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La amplia diversidad de interacciones y fuerzas que intervienen en la formacién

de los complejos transitorios en los que participan las proteinas dan idea de las

complicaciones que entrafa el estudio de dichos complejos, tanto en lo que respecta

a la formacion del complejo en si como al mecanismo de la reaccidén que tiene lugar

en su interior antes de que se separen las moléculas reaccionantes.
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En los dltimos afios, nuestro
grupo ha investigado con detalle estos
mecanismos utilizando como sistema
modelo el fotosistema | (PSI) y sus dos
proteinas donadoras de electrones, el
citocromo cg (Cyt) y la plastocianina
(Pc). El primero es una hemoproteina,
en la que el atomo de hierro forma
parte del grupo hemo (el Fe presenta
una coordinacion octaé drica, con
cuatro valencias a los cuatro
nitrégenos del plano heminico y dos
valencias axiales a dos residuos

aminoacidicos de la cadena polipepti-

dica), mientras que la plastocianina contiene un atomo de cobre directamente unido

por cuatro ligandos aminoacidicos en disposicion tetraédrica. Ademas, el citocromo

Cs esté constituido por cuatro hélices alfa y la plastocianina adopta una conformacion

de barril formado béasicamente por una lamina plegada de cadenas beta. En



principio, las diferencias estructurales entre las dos metaloproteinas no permiten
explicar su equivalencia funcional, pero al analizar comparativamente las dos
estructuras se observa toda una serie de parametros fisico-quimicos comunes, tales
como la masa molecular (ca. 10 kDa) y el potencial redox (ca. 350 mV).

Ademas, se ha observado que estas dos metaloproteinas reaccionan de modo
distinto con el fotosistema |, segun procedan de cianobacterias, algas eucarioticas o
plantas, o que ha permitido avanzar una hipotesis evolutiva de acuerdo con la cual
el mecanismo de reacciéon ha ido ganando en complejidad y eficiencia con el
transcurso del tiempo. Asi, se pueden distinguir tres tipos de mecanismos. El
mecanismo tipo | -el mas simple y, por consiguiente, menos evolucionado- se
encuentra en ciertas cianobacterias y conlleva la transferencia de electrones tras
una colision simple entre la proteina donadora y el fotosistema I. El mecanismo tipo
I, de complejidad media, se caracteriza por la formacion de un complejo
intermediario transitorio entre la proteina donadora y el fotosistema | antes de que
tenga lugar la transferencia de electrones en una segunda etapa. Finalmente, el
mecanismo tipo Ill, propio de organismos eucariéticos (algas verdes y plantas),
transcurre en tres etapas: primero, formacion del complejo transitorio; segundo,
reorientacion de los grupos funcionales para que alcancen una disposicion
adecuada; y tercero, transferencia de electrones propiamente dicha. De acuerdo con
esta hipétesis evolutiva, el modo en que interaccionan las proteinas no responde a
un modelo cinético Unico, sino que es capaz de evolucionar y modificarse hasta
alcanzar la maxima eficiencia funcional.

Asimismo, se ha realizado un exhaustivo analisis evolutivo comparado del
citocromo cg Yy la plastocianina de cianobacterias, algas verdes y plantas superiores
como modelo de evolucién convergente de dos proteinas con estructuras totalmente
diferentes pero que desempefian la misma funcién fisiologica: el transporte de
electrones entre complejos fotosintéticos de membrana. Esto ha permitido proponer
una hipoétesis evolutiva segun la cual el citocromo cg fue “descubierto y probado”
primero por la Naturaleza como elemento idéneo del transporte de electrones en los
inicios de la fotosintesis oxigénica, cuando la biodisponibilidad de hierro era muy
elevada, aunque no asi la de cobre, dado el caracter reductor de la atmdsfera
primitiva. La sustitucion del citocromo c¢g por la plastocianina en el curso de la

evolucion obedeceria a la paulatina disminucion de la biodisponibilidad de hierro y



aumento de la de cobre como consecuencia de la actividad fotosintética y
consiguiente incremento en el contenido en oxigeno de la atmadsfera. Por ultimo, el
descubrimiento de que el citocromo cs ha perdido su funcion original en plantas
superiores (en las que so6lo se encuentra la plastocianina como transportador de
electrones) viene a confirmar el discurrir evolutivo de esta proteinas, cuya
adaptacion final resulta en el desempefio de una nueva funcion fisiologica, todavia
por descubrir.

Dicha hipétesis evolutiva se basa en las interdependencias geoquimicas y
biolégicas de la superficie terrestre, de tal modo que los cambios en las
disponibilidades relativas de los elementos hierro y cobre, a su vez resultantes de las
modificaciones habidas en las condiciones geoquimicas del planeta al pasar de una
atmosfera reductora a otra oxidante, han servido de fuerza de presion selectiva para
promover la transicion de las proteinas férricas a las proteinas de cobre.

Las analogias cinéticas de citocromo cg y plastocianina se pueden explicar, con
l6gica estructural, en base a las similitudes observadas entre ambas moléculas a
nivel de superficie. Asi, se han identificado dos areas funcionales, o sitios activos,
equivalentes en el citocromo cg y en la plastocianina: sitio 1, de naturaleza hidrofoba,
en el que se localiza el centro redox para la transferencia de electrones vy sitio 2, de
caracter electrostatico, para la union a los complejos de membrana como paso
previo a la reaccion redox. Entre ambos sitios se localiza un Unico residuo de
arginina, absolutamente conservado en los citocromos cs y en las plastocianinas
cianobacterianas, que es esencial para el correcto funcionamiento de ambas
proteinas.

Los resultados obtenidos han permitido establecer, de manera integrada, la
complejidad de factores que controlan el entramado estructural del citocromo cg y la
plastocianina, asi como las fuerzas que gobiernan sus interacciones funcionales, y
revelar las analogias de conformacion en los sitios activos que determinan la
identidad funcional de dos moléculas estructuralmente muy diferentes que han

convergido en el curso de la evolucion.
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