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1. INTRODUCCION

Ferritina pertenece a una siperfamilia de proteinas cuya funcion es el almacenamiento de
Hierro y se encuentra ampliamente distribuida en procariontes y eucariontes. Posee una estructura
multimérica constituida por 24 subunidades que pueden ser iguales o diferentes dependiendo del
organismo. En mamiferos ferritina esta formada por las subunidades H y L cuya proporcion
varia segun el tipo de célula y al 6rgano que esta pertenezca. Ferritina ha sido utilizada como
nano-reactor debido a su gran tamafio molecular 500KDa, a sus propiedades termo resistentes y a
la cavidad que posee la cual puede ser usada para la sintesis y almacenamiento de nano-
particulas. El mecanismo de entrada de Hierro a ferritina es un proceso complejo que involucra:
la entrada de este por canales conocidos como de 3 y 4 pliegues, su oxidacidon en el sitio
ferroxidasa (subunidad H); y su translocacion al sitio de nucleacion (subunidad L), donde es
mineralizado y luego almacenado en la cavidad interna de la proteina. En procariontes existen
dos tipos de ferritina las bacterioferritinas (Bfr), y las ferritinas de bacteria (Ftn), ambas
compuestas por un solo tipo de mondémero. Sus mecanismos de incorporaciéon de hierro son
diferentes a lo ocurrido en mamiferos debido a diferencias estructurales. Estas propiedades han
sido aprovechadas para sintetizar una gran variedad de nanoparticulas incluyendo los llamados
puntos cuanticos (PCs). Los PCs son nanocristales semiconductores que se caracterizan por
poseer una alta eficiencia cudntica y vida media prolongada. Tienen un gran interés por su
potencial aplicacion para imagenes en medicina, fabricacion de chips y placas solares. Los PCs
son potencialmente toéxicos debido a la presencia de Cd lo cual complica su uso como marcador
in-vivo, ademas los métodos tradicionales de sintesis son costosos, complejos y generan PCs
insolubles en medio acuoso. Es por esto que se ha sintetizado los PCs en ferritina, en particular se
ha informado la sintesis de PCs de CdSe al interior de ferritina de bazo de caballo utilizando un
sistema de reaccion lenta, donde el Cd es estabilizado con EDTA. De esta manera es posible la
sintesis de PCs de CdSe soluble y estable. No existen informes de sintesis de CdSe bajo ferritina
de procariontes las cuales segiin 1o mencionado poseen mecanismos de incorporacion diferentes a

los mostrados en mamiferos. Es por esto que en este trabajo se realizo la reaccion de sintesis in



vitro de nanoparticulas de CdSe en el interior de ferritina silvestre de Chlorobium tepidum y su
mutante con ausencia del extremo carboxilo terminal desde el residuol66 (Mutante Ct 166),
ademas se realizé la reaccion en ferritina humana L para comparar como afectan las diferencias

estructurales entre estas ferritinas en la incorporacion y sintesis de nanoparticulas de CdSe.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ferritina

2.1.1 Almacenamiento de hierro

Ferritina es una proteina globular perteneciente a la super familia de proteinas tipo
ferritina las cuales tienen funciones diversas pero que comparten la presencia de un dominio de 4

alfa hélices y una quinta mas corta en uno de sus extremos.

Para todas las proteinas su estructura tridimensional es esencial para su funcion.
Normalmente las proteinas estan construidas entorno a un sitio de union a sustrato o a un canal de
transporte, lo cual especifica el propdsito de la proteina en particular, mientras el resto de las
regiones de la proteina que rodean las zonas funcionales actian generalmente como poco mas
que un andamio inerte para sostener los sitios reactivos. Sin embargo en ferritina su forma en tres
dimensiones es muy importante y esencialmente define su funcién (Crichton y Declercq, 2010).
Para explicar esto podemos decir que ferritina son conglomerados de subunidades idénticas o
muy similares que actian como bloques para el montaje de una gran proteina hueca que es mas o
menos de forma esférica. Este complejo proteico hueco estd formado por 24 subunidades que
ensamblan en una estructura esférica con un diametro externo de 12-nm y una cavidad interna de
8-nm (Crichton y Declercq 2010). Sobre dicho complejo proteico se distribuyen distintos canales
que atraviesan la estructura esférica y que de forma general son (Figura 1): 6 canales de ~0,4nm
formados por residuos hidrofébicos que se encuentran en la intersecciéon de 4 subunidades
conocidos como ejes de 4 pliegues (4-Fold chanel); 8 canales de ~0,4nm de didmetro
caracterizados por la presencia de grupos carboxilos, estos canales son propuestos para el trafico
molecular desde el exterior al interior de ferritina y se forman en la interseccion de 3
subunidades, la cual recibe el nombre de eje de 3 pliegues (3-Fold chanel) (Wardeska et al.,

1986; Theil et al., 2008; Watt et al., 2010).



Figura 1. Estructura de Ferritina. La imagen de la izquierda representa la estructura de un eje de
4 pliegues mostrando uno de los canales hidrofobicos. La imagen de la derecha representa la
estructura de un eje de 3 pliegues que muestra uno de los canales hidrofilicos. Fuente: Watt
(2011).

Esta conformacion sumado a otros factores que seran revisados mas adelante, son los
responsables de la principal funcion de ferritina que es el almacenaje in vivo de hierro. Ferritina
puede acomodar tedricamente mas de 4.500 atomos de hierro mineralizados al interior de la
cavidad. La cubierta de ferritina impide que otras moléculas bioldgicas en el citosol reaccionen
con el hierro mineral (Arosio et al., 2009). Para comprender la significancia de esto primero
debemos entender que el hierro comunmente se encuentra en estado de oxidacién +2 o +3 los
cuales pueden cambiar facilmente entre si. Esta capacidad es clave en muchos procesos
bioquimicos diferentes pero también significa que es potencialmente toxico. Segun esto podemos
decir que el estado de oxidacion +2 es termodinamicamente mas estable, pero de todas formas es
facilmente oxidable a Fe’™ por dioxigeno y otras especies reactivas de oxigeno, generando
especies reducidas de oxigeno tales como superoxido, peroxido de hidrogeno y agua. El peroxido
de hidrogeno que es un subproducto de la respiracién aerobica, facilmente reacciona con Fe** en
una reacciéon conocida como Fenton (Aisen et al., 2001), para generar el extremadamente
reactivo y, por tanto, toxico, radical hidroxilo OH, el cual luego reacciona con todo tipo de
macromoléculas bioldgicas perturbando su actividad o inactivandolas por completo. Ademas de
esto, luego el Fe’" puede ser reducido de vuelta a Fe*" por varios reductantes que se pueden
encontrar en el citoplasma incluyendo grupos de bajo peso molecular como tioles y superoxidos,

resultando en un ciclo catalitico destructivo conocido como reacciéon Haber-Weiss. La facilidad



con que Fe?" reacciona con dioxigeno para generar Fe’* es la base de otro importante problema
para la biologia, Fe’* es altamente insoluble y precipita bajo la forma cargada Fe(OH);(H,0);
(Aisen et al., 2001), por lo tanto limitando la concentracion de Fe(OH,)s" a pH 7 a valores
aproximados de molaridad del orden de ~10"". Asi, bajo condiciones aerdbicas y pH fisiolégico,
la biodisponibilidad del hierro es comtinmente pobre, de manera tal que se convierte en un
nutriente limitante del crecimiento (Andrews et al., 2003). Para hacer cara a las imposibilidades
de la quimica del hierro los organismos vivos evolucionaron de manera tal de poder adquirir el
hierro y mantenerlo en una forma no téxica. Finalmente es aqui donde entra nuestra proteina
Ferritina la cual segin lo dicho anteriormente almacena el hierro dentro de su cavidad y en una
forma solubilizada y estable como mineral férrico oxihidréxido (Chasteen 1998; Theil et al.,

2006).

2.1.2 Tipos de Ferritina

Ferritina juega un papel fundamental para los organismos dependientes del fierro lo cual
conlleva a su amplia distribucion en todos los reinos de la vida (Crichton 2009). Dos cosas
derivan de esta afirmacion, primero: que la estructura esférica base de ferritina, la jaula proteica
que otorga el microambiente aislado para el almacenamiento es conservado en todas las especies
independiente de su baja similitud de secuencia; y segundo, que a pesar de lo conservada de la
estructura tridimensional y su simetria, existen pequefias diferencias estructurales entre las
diferentes ferritinas dependiendo del organismo al que pertenezca lo cual se traduce en una gran

diversidad de mecanismos de accion.

El primer tipo de ferritina descubierta fue de mamifero, la cual consta de 24 subunidades
compuestas principalmente de hélices alfa de un peso molecular ~20 KDa que ensamblan en una
coraza hueca de 12 nm de didmetro exterior y 8 nm de interior (Harrison y Arosio, 1996;
Chasteen 1998; Theil ef al., 2006). En mamiferos, las 24 subunidades que ensamblan a ferritina
estan compuestas por 2 tipos de cadenas polipeptidicas llamadas H y L. Estas dos subunidades

ensamblan en varias proporciones con una distribucion tejido especifico para formar un



estructura con simetria 4,3,2 (Theil 1990; Harrison y Arosio 1996; Andrews 1998). La subunidad
H contiene un nucleo de union que consiste en los sitios A y B, el llamado centro ferroxidasa que
une el hierro y que es donde se produce la oxidacion rapida de Fe*™ a Fe'* por dioxigeno (o
peroxido de hidrogeno, figura 2) (Lawson et al., 1991). La subunidad L posee los residuos
aminoacidicos conocidos como sitios de nucleacion que proveen de ligandos para la unioén de los
iones Fe'" que iniciaran el crecimiento del cristal al interior de ferritina (Santambrogio et al.,
1996). De esta forma, ferritina reconoce y une dos iones Fe*" en el centro ferroxidasa donde son
oxidados a Fe*™ por O, (Lawson ef al., 1989). Los iones Fe™ migran fuera del sitio ferroxidasa
hacia el interior de la cavidad de ferritina donde se unen a los sitios de nucleacion para la

mineralizacion (Santambrogio et al., 1996).

La distribucion en la relacion H/L es tejido especifico, es posible encontrar ferritinas con
hasta un 70% de subunidades H en tejidos que presentan una alta actividad ferroxidasa (por
ejemplo corazén y cerebro), o también podemos hallar ferritinas con un maximo de 90% de
subunidades L en tejidos con una mayor tasa de almacenamiento de fierro que actividad de

oxidativa (por ejemplo bazo e higado) (Harrison y Arosio 1996; Arosio et al., 2009)
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Figura 2. Diagrama esquematico de subunidad de ferritina H. A la izquierda, subunidad H
donde en el centro se observa el sitio de union diférrico. A la derecha se observa un diagrama de
este lugar conocido como centro ferroxidasa, donde esta el sitio A y B de unidn a fierro. Fuente:
Bou-Abdallah (2010).

En bacterias podemos encontrar dos tipos de ferritina las cuales pueden encontrarse en la

misma célula. Existen las Bacterioferritinas (BFRs), y las ferritinas de bacteria (Ftns). Ambos



tipos de ferritinas participan en el almacenaje de fierro, pero también pueden tener funciones mas
especializadas en el metabolismo del fierro o en su detoxificacion. El rol preciso de cada proteina
varia dependiendo del organismo en particular. Por ejemplo en Escherichia coli, Ftn cumple la
funcion principal de almacenar fierro (Abdul-Tehrani et al., 1999), mientras que en Salmonella
entérica sv. typhimurium, Bfr es la que cumple mayoritariamente esta funcion (Velayudhan et al.,
2007). De todas las ferritinas, Bfr es la unica que contiene el grupo hemo en su estructura. La
subunidad de Bfr estd compuesta por cuatro alfa hélices y una quinta mas corta en el extremo C
terminal. Un bucle largo conecta las hélices B y C de tal manera que estas son paralelas y
antiparalelas con las otras dos alfa hélices. Entre dimeros de estas subunidades se encuentra el

grupo hemo seglin se ve en la figura 3 (Frolow et al., 1994; Gupta et al., 2009).

Figura 3. Estructura Bfr de E. coli (AP 3E1M). Dimero de Bfr que muestra la posicion del
centro ferroxidasa (CF), intrasubunidad y el grupo hemo inter-subunidad. Fuente: Le Brun et al.
(2010).

Todas las subunidades de Bfr son del tipo cadena H; ellas no son particularmente
similares a las cadenas H de eucariontes en términos de similitud de secuencia (~20% de
identidad), pero conserva en su interior algunos de los residuos claves que constituyen el centro
ferroxidasa. Como se ha mencionado antes la simetria en que se organizan las subunidades otorga
a ferritina de canales. En el caso de los mamiferos y como se dijo en primera instancia los canales
de 3 pliegues son de caracter hidrofilicos y los de 4 pliegues son hidrofobicos, constituyendo otra

diferencia de las Bfrs, las cuales poseen en cambio todos sus canales con un comportamiento



hidrofilico. Ademas en Bftr existe otro tipo de canal conocido como canales § que ocurren entre
dos subunidades de dimeros como se mostr6 en la figura 3, en total son 12 de estos canales
(Carrondo 2003; Macedo et al., 2003). La union del grupo hemo a estos sitios esta dada por un
par de residuos Met uno de cada subunidad. Sin embargo, estos residuos no estdn completamente
conservados en Bftr por lo tanto existen algunas Bfr que no tienen la capacidad de union al grupo
hemo (Grossman et al., 1992; Cheesman et al., 1993; Frolow et al., 1993). El rol del grupo hemo
en Bfr es todavia poco claro, pero se cree que sirve para liberar hierro desde la cavidad a través

de un mecanismo de reduccion (Weeratunga et al., 2009).

Las ferritinas de bacteria fueron descubiertas a comienzos de los 90s en E. coli y fue
llamada ferritina de bacteria (FtnA) (Hudson ef al., 1993). Ftn comparten so6lo un ~10-15% de
identidad con Bfrs. En general consisten en 24 subunidades del tipo H arregladas en un
dodecahedro con una simetria de 4,3,2 al igual que Bfts y las ferritinas de mamifero. Aunque se
encuentran lejanamente emparentadas con las ferritinas eucariontes de cadena H, en términos de
secuencia (~22% de identidad), poseen una sorprendente similitud estructural en cuanto a su
conformacién y por tanto también posee 8 canales de 3 pliegues y 6 canales de 4 pliegues. Sin
embargo, los canales de 3 pliegues estan revestidos por ambos residuos hidrofobicos e
hidrofilicos y son significativamente menos polares que sus equivalentes eucariontes. En el caso
de los canales de 4 pliegues, estos son polares en sus extremos de salida e hidrofobicos en su
parte central. También estan presenten los canales beta como en Bfr (Macedo et al., 2003). Estos
canales } no se encuentran en eucariontes y se plantea la posibilidad de que sean funcionalmente

equivalentes en Ftns y Bfrs a los canales de 3 pliegues de eucariontes.

Recientemente se han caracterizado estructuralmente otro tipo de ferritinas en dos
arqueas. La primera fue de la arquea hipertermofila Archaeoglobus fulgidus, con un 37% de
identidad con FtnA de E. coli (Johnson et al., 2005). Esta ferritina presenta un estructura tipica en
su subunidad, pero reveld un arreglo cuaternario diferente, con una conformacion tetrahedrica de
simetria 3,2, recordemos que el resto de las ferritinas posee una simetria de 4,3,2. Como resultado
de esto, la cubierta de proteina es méas o menos esférica, es menos densa y posee 4 super poros
con un didmetro de 4,5nm. Los poros son hidrofilicos y poseen carga negativa. En ausencia del

nucleo de hierro la proteina se encuentra en forma disociada y en forma de dimeros la estructura



de 24 subunidades aparece estabilizada por el nucleo de hierro. La diferencia en la simetria
parece deberse a diferencias en los residuos de la region de la quinta alfa hélice E que impide la
asociacion de subunidades en los ejes de cuatro pliegues. Sin embargo, esta disposicion no es
comun de todas las arqueas. Por ejemplo y en el segundo caso de ferritina de arquea tenemos a
Pyrococcus furiosus (con un 51% de identidad con A. fulgidus), que exhibe la simetria cldsica
4,3,2, con canales de 3 y 4 pliegues similares a los de FtnA de E. coli (Tatur et al., 2007).
También se encontraron canales beta en ferritina de arquea, pero tal como en las otras ferritinas,

la funcion precisa de cada canal no ha sido aun claramente establecida.

2.1.3 Biomineralizacion

En mamiferos el proceso de mineralizacion del fierro comienza con el movimiento de este
desde el exterior de ferritina en el citoplasma hasta los sitios activos de ferritina (centro
ferroxidasa), para esto el hierro debe atravesar la cubierta de la proteina. Los iones metalicos que
co-cristalizan son dirigidos por los canales en la superficie de la cubierta y luego a los poros
sobre la cara interna de la cavidad. Como se menciono antes los canales propuestos para esta
tarea son los llamados de 3 pliegues que poseen de forma general un caracter hidrofilico que atrae
a los iones hacia su interior. Los 8 canales de 3 pliegues distribuyen el hierro hacia los 24 sitios
activos (uno por subunidad que forma cada canal), estos iones son orientados hacia uno de los 3
centros ferroxidasa, por medio de uno de los 3 residuos de aspartato altamente conservados

aportado por cada subunidad que crean el canal (Tosha et al., 2010).

Al unirse el fierro al centro ferroxidasa se estable en forma de di-Fe*" el cual es oxidado,
al mismo tiempo se produce la reduccion de O, a perdxido de hidrogeno (un proceso de 2
electrones) (Jameson et al., 2002; Zhao et al., 2003). La forma oxidada di-ferro, di-Fe*™ no es
estable y esta sujeta a un reaccion de hidrolisis que produce el recambio el centro ferroxidasa
liberando el Fe*" al interior de la cavidad de ferritina para su mineralizacion y dejando el centro
ferroxidasa libre para otro ciclo de oxidacion. La habilidad del centro ferroxidasa para regenerar

su forma apo (sin hierro) y catalizar la oxidacion nuevos Fe*" (Waldo et al.,1993; Bou-Abdallah
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et al., 2005), indica que este sitio actla como un poro cerrado que es controlado por la
participacion del fierro, de esta forma su transporte a la cavidad est4 acoplado a la oxidacion de
Fe" a Fe®". Este proceso es esencial para las etapas tempranas de la formacion del nticleo cuando

no existe hierro presente en la cavidad.

Después de la formacion de los precursores minerales, se propone que el fierro migra a
través de los canales de 3 pliegues y es oxidado directamente sobre la superficie del mineral en
crecimiento (Douglas et al., 1998). La oxidacion del fierro en la superficie del mineral
preformado es mucho mas rapida que la ocurrida en el sitio ferroxidasa, y aunque algunos
estudios muestran que el sitio ferroxidasa sigue funcionando luego de que el nucleo mineral ha
sido establecido, su contribucion en oxidar Fe*" es mucho menos significativa que la oxidacion
ocurrida en la superficie del nucleo del mineral (Chasteen y Harrison. 1999). Esto significa que a
altos niveles de carga de hierro, el principal sitio de catélisis cambia desde el sitio ferroxidasa a la
superficie del nicleo de mineral en crecimiento (Xu et al., 1991; Yang et al., 1998; Zhao et al.,
2003), y resulta en la completa reducciéon de O, a H,O (un proceso de 4 electrones).
Adicionalmente en cantidades intermedias de Fe*" (100-500 Fe** por ferritina), resulta en el
consumo de algunos de los peroxido de hidrogeno producidos en el sitio ferroxidasa en una
reaccion de oxidacion de Fe*™ (Zhao er al, 2003). Por lo tanto la oxidacién en ferritinas
eucariontes ocurre a través de la combinacion de estas 3 vias, dependiendo de la cantidad de Fe*"

adicionado.

En el caso de los procariontes, el proceso es diferente debido a las diferencias
estructurales, en primer lugar son mayoritariamente homopolimeros, lo que significa que estan
conformados por una misma y unica subunidad. En el caso de las bacterioferritinas (Bfr), el
mecanismo de mineralizacidon esta poco estudiado, hay poca informacion y mucha de ella es solo
estructural (Frolow et al., 1994; Macedo et al., 2003; Liu et al., 2004; Swartz et al., 2006). Sin
embargo, en E. coli existe informacion sustancial tanto estructural como del mecanismo en si y
que junto al resto de la informacion nos permiten formar una posible imagen de como se lleva a
cabo este proceso (Le brun et al., 1993 y 1995; Yang et al., 2000; Baaghil et al., 2003; Crow et
al., 2009). La mineralizacion en Bfr de E. coli ocurre via un mecanismo de 3 fases cinéticamente

distintas. Primero en la fase 1, dos iones Fe** entran en cada uno de los 24 sitios ferroxidasa.
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Segun la estructura de Bfr de Desulfovibrio desulfuricans (Macedo et al., 2003), cada centro
ferroxidasa estd ubicado bajo un poro que otorga acceso directo desde el exterior de la cavidad
(Figura 4). El hecho de que este poro este en la estructura de apo Bfr (Crow et al., 2009), sugiere
fuertemente que esta es la ruta de entrada de Fe*" para unirse al centro ferroxidasa. Luego en la
fase dos el Fe*" unido al centro ferroxidasa en forma de di-Fe*" es oxidado en presencia de O,
para generar di-Fe**, con la concomitante reduccion del dioxigeno a peroxido de hidrogeno. Esta
reaccion es una reduccion de 2 electrones pero la proporcion Fe:O, del centro ferroxidasa es 4:1,
indicando que la reduccion es un proceso de 4 electrones. La implicancia estequiometrica de esto
es que dos centros ferroxidasa actian en conjunto para reducir una molécula de O, a HO,

pudiendo ser el dimero la unidad funcional en este tipo de ferritina (Yang et al., 2000).

A Poro ferroxidasa

Figura 4. Poro del centro ferroxidasa en Bfr. A: corte longitudinal de una subunidad de Bfr de E.
coli, mostrando el poro que une directamente el centro ferroxidasa con el exterior de la proteina.
B: vista de superficie desde el exterior de Bfr, en lo profundo del poro se observa el centro
ferroxidasa. La otra subunidad esta en formato caricatura. Fuente: Le brun et al. (2010).

Subsecuentemente se detectd que la produccion de perdxido de hidrogeno era mucho
mejor oxidante de Fe*" en el centro ferroxidasa que el dioxigeno (Yang et al., 2000; Bou-
Abdallah et al., 2002). De esta forma, la reaccion ocurrida en un centro ferroxidasa genera di-
Fe* y peroxido de hidrogeno, el cual después reacciona en otro centro ferroxidasa para generar

un segundo di-Fe*" y agua.

La tercera fase es la formacion del ntcleo de fierro mineral en el interior de Bfr, segun

. . . + . .
estudios recientes bajo un exceso de Fe*", lo suficiente para saturar todos los centros ferroxidasa,



12

el fierro entraria a la cavidad por uno o mas de los canales que posee Bfr en los ejes de 4
pliegues, 3 pliegues y 2 pliegues (Frolow et al., 1994; Macedo et al., 2003). Una vez dentro, los
iones Fe’" se unen a la cara interna de Bfr a sitios de nucleacion. Uno de estos sitios que
involucra los residuos de Asp50 y His46 de la subunidad fue recientemente identificado en
estudios cristalograficos de Bfr (Crow et al., 2009). Este sitio esta localizado adyacente al centro
ferroxidasa y es propuesto para unir el Fe’” que entra por los canales, donde es oxidado a Fe*" y
luego sujeto a una reaccidon de hidrolisis donde el fierro pasa a ser parte del nucleo en formacion
y los electrones resultantes de la oxidacion son dirigidos al sitio ferroxidasa donde el di-Fe*" es
regenerado y puede volver a reaccionar con dioxigeno o peroxido de hidrogeno. Este fendmeno
fue observado en estudios realizados en Bfr de A.vinelandii (Watt et al., 1992).El proceso de

mineralizacion propuesto para Bfr se encuentra resumido en la figura 5a y b.

En las ferritinas bacterianas (Ftn), una de las mas caracterizadas es FtnA de E. coli
(Treffry et al., 1998a; Bauminger et al., 1999 y 2000; Stillman et al., 2001; Bou-Abdallah et al.,
2005). La via de mineralizacion propuesta es similar al mecanismo descrito para las ferritinas
eucariontes pero se diferencia en la presencia del llamado sitio C (Stillman et al., 2001). La
oxidacion del fierro ocurre en el centro ferroxidasa en presencia de dioxigeno. Esta reaccion
procede en una relacion hierro:dioxigeno 3:4 comparada con la de 2 en ferritinas eucariontes
(Treffry et al., 1998b). Esta observacién se debe probablemente a la presencia del sitio C y
ademads se propone la existencia de un cuarto sitio no caracterizado, donde se realizaria oxidacion
de Fe*" que llevaria a la reducciéon de dioxigeno a agua en lugar de peroxido de hidrogeno. De
acuerdo con esta observacion la proporcion hierro:dioxigeno bajo a 2 cuando el sitio C fue
sustituido. Una ves oxidado el hierro en el centro ferroxidasa, se propone su migracion hacia la
cavidad central donde la mineralizacion del nucleo es llevada acabo. Estudios bioquimicos y
estructurales en Ftn de H. pylori, reportaron que a niveles bajos de hierro la mineralizacion es
liderada por el centro ferroxidasa, mientras que a niveles elevados la mineralizacion es
mayoritariamente autocatalitica por la superficie del nticleo mineral en formacion (Cho et al.,
2009). Por otra parte, basado en la observacion de un ion de hierro unido a residuos His149

ubicados en los canales de cuatro pliegues (un residuo por subunidad participando del canal), los
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autores sugieren que este canal es la ruta de ingreso de hierro a la cavidad central. El mecanismo

de mineralizacion en Ftn esta resumido en la figura 5Sc.
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Figura 5. Mecanismos de mineralizacion en ferritinas procariontes. A y B: representacion
esquematica de mineralizacion en Bfr de E. coli. El modelo muestra en A el mecanismo de
formacion del niicleo mineral desarrollado en 3 distintos pasos o fases. En la fase 1, iones de Fe*"
se unen al centro ferroxidasa (CF), y son oxidados en la fase 2. En la fase 3, Fe*" unido al sitio de
la cara interna de la cavidad (Int), es oxidado y los electrones canalizados al centro ferroxidasa,
que es reducido. Este mecanismo continua operando a través de la formacion del nucleo
ilustrado en B, donde los iones de Fe*" entrantes son oxidados en la superficie del nucleo y los
electrones resultantes son canalizados al sitio ferroxidasa por medio del sitio de union a hierro
ubicado en la cara interna de Bfr. C: representacion esquematica de mineralizacion en FtnA de E.
coli, iones de Fe** se unen al centro ferroxidasa y al sitio C (C), y son oxidados en presencia de
oxigeno, generando una forma inestable de di-Fe’* en el centro ferroxidasa. Los iones de Fe®" del
sitio C y el centro ferroxidasa son transferidos a la cavidad interna donde pueden ser
incorporados al nucleo. La forma Apo del centro ferroxidasa y el sitio C ahora estan libres para
aceptar nuevos iones F ¢*". Fuente: Le brun et al. (2010).
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2.2 Puntos cuanticos (PCs)

Los puntos cuanticos (PCs), recientemente han llamado la atencion como novedosos
fluoroforos. Estos son nano cristales semiconductores de forma semiesférica compuestos
tipicamente por un nucleo de CdSe, CdS o CdTe, recubierto por un escudo de ZnS. Usualmente
son manufacturados por inyeccidon de sus precursores en solventes organicos a altas temperaturas
(300°C), y es posible manipular su tamafio alterando la cantidad de precursor y el tiempo de
crecimiento del cristal, lo que es importante para las propiedades fluorescentes ya que la longitud
de onda de emision de los PCs depende del tamafio del cristal (Murray ef al., 1993; Dabbousi et

al., 1997; Bruchez et al., 1998; Peng et al., 1998; Peng y Peng, 2001).

2.2.1 Propiedades opticas

PCs son nano cristales semiconductores semiesféricos compuestos por elementos
pertenecientes a los grupos II-IV (CdSe), o III-V (InP), de la tabla periddica (Schmidt et al.,
1996; Peng et al., 2000; Peng y Peng, 2001). Ademas son altamente fluorescentes, debido al
hecho que sus estados de excitacion/espacio de banda (Band gap), estan espacialmente
confinados, lo cual resulta en propiedades fisicas y Opticas intermedias entre compuestos y
moléculas unicas. El confinamiento cudntico permite la emision de luz a diferentes longitudes de
onda dependiendo de qué tamafio tenga el nucleo del PC (Wilson ef al., 1993)(Figura 6). PCs mas
grandes poseen espacios de banda mas pequenio, resultando en la emision de luz roja, mientras
que PCs maés pequefios emiten luz azul de mas alta energia. Ademas, debido a su pequefio tamaiio
todo el cristal actia como una sola molécula con todos sus atomos constituyentes siendo
excitados y emitiendo luz al mismo tiempo dando como resultado una senal de alta intensidad
(Dahan et al., 2003). Ademas de esto, los PCs exhiben ausencia de photobleaching o
fotoblanqueo que es cuando un fluoroforo es destruido como tal, producto de la exposicion a la
luz (Bruchez et al., 1998; Chan and Nie, 1998; Wu et al., 2003), esto debido a su composicion
inorganica, y a su prolongado tiempo de vida de entre 10 a 40ns muy superior a los fluoréforos

organicos. Adicionalmente, Tienen también un alto coeficiente de extincion molar (Leatherdale et



15

al., 2002), una medida de la absorcion de luz a una longitud de onda dada, y una mucho mejor
fotoestabilidad comparada con fluor6foros orgédnicos de aproximadamente 1000x (Wu et al.,
2003). Estas caracteristicas hacen de los PCs perfectos marcadores fluorescentes y superiores a

fluoroforos organicos.

CdSe CdTe

o o0

Intensidad Normalizada

|
500 600 700

Longitud de onda de emision (nm)

Figura 6. Longitud de onda de emision de puntos cuanticos. Después de la excitacion, la emision
es estrecha, simétrica e incluso puede llegar al infrarrojo cercano. Fuente: Tholouli et al. (2008).

2.2.2 Aplicaciones de los puntos cuanticos

Uno de los principales campos de aplicacion de los PCs es en biomedicina donde como
fluoroforo sus posibilidades son multiples. Por ejemplo en inmunofluorescencia Bruchez et al.
(1998), fue el primero en reportar la deteccion de filamentos de actina en fibroblastos de raton;
luego de esto han sido utilizados para detectar una vasta gama de proteinas en tejido fijado

(Akhtar et al., 2007; Ornberg and Liu, 2007; Zhou et al., 2007), fluoroinmuno ensayos (Wei et
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al., 2006; Shen et al., 2007), y en citometria de flujo (Wu et al., 2007). La contribucion de los
PCs como fluor6oforos ha permitido una deteccion mas sensible de biomarcadores, incluso al
nivel de deteccion de moléculas individuales, gracias a propiedades como: elevado brillo,
espectro de emision simétrico y la posibilidad de ser fabricados bajo diferentes parametros
(Tuneability), lo cual va de la mano con el hecho de que diferentes PCs pueden ser excitados bajo
una misma longitud de onda (Bostick et al., 2006; Fountaine et al., 2006; Byers et al., 2007,
Chalmers et al., 2007; Xing et al., 2007). Esta Gltima propiedad es una de las mas ventajosas para
realizar deteccion multiples de sefiales, esto ha sido mostrado por Fountaine et al. (2006), quien
us6 PCs para medir de manera simultanea 5 marcadores basdndose en el marcaje secuencial de
cada anticuerpo utilizado y pudiendo detectar correctamente CD20, IgD, Ki67 (clon MIB-1),
CD3 y CD68 en ganglios linfaticos humanos.

Los PCs han permitido la deteccidon de proteinas a través de su uso en inmuno ensayos,
sin embargo no siempre hay disponibles anticuerpos para todas las proteinas y también se hace
necesario el andlisis de expresion de ARN mensajero por hibridacion in situ. Pathak et al.,
(2001), ha utilizado sondas de oligonucleotidos marcados con PCs para identificar mutaciones en
muestras de esperma humano a través de hibridacion in situ de fluorescencia. Con el tiempo los
métodos de conjugacion han ido mejorando y también han permitido la deteccion de sefiales
multiples (Chan et al., 2005; Byers et al., 2007). El uso de PCs también se ha incrementado para
el estudio de interacciones a escala molecular, por ejemplo Lidke et al. (2004), utiliz6 PCs para
estudiar la localizacion celular de EGF, lo cual se puede extender a la localizacion y seguimiento
de moléculas en cé€lulas vivas ya sea in vitro o in vivo. Muchos estudios se han dedicado a poder
expandir esta aplicacion. En este campo Dahan et al. (2003), report6 el seguimiento en tiempo
real de moléculas conjugadas con PCs en neuronas. Otra poderosa aplicacion es la de poder
marcar moléculas para visualizarlas en animales in vivo, a través de su observacion incluso a
través de tejidos, esto es posible debido a la poderosa emision de los PCs y su fotoestabilidad,
ademas que son capaces de emitir en el rango infrarrojo cercano e infrarrojo, lo cual no es posible
con fluor6foros convencionales. Por ejemplo Kobayashi et al. (2007), utilizé PCs para el mapeo
de ganglios linfaticos en céncer y a su vez Kim et al. (2004), utilizo PCs que emiten en el

infrarrojo cercano para mapear ganglios centinelas en cirugias de cancer. En estos casos, los PCs
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se inyectan por via intradérmica en extremidades distales y luego se puede seguir su movimiento
a lo largo de los canales linfaticos hasta la identificaciéon del ganglio centinela. Estos
experimentos demostraron un alto contraste entre la autofluorescencia y la sefial de emision, lo
que permitio realizar la incision quirdrgica para la extraccion del ganglio centinela positivo

(Figura 7)

Video Color Fluorescencia Fusion Color-Fluorescencia
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Figura 7. Mapeo in vivo de ganglios linfaticos centinelas. PCs que emiten en el infrarrojo
cercano del espectro fueron inyectados en la ingle derecha de un cerdo y capturadas las imagenes
en video color (Izquierda), y fluorescencia (medio). Desde arriba de la figura se puede observar
los siguientes tiempos: antes de la inyeccion, 30 seg después de la inyeccion, 4 min después de la
inyeccion y durante la extirpacion guiada por imagen del ganglio linfatico centinela. A la
derecha, la imagen fusionada del video a color y la fluorescencia Tholouli ef al. (2008).
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También se ha llevado a cabo el seguimiento de fluorescencia de PCs emitiendo en el
infrarrojo cercano del espectro, inyectados subcutineamente en la pata anterior de ratones
demostrandose la acumulacién de estos en los ganglios linfaticos dentro de los 5 minutos
posteriores y con una concentraciéon maxima a las 4 horas, que poco a poco decay6 en los 10 dias
siguientes, con un nivel bajo de captaciéon por otros organos. Estos experimentos fueron
realizados en ratas y cerdos demostrando su aplicabilidad en mamiferos, lo cual genera buenas

expectativas para usar esta técnica en seres humanos (Soltesz et al., 2005).

2.3 Ferritina como nanoreactor para puntos cuanticos

Segin lo anteriormente expuesto los PCs son nanocristales semiconductores con
propiedades Opticas unicas que los hacen excelentes para una gran gamma de aplicaciones entre
ellas su uso como fluor6foros de larga duracion, alta eficiencia cuantica, una distribucion estrecha
de emision y un espectro de absorcion continuo (Chan et a/.,2002). Sin embargo, sus aplicaciones
en medicina como marcador in vivo estan limitadas por su composicion de Cadmio altamente
citotoxico, de esta forma y en condiciones in vivo los PCs tenderian a descomponerse
parcialmente y liberar iones de Cd al medio (Lewinski et al., 2008). Por otra parte, los
procedimientos estandares para la manufactura de PC’s estan asociados al uso de solventes
organicos a altas temperaturas lo que le otorga un caracter insoluble (Chang et al., 2006). Por esta
razon, se han realizado reiterados intentos para lograr hacerlos solubles y bioldgicamente inertes.
En los ultimos afios se han desarrollado muchas estrategias para explicar esto, la mayoria de ellas
consisten en el recubrimiento de los PC’s con moléculas aislantes, tales como fosfolipidos
(Dubertret et al., 2002), polimeros amfifilicos (Gao ef al., 2004), dendrimeros (Guo et al., 2003),
oligos de fosfinas (Kim y Bawendi, 2003), ligandos hidrofilicos multidentados (Medintz et al.,
2005), lo que va en beneficio de dar un caracter soluble y quimicamente mas estable de los PCs
(Aldana et al., 2004). No obstante, se ha demostrado que el uso de estos ligandos alteran el estado
quimico y fisico de los atomos de la superficie del PC y en muchos casos disminuyendo

draméticamente la eficiencia cuantica del PC (Guo et al., 2003).
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Muchas otras estrategias se han evaluado para el recubrimiento de los PC entre los que
destacan el uso de ligandos basados en grupos tiol, los que pueden llegar a formar disulfuros con
el tiempo, retirandose de la superficie del PC y causando la agregacion y precipitacion de este
(Aldana et al., 2004). Dentro de la misma tematica se ha intentado exitosamente la generacion de
un escudo alrededor del PC, basado en el uso de una capa de silice la cual fue muy efectiva en
otorgar estabilidad quimica, pero los procedimientos para lograr construir de manera controlada
una capa de silice alrededor de un PC hidrofobico es muy complicado y costoso (Gomez et al.,

2005).

Apoferritina (AFt), es la forma desmineralizada de la proteina ferritina y presenta
caracteristicas estructurales semejantes a la de una jaula que funciona como almacén para el
hierro en la célula. El hierro entra de forma natural a la cavidad por medio de canales, sitios de
oxidacion y sitios de nucleacion utilizando distintas vias para la formacion de hierro mineral en el
interior (Ueno et al., 2004). Estas mismas vias se han utilizado para la incorporacion de
elementos no nativos de ferritina como Ag, Cu, Au entre otros (Uchida et al., 2007). Las
principales apuestas van dirigidas al paso de iones metalicos por los 8 canales de 3 pliegues que
posee ferritina, ademds se postula que el interior rico en aspartatos y glutamatos promueve la
formacion de nano cristales en la cavidad la cual ademés delimita el tamano maximo alcanzado
por dichos cristales (Xing et al., 2009). Una de las estrategias utilizada es la incorporacién de
iones metalicos divalentes al interior de ferritina para luego incorporar un agente reductor como
el NaBH,, estrategia que se conoce como reduccion in situ. Se ha reportado el uso de ferritina
como nano reactor en diferentes preparaciones de nano particulas, incluyendo el PC CdSe
(Yamashita et al., 2004). Las ventajas de esta aproximacion para la sintesis de PCs son la de
permitir la fabricacion de nano cristales solubles en medio acuoso y ademas de manera inocua ya
que la cubierta de ferritina mantendria aislado el nano cristal del medio externo, de la misma
manera en que ferritina protege a la célula almacenando el fierro evitando sus posibles
repercusiones negativas segun lo ya visto anteriormente en la quimica y bioquimica del hierro.
Otra gran ventaja es que ferritina es factible de modificaciones a través de mutaciones que
adapten sus canales, su superficie interna/externa y su conformacion de manera tal de obtener la

mejor configuracion posible para la sintesis de nano particulas
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En este contexto se han desarrollado dos estrategias utilizando ferritina para hacer PCs
biocompatibles, la primera consiste en la encapsulacion del PC previamente preparado
aprovechando la propiedad que posee ferritina de desarmarse en subunidades a pH inferiora 2 y
luego poder restablecerse ajustando el pH sobre 5. Siguiendo esta estrategia Turyanska 2009,
realizo el encapsulamiento del PC PbS en medio acuoso con un rango esférico del nano cristal
manejable entre 3 a 12nm dependiendo de la proporcion de Pb*" y S*. Las preparaciones
obtenidas mostraron emision en un rango de entre los 1000 nm y 1300 nm y fueron estables por
un periodo superior a 3 meses, ademas reporto baja o nula citotoxicidad en pruebas realizadas

con lineas celulares.

En otro estudio se realizo el encapsulamiento de particulas de Au en ferritina de la arquea
Archaeoglobus fulgidus, esta proteina tiene una conformacién estructural diferente a las demas
ferritinas ya que posee 4 stper poros con un didmetro de 4,5 nm (Swift et al., 2009). Su
aproximacion fue distinta a otros estudios ya que se basaron en que el ensamblado de ferritina de
A. fulgidus es mediado por sal, lo cual significa que a bajas concentraciones de sal la proteina
existe como dimeros y cuando la concentracion de sal se incrementa a aproximadamente 600
mM, la proteina esta mayoritariamente ensamblada en su forma de 24 subunidades (Johnson et
al., 2005), lo cual se aprovecho para encerrar particulas de oro en su interior sin necesidad de

realizar cambios de pH como en otros estudios.

La segunda estrategia es la de sintesis de la nanoparticulas en el interior de ferritina, esta
aproximacion requiere que los elementos constituyentes de la nanoparticula entren primero a la
cavidad de ferritina y luego reaccionen en su interior. En este contexto Iwahori 2005, inform¢ la
sintesis del PC ZnSe en Apoferritina de bazo de caballo (Horse spleen apoferritin, HsAFr),
utilizando un sistema de reaccion lenta. El principio de la reaccion lenta estd dado por el hecho de
que los iones de zinc y selenio reaccionan rapidamente fuera de la cavidad, es por esto que se
combinan con otras moléculas que estabilicen los iones y permitan su entrada a la cavidad y que
reaccionen dentro de ferritina. En este estudio la sintesis se realiz6 en una solucion con amonio el
cual forma con el zinc el tetra ion [Zn (NH3)4]*", este se incorpora primero y libera los iones Zn**
los cuales entran a ferritina por los canales de 3 pliegues. Una vez llenado el interior se adiciona

el selenio en forma de selenourea. Este compuesto se descompone lentamente liberando iones
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Se” gradualmente al interior de ferritina donde luego reacciona con los iones de Zn*" y forman el

PC ZnSe (Figura 8) (Iwahori et al., 2005).
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Fig. 8 Esquema de sintesis de ZnSe por sistema de reaccion lenta: (1) Condensacion
electrostatica: Apoferritina es incubada con iones de zinc los cuales se condensan en la cavidad.
(2) después de la incubacion, se adicionan iones de selenio en forma de selenourea que se
degrada lentamente en solucion acuosa. Los nucleos de ZnSe son producidos preferencialmente
en la cavidad de Apoferritina debido a que los iones de zinc altamente condensados reaccionan
rapidamente con los iones de selenio. (3) Una vez que los nucleos de ZnSe son formados, la
nanoparticula de ZnSe contintia creciendo de manera autocatalitica. (4) ZnSe contintia creciendo
hasta llenar la cavidad. Fuente: Iwahori ef al. (2005).

En otro estudio, realizado también por Iwahori et al. (2006), optimizaron el sistema de
reaccion lenta para la sintesis del PC CdSe en ferritina de bazo de caballo (Horse spleen

apoferritin, HsAFr). Al igual que con ZnSe se estabilizd los iones de Cd*" con amonio,
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formandose el tetra ion [Cd (NH3)4]*", y el Se* por su parte se liberd progresivamente a partir de
selenourea. Estos investigadores establecieron que el pH mas adecuado debia ser 9,5 que fue el
que mas aumento la eficiencia de la incorporacion presuntamente al hacer mas estable el tetra ion
de [Cd (NH3)4]*", haciéndolo mas disponible de entrar a la cavidad de ferritina. La concentracion
optima de amoniaco quedé en 5 mM vy finalmente optimizaron la sintesis aplicando burbujas de
N, para purgar el oxigeno de la reaccion ya que la selenourea es inestable por auto-oxidacion.
Este estudio logro finalmente la sintesis de nanoparticulas de CdSe solubles en agua y estables en
el tiempo, dentro de la cavidad de HsAFr, demostrando junto a los otros estudios presentados la
factibilidad del uso de ferritina como nanoreactor en la sintesis de nanoparticulas diferentes del
hierro utilizando las caracteristicas estructurales que posee para la incorporacion y fabricacion de
nuevos nano materiales incluyendo los puntos cuanticos. Ademas, la gran diversidad de ferritinas
y sus diferentes mecanismos de biomineralizacion son un recurso importante para la busqueda de
nuevas vias de sintesis y la generacion de nuevas ferritinas modificadas en laboratorio que abrira

paso al desarrollo de nuevas tecnologias basadas en nanoparticulas.



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipaotesis

“Las diferencias estructurales encontradas en Ferritinas bacterianas afectan la formacion y

propiedades de nanocristales de CdSe en el interior de su cavidad”

3. 2 Objetivo general

e Evaluar como afectan las diferencias estructurales entre ferritina salvaje de C. tepidum, su

mutante 166 y ferritina humana L en la formacion de nanocristales de CdSe en su interior.

3.3 Objetivos especificos

e Expresar y purificar ferritina silvestre y mutante de C. tepidum, y ferritina humana L.
e Evaluar la sintesis de nanocristales de CdSe en ferritina silvestre y mutante de C. tepidum,

y ferritina humana L.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Acetato de Cadmio, Selenourea, fenilmetil sulfonil fluorido (PMSF), 4cido tioglicolico
fueron obtenidos de quimica SIGMA Co. Ampicilina fue obtenida de Fisher Biotech, Isopropil-f3-
D-tiogalactosidasa (IPTG), de Promega. Triptona y extracto de levadura de DIFCO.

4.2 Métodos

4.2.1 Clonacion, expresion y purificacion de proteinas

Ftn de C. tepidum fue clonada en un vector pET3a (Novagen), al igual que el mutante 166
y ferritina humana L. El mutante fue obtenido por la introduccion de un codén de termino en la
posicion 166 de ferritina de C. fepidum mediante mutagénesis sitio-dirigida. Los plasmidos
recombinantes fueron transformados en E. coli BL21(DE3). Las cepas recombinantes fueron
crecidas en medio Luria-Bertani (10 g de triptona por litro, 10 g de NaCl por litroy 5 g de
extracto de levadura por litro), con 100 ug/ml de ampicilina a 37 °C toda la noche y luego fueron
inducidas con 0,5 mM de IPTG por 4 horas a temperatura ambiente. Las células fueron
cosechadas por centrifugacion y resuspendidas en 4 ml de buffer de lisis (100 mM MOPS, pH 7;
0,2 mM PMSF), y sonicadas cuatro veces por 10 segundos seguidos de 20 segundos en hielo. El
sonicado fue centrifugado a 5000 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue calentado a 75°C
por 10 minutos y luego centrifugado a 13 mil g por 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante con las proteinas solubles que no fueron precipitadas por el shock de calor fue
analizado por SDS-PAGE al 15% de gel separador y 6% de gel concentrador. Usando este
procedimiento, la homogeneidad electroforética alcanzada fue de entre un 85 y 95% no
necesitando mas pasos de purificacion. Antes de ser usadas las muestras de ferritina fueron
tratadas para obtener su forma Apo segun Treffry y Harrison (1978), y cuantificadas por el

método de Folin de Lowry.
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4.2.2 Sintesis de CdSe

Las muestras de ferritina fueron cargadas para la sintesis de CdSe usando como base el
procedimiento de Iwahori ef al. (2006). Se realizo la preparacion de las reacciones (volumen final
de 500 pL), de forma aerdbica con una concentracion de 0,5 pM de ferritina (Ct, Ct-166 y L
humana), 40 mM de NH4SO4, 5 mM de NH4OH y se ajusto el pH a 9,5 con hidroxido de sodio.
Se incub6 cada reaccion con cadmio acetato a una concentracion final de 0,8 mM por 1 hora y
luego se adicion6 selenourea (recientemente preparada), a una concentracion final de 4mM. Se
dejaron reaccionando toda la noche a temperatura ambiente, se centrifugd a 13.000 g y se
midieron los espectros a los sobrenadantes en un espectrofotometro UV-Vis T80+. Luego las
muestras fueron dializadas toda la noche a 4°C contra 2 litros de buffer MOPS 100mM pH 7. Se

centrifugo a 13.000 g y se midieron los espectros nuevamente.

Alternativamente se realizo la preparacion de las reacciones (volumen final de 2mL), en
condiciones anaerdbicas en atmdsfera de N, con una concentracion de 1uM de ferritina (Ct, Ct-
166 y L), 40mM de NH4SO4, SmM de NH4OH vy se ajust6 el pH a 9,5 con hidréxido de sodio. Se
incubo cada reaccion con cadmio acetato a una concentracion final de 0,8mM por 1 hora y luego
se adiciond selenourea (preparada fresca), a una concentracion final de 4mM. Se dejaron
reaccionando toda la noche en atmésfera de N, y a temperatura ambiente. Se centrifugo a 13000
g y se midieron los espectros a los sobrenadantes en un espectrofotometro UV-Vis T80+. Luego
las muestras fueron dializadas toda la noche a 4°C contra 2 litros de buffer MOPS 100mM pH 7.
Se centrifugo a 13.000 g y se midieron los espectros nuevamente. Se tomaron los espectros de
emision a 295, 310, 350, 400, 450 y 500nm en un espectrofotdmetro de fluorescencia Shimadzu

RF-5310PC.



5 PRESENTACION DE RESULTADOS

5.1 Sintesis de CdSe

Se realizo la sintesis de nanoparticulas de CdSe en tres tipos de ferritina, en su forma Apo
C. tepidum (Ct), mutante 166 de C. tepidum que carece de los ultimos 38 aminoécidos del
extremo carboxilo terminal (166) y ferritina humana L (L), con el fin de comparar la sintesis en
base a las diferencias estructurales de estas tres ferritinas. La relacion molar utilizada fue de
3000:1 Cd/Ferritina y 8000:1 Se/Ferritina y se hizo en condiciones aerobicas estabilizando los
iones de Cd*" en forma de cadmio acetato y formando en solucién tetra iones con amonio
adicionado en forma de NH4SO4 40mM y NH4OH 5mM. Los iones de Se” fueron adicionados en
forma de selenourea la cual se descompone lentamente en solucidén provisionando iones de forma
progresiva. El orden de sintesis fue primero incorporar el cadmio en la cavidad y luego una vez

cargada la proteina adicionar el selenio.

El primer experimento fue realizado en condiciones aerdbicas, la reaccion produce un
cambio de color a amarillo anaranjado a los pocos segundos de adicionada la selenourea. Luego
de incubar toda la noche a temperatura ambiente el cambio se hace mas evidente y ya una vez
centrifugado es posible apreciar la presencia de diferentes precipitados y la pérdida parcial del
color en las reacciones de CdSe en presencia de la proteina. En el caso del control sin proteina la
perdida del color es total y la tonalidad del precipitado es mas oscuro y metalico que en las otras
muestras. En la figura 9a es posible ver los espectros una vez llevada acabo la reaccion toda la
noche a temperatura ambiente. Ademas de las reacciones en ferritina se realizaron controles con
las proteinas solas y también sin la proteina participando de la reaccion. Seglin los valores de
absorbancia no hay sintesis de nanoparticulas de CdSe en Ct ni en L ya que son idénticos a los
controles con la proteina (Ct y L). El control sin proteina (CdSe), muestra valores elevados
alrededor de los 300nm lo cual significa que se formaron particulas en solucién. En el caso del
mutante 166 de C. tepidum (CdSel66), es posible observar una elevacion en los valores de

absorbancia entre los 300 y 400nm que no se encuentra en los controles y que indica la aparicion
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de un nuevo compuesto en solucion atribuible a la sintesis de nanoparticulas de CdSe producto de

la presencia de la proteina.

Luego de hecha la reaccion las muestras fueron dializadas contra buffer MOPS 100mM
pH 7 con el fin eliminar las nanoparticulas formadas en el exterior de la cavidad de ferritina. Los
resultados de los espectros de absorbancia obtenidos se muestran en la figura 9b. Al igual que en
la figura 9a no se ven valores de absorbancia atribuibles a la formacion de nanoparticulas para Ct
y para L. El control sin proteina (CdSe), ya no presenta los valores alrededor de los 300nm lo
cual indica que el CdSe formado en la solucion se perdid con la diélisis. En el caso del mutante
166 (CdSel66), los valores de absorbancia entre los 300 y 400nm siguen siendo superiores a los
controles lo cual significa que las nanoparticulas formadas por efecto de la proteina se encuentran
en el interior de la cavidad de ferritina pero sufrieron una disminucion lo cual significa que parte

del CdSe formado no se encontraba dentro de la proteina y se perdi6 luego de la didlisis.
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Figura 9. Sintesis de nanoparticulas de CdSe en ferritina, espectros de absorbancia. A, sintesis de
CdSe en Apoferritina de C. tepidum (Ct), mutante 166 de C. tepidum (166) y ferritina humana L
(L) a una concentracion de 0,5uM bajo condiciones aerdbicas. B, espectros tomados después de
dializar contra buffer MOPS 100mM pH 7.

El segundo experimento fue realizado en condiciones anaerdbicas bajo atmoésfera de N,.

Segun los resultados del primer experimento se tomo la determinacion de hacer la sintesis s6lo en

el mutante 166 de C.

tepidum (166) y ferritina humana L (L). La concentracion de proteina se

elevo a 1uM manteniendo la relacién molar con el cadmio y el selenio el resto de las condiciones

se mantuvieron respecto al experimento anterior. Luego de realizada la sintesis se pudo observar

el mismo comportamiento de cambio de color en las reacciones de CdSe mas la proteina. Como
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se puede observar en la figura 10a, el tono del color es amarillo anaranjado para 166+CdSe con
pequenas diferencias en la opacidad si lo comparamos con L+CdSe. En cambio el control sin

proteina (CdSe), presenta un color oscuro diferente a las reacciones con proteina.

A

Figura 10. Sintesis de CdSe en Apoferritina bajo condiciones anaerdbicas. A: reacciones de
sintesis y controles, de izquierda a derecha se encuentra la reaccion hecha en la Ftn mutante 166
de C. tepidum, el control solo con la proteina, la reaccion en ferritina humana L y el control de la
reaccion de CdSe sin ferritina. B: las mismas muestras luego de ser centrifugadas a 13.000 g por
10min.

Después de la centrifugacion hay pérdida del color el cual resultd ser en gran medida
precipitado ajeno a la sintesis en el interior de ferritina (Figura 10b). Aun asi hubo retencién del
color en solucidn en la muestra de 166+CdSe y en mucho menor medida en L+CdSe, el color en

el control sin proteina resulto ser solo precipitado adherido en las paredes del tubo.
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Después de la centrifugacion se midieron los espectros de absorbancia a los
sobrenadantes, en la figura 11a es posible observar que nuevamente la sintesis s6lo se realizé en
la mutante 166 de C. tepidum, esto segun los valores de absorbancia elevados obtenidos entre los
300 y 400nm, que no estan presente en el control solo con proteina de 166. En el caso de la
reaccion realizada en ferritina humana L los valores son similares al control solo con proteina
salvo en el tramo entre los 300 y 350nm. Después de tomados los espectros las muestran fueron
dializadas contra buffer MOPS 100mM pH7, para sacar toda particula que se encuentre en el
exterior de ferritina. En la figura 11b es posible observar que los valores entre 300 y 400 se
mantuvieron casi iguales en la reaccion realizada en la mutante 166 de C.tepidum, lo cual indica
que todas las nanoparticulas sintetizadas estan en el interior de ferritina y no se perdieron con la
dialisis. Todas las demas muestras presentan valores de absorbancia que indican la ausencia de

cualquier tipo de compuesto absorbiendo entre los 300 y 500nm.

Por ultimo, se tomaron los espectros de emision a distintas longitudes de onda para ver la
fluorescencia de las nanoparticulas. Se decidié excitar a 310, 350 y 400nm que es donde se ve el
aumento de absorbancia debido a la formacion de nanoparticulas en la cavidad del mutante 166
de C. tepidum. Ademas se excitd a 295nm que es el maximo de absorcidon de los triptéfanos de
las proteinas, con el fin de contrastar el efecto en la emision de estos y la provocada por la
presencia de las nanoparticulas de CdSe en su interior. Se normalizaron los datos de los controles
solo con proteina tomando el valor maximo como 1, los mismos valores maximos se utilizaron

para normalizar las reacciones de CdSe + proteina y CdSe so6lo.
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Figura 11. Sintesis de CdSe en ferritina, espectros de absorbancia. A: sintesis de CdSe en forma
Apo de mutante 166 de C. fepidum y ferritina humana L a una concentraciéon de 1uM bajo
condiciones anaerobicas en atmosfera de N,. B: espectros tomados después de dializar contra
buffer MOPS 100mM pH 7.

La excitacion a 295nm (Figura 12), produce una fuerte fluorescencia debido a los
triptofanos de las proteinas cerca de los 350nm. En el caso del mutante 166 de C. fepidum es
posible observar una curva pronunciada cercana a los 350nm que decae en la muestra de
CdSe+166 lo cual podria indicar un apagamiento de la fluorescencia debido a la presencia de las
nanoparticulas. Este mismo fendémeno se puede observar en el caso de ferritina humana L, pero
en este caso no podria ser debido a que L no tendria nanoparticulas en su interior o si las tiene
estan en muy baja cantidad. Excitando a 350nm (figura 13), se repite la situacion en la mutante

166 en cambio en ferritina humana L no se observan mayores diferencias entre las curvas de la
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Figura 12. Sintesis de CdSe, espectros de emision a 295nm. A, sintesis de CdSe en forma Apo
de mutante 166 de C. tepidum a una concentraciéon de 1uM bajo condiciones anaerdbicas en
atmosfera de N,. B, sintesis de CdSe en forma Apo de ferritina humana L bajo las mismas
condiciones.

reaccion mas proteina, la proteina sola y el control sin proteina. También es importante destacar
que la forma de las curvas y sus peaks a 350 cambian su distribucién haciéndose mas estrecho lo

cual puede indicar la excitacion y apagamiento de otras moléculas en la muestra.
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Figura 13. Sintesis de CdSe, espectros de emision a 310nm. A: sintesis de CdSe en forma Apo
de mutante 166 de C. tepidum a una concentraciéon de 1uM bajo condiciones anaerdbicas en
atmosfera de N,. B: sintesis de CdSe en forma Apo de ferritina humana L bajo las mismas
condiciones.

Excitando a 350nm (figural4) que era el maximo de las nanoparticulas en los espectros de
absorbancia, se mantiene el mismo fenémeno de apagamiento de la fluorescencia de la proteina
en la mutante 166 (figural4a). A esta longitud de onda no deberian estar siendo excitados los

triptofanos de la proteina, sin embargo el decaimiento en la muestra CdSe+166 se ve igual salvo
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Figura 14. Sintesis de CdSe, espectros de emision a 350nm. A: sintesis de CdSe en forma Apo
de mutante 166 de C. tepidum a una concentraciéon de 1uM bajo condiciones anaerdbicas en
atmosfera de N,. B: sintesis de CdSe en forma Apo de ferritina humana L bajo las mismas
condiciones.

por la distribucion del peak que es mas amplia yendo desde los 400nm con un maximo a 450 y un
decaimiento a los 550. Dentro de estos valores pueden encontrarse peaks de fluorescencia unicos
que son ocultados en el conjunto total de los datos como un “hombro” de fluorescencia a los
400nm que también funciona bajo el mismo fendémeno de apagamiento que el resto del peak.

Nuevamente no hay diferencias en CdSe+L, L y CdSe solo (Figura 14b).
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Figura 15. Sintesis de CdSe, espectros de emision a 400nm. A: sintesis de CdSe en forma Apo
de mutante 166 de C. tepidum a una concentraciéon de 1uM bajo condiciones anaerdbicas en
atmosfera de N,. B: sintesis de CdSe en forma Apo de ferritina humana L bajo las mismas
condiciones.

A 400nm (figura 15), podemos observar que nuevamente hay un fendmeno de apagamiento si
comparamos CdSe+166 y 166 solo (figura 15a), sin embargo el peak es mas estrecho que a
350nm. En el caso de ferritina humana L (figural5b), los valores son casi iguales para todas las

muestras.



6. DISCUSION

El ion de Cd™ reacciona rapidamente con Se*” provocando la formacién de agregados de
CdSe en la solucion acuosa. Es por esto que se estabiliz6 la reaccion, dando las condiciones para
que los iones no agreguen entre si hasta que se encuentren en el interior de ferritina. Esto se
realizo estabilizando los iones de Cd™ con iones amonio formando el tetra ion [Cd (NH3)4]2Jr del
cual se desprenden los iones de cadmio al interior de ferritina. El selenio por su parte se adiciono
en la forma de selenourea la cual se degrada lentamente en solucion acuosa liberando los iones de
selenio de forma progresiva a la cavidad. Segiin experimentos de sintesis de PC de ZnSe en
ferritina de caballo, realizados por Iwahori et al, (2005), el zinc debe ser primero incubado con
ferritina y luego adicionado el selenio para que reaccionen en el interior, ya que pruebas
realizadas en el orden inverso arrojaron como resultado una pobre formacion de ZnSe. Esto
puede deberse a que, para que se incorpore el Se” debe existir un potencial electrostatico en el
interior de la cavidad que es otorgado por la saturacion de esta con iones de Zn>" de esta forma
los iones positivos son concentrados producto del potencial electrostatico producido por los
residuos negativos en el interior de ferritina. Un caso similar podria esta ocurriendo con los iones
de Cd*" que poseen una carga similar a los iones de Zn>". Los iones en estudios de formacion de
PC en ferritina se proponen que entran por los canales de 3 pliegues o en su defecto por canales

que debieran ser de caracter hidrofilico (Iwahori et al., 2005; Xing et al., 2009).

En el mismo estudio realizado por Iwahori et al, (2005), se analiz6 de qué manera los
componentes involucrados en la biomineralizacion afectan la sintesis de ZnSe en Apoferritina de
caballo. Teoéricamente los componentes que participarian de forma importante serian primero, la
existencia de las subunidades H y L, esto vinculado a la presencia del centro ferroxidasa en la
subunidad H, segundo la presencia de aminoacidos cargados negativamente que serian Asp-131y
Glu-134 en las inmediaciones del canal de 3 pliegues y los aminodcidos negativos Glu-58, Glu-
61, y Glu-64 en la cara interna de la cavidad que funcionarian como sitios de nucleacion y que se
encuentran altamente conservados en mamiferos. Segiin experimentos con mutantes de ferritina
humana L, la ausencia del centro ferroxidasa disminuy6 en un 50% la sintesis de ZnSe (Iwahori

et al., 2005), en comparacion a ferritina con la subunidad H y L lo cual indica aunque no se sabe
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bien de qué manera la ausencia del centro ferroxidasa podria afectar la incorporacién del Zn** al
interior de ferritina esto podria también aplicarse al caso de la sintesis de CdSe realizada en este
trabajo donde no hubo aparicion de ABS atribuible a la formacion de nanoparticulas en la
cavidad de ferritina humana L. Otro punto a considerar es la importancia del potencial
electrostatico el cual seglin el mismo estudio de Iwahori et al, (2005) afecta la incorporacion de
iones de Zn*". Ellos realizaron pruebas de sintesis de ZnSe en diferentes mutantes de ferritina L
donde cambiaron los aminoacidos negativos que rodean el canal de 3 pliegues por aminoacidos
neutros y ademas los aminoacidos glutdmicos en el interior de la cavidad por aminoacidos
positivos resultando en una baja absoluta de la formacion de ZnSe en el interior de ferritina. El
cambio de los aminoacidos negativos del canal de 3 pliegues provocaria que los iones positivos
de Zn*" no sean atraidos hacia el canal y por tanto no se lleve a cabo la sintesis de ZnSe de
manera eficiente, del mismo modo la ausencia de los aminoacidos negativos en la superficie de la
cavidad de ferritina y mas aun su remplazo por aminoacidos positivos generaria un potencial
electrostatico en contra de la acumulacion de Zn*". Esto podria explicar la incapacidad de formar
CdSe, la cual también depende de la entrada inicial de los iones positivos de Cd*" a la cavidad,
para el caso de la sintesis en ferritina de C. tepidum (figura 9). Esto se explicaria ya que en
estudios recientes de Yévenes et al, (2011), se mostré por un modelo de homologia que la
estructura de ferritina de C. tepidum presenta a diferencia de otras ferritinas una cola con His en
su extremo carboxilo terminal, las cuales apuntarian hacia el interior de la cavidad, esto
produciria que la carga interna de la proteina baje el rendimiento en la incorporacion de los Cd*",

y explicaria el hecho de que no se pudiera sintetizar CdSe en su interior.

El caso contrario ocurrié en el mutante 166 de C. tepidum, donde la sintesis de CdSe Se
puedo observar en los valores elevados de ABS entre los 300 y 400nm (figura 10), esto apoyaria
propuesta de que el interior negativo de la cavidad es fundamental para el ingreso de los iones de
Cd*" y por ende la posterior formacion de CdSe. Las diferencias encontradas entre esta ferritina y
la humana L podrian explicarse a su vez por la ausencia del centro ferroxidasa que podria estar
jugando un papel importante en la etapa inicial de formacion de CdSe, esto no ocurrird en el
mutante 166 ya que en si ferritina de C. tepidum, posee los aminoacidos esenciales que

conforman el centro ferroxidasa (Yévenes et al., 2011).
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En el caso de los resultados de fluorescencia existe la posibilidad que las nanoparticulas
formadas en el interior del mutante 166 de C. tepidum, estén apagando la emision de los
triptofanos de la proteina cuando se excito a 295nm (figura 12). Sin embargo, el fenomeno
también se repite a 310nm (figura 13), 350 (figura 14), y 400nm (figura 15), donde ya la proteina
no esta emitiendo lo cual anula la posibilidad de sacar algln tipo de conclusion al respecto. Por lo
tanto no se detectd fluorescencia a pesar de que en los graficos de espectro de ABS (figura 10), la
mutante 166 de C. tepidum, si presentd valores atribuibles a la formacion de nanoparticulas de
CdSe en el interior de ferritina. Esto puede deberse a la forma de la nanoparticula ya que para que
los PC emitan fluorescencia deben tener una conformacion determinada, dicho en otras palabras,
se necesita que el nanocristal en efecto sea un cristal. Se ha comprobado que en algunos casos la
temperatura puede modular la cristalinidad de la nanoparticula formada en el interior de ferritina.
En un estudio de Douglas et al., (2000), realizando incorporacion de cobalto en Apoferritina de
caballo descubri6 haciendo andlisis de difraccion de electrones que indican que a 65°C se
sintetizaron Co3;04 con forma cristalina mientras que a 23°C se encontr6 la formacion de nicleos
amorfos de Co(O)OH. Esto podria explicar la ausencia de fluorescencia de los nanocristales de
CdSe en el interior del mutante 166 de C. tepidum, los cuales probablemente no tienen la forma
adecuada para emitir. Seria interesante probar entonces, la sintesis bajo diferentes condiciones de
temperatura y combinarlo con el andlisis estructural de la forma que poseen los nanocristales de
CdSe formados, lo cual permitiria ver si realmente el cambio de temperatura influye en la forma

del nanocristal y por ende en su capacidad de emision.



7. CONCLUSIONES

Se logro la sintesis de CdSe en la cavidad de un mutante de ferritina de C. tepidum, sin los
Gltimos 38 aminoacidos del extremo carboxilo terminal los cuales impedian la entrada del Cd**
en la proteina salvaje de C. tepidum. Estos aminoacidos posee unan carga positiva, alterando el
potencial electrostatico necesario para que los iones positivos de Cd*" se concentraran en el
interior de ferritina. Paralelamente, no se logro la sintesis de CdSe en ferritina humana L lo cual
podria significar que el centro ferroxidasa es de alguna forma importante para la formacion de

CdSe en su interior.

Finalmente, los nanocristales de CdSe formados en la cavidad del mutante 166 de C.
tepidum, no presentaron fluorescencia, lo cual podria deberse a que estos no tienen la forma
cristalina que les permite emitir fluorescencia. Se recomienda para futuras investigaciones probar
la sintesis de nanoparticulas bajo distintas condiciones de temperatura o pH, en conjunto con

analisis estructurales de los nanocristales obtenidos.



8. RESUMEN

Ferritina es una proteina multimérica semiesférica conformada por 24 subunidades y que
en su interior posee una cavidad la cual almacena hierro. El proceso de incorporacion del hierro
varia dependiendo del tipo de ferritina y puede utilizar canales en la superficie de la proteina,
sitios ferroxidasa y sitios de nucleacion. Estas propiedades han sido utilizadas para la sintesis in
vitro de una gran variedad de nanoparticulas entre ellas los puntos cuanticos. Estos son
nanocristales semiconductores con alta eficiencia cuantica y de gran interés en aplicaciones
electronicas y de fluorescencia. Se realizo la sintesis de nanoparticulas de CdSe en el interior de
3 diferentes ferritinas para evaluar el efecto de diferencias estructurales en la formacion de CdSe.
Se utilizé ferritina del procarionte C. tepidum, un mutante de este mismo sin los tltimos 38aa del
C terminal y ademas ferritina humana L. Las sintesis se realizé mediante un sistema de reaccion
lenta donde los iones de Cd*" son estabilizados en solucion con amonio en la forma del tetra ion
[Cd (NH3)4]*" el cual proporciona los iones de Cadmio a la cavidad. Luego de la carga con Cd**
los iones de Se” son liberados lentamente por selenourea. Se logré la sintesis de nanocristales de
CdSe en el mutante de C. tepidum, el cual no poseia los aminoacidos positivos en el extremo C
terminal que recubren el interior de la cavidad en la forma salvaje de ferritina de C. tepidum.
Corroborando que es necesario que la cavidad de ferritina tenga un caracter negativo para su
carga con iones Cd*", que posteriormente generaran un potencial electrostatico que permita la
entrada de Se””. No se logré la sintesis en ferritina humana probablemente por la ausencia del
centro ferroxidasa el cual podria estar participando en alguna etapa de la incorporacion de iones.
Los nanocristales obtenidos no fueron fluorescentes pero esto puede deberse a un problema de la
cristalinidad de la forma de la nanoparticula que no es fluorescente, es por esto que se propone la
futura sintesis de CdSe bajo distintas condiciones de temperatura la cual podria estar afectando la

forma del cristal.



9. SUMMARY

Ferritin is a multimeric and hemispherical protein composed of 24 subunits and inside it
has a cavity which stores iron. The process of incorporation of iron varies with the type of ferritin
and can be used channels on the surface of the protein, ferroxidase sites and sites of nucleation.
These properties have been used for in vitro synthesis of a variety of nanoparticles including
quantum dots. These are semiconductor nanocrystals with high quantum efficiency and strong
interest in electronic and fluorescence. Synthesis of CdSe nanoparticles was performed within 3
different ferritins, for evaluating the effect of structural differences on the formation of CdSe.
Prokaryote ferritin from C. fepidum, a mutant of the same without the last 38aa of C-terminal,
and human L chain was used. The synthesis was performed by a slow reaction system, where
Cd*" ions are stabilized in solution in the form of ammonium tetra ion [Cd (NH3)4]*" which
provides the cadmium into the cavity. After loading with Cd*", ions of Se”" are slowly released by
decomposition of selenourea. Synthesis CdSe nanocrystals was achieved in the mutant of C.
tepidum, which had no positive amino acids at the C-terminal that line the inside of the cavity in
the wild-type of C. tepidum. Thus, it is necessary that the cavity of ferritin have a negative
character for loading of Cd*" ions, which then generate an electrostatic potential that allows the
entry of Se”. No achievement in human ferritin synthesis is likely due to the absence of the
ferroxidase center, which could be involved at some stage in the incorporation of ions. The
obtained nanocrystals were not fluorescent but this may be a problem of crystallinity, the shape
of the nanoparticle is not fluorescent, which is why we propose the future synthesis of CdSe

under different temperature conditions which may be affecting the crystal form.
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