de la muestra (paso
Optico) y de la concentracion de la muestra absorbente. Considerando lo como la
intensidad de la luz incidente, | como la intensidad de la luz transmitida, la razén I/lo como
la transmitancia, € como el coeficiente de absorcion molar, C como la concentracién de
la especie absorbente y | como paso éptico de la muestra que absorbe la luz, la ley de

Lambert-Beer se puede expresar como:
I
log—=A = ¢Cl
Iy

El coeficiente de absorcion € molar depende de varios factores, ya que varia con la
naturaleza del compuesto absorbente, del solvente, de la longitud de onda, y también

29



con los puentes de hidrégeno presentes si la especie
absorbente esta en equilibrio con un estado de ionizacion

que tiene diferentes propiedades de absorbancia.

La ley de Lambert-Beer supone que la luz que incide
sobre la muestra es paralela y monocromatica (es decir,
de una sola longitud de onda) y que las moléculas de
solvente y de soluto estan orientadas al azar. La
expresion log(l/lo) es la absorbancia, designada como A,
y es, considerando la ecuacion de la ley de Lambert-
Beer, directamente proporcional a la concentraciéon del

soluto absorbente.

Para poder obtener los espectros de las referencias y las
muestras se ajusto la longitud de onda en un rango entre
1100 y 200nm, y se tomo el valor de absorbancia de

ambas a 355 nmy 532 nm. Para realizar dichas medidas

Figura 3.4: Posicién de las
celdas de muestra y blanco.

con el laser, se cambian los dobladores (o generadores de arménicos) manualmente.

Las medidas de absorbancia se realizaron con un espectrofotometro UV-Vis UV-1650PC

Shimadzu, y las celdas utilizadas fueron de cuarzo de 1.0 cm de camino 6ptico.

CALLEERRERTEY

Figura 3.5: Espectrofotometro UV-Vis UV-1650PC Shimadzu utilizado.
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3.4.1.2 Espectrofluorometria

La espectrometria de fluorescencia es un tipo de espectroscopia electromagnética que
analiza la emisién de una muestra. Cuando una sustancia quimica absorbe un tipo de
radiacién, sus electrones pasan de un estado basal a un estado electronico excitado. Al
absorber, muchas sustancias disipan el exceso de energia en forma de calor, sin
embargo, solo un grupo de especies pierde una cantidad del exceso de energia en forma
de calor, y emite la energia restante en forma de radiacion electromagnética de mayor
longitud de onda que la absorbida. En este caso se utiliza un haz de luz, por lo general
luz UV, que excita los electrones de las moléculas de ciertos compuestos y provoca que
emitan luz de una menor energia, generalmente luz visible. La emision de fluorescencia
tiene lugar en nanosegundos y durante este periodo de tiempo suceden numerosos
procesos moleculares (interacciones proteina-ligando, desplazamiento de biomoléculas,
fendmenos de hidratacion, etc.) que pueden inducir modificaciones en alguna de las
propiedades de los compuestos fluorescentes (espectros, vidas medias, rendimiento
cuantico, anisotropia de fluorescencia, etc.). Estas modificaciones pueden ser medidas

dando informacion sobre dichos procesos moleculares.

De la misma forma que sucede con el espectrofotdmetro, las medidas del
espectrofluorometro RF-5301PC Shimadzu pueden iniciarse luego de que el equipo

realizé todos los chequeos necesarios.

-
) & i

Figura 3.6: Espectrofluorémetro RF-5301PC Shimadzu utilizado.

El equipo cuenta con un monocromador de excitacion que permite seleccionar una
determinada longitud de onda de la fuente de Xe. El haz resultante se focaliza sobre la
cubeta. La emision de la muestra se detecta a 90° con respecto al haz de excitacion para

evitar interferencias por efecto de la luz dispersada. El espectro de emision se obtiene
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por barrido de un segundo monocromador (de emision). El detector es un tubo
fotomultiplicador R928 sensible al rojo. Las rendijas de excitacidén y emision se ajustaron
a un paso de banda de 5y 1,5 nm. El ancho de rendija es un condicionante de la cantidad
de luz emitida por el equipo, la cual influye en la emision o fluorescencia. El
espectrofotometro registra los espectros en unidades arbitrarias (UA) con un maximo de
emision de 1000 UA. La celda utilizada en este caso fue de cuarzo de 1.0 cm de camino

Optico con las 4 caras transparentes.
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Figura 3.7: Diagrama esquematico del sistema 6ptico del espectrofluorémetro utilizado para la
obtencion de las matrices de excitacion - emision de fluorescencia.

3.4.2 Obtencion de la proteina recombinante Citocromo ¢ Oxidasa
La obtencion de la Citocromo ¢ Oxidasa se realizé en Rosario, por el equipo de trabajo

de Vila y Abriata, utilizando el método de clonado de expresion.

El procedimiento del clonado de un clonado de expresion consta de dos partes. En un
primer momento se realiza un clonado del gen de interés para poder obtenerlo, para
finalmente clonar el fragmento de interés a un vector de expresion que permitira la

produccion de las proteinas recombinantes usando maquinaria bacteriana.

La porcién soluble Cua de la Citocromo ¢ oxidasa fue amplificada a partir de DNA
genomico de T. thermophilus utilizando protocolos estandar de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). El fragmento wild-type fue truncado del constructo original (TO) que

corresponde al dominio Cua mas proteolizado. EI DNA obtenido a partir de la biblioteca

32



genomica contiene un truncamiento de 10 aminoacidos en comparacion con el fragmento
original (T10). Para realizar el clonado por expresion se disefian los primers con las
secuencias de corte de Ndel (sitio ATG mas cercano del RBS) y BamHI, enzimas de
restriccion que permiten eliminar secuencias no necesarias, dejando una proteina mas
pura. El fragmento Cua de la ba3 oxidasa de Thermus thermophilus obtenido durante el
clonado, se expresoé en el plasmido de expresion pET9ACUAWTT9 (KanR) en una cepa
de expresion E. coli BL21(DE3), las que se pusieron a crecer en medio rico LB en
presencia de Kanamicina para generar una presion de seleccion. La obtencién del
mutante fue verificada mediante secuenciamiento del DNA, utilizando ABI Prism 3700
DNA Analyzer and 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) en el
DNA Sequencing Core Laboratory del California Institute of Technology. Ambas hebras
del gen (obtenidas a partir de los primers forward y reverse) se secuenciaron utilizando
los sitios de restriccion para verificar que no se hayan incorporado mutaciones
secundarias al clon seleccionado [Fernandez, C. O., Cricco, J. A., Slutter, C. E., Richards,
J. H., Gray, H. B., & Vila, A. J. (2001)].

7 &
duB »

Tak
per 9

Figura 3.8: Modelo estructural del complejo entre el Citocromo c y la CcO de T. thermophilus
[Muresanu, L., Pristovsek, P., LChr, F., Maneg, O., Mukrasch, M. D., R terjans, H., ... & Ll cke,
C. (2006)].
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La eleccion del sistema de expresion depende del tamaino y la cantidad de proteina a
clonar. En el caso de E. coli, la cepa se utiliza cuando no importan las modificaciones
post-traduccionales de las proteinas, aunque favorece la formacion de cuerpos de
inclusiéon. La eleccidon de las cepas receptoras de E. coli como modelo se basa en la
habilidad de la cepa de crecer en un medio quimico definido y su rapida tasa de
crecimiento (su duplicacion se lleva a cabo cada 20-30 min). Las cepas usadas para
clonado generalmente con hsdR™ 0 hsdS-; ademas debera ser recA para evitar rearreglos
posteriores a la transformacion mediante recombinacion, lo que aumentaria la cantidad
de monomeros y estabilizaria plasmidos con secuencias repetitivas disminuyendo la
cantidad de plasmidos con la estructura deseada. Las proteasas del huésped pueden
interferir con el aislamiento de proteinas recombinantes intactas lisandolas, por lo que se
usan huéspedes deficientes en proteasas, y ademas debe tener suprimida la sintesis de
proteinas endogenas. Finalmente, la cepa debera ser sensible al antibidtico del plasmido
para que puedan seleccionarse las cepas que incorporaron el plasmido en cuestion, ya
que los plasmidos no son estables en ausencia de una presion de seleccion. Debera

expresar la T7 RNA pol.

La cepa de E. coli BL21(DE3) presenta un gen que codifica a la RNA pol del fago T7 bajo
el control de un promotor inducible por IPTG. Lo que permite que luego de la obtencién
de la cepa de expresion con el fragmento de interés se realiza un ensayo de expresion
a mini-escala. En primer lugar, se cultiva la cepa en un medio rico, y se induce la
expresion de la proteina con IPTG, analogo no metabolizable de la glucosa, y se realiza
un SDS-PAGE donde se pone en contacto la solucion de proteinas con SDS (detergente
desnaturalizante que elimina la conformacion tridimensional de las mismas, y hace que
las proteinas migren en el gel en relaciéon a su tamano), se siembra un marcador de PM,

proteina sin IPTG y con IPTG. Finalmente se verifica la obtencion de la proteina.

El plegado correcto de la proteina obtenida luego del clonado de expresion afectara
directamente su solubilidad. La purificacion de las proteinas de los lisados celulares se
realizé resuspendiendo el pellet de 1 litro de cultivo en 25 mL de 50mM Tris-HCI, pH 8,0,
4 mg/ml de lisozima, 40 unidades/ml de DNasa I, 3 unidades/ml de RNasa Ay 0,1% de
Triton X-100. Para inhibir la protedlisis se agregaron 2mM de PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo), y se incubd el extracto a 30°C por al menos 30 minutos. Finalmente,
se separaron los desechos celulares del extracto proteico mediante centrifugaciones

secuenciales, el sobrenadante se coloco en una columna de flujo por gravedad CM-
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Sepharose, y las fracciones de interés fueron dializadas y posteriormente liofilizadas.
Entre los pasos de centrifugacion, el pH de la solucion fue monitoreado y corregido, se
agregaron 15 uL/ mL de una solucién de Cu(ll)(His)2 100 mM para formar el sito Cua de
la CcO, y ademas se realizé un tratamiento térmico a 65°C por 10 minutos para ayudar
a la precipitacion de los restos celulares no deseados [Slutter, C. E., Sanders, D.,
Wittung, P., Malmstrom, B. G., Aasa, R., Richards, J. H., ... & Fee, J. A. (1996). Water-
soluble, recombinant CuA-domain of the cytochrome ba 3 subunit Il from Thermus
thermophilus. Biochemistry, 35(11), 3387-3395]. Los rendimientos generales obtenidos
fueron de 13 mg/L.

3.4.3 Métodos fototérmicos

Los métodos fototérmicos estan representados por un grupo de métodos de alta
sensibilidad, originalmente utilizados para medir absorcion optica, pero con el potencial
de dar acceso a una gran variedad de estudios termodinamicos y cinéticos analizando

los eventos inducidos en una muestra por absorcion de luz.

Por lo tanto, los métodos fototérmicos son usados para cuantificar parametros
termodinamicos y constantes de velocidad de reacciones inducidas por luz, parametros
gue no pueden obtenerse solamente usando otros métodos espectroscopicos. Es debido
a esto que los métodos fototérmicos son esenciales para completar el entendimiento de

los mecanismos de redistribucion energética entre reacciones fotoinducidas.

Entre los métodos fototérmicos mas utilizados se destacan: laser induced optoacoustic
spectroscopy, thermal lensing, photothermal beam deflection, thermal grating, etc. Este
tipo de técnicas, implementadas en el ClOp en los ultimos afios, seran basicamente con

las que se trabajara en este proyecto.

La sensibilidad de estos métodos permite detectar cambios en el indice de refraccion
debido a cambios en la densidad (resultante del cambio de volumen), en la absorbancia
(mediante la relacion de Kramers-Kronig) y en la temperatura. Cuando la luz es absorbida
y subsecuentemente disipada como calor sin otros efectos (volumen estructural y
cambios en el indice de refraccion debidos a la absorbancia transitoria), la muestra se
calienta. Este calentamiento lleva a cambios en la temperatura y en los parametros
termolasticos de la muestra que estan relacionados a la temperatura. Considerando esto,

la base para todos los métodos fototérmicos espectroscopicos reside en la medida de
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parametros como la temperatura, la presion o los cambios de densidad que ocurren

debido a cambios en la absorcion.

Existen otro tipo de sefales, que no tienen un origen térmico, y que estan superpuestas
en las que generan cambios entalpicos, los que aumentan el grado de complejidad del
analisis.

La determinacion fotoacustica del cambio de volumen en el tiempo durante reacciones
fotoinducidas genera una onda de presion, produciendo cambios térmicos o
estructurales, la cual permite “escuchar” el movimiento proteico, aun cuando dicho
movimiento se realiza en escalas de tiempos muy cortos. Como se dijo anteriormente,

estos cambios volumétricos pueden ser de origen térmico o no térmico [Gensch, T., &
Viappiani, C. (2003)].

Los métodos fototérmicos utilizan principalmente fuentes de luz laser. La pureza de alto
espectro y potencia, como también el perfil espacial del haz, permiten obtener senales
mas altas que con fuentes convencionales de luz. Ademas, el corto tiempo de duracion

de los pulsos de luz laser permite la resolucion en el tiempo en escala de nanosegundos.

Para la realizacion del presente trabajo se utilizd la técnica de espectroscopia
optoacustica (o fotoacustica) inducida por laser LIOAS (laser-induced, time-resolved
optoacustic spectroscopy). Esta técnica permite el monitoreo de los cambios de presion

inducidos en una muestra liquida luego de la excitacion con un pulso laser.

s Detector Amplificador

A Muestray J s « E'l
LR X

- Divisor
Medidor _ .
de energia A d'e haz | Osciloscopio
~Pin-hole
" 7
T\ Filtro
Laser

Pellin
Brocca

Figura 3.9: Configuracion experimental para llevar a cabo la técnica LIOAS.
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3.4.3.1 Disposicion de los equipos

Un equipo de fotoacustica (o LIOAS) convencional para realizar un analisis fotoquimico

de una muestra consta de tres partes principales: un arreglo experimental para producir

un corto e intenso pulso de luz, un reactor o celda de reaccion y un sistema de deteccion.

Figura 3.10: Camino 6ptico con sus
componentes.

Para poder dirigir el haz de luz que sale del laser
se utilizaron diversos instrumentos Opticos
como un prisma de Pellin Broca, un pinole, un
polarizador, un divisor de haz. En el caso del
presente trabajo, se utilizd un prisma de Pellin
Broca que cumplié varias funciones: por un
lado, posibilitd el ajuste de la altura del haz,
rotando el plano de polarizaciéon en 90°C, y de
esta forma haciéndolo paralelo a la mesa 6ptica,
y por otro permitié la separacion de los distintos
armonicos para que incidiera sobre la muestra
el armodnico de interés. El pinhole consiste en
una placa metalica de hierro con una apertura
circular de 1Tmm de diametro, lo que permitié
que la zona irradiada en la celda sea de un area
determinada. El rol del polarizador en el camino
Optico del haz consistié en posibilitar la variacion
de la potencia del haz por atenuacion frente a
unas mismas condiciones experimentales de

potencia de salida del laser y temperatura.

Para el analisis realizado en la presente tesina, la fuente de excitacion fue el segundo y

tercer pulso arménico (532 nm y 355 nm respectivamente) de un laser Q-switched

Nd:YAG (Surelite Il, Continuum, 7 ns ancho completo a la mitad del pulso). La cubeta se

colocd en un soporte con control de temperatura integrado (con una sensibilidad de £0.05

°C).

Para controlar el funcionamiento del laser resulta conveniente disponer de sistemas para

monitorear en forma permanente la emision de la salida, como un detector de potencia
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que entregue un valor de energia irradiada. En el caso del presente trabajo consistié en

un radidometro.

El sistema de deteccion de la sefal fotoacustica consisti6 en un transductor
piezoeléctrico de ceramica de 4 mm de grosor por 4 mm de diametro, dentro de un dedo
de acero inoxidable desarrollado en el instituto, el cual se situé en contacto con la cubeta
en una pared perpendicular a la direccion del haz del laser que incide sobre la muestra.
Las sefales acusticas detectadas fueron aumentadas con un amplificador casero, el cual
aumenta la sefial del piezoeléctrico con una sefial maxima a la entrada de 18mV y una
de salida de 40mV, y procesadas por un osciloscopio digital Tektronix TDS 3032, el cual
permiti6 monitorear la evolucion
en el tiempo de la presion del
pulso. La sefial eléctrica
proveniente del detector es
digitalizada por el osciloscopio vy,
mediante el programa

OpenChoice Desktop, pudieron

adquirirse tanto la forma de la Figura 3.11: Osciloscopio Tektronix TDS 3032.

curva como los datos de la

misma.

Para mejorar la deteccion de la sefial acustica obtenida se coloco vaselina en la punta

del micréfono, lugar donde se pone en contacto con la muestra.

En dltima instancia, el divisor de haz

permitio desdoblar el haz en dos para que

53

uno de ellos incida sobre la muestra y el

v s

otro sobre un detector conectado a un

<<

Radidmetro universal Rm-6600, el cual
entrega los valores de potencia de la luz

detectada. De esta forma se pudo

Figura 3.12: Radiémetro Rm-6600 determinar la potencia del haz que llegaba
a la muestra, determinante de la respuesta

acustica obtenida en el osciloscopio Tektronix TDS 3000 Series. Dicho osciloscopio,
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como se dijo anteriormente, obtiene la altura del pico de la sefal proveniente de la

muestra al incidir la luz del laser con la potencia que devuelve el radiometro.

Las sefnales generadas por 64 disparos del laser a cada temperatura, tanto para la
muestra como para la referencia calorimétrica (New Coccine e indigo Carmin) cada vez
bajo las mismas condiciones, fueron promediadas para obtener una mejor sefal

disminuyendo el ruido.

Las medidas se realizaron en un régimen lineal de amplitud
versus energia radiante del Iaser, que fue de un maximo de 100
MJ por pulso. El espectro de absorcién de la solucion fue
determinado antes y después de cada set de medidas de laser
para poder determinar una posible degradacion o

desnaturalizacion de la muestra.

La temperatura se controlé por circulacion de agua destilada

por la camisa con un termostato alrededor de la muestra, agua

proveniente de un bafo termostatico Julabo F12, y se midio

Figura 3.13: Bafo
termostatico.

dentro de la celda de reaccién con un termometro digital CT
Lutron PH-206.

3.4.3.2 Obtencion de las senales fotoacusticas de las muestras de estudio
Durante todo el desarrollo de la presente tesina se realiz6 la experiencia con la referencia

en un primer momento, y luego la de la muestra.

Se realizaron la medida a distintas temperaturas, entre 7°C y 25°C, cambiando de
temperatura al azar (subiéndola y bajandola) para disminuir la probabilidad de errores
sistematicos. La eleccion de los limites de temperatura entre 7°C y 25°C se baso en que
a temperaturas menores a 7°C se obtenia mucho ruido en la medida y a temperaturas
mayores a 25°C podria desnaturalizarse la proteina. El intervalo de temperatura entre
medidas fue entre 3 y 5 °C, tratando de obtener al menos 10 medidas para poder contar

con un espacio muestral estadisticamente significativo.

La temperatura debe mantenerse 10 minutos para poder realizar la medida y permitir que
haya una temperatura homogénea en la celda. Para las medidas realizadas a
temperaturas bajas se debe controlar también que la cubeta no esté condensada, ya que
esto modificaria la potencia de luz absorbida por la muestra. Para eliminar la
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condensacion formada se pasa aire seco por las caras externas de la celda. Tanto el aire
como el agitador, el cual ayuda a la homogenizacién de la muestra frente a los cambios
bruscos de temperatura, se detuvieron al momento de la toma de muestra para evitar

cambios en la sefal por estos.

Para cumplir el tercer objetivo de esta tesina se estudiaron los cambios de volumen
generados por los procesos de transferencia electronica fotoinducidos entre el Citocromo
c y el centro Cua de la CcO [Babcock, G. T., & Wikstrom, M. (1992)].

Los pasos experimentales para el estudio de la transferencia de carga entre el Citocromo
c y el centro Cua de la CcO fueron similares a los realizados para el analisis de
transferencia de carga entre el Citocromo c y los complejos de Re(l) y Ru(ll), y la fuente

de excitacion utilizada fue el segundo pulso armonico (532 nm) del laser.

3.4.4 Analisis computacional y deconvolucién de las sefales

Con respecto a la adquisicion, analisis y presentacion de datos experimentales se
dispuso de los programas necesarios que permitiran realizar estas tareas. Ademas, se
realizd una correlacion entre los resultados de los complejos metalicos solos y los

complejos asociados a la proteina.

Para realizar el analisis de los datos obtenidos se utilizoé el programa Sound Analysis 32.
Sin embargo, previo a la realizacion de dicho andlisis, los datos deben ajustarse segun

ciertos parametros de medidas.

En un primer momento se utilizaron los datos obtenidos del osciloscopio. Del archivo con
los 10.000 datos de la curva se importaron los valores para realizar la deconvolucion, y
del archivo de imagen se obtuvo la transmitancia de la muestra. La transmitancia optica,
definida como la fraccion de luz incidente a una longitud de onda especificada, que pasa
a través de una muestra representara el valor del t=0 de los datos obtenidos, por lo que
dicho valor se rest6 en toda la columna del tiempo. Se corrige el tiempo al disparo del

laser en el eje x, y el offset de la sefial en el gje y.

Los valores promediados de las columnas se obtuvieron en una nueva ventana. Una vez
restado el promedio se normalizaron los datos por el valor de potencia del laser.
Finalmente, se graficaron las curvas obtenidas para muestra y referencia a distintas

temperaturas.
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La deconvolucién genera una funcidn para la referencia y la muestra, y permite separar
las componentes térmicas y estructurales, ya que la referencia sélo tiene contribucion de
la primera. Luego de las deconvoluciones se obtiene un modelo del resultado para
distinto numero de especies formadas. Dicha formacion de especies se consideré

secuencial, empezando con el calor puesto en juego como la primera especie generada.

Una vez importados los valores al Sound Analysis 32 se genera una simulacion que se
ajuste al comportamiento observado experimentalmente. La simulacion debe condecirse
con la curva de la muestra, sobre todo en el primer pico, pero mejora si es similar o se
ajusta al resto de la curva acustica. Dicha simulacion es la que permitié observar los
fendmenos fisicoquimicos que ocurren en la muestra, como desprendimiento de calor,

transferencia de carga.

Ademas de haber analizado las ondas acusticas se realizé un analisis de residuos, los
cuales deben oscilar en el menor rango posible. Los residuos tendran una mayor
dispersién con respecto al 0 en las zonas donde la simulacion no se superponga a la
curva obtenida experimentalmente de la muestra, es decir, cuando haya un mayor error

en la simulacién generada.

Finalmente, también se analiza la autocorrelacion de la simulacion, cuya oscilacion a
medida que aumenta el tiempo debe tender a 0. Una restriccion del sistema consiste en
el valor de T > 10*ns, el cual no permite la separacion en los procesos reales del sistema,

o esta fuera de la ventana temporal de los procesos de estudio.

3.4.5 Senal acustica y calculos calorimétricos

Como se menciond anteriormente, los pulsos de presion detectados en una muestra
iluminada, provienen de los cambios de volumen producidos por relajacién no radiativa
(AVt) y rearreglos estructurales a nivel molecular (AV:). La relajacion en dichas
reacciones se origina tanto por el decaimiento no radiativo de los estados excitados como
por el calor liberado (cambio de entalpia), incluyendo el calor involucrado en el rearreglo
del solvente. En la figura inferior puede observarse un esquema de los cambios
entélpicos (Q) que se convierten a cambios en la temperatura a través de la capacidad
caldrica (VCpp), y a cambios de volumen en la solucion a través del coeficiente de
expansion isobarica (B).  representa todos los reordenamientos moleculares, atdmicos

y electronicos del soluto y de las moléculas de solvente que conducen a un cambio de
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volumen estructural. Los cambios de presion provenientes de las variaciones
volumétricas son mediados por la compresibilidad isotérmica (kt) [Callis, J. B., Parson,
W. W., & Gouterman, M. (1972)].

:l<a_")
(Térmico) — 2T Ap

o
" (Estructural)

Los cambios en el volumen estructural reflejan el movimiento de las moléculas excitadas
y/o del solvente circundante en respuesta a eventos tales como el cambio de momento
dipolar, transferencia de carga y fotoisomerizacion. Para entender mejor la generacion
de la sefal fotoacustica y tener en cuenta tanto arreglos experimentales (cara frontal y
angulo recto) como la cinética de relajaciones no radiactivas se han desarrollado
aproximaciones tedricas [Puchenkov, O. V., & Malkin, S. (1996), Puchenkov, O. V., Kopf,
Z., & Malkin, S. (1995), Puchenkov, O. V. (1995) y Diebold, G. J. (1998)].

Usando una aproximacion heuristica, los cambios de presion total AP pueden ser
expresados en funcion del volumen iluminado V y la compresibilidad isotérmica (kt) como
[Braslavsky, S. E., & Heibel, G. E. (1992), Schulenberg, P. J., & Braslavsky, S. E. (1997)
y Peters, K. S., & Snyder, G. J. (1988)]:

1 (AV) 1 (AVth + AVr)
T Kt T

AP = —— =
Kr \V V

La sefal también esta relacionada linealmente con la cantidad de fotones absorbidos,
Nabs, la cual es dependiente de la absorbancia A de la solucion a la longitud de onda de

estudio A, de la constante de Avogadro Na y del numero de fotones incidentes Nph:
N.
ph -
Nagps = N_(l —10 A)
A
Considerando lo anteriormente mencionado, la sefal total sera dada por la ecuacion:

B
HS = knd, <acp—pEA + AV,

Donde Ex=NahclA es la energia de un mol de fotones de longitud de onda A (= 1 Einstein),

o= Q/ Ex es la fraccion de la energia absorbida Ea liberada como calor Q, AVe es el
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cambio de volumen estructural por cada Einstein absorbido, C;, es la capacidad calorifica
a presion constante, p la densidad y B el coeficiente cubico de expansion térmica de la

solucién. Para soluciones diluidas, estas propiedades son las mismas del solvente.

Los compuestos que trabajan como referencias calorimétricas son sustancias que no
presentan ni fluorescencia ni muestran transientes con tiempos de vida mas largos que
unos pocos nanosegundos, son fotoquimicamente estables y son 100% eficientes en
entregar la energia absorbida al medio como calor cuando las moléculas excitadas
regresan a sus estados fundamentales. No deberian exhibir efectos de desnaturalizacién
multifoténica o del estado fundamental por accion de la fluencia del laser usado en el
experimento [Gensch, T., & Viappiani, C. (2003)]. Se debe tener mucho cuidado de no
usar sustancias con bajos coeficientes de extincion a la longitud de onda de excitacion
ya que se necesitarian altas concentraciones (mM a M) de estos, lo cual podria afectar
el coeficiente de expansion térmico. De esta manera se podrian introducir errores
sistematicos en los datos y llevar a determinaciones erréneas de los cambios entalpicos
y volumétricos [Schulenberg, P. J., Rohr, M., Gartner, W., & Braslavsky, S. E. (1994) y
Logunov, S. L., & El-Sayed, M. A. (1997)]. La referencia calorimétrica y la solucidon
muestra deben ser medidas bajo condiciones experimentales idénticas, es decir, igual

solvente, temperatura, longitud de onda de excitacion y geometria.

Para especies transientes con tiempos de vida dentro del tiempo de integracion de
presion, la informacién cinética es obtenida considerando que la sefial es una
convolucion temporal entre la funcion de transferencia, HnR(t), del instrumento, obtenida
con la referencia calorimétrica, y el derivado del tiempo, H(t), de la relacion dependiente
del tiempo HnS/ HnR:

t
H:(t) = j HE(H(t — t"dt’
0
Reconvoluciones numéricas han sido utilizadas para obtener parametros cinéticos,
entalpicos y volumétricos [Melton, L. A., Ni, T., & Lu, Q. (1989), Small, J. R. (1992) y
Small, J. R., Libertini, L. J., & Small, E. W. (1992)], asi como métodos de deconvoluciones
directas [Puchenkov, O. V. (1995)]. Los métodos de reconvolucion asumen una
sumatoria de funciones de decaimiento exponencial simple para la evolucion en el tiempo
de las amplitudes de sefnal LIOAS normalizadas por la fluencia de muestra y referencia,

obteniendo una funcién de H(t) simplificada para dicho analisis:

43



.t
H(t)=zﬁe Ti
-4 T
l

Donde Ti es el tiempo de vida medio del transiente i y @i es la contribucidn fraccional al
cambio de volumen medido. Esta suposicion no tiene implicaciones en cuanto al
mecanismo involucrado, ya que para varios mecanismos se llega a una funcion similar a

la anterior.

Las amplitudes fraccionales @i contienen el calor liberado Qi y el cambio de volumen
estructural AVe, del paso i-ésimo, y ambas contribuciones pueden considerarse aditivas
siempre que la evolucion temporal sea la misma. Las amplitudes fraccionales, entonces,
dependeran de las fracciones de energia absorbidas ai= Qi/ Ex y del volumen estructural
AVei=®iAVR,, donde @i es el rendimiento cuantico del paso i. El calor liberado Qi esta
relacionado a la entalpia de las especies producidas, incluyendo la reorganizacion de la
energia del medio. ®iAVR, representa el cambio de volumen estructural molar del paso
i-ésimo, lo que incluye cambios intrinsecos en el cromoforo asi como también en las
interacciones soluto-solvente [Gensch, T., & Viappiani, C. (2003)]. Considerando lo

anteriormente mencionado, las amplitudes fraccionales pueden calcularse segun:

_a

a; =
YOE) B ﬂ+ D;AV; (Cpp)

By

0 =a; +

ALY ,
Ey \B/, > B E
AVe,i == ¢iAVR,i

Esta separacion entre la disipacion de calor y los términos estructurales se logra por la
medida de la senal como funcién de la relacién Cpp/B [Callis, J. B., Parson, W. W., &
Gouterman, M. (1972), Braslavsky, S. E., & Heibel, G. E. (1992) y Peters, K. S., & Snyder,
G. J. (1988)]. En solucién acuosa, Cpp/f depende fuertemente de la temperatura
(dependencia debida principalmente a los cambios en ). Asi, la separacidon de las
contribuciones térmicas y volumétricas se obtiene mediante la realizacién de mediciones
a diferentes temperaturas en un rango relativamente pequeno cercano a la temperatura
ambiente. La relacion Cpp/B para el agua pura se obtiene de valores tabulados. En
particular, Bx20=0 a 3,9 °C (Tp=0), mientras que es positivo por encima y negativo por
debajo de esta temperatura. A Tg=0 el calor liberado no da lugar a ninguna sefal. Esta
caracteristica en particular permite la evaluacion directa de la existencia de cambios en

el volumen estructural. Para soluciones acuosas de sales u otros aditivos a
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concentraciones mM o mayores, (Cpop/B)ry Tp=0 Se debe determinar por comparacion de
la sefial obtenida para una referencia calorimétrica en el solvente de interés y en agua
[Gensch, T., & Viappiani, C. (2003)].

El calor liberado en cada etapa (Qi) es interpretado en términos de los cambios de

entalpia usando el balance de energia de la ecuacion:
E, = (prf + Z Qi + Eqimacenada
i

En esta ecuacion, la energia de entrada (E\) es igual al total de la energia liberada como
emision (por ejemplo, fluorescencia; @iy Ex son los rendimientos cuanticos de emision y
energia del estado emisor respectivamente; la fosforescencia no se tiene en cuenta) y el
calor disipado (cambios en el contenido de energia de los estados excitados mas la
energia asociada con las interacciones soluto-solvente) en cada una de las etapas.
Eamacenada representa la energia acumulada en las especies que viven mas tiempo que
el de presion-integracion del experimento. El andlisis de la informacion calorimétrica
requiere conocer el esquema de reaccidn y los parametros asociados con el proceso
tales como rendimientos cuanticos y niveles de energia derivados, por ejemplo, de
medidas opticas [Gensch, T., & Viappiani, C. (2003)].

3.4.6 Determinacion del rendimiento cuantico de generacion de oxigeno singlete
por el complejo de Re
State Orbital Assignment El oxigeno atomico tiene numero atémico ocho y presenta
It @ @ una configuracion electrénica de 1s2 2s2 2p*. El estado basal
T 1
del Oz es un triplete (32g), paramagnético, debido a sus dos
1
A g @ C)1t electrones no apareados. Los dos estados electronicamente
T

excitados energéticamente mas proximos son singletes,

3 -
Zg @n @n cuyas notaciones espectroscopicas son 'Ag y X4*. El

Figura 3.14: Estados oxigeno singlete ('O2) es, entonces, una especie
triplete y singlete del electronicamente excitada del oxigeno molecular (O2) y
oxigeno [DeRosa, M. C., o . _ _
& Crutchley, R. J. participa en numerosas reacciones de oxidacion como
(2002)].

especie activada.
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La produccion de oxigeno singlete (O2('Aq)) sensibilizada por el complejo de Re(l) se
realizd por la comparacion de la emision en el infrarrojo cercano (1270 nm) producida

por el decaimiento del oxigeno del estado excitado 'Aq al estado fundamental 3 4.

La longitud de onda de excitacién empleada en los experimentos fue 355 nm del tercer
armonico del laser de Nd-YAG previamente descrito. La potencia del laser fue medida
con el Radiémetro universal Rm-6600. La fosforescencia de oxigeno singlete ('Ag— X"
) se mide colocando un filtro de banda de 1270 nm en frente del detector, un fotodiodo
de Ge (Applied Detector Corporation, tiempo de resolucion de 1 ps) acoplado a un
amplificador. Las medidas se realizaron en soluciones de acetonitrilo equilibradas con
aire. Se registro el promedio de 64 sefiales generadas por disparos de laser para mejorar
la relacion sefal-ruido. Se realizé un ajuste de los decaimientos exponenciales de la
emision a 1270 nm excluyendo la parte inicial de la senal. El valor del rendimiento
cuantico ®a se calculé comparando la intensidad de fosforescencia del complejo con la
de una solucién del sensibilizador de referencia (fenalenona ®a = 0.98) en las mismas

condiciones experimentales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis de las referencias calorimétricas utilizadas: espectro UV-visible,

estabilidad y medidas fotoacusticas

Se midieron los espectros UV-visible de las soluciones de ambas referencias

calorimétricas. Los resultados se muestran en la figura 4.1:

0,8 -

Longitud de onda

200 400 600 800 1000

Absorbancia
Figura 4.1: Espectros UV-visible para las referencias calorimeétricas utilizadas: New Coccine
(rojo) e Indigo Carmin(azul).
Se observé que el compuesto New Coccine tiene un pico de absorbancia alrededor de
los 500 nm y también presenta varios picos por debajo de 380 nm. Mientras que, el
compuesto indigo Carmin presenta zonas de absorcién centradas en 600 nm y por
debajo de 370 nm.

En un primer momento se realizaron las medidas a 532nm, llevando la absorbancia de
las referencias a un valor cercano a una absorbancia de 0,2 utilizando el buffer fosfato
como solvente. Aun cuando los valores de las absorbancias de muestra y referencias se
normalicen posteriormente durante el analisis de los datos, se traté de conseguir
absorbancias similares a las longitudes de onda de estudio en cada experiencia para

poder comparar los valores obtenidos mientras se realizaba la obtencion de los datos
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experimentales. Si las absorbancias hubieran sido muy diferentes podrian ocurrir
procesos distintos en las muestras o las referencias, escenario que se tratd de evitar

para obtener procesos comparables.
Anc, 532nm =0,203 Aic, 532nm =0,203
Anc, 355nm =0,167 Aic, 355nm =0,163

Para confirmar la correcta disolucion de las referencias, se estudié la variacién de los
espectros UV-visible después de sucesivas sonicaciones y el scattering o dispersién de
luz por la presencia de material particulado no correctamente disuelto. En la tabla 4.1, se
muestran las absorbancias luego de las 3 primeras sonicaciones (en los tiempos
indicados) para 3 longitudes de onda. Las longitudes de onda mas altas evidencian el
scattering de la muestra debido a que ninguna de las dos sustancias tiene absorcidén en
esas zonas. Cuando el sistema se encuentra completamente disuelto, no se observan
particulas en suspension y por lo tanto no presenta scattering la muestra. Se observo
que las diferencias entre el segundo y tercer sonicado son minimas por lo que se tomaron

estas ultimas muestras como completamente disueltas.

Stock de New Coccine en buffer fosfato

15 minutos +5 minutos +5 minutos
A100nm =-0,001 A1100nm =-0,003 A100nm =-0,002
Asoonm =-0,002 Asoonm =-0,004 Asoonm =-0,004
A3s5nm =0,953 A3s5nm =0,966 A3s5nm =0,960

Tabla 4.1: Medidas de absorbancia para sonicados sucesivos a longitudes de onda donde
absorbe el complejo y donde hay scattering.

Por otro lado, se hicieron medidas de los espectros de ambos colorantes después de
irradiar durante tiempos crecientes las soluciones con el laser, para verificar la
fotoestabilidad de los compuestos durante las medidas optoacusticas. Las figuras se
muestran a continuacion para ambos colorantes luego de una irradiacion durante 40

minutos:
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Figura 4.2: Espectros obtenidos para,el ensayo de estabilidad post irradiacién para ambas
referencias. Izquierda: Indigo carmin. Derecha: New Coccine.

Se observa que, para ambos colorantes, después de 40 minutos de irradiacion con el
laser de Nd-YAG, los espectros no varian, por lo que, se pueden considerar fotoestables
y pueden ser utilizados, por lo tanto, como referencias en las condiciones experimentales
empleadas en esta tesina. Este procedimiento se repitid para todas las muestras
empleadas luego de cada serie de medidas. En todos los casos, los espectros antes y
después de la experiencia no mostraron cambios ni en su forma ni en el valor de las

absorbancias a las longitudes de onda de trabajo.

Como las dos longitudes de onda utilizadas en los ensayos son las correspondientes al
segundo y tercer armonico del laser de Nd-YAG (532 nm y 355 nm respectivamente), se
decidié utilizar como referencia para todos los ensayos el compuesto New Coccine, ya

que presenta absorcion considerable en ambas longitudes de onda.

Posteriormente se comenzaron los ensayos optoacusticos con la referencia elegida. En
primer lugar, se observo la linealidad de la respuesta de la sefal optoacustica con la
intensidad de la luz irradiada y con la absorbancia de las muestras. En la Figura 4.3, se
muestran los puntos experimentales correspondientes a la diferencia de alturas del
primer pico para las distintas energias de laser utilizadas, con soluciones de 3
absorbancias distintas (0,101A en negro, 0,144A en rojo y 0,164A en celeste). En todos
los casos se observé una buena correlacion entre las dos variables (con coeficientes de
correlaciéon mayores que 0,998). En el recuadro del grafico principal se muestra la
dependencia de las pendientes de estas regresiones en funcién de la fraccion de luz

absorbida por la muestra. Nuevamente se observd una excelente correlacién entre
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ambas, lo que indica que los rangos de absorbancia y potencia del laser utilizados son

adecuados, ya que no presentan desviaciones del comportamiento esperado.

Para el tratamiento de las sefales LIOAS, se us6 una ecuacion que relaciona la amplitud
pico a pico de la primera sefal fotoacustica (H) con la fraccion de la fluencia del laser de

excitacion (F) absorbida por la muestra:
H=KaF(1-10"%)

En esta ecuacion, la constante experimental K contiene los parametros termoelasticos
de la solucién como también los factores instrumentales, A es la absorbancia de la
muestra a la longitud de onda de excitacidon y a es la fraccion de energia liberada al
medio como calor rapido, es decir, dentro del tiempo de resolucién del experimento
[Martinez Saavedra, H. H. (2015)]. Considerando esto, se realizé una regresion lineal
con los valores obtenidos de potencia de luz que incide sobre la muestra (uJ) vs altura
de pico H (V).

0,5
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0,2 . 0,022
0,1 . ® (] N 0,016
%6
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0 5 10 15 20 25 30 35 40
P()

Figura 4.3: Andlisis de la linealidad de la respuesta optoacustica para la referencia
calorimétrica New Coccine.
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Se realizd un analisis similar con la misma referencia irradiandola a 532 nm, y los

resultados se muestran en la tabla siguiente:

Abs 1-104 Pendiente r?
0,102 0,209 0,0129 0,999
0,155 0,300 0,0185 0,999
0,198 0,366 0,022 0,998

Tabla 4.2: Determinacién matematica de la linealidad de la respuesta.

Por otro lado, se realizaron las medidas de la referencia calorimétrica New Coccine en

soluciones preparadas en agua destilada y en el buffer fosfato. En la Figura 4.4 se

muestran las rectas de la respuesta de la sefial optoacustica en funcion de la potencia

del laser para 355 nm. Los resultados para un ensayo similar, pero irradiando con 532

nm mostraron una relacion entre las dos pendientes similar. Esta relacion de pendientes

se utilizé para obtener el cociente de los parametros termoelasticos del agua (Cpp/B) para

el buffer empleado a partir de los valores de bibliografia para el agua pura [Weast, R. C.,

Astle, M. J., & Beyer, W. H. 1986—-1987].

2,5
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Figura 4.4: Comparacion de la linealidad de la respuesta de la referencia calorimétrica New

Coccine en agua (rojo) y en buffer (azul) a 23°C.
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Valores en agua Buffer
Temp p Cp B Cpp/B Cpp/B
°C g/mL l/g 1/K K*J/mL K*J/mL
5 1,00000 4,202 1,561E-05 269,24 287,38
7 0,99996 4,198 4,566E-05 91,95 98,15
9 0,99985 4,194 7,410E-05 56,59 60,40
11 0,99968 4,191 1,011E-04 41,46 44,25
13 0,99946 4,188 1,267E-04 33,04 35,27
15 0,99919 4,186 1,510E-04 27,69 29,56
17 0,99886 4,184 1,742E-04 23,98 25,60
19 0,99849 4,182 1,964E-04 21,26 22,69
21 0,99808 4,181 2,176E-04 19,17 20,46
23 0,99762 4,180 2,380E-04 17,52 18,70
25 0,99713 4,180 2,575E-04 16,18 17,27

Tabla 4.3: Parametros termoelasticos C,p/B para New Coccine en agua y buffer calculados a

las temperaturas de trabajo.

Estos valores de Cpp/f para el buffer se utilizaron para los analisis de los cambios

generados por la transferencia de carga de los distintos sistemas que se describiran a

continuacion.

4.2 Analisis de

fotoacusticas

los complejos utilizados:

espectro UV-visible y medidas

Se midieron los espectros UV-visible de las soluciones de los complejos de Re(l) y Ru

(1) en buffer fosfato. Los resultados se muestran en la figura 4.5:

Figura 4.5: Espectros UV-visible de ambos complejos de Re (verde) y Ru (azul).
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El espectro del complejo Ru(bpy)s*?> muestra picos angostos de absorcién a 245 nm

285 nm, y una banda mas ancha y de menor intensidad centrada en 448 nm.

El espectro de absorcién y emisién normalizados para [Re(bpy)(CO)3(nHo)]* y Ru(bpy)s*

se muestran en las figuras 4.6 y 4.7 respectivamente.
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Figura 4.6: Espectros de absorcion (verde claro) y emisién (verde oscuro) normalizados del
complejo Re. Aexec = 355 nm.
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Figura 4.7: Espectros de absorcion (celeste) y emision (azul) normalizados del complejo Ru.

Aexc =410 nm.
Se realizd6 el mismo procedimiento ejecutado en las referencias para estudiar
estabilidad y la correcta disolucion de los complejos. Después de dos sonicaciones,

primera de 15 minutos y la segunda de 5 minutos, se alcanz6 un valor constante de

la
la

la
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absorbancia en los picos anteriormente mencionados, sin observarse absorcién en la
zona caracteristica del scattering (longitudes de onda mayores a 600 nm). Por otro lado,
no se observaron cambios ni en la forma ni en los valores de las absorbancias de ambos
complejos después de cada serie de medidas fotoacusticas, lo que demuestra su

estabilidad fotoquimica en las condiciones experimentales utilizadas.

Se realiz6 el estudio fotoacustico de soluciones en buffer fosfato de los complejos de
Ru(ll) y Re (1) en un rango de absorbancias entre 0,1Abs y 0,2Abs, usando como fuente
de irradiacion el 3er armonico del laser (355 nm) donde ambos absorben. Los resultados
experimentales mostraron una muy buena correlacién de la sefal fotoacustica con la
potencia de excitacion de las muestras para las distintas absorbancias utilizadas en los
ensayos. En la Figura 4.8 se muestra una correlacion para el complejo de Ru(bpy)s*? en
una absorbancia de 0,201, mientras que las referencias calorimétricas presentan una
absorbancia similar (New Coccine 0,200Abs). Lo mismo puede concluirse de la Figura
4.9, donde puede observarse la correlacion obtenida para el complejo
[Re(bpy)(CO)3(nHo)]* y New Coccine a 0,103Abs.

@ New Coccine
11 @® Ru(bpy),”

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

P(uJ)

Figura 4.8: Analisis de la linealidad de la respuesta optoacustica para la referencia New
Coccine (negro) y el complejo de Ru(bpy)z*? (azul).
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Figura 4.9: Analisis de la linealidad de la respuesta optoacustica para la referencia
calorimétrica New Coccine (negro) y del complejo de Re (rojo).
Del analisis de las pendientes de la altura de la sefal H en funcion de la potencia P del
laser para cada complejo y la referencia calorimétrica, en condiciones experimentales
similares, permite obtener informacion del balance de energia y los procesos de
desactivacion luego de la excitacion de la muestra. Para este analisis se debe recordar
que la referencia calorimétrica sélo se desactiva por emision de calor liberado
rapidamente al medio, por lo que su sefal acustica es maxima. Para las sustancias que
se desactivan parcialmente por emisién o reaccién fotoquimica, disminuye la altura de la
intensidad acustica segun la ecuacion:
¢; -1
—e

T

H(t) =

T;

Las amplitudes fraccionales pueden calcularse, como se mencion6 anteriormente, segun

la siguiente ecuacion:

_ @ PV (Cpp)

¢. —
"B By \ B/,

Dicha ecuacion facilita la obtencion del cambio de volumen y de entalpia que ocurre en

una reacciéon. Por lo tanto, luego de realizar las deconvoluciones respectivas para el
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complejo de Ru, se obtuvo la Figura 4.10, que muestra la variacion de los ® de cada
proceso en funcion de Cpp/B, y donde se pueden distinguir las correlaciones lineales que
caracterizan los procesos de formacion y decaimiento del estado excitado del complejo
Ru(bpy)s*2.
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Figura 4.10: Valores de E@i asociados a la formacién (negro) y el decaimiento (rojo) del
complejo de Ru vs (¢, p/B) en el rango de temperatura de 7-25 °C.

Posteriormente se realizo el analisis para la determinacion del rendimiento cuantico para
oxigeno singlete para el complejo de Re(l), usando fenalenona como referencia, la cual
presenta un rendimiento cuantico ® = 0,98 [Schmidt, R., Tanielian, C., Dunsbach, R., &
Wolff, C. (1994)]. Las cetonas aromaticas son utilizadas comunmente como estandares
potenciales, ya que generalmente presentan rendimientos cuanticos de cruce
intersistemas cercanos a la unidad [Marti, C., Jurgens, O., Cuenca, O., Casals, M., &
Nonell, S. (1996)].

Los decaimientos obtenidos en ambos casos se muestran en la Figura 4.11. Las sefiales

de fosforescencia de las soluciones se ajustan a un decaimiento mono-exponencial.
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Figura 4.11: Decaimiento de la fosforescencia de O2('Ag) para fenalenona (negro) y el
complejo de Re (rojo).

Con el objeto de determinar el valor de ®A para el complejo, se tomaron sefiales de
fosforescencia a diferentes potencias del laser empleando el método comparativo
[Ogilby, P. R., & Foote, C. S. (1982)]. Asi, las amplitudes de las sefales extrapoladas a
tiempo cero (lo) para ambas muestras (la referencia fenolenona y el complejo
[Re(bpy)(CO)s(nHO)]* se graficaron en funcion de la potencia del laser obteniéndose las

rectas que se muestran en la Figura 4.12.

En todos los solventes y para todas las fluencias de laser, la porcion de decaimiento de
las sefiales puede acomodarse a una funcidn mono-exponencial, cuya intensidad a

tiempo cero S(0) esta relacionado a ®, a través de la ecuacion:
S(O) = KkR(pAEl(l - 1O_A)

Donde k es una constante de proporcionalidad que incluye factores geométricos y
electronicos del sistema de deteccion, kr es constante de velocidad de decaimiento
radiactivo especifico del solvente, E1 es la energia incidente del laser y A es la
absorbancia de la muestra. Mayor exactitud en la medida de ® se obtiene cuando S(0)
se mide como funcién de E1 manteniendo A constante [Marti, C., Jurgens, O., Cuenca,
0., Casals, M., & Nonell, S. (1996)].
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Se obtuvieron correlaciones lineales a partir de los graficos de la dependencia de la
intensidad de emision de fosforescencia de oxigeno singlete a tiempo cero, S(0), como
funcion de la energia del laser para complejo y referencia. A partir de estas pendientes y
del procedimiento descripto previamente, el rendimiento cuantico ®» de produccion de
O2('Ag) fue de 0,25.
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Potencia del Laser / mJ
Figura 4.12: Dependencia lineal entre la potencial del laser y la sefial para referencia (negro) y
muestra (rojo).
A partir de referencias bibliograficas podemos obtener el valor del rendimiento cuantico
®a de produccion de O2('Aq) para el complejo Ru(bpy)s™? como 0,22 en D20 [Garcia-
Fresnadillo, D., Georgiadou, Y., Orellana, G., Braun, A.M. and Oliveros, E. (1996)].

4.3 Analisis de la transferencia de carga entre Citocromo ¢ y Complejo de Ru (ll):

espectro UV-visible y medidas fotoacusticas

El analisis del Citocromo c se realiz6 tanto con la proteina sola como con la proteina con
el complejo. En un primer lugar, se midieron los espectros UV-visible de las soluciones
del Citocromo ¢ y del Citocromo ¢ + Ru(bpy)s*? en buffer fosfato. Los resultados se

muestran en las figuras 4.13:

58



2,0

0,8 A

0,6

L L
000000000006 0 T

Absorbancia

-

0,4 1

000!
::...... R XL IT°

Absorbancia

0,5
0,2

0,0

0,0

200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000

Longitud de onda Longitud de onda

Figura 4.13: Espectros UV-visible de: A: Proteina (verde); B: Proteina+ Ru(bpy)s*? (granate).

Se observo en la Figura 4.13.A que el Citocromo c tiene un pico de absorcidon muy
angosto e intenso a 410 nm con una pequefia banda mas ancha centrada en 560 nm.
Esta ultima se asocia al estado oxidado del citocromo segun bibliografia [Dixon, M., Hill,
R., & Keilin, D. (1931)].

La Figura 4.13.B muestra el espectro de la mezcla de ambas sustancias, Citocromo c y
complejo de Ru(ll), donde se observa el pico del complejo mucho mas intenso centrado
en 285 nm. Por lo tanto, se utilizé como longitud de onda de excitacion el tercer armoénico
del laser (355 nm), donde ambos absorben.

Se realizaron las medidas de todas las soluciones a diversas absorbancias
(aproximadamente 0,2Abs, 0,15Abs y 0,1Abs). Para las medidas de la solucién que
contiene el complejo y el Citocromo c, los valores de absorbancia son mayores debido a
que se ajusto el valor de la absorbancia del complejo de la mezcla a valores similares a

los utilizados en los blancos anteriores.

New Coccine 0,199 Abs 0,154 Abs 0,101 Abs
Ru(bpy)s 0,200 Abs 0,153 Abs 0,101 Abs
Citocromo ¢ + 0,300 Abs (0,200 | 0,214 Abs (0,150 0,100 Abs (0,9
Ru(bpy)s*? Abs del complejo) | Abs del complejo) | Abs del complejo)

Tabla 4.4: Medidas espectrofotométricas de las soluciones empleadas, cuya absorbancia fue
determinada a 355 nm.
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En la Figura 4.14 podemos observar las senales fotoacusticas de la referencia
calorimétrica y de la solucién de la proteina y el complejo a diferentes temperaturas. Se
puede observar en ambos casos una dependencia de la altura maxima de la sefal con
la temperatura, debida a los parametros termolasticos del solvente. Estas sefales
posteriormente se analizan por deconvolucion de las mismas, comparandolas con la
referencia calorimétrica, para obtener la informacién cinética y termodinamica de los

procesos que ocurren luego de la excitacion de la muestra con el laser.

Sefial (V)
Sefial (V)
o

Cit C+Ru 7,3°C
Cit C+Ru 25,3°C

'3 T T T T T T T '6 T T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10 12 -2 0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (s) Tiempo (us)

Figura 4.14: Influencia de la temperatura en la senal fotoacustica de la referencia (izquierda) y
solucion complejo/proteina (derecha).

La sefal fotoacustica también se utilizé para comparar el comportamiento de las
muestras y las referencias a una misma temperatura, pudiendo observar una similitud
entre todas representado en la Figura 4.15. Para la muestra particular de
proteina/complejo la sefial es mayor, posiblemente debido a que dicha solucién se
preparo para que el complejo absorba aproximadamente a 0,15 pero la absorbancia total

de dicha muestra fue de 0,214 a 355 nm (valores que pueden observarse en la tabla 4.4).
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Figura 4.15: Senal fotoacustica de las soluciones empleadas a 25,3°C.
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Figura 4.16: A (Superior): Sefiales LIOAS normalizadas segun las referencias luego de la
excitacion laser a 355 nm para la referencia colorimétrica (negro) y el sistema complejo de

Ru(ll)/Citocromo c (rojo), y la funcion ajustada de la deconvolucion (verde). Las curvas de la

muestra y la simulacién esencialmente se superponen. B (Inferior): Grafico de residuos.
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En la Figura 4.16.A se muestra la deconvolucién del sistema complejo/Citocromo ¢ en
una solucion de buffer fosfato a una temperatura de 15°C, comparandolo con la

referencia calorimétrica a la misma temperatura.

En la Figura 4.16.B se observan los residuos que reflejan la dispersion de los valores
experimentales respecto a la simulacion de los mismos. En todos los analisis realizados,
los residuos observados fueron menores al 5% del valor maximo, principalmente en las
zonas correspondientes a los picos de sefal fotoacustica. La dispersion de los valores
simulados y experimentales a tiempos cortos (antes del primer pico) se debe a la
dispersién de la luz en el sistema complejo/proteina que aparece después de un tiempo.
Esto puede deberse a posibles agregados por interacciones entre el complejo y la

proteina, por lo que no se tuvieron en cuenta estos pequefios picos en los analisis.

Como se dijo anteriormente, los parametros que utiliza el programa para la
deconvolucién de las sefales son los tiempos de vida medio de los distintos procesos (1)
y sus contribuciones fraccionales al cambio de volumen (@i). El analisis del sistema
Citocromo c/complejo requirid un minimo de 4 procesos para la correcta simulacion de
los resultados. Debido a la complejidad del sistema, se deben proporcionar alguno de
estos valores para un primer analisis. Se utilizaron los T obtenidos en las deconvoluciones
de los blancos del complejo de Ru(ll) (13~800 ns) y del Citocromo ¢ (12~15 ns) por
separado. Los otros dos procesos se ajustaron con tiempos muy cortos (T1~7 ns) y muy
largos (14>10 ps). El primero de ellos se corresponde a todos los procesos que ocurren
muy rapidamente en el sistema y estan incluidos en el ancho del pulso del laser. Los
tiempos muy largos incluyen todos los procesos, pudiendo ser mas de uno, que ocurren

por fuera del intervalo de tiempo del disefio experimental.

Este procedimiento se realizd para las diferentes temperaturas de trabajo en el rango
indicado, y los valores de ® se analizaron en funcion de los cambios de temperatura. La
Figura 4.17 muestra la variacion de los ® de cada proceso en funcién de Cpp/B. En ella
se distinguen buenas correlaciones lineales obtenidas para caracterizar los procesos de
formacion y decaimiento del estado excitado del complejo proteico. Para el sistema
estudiado a 355 nm Ex=336,97 kJ/mol.
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Figura 4.17: Valores de E,\@i asociados a la formacién (negro) y los decaimientos (rojo y verde)
del complejo/proteina vs (¢, o/ B) en el rango de temperatura de 7-25 °C.

De las pendientes de las rectas obtenidas para las distintas especies se pueden obtener

los valores de cambio de volumen, como ya se ha mencionado anteriormente, segun la

ecuacion:
0 = q; | P;AV; (Cpp)
=t — =
E, E; T
Especies AV (mL/mol) AH
1 -15,1 <0 (Endotérmico)
2 10,9 >0 (Exotérmico)
3 0,1 <0 (Endotérmico)

4.4 Analisis de la transferencia de carga entre Citocromo c y la subunidad Cua de

la Citocromo c¢ Oxidasa: espectro de absorcion y emision y medidas

fotoacusticas

El espectro de absorcion y emision normalizados se muestran en la figura 4.18.
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Figura 4.18: Espectros de absorcion (azul) y emisién (rojo) normalizados del sistema
Citocromo ¢ / centro Cua de la Citocromo ¢ Oxidasa en solucion buffer. Aexc = 530 nm.
Las senales LIOAS mostradas a continuacion se obtuvieron a 22°C tanto para la
referencia calorimétrica y para la muestra proteica, a la misma fluencia del laser,

absorcion de muestra y configuracion del sistema.

De manera similar que para el analisis del Citocromo c y el complejo de Ru(ll), luego de
realizar las deconvoluciones, se obtuvieron ajustes satisfactorios al usar una suma de 4
funciones de decaimiento exponencial simple para cada caso, con el fin de ajustar la
sefal de la muestra. Cuando se permite que los 8 parametros conseguidos (los 4 tiempos
de vida y los 4 factores pre-exponenciales) varien con libertad, se obtuvieron 4

componentes bien separados:

i. El componente rapido con un tiempo de decaimiento de 11<20 ns;
ii. Componentes con tiempos de vida mas lentos, 12~1.4 us y 13~4.4 us;
iii. El componente con un tiempo de vida mayor que 10 ps.

El valor de 11 fue mas o menos arbitrario y relacionado a la suma de los procesos no
radiactivos (como, por ejemplo, procesos de conversion interna) y relajaciones
vibracionales. Este decaimiento fue mas rapido que el tiempo experimental de resolucion
del LIOAS. Al condicionar el parametro para valores de tiempo entre 1 ps y 20 ns, los

valores arrojados para la amplitud asociada fueron similares. El primer componente que
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puede, por lo tanto, considerarse como una medida confiable de todos los procesos

“rapidos” hasta la formacion del (Citocromo ¢ - Cua)*.
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Figura 4.19: Arriba: Sefiales LIOAS normalizadas segun las referencias luego de la excitacion
laser a 532 nm para la referencia colorimétrica (negro) y el centro Cua Citocromo ¢ Oxidasa
(rojo), en una solucion de buffer fosfato a 22°C, y la funcién ajustada de la deconvolucion
(verde). Las curvas de la muestra y la simulacién esencialmente se superponen. Abajo: El
grafico de residuos que demuestra la distribucion del error de la correlacién obtenida.

Los factores de amplitud (pre-exponencial) @i de los cuatro componentes a varias
temperaturas diferentes en el rango de 7 — 32 °C fueron trazados con un grafico de Ex®i

vs (cp p/ B)) segun la ecuacion:

_ @ PV (Cpp)

¢. —
‘" Ey Ex \ B/,

En todos los casos, se consiguieron buenas correlaciones lineales, analisis que se
desprende de la Figura 4.20. Las pendientes de las lineas representan el cambio de
volumen estructural asociado a cada proceso, es decir, durante la formacion y el

decaimiento del estado excitado del complejo proteico, y durante el decaimiento de
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especies de vida larga, multiplicadas por el respectivo rendimiento cuantico del proceso
en cada caso. La sefal rapida generd una contraccion total de AV = - (1.9 £ 0.5) mL/mol,
el segundo componente produjo una expansion total de AV = (5.2 £ 0.3) mL/mol y el
tercer componente produjo una nueva contraccién de AV = - (6.8 = 0.6) mL/mol.
Recordando que no se vieron cambios en los espectros luego de varios pulsos, se puede
decir ademas que no se aprecié un cambio (dentro del error experimental) en el cambio
de volumen total y la muestra volvié al estado fundamental luego de la excitacion y de

varios procesos de des-excitacion.
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Figura 4.20: Valores de E @i asociados a la formacién (negro) y los decaimientos (rojo y verde)
del complejo proteico vs (¢, o/ B) en el rango de temperatura de 7-32 °C. Las barras
representan los valores maximos y minimos de ® que permiten un ajuste adecuado a los datos

experimentales obtenidos.

El contenido energético de cada una de las especies puede estimarse utilizando el
concepto de balance energético y despreciando el efecto de la fluorescencia mediante

las siguientes ecuaciones:

A1
AHll = (pl
1
')
AH,_, = E
2
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5. CONCLUSIONES

En la mayoria de los sistemas biolégicos y en muchos compuestos naturales los
procesos de emision son poco eficientes y la energia absorbida es utilizada para iniciar
una serie de procesos que involucran cambios estructurales permanentes o transitorios.
En este ultimo caso, al final del proceso, se produce una entrega neta de calor al medio.
Los métodos fototérmicos, que proveen informacién a partir de la evolucién temporal del
calor entregado al medio por procesos de desactivacion no radiactivos, han adquirido
particular relevancia por si mismos o combinados con otras espectroscopias, ya que
permiten identificar especies transientes, eficiencias de formacion, determinar cambios

entalpicos, identificar cambios estructurales etc.

Las investigaciones llevadas a cabo durante el desarrollo de la presente Tesina permiten
concluir, por un lado, que la técnica de LIOAS es un método no destructivo, simple de
utilizar y rapido. Esta metodologia permitié obtener informacién de los cambios
conformacionales sufridos por las proteinas durante los procesos de transferencia de
carga medidos en funcién del cambio de presion inducido en una muestra liquida luego
de la excitacion con un pulso laser, directamente relacionados con un cambio de volumen
estructural. Ademas, permitid el analisis del tiempo de vida de las especies transientes
durante la transferencia de carga, y la medida de los cambios energéticos sufridos por el

sistema de estudio.

Se realizaron medidas espectrofotométricas para todas las muestras, obteniendo los
espectros UV-visible tanto para referencias como para las soluciones empleadas
(complejos, proteinas, complejo/proteina) y los maximos de absorbancia particulares de
cada una. Ademas, a partir de dichos espectros obtenidos antes y después de la
irradiacion, se pudo comprobar la fotoestabilidad de las referencias calorimétricas

elegidas para el estudio durante las medidas optoacusticas.

En un primer lugar se realizaron ensayos en sistemas mas sencillos para obtener
experiencia en las técnicas y el analisis de los resultados. Los resultados obtenidos para
los complejos de Ru y Re mostraron muy buena concordancia con resultados de
bibliografia [Borsarelli, C. D., & Braslavsky, S. E. (1999) y Maisuls, |., Cabrerizo, F. M.,
David-Gara, P. M., Epe, B., & Ruiz, G. T. (2018)].
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Posteriormente se realizaron experimentos fotoacusticos en el sistema Citocromo ¢
asociado a complejos de Ru(bpy)s*?. En este sistema se pudieron observar buenas
correlaciones para los procesos de decaimiento y formacion de los transientes durante
la transferencia de carga, y ademas pudieron observarse los procesos de contraccion y
expansion sufridos durante el analisis fotoacustico. El analisis de los cambios
conformacionales sufridos por el sistema Citocromo ¢ + complejo de Ru(ll) mostraron
una contraccion seguida de dos expansiones volumétricas. La experiencia obtenida
luego de este analisis fue utilizada posteriormente para el analisis de un sistema mas

complejo.

La simulacion por deconvolucion luego de la experiencia a distintas temperaturas
permitié evidenciar los fendmenos fisicoquimicos que ocurrieron en la muestra al
momento de la irradiacion con el laser, como son parametros cinéticos, entalpicos y

volumétricos, a partir de los valores de las regresiones lineales obtenidos y la ecuacion:

_ 4 24V (Cpp)

1) E, \B

(p.
l ﬁ -

La intensidad de la senal fotoacustica alcanzada para las muestras utilizadas mostré una
dependencia directamente proporcional a la temperatura, asi como también una similitud
en la sefal cuando las distintas muestras se sometieron a la misma temperatura de

trabajo.

Considerando que no se vieron cambios significativos en los espectros de las muestras
utilizadas, pudiendo afirmar ademas que son estables frente a la irradiacion laser, se
puede concluir que no se observé un cambio en el cambio de volumen total, siempre
dentro del error experimental, y la muestra volvié al estado fundamental luego de varios

procesos de excitacién/des-excitacion.

Por ultimo, se realizaron los ensayos en un sistema proteico en solucion analogo al
sistema biolégico. Los resultados obtenidos experimentalmente pueden observarse en

el siguiente esquema, donde:

e El primer intermediario |1 es asignado al complejo proteico excitado Citocromo c -

Centro Cua de la CcO (Cu'citox-Fe'lcitc )';
e El segundo intermediario |2 podria estar asociado al estado R del complejo

proteico (R = especies ferrosas);
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e Eltercer intermediario I3 podria atribuirse al estado A del complejo proteico con el
oxigeno (A = especies de oxi-ferrosas);
e EIl ultimo intermediario 14 se supone como la transferencia electrénica de corto

rango entre el oxigeno y el grupo hemo (Cu' citox-Fe' citc).

Finalmente, el sistema vuelve al estado inicial. Las abreviaturas utilizadas se basaron en
el trabajo de Belevich, I., Borisov, V. B., & Verkhovsky, M. I. (2007).

4

1

N Ty~ 4.5 us
I, —h— P
\
Cit Csso \\ T,=10us
CU.A N\

Figura 5.1: Esquema que muestra el proceso que tiene lugar luego de la excitacion laser y el

decaimiento del complejo proteico Citocromo ¢ - Centro Cua de la CcO.

Luego de la excitacion a 532 nm del complejo proteico se observaron 4 especies
transientes. La excitacion no degrada la proteina y el rendimiento cuantico de la

fototransformacion es ca. 1.

Los transientes observados mediante los experimentos de LIOAS fueron asignados al
estado excitado del complejo proteico y los diferentes intermediaries en la transferencia
electrénica al oxigeno. Dichos transientes fueron previamente observados por varios
autores [Belevich, I., Borisov, V. B., & Verkhovsky, M. I. (2007), Hill, B. C. (1991), Hill, B.
C., & Greenwood, C. (1984)].
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