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Ferredoxins are soluble proteins that contain iron-sulfur clusters and have low redox poten-
tials. They are present in bacteria, plants, algae and animals and function as electron carriers
both in respiration and photosynthesis; and are found as: Type [2Fe-2S], Type [4Fe-4S] and
Type [3Fe-4S]. Their ubiquitous presence especially in ancestral organisms has led to the idea
that Fe-S proteins are very old proteins that appeared in early stages of evolution. They form
a particularly versatile and useful, as well as modular and simple group of metalloproteins
that achieve a vast number of functions. Here the characteristics of the different types of ferre-
doxins and their biological functions are discussed, together with an overview of the spectro-
scopic techniques employed for their study. Additionally, the result of kinetic studies of ferre-
doxins and inorganic compounds to learn about the reaction mechanisms are included.
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Antecedentes

El nombre de ferredoxinas se ha usado para denominar a
las proteinas con ctimulos de hierro-azufre. Estas son pe-
quefias, solubles, con bajos potenciales redox y funcionan
como acarreadores de electrones en diversas rutas metabo-
licas, tanto en bacterias como en plantas, algas y animales
(Beinert, 1997; Schmitter et al., 1988; Fukuyama, 2004).

Este término se dio inicialmente a una proteina de hierro
no-hemo aislada de la bacteria anaerobia Clostridium pas-
teurianum cuya funcion era la transferencia de electrones
en el proceso de fijacion de nitrégeno (Mortenson, Valenti-
ne, & Carnahan, 1962). Posteriormente se aisl6 una proteina
de cloroplastos de espinaca que transfiere electrones de las
reacciones fotoquimicas a dinucledtidos de piridina, a la
que también se le dio el nombre de ferredoxina (Tagawa &
Arnon, 1962).

El grupo prostético hierro-azufre confiere a la proteina
propiedades de absorcion en la region del visible, de manera
que las disoluciones de ferredoxinas oxidadas son rojizas, y
se decoloran en la reduccion (Rawlings, Siiman, & Gray,
1974; Schmitter et al., 1988).

Dependiendo de la organizacion de los dtomos de hierro
y azufre en el cumulo, las ferredoxinas se organizan en tres
tipos: [2Fe-2S], [4Fe-4S] y [3Fe-48S], figura 1. En las bacterias
se encuentran una gran cantidad de ferredoxinas que difie-
ren tanto en secuencia de aminodcidos, como en funcién y
en tipo. En cambio, los eucariontes contienen apenas una o
dos ferredoxinas del tipo [2Fe-2S], siendo las plantas una
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Figura 1. Cimulos de hierro y azufre tipos: [2Fe-2S], [3Fe-4S] y [4Fe-4S]

respectivamente. Los dtomos de azufre se representan con amarillo y los

de hierro con rojo.

excepcion pues contienen diversas isomorfas de este mis-
mo tipo (Beinert, 1997; Kristensen, 2010).

El suefio de cualquier quimico bioinorganico que trabaja
en sistemas bioldgicos es contar con una técnica sensible y
selectiva con la cual sea posible identificar en forma clara
y precisa los diferentes tipos de centros metédlicos. En el
caso de centros de hierro-azufre la espectroscopia de reso-
nancia paramagnética electronica (RPE) puede tener este
papel en gran medida, aunque con frecuencia se requieren
técnicas complementarias (Guigoiarelli & Bertrand, 1999).

Debido a los avances de los ultimos 30 afios, se ha podi-
do mejorar considerablemente en el estudio de las propie-
dades electronicas de los centros hierro-azufre. El punto
clave que ha permitido esto es la relacién fructifera de dis-
tintas aproximaciones, como son la sintesis de compuestos
andlogos, modelaje tedrico y estudios espectroscopicos
principalmente. Los estudios de modelaje han estado fuer-
temente estimulados por la informacién proporcionada en
forma permanente proveniente de experimentos de reso-
nancia paramagnética electrénica (RPE), espectroscopia de
Maéssbauer, ENDOR (doble resonancia electron-nucleo, por
sus siglas en inglés), dicroismo circular magnético (DCM)
y resonancia magnética nuclear (RMN). Sin embargo, la
técnica bdasica para detectar, cuantificar y caracterizar las
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Figura 2. Estructura cristalina de ferredoxina [2Fe-2S] de Escherichia coli, tipo
adrenoxina, PDB 117H.

propiedades redox de los centros hierro-azufre en los siste-
mas bioldgicos es la RPE (Beinert, 2000; Kristensen, 2010).

Tipo [2Fe-2S]

Las ferredoxinas de este tipo son proteinas dcidas de 11-
15 kDa. Esta superfamilia de ferredoxinas, las cuales contie-
nen un cumulo [2Fe-2S] por molécula y un plegamiento
peptidico similar, se organiza en dos subfamilias de ferredo-
xinas: las mitocondriales, de arqueobacterias halofilas, bac-
terias y vertebrados (llamadas adrenoxinas) y las de plantas.
La ferredoxina aislada de cloroplastos de espinaca es repre-
sentativa de esta ultima (Fukuyama, 2004), ver figura 2.

Tipo planta

Las ferredoxinas mas tipicas de esta superfamilia ([2Fe-2S]),
se encuentran en plantas, principalmente funcionan en
la fotosintesis distribuyendo electrones del fotosistema I a
diversas enzimas dependientes de ferredoxina, en las que
los equivalentes reductores se emplean para la produccion
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Figura 3. Transferencia de electrones en la fotosintesis.
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de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida
(NADPH), asimilacion de nitrégeno y azufre y para la fija-
cion de nitrégeno (figura 3).

Algunas de las enzimas dependientes de ferredoxina son
(Beinert, 2000):

« Nitrito reductasa, que reduce el nitrito a amonio (figura 4).

+ Glutamato sintasa, que sintetiza dcido glutdmico de glu-
tamato y 2-oxo-glutamato.

- Sulfito reductasa, que reduce sulfito a sulfuro.

- Ferredoxina-tiorredoxina reductasa, que reduce los
puentes disulfuro de la tiorredoxina.

Sin embargo, la funcion principal de la ferredoxina en plan-
tas es la transferencia de dos electrones, en dos pasos suce-
sivos, del fotosistema I reducido a la ferredoxina-NADP*
reductasa (FNR), en donde se produce NADPH para la asimi-
lacién de diéxido de carbono.

Hay diversas isomorfas (de ferredoxinas) en las plantas
tanto en las células fotosintéticas como en células no foto-
sintéticas. En células de frutas y raices ocurre la reaccion
inversa al flujo de electrones de la fotosintesis, donde la ferre-
doxina es reducida por la FNR usando NADP para luego trans-
ferir electrones a las enzimas dependientes de ferredoxina.

Los residuos de cisteina que se unen al cimulo inorgani-
co estdn espaciados de manera caracteristica C-X,-C-X,-C
(donde C es cisteina y X cualquier otro aminoécido), lo cual
confiere tres de los cuatro azufres organicos que coordinan
a los dos atomos de hierro. El cuarto residuo se encuentra
alejado 29 residuos en la estructura primaria. El plegamien-
to es parecido al de la ubicuitina, conocido como B3-grasp (o
asa-f3 en espanol). Se constituye de cuatro hojas beta anti-
paralelas y una hélice alfa perpendicular (Hase, Schurmann
& Knaff, 2006).

El espectro electrénico de absorcion en la region UV-vi-
sible de ferredoxina de espinaca se obtuvo tanto para la for-
ma oxidada como para la reducida entre 600 y 1200 nm
(Rawlings et al, 1974), figura 5. Para la ferredoxina oxidada
se observaron bandas de absorcion relativamente débiles

Figura 4. Estructura de nitrito reductasa de espinaca. EC 1.7.7.1 (Swamy et al.,
2005).
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Figura 5. Espectros electronicos de ferredoxina de espinaca, oxidada y reduci-
daen una mezcla de D,0: etilenglicol 1:1, T=77 K. La concentracion de la pro-
teina es 1 x 10 M. Celda de 1 cm de trayectoria éptica (Rawlings et al., 1974).

en 720, 820 y 920 nm, mientras que para la reducida en 652,
820y 920 nm. Estos resultados espectroscopicos muestran
que los dos centros de Fe(III) en la ferredoxina oxidada no
son equivalentes y que las bandas en 820 y 920 nm estdn
asociadas al sitio no reducible de Fe(III) tetraédrico, debido
a que éstos no cambian. La banda en 720 nm presente en el
espectro de ferredoxina oxidada se atribuye a una transi-
cioén d-d, asignada a la transicion *T; — SA;, mientras que la
que se observa en 652 nm en el espectro de la ferredoxina
reducida puede asignarse ya sea a una transicién T, « °E
en Fe(II)S, tetraédrico o a una excitacién de intervalencia
Fe(Il) — Fe(III).

Por otro lado, mediante estudios magnéticos a tempera-
tura variable se establecio que existe un acoplamiento anti-
ferromagnético entre los dos centros de Fe(IIl), en estado
basal °A;. La interpretacién de los datos magnéticos para la
ferredoxina reducida indic6 acoplamiento antiferromagné-
tico entre un Fe(Il) (°E) — Fe(Ill) (°A)); experimentos de
Modssbauer y ENDOR son consistentes con esta interpreta-
cion (Rawlings et al., 1974).

Los espectros de RPE de ferredoxinas tipo [2Fe-2S]>*!* de
plantas, en su forma reducida, son de tipo rombico, con un
valor de gyrom = (8¢ + 8 + &) ~ 1.96, y son semejantes a los
observados para estas especies en una variedad de organis-
mos vivos, de bacterias a mamiferos.

Discriminar entre estos dos tipos de centros generalmen-
te representa un reto para los espectroscopistas de RPE
(Guigoiarelli & Bertrand, 1999; Hearshen et al., 1986; Gibson,
Hall, Thornley, & Whatley, 1966).

Tipo mitocondriales
Las andredoxinas, ferredoxinas de vertebrados, se encuen-
tran en la corteza suprarrenal y en la placenta humana.
Transfieren electrones de la ferredoxina-NADPH depen-
diente-reductasa al citocromo P450, donde se sintetizan la
bilis, esteroides y vitamina D.

Se estudio el cuimulo reducido [2Fe-2S] de adrenodoxina
y ferredoxina de Arthrospira plantesis mediante ESEEM (Elec-
tron Spin Echo Envelope Modulation, por sus siglas en inglés)
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Figura 6. Espectros de Mossbauer. A la izquierda ferredoxinas reducidas y a la
derecha oxidadas de espinaca y de perejil (Dunham et al., 1971).

en banda X. Al emplear una técnica en dos dimensiones
(HYSCORE, Hyperfine Sub-level Correlation, por sus siglas en
inglés) se mostro que el cimulo participa en interacciones
magnéticas débiles con varios nitrégenos en cada una de las
proteinas. Los datos de ESEEM indican que existe una posi-
ble influencia de cambios estructurales relacionados con
procesos redox, cuando se emplearon datos de estructuras
disponibles para proteinas relacionadas en dos estados re-
dox diferentes (Dikanov, et al., 2009).

Estudios de espectroscopia Mdssbauer de seis ferredoxi-
nas del tipo [2Fe-2S] tanto de plantas como de mamiferos a
diversas temperaturas proporcionaron los parametros es-
pectroscopicos con los que se pudo determinar:

« Que en las formas oxidadas de las proteinas los estados
de oxidacién y de espin de los dtomos de hierro son
Fe" de alto espin (S = 5/2), los espines se encuentran aco-
plados dando como resultado especies diamagnéticas a
temperaturas menores a 100 K.

« En el estado reducido de las proteinas el centro activo
contiene un sitio férrico de alto espin, acoplado con un
sitio ferroso de alto espin (S = 2), produciendo una espe-
cie paramagnética (S = ¥2) a bajas temperaturas.

Figura 7. Sitio activo de ferredoxina de Pyrococcus furiosus. PDB 3PNI.
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Figura 8. Espectros de RPE de ferredoxina reducida [2Fe-2S] de Synechococ-
culisvidus (Hearshen et al., 1986).

- En las ferredoxinas de espinaca y perejil, la simetria de
los ligantes alrededor del sitio activo de las proteinas re-
ducidas es tetraédrico.

- Losssitios de hierro tanto en las formas oxidadas como re-
ducidas de todas las proteinas es semejante (Dunham
etal,1971).

Como ejemplo, en la figura 6 se muestran espectros de
Méssbauer de ferredoxina.

Tipo [4Fe-4S] y [3Fe-4S]

Por otra parte, las ferredoxinas de bacterias representadas
por la ferredoxina aislada de C. pasteurianum, son distintas
de las presentes en plantas, no solo en los cimulos de hierro
y azufre, pueden tener uno o dos cumulos de [4Fe-4S] o
[3Fe-4S], sino también en el plegado de las cadenas poli-
peptidicas. En muchos casos, estos tipos son interconverti-
bles (Beinert, 1997).

Los cumulos son tipo cubano, con dtomos de hierroy azu-
fre alternados en los vértices de un cubo distorsionado. El
motivo de coordinacién de cisteina en estos tipos estd dado
en una cadena polipeptidica de 60-100 aminodcidos y es
C-X,-C-X,-C, donde la cisteina central se sustituye por dcido
aspdrtico en el caso de los cimulos con 3Fe, ver figura 7.

Puede parecer sorprendente que las caracteristicas espe-
cificas de los espectros de las especies de [3Fe-4S]'* se ha-
yan probado hasta fines de 1980. Inicialmente el espectro
(centrado en g ~ 2.01) se penso que correspondia a un radi-
cal o al centro [4Fe-4S]'*. A partir de 1980, la baja anisotro-
pia de la sefial de RPE ha facilitado la deteccion de estos
complejos unidos a membranas de las cadenas respirato-
rias o de otras metaloenzimas.

Los centros [4Fe-4S]*** muestran un espectro de RPE
centrado en aproximadamente g ~ 2 en la forma oxidada, no
obstante los valores de g y la forma del espectro difieren de
aquellos que contienen solo tres dtomos de Fe. En la figu-
ra 8 se presenta como ejemplo un espectro de ferredoxina
[2Fe-2S] en su forma reducida.
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Estudios cinéticos

Los estudios de reacciones redox entre reactivos inorgdni-
cos de peso molecular pequefio y metaloproteinas han ayu-
dado a entender los patrones de reactividad en los sistemas
biolégicos encargados de la transferencia de electrones.
Una de las ventajas de utilizar compuestos de coordinacion
como sensores redox incluye la posibilidad de controlar el
potencial redox, la reactividad intrinseca, la hidrofobia, la
carga global, al manipular el conjunto de ligantes. Este tipo
de trabajos ha permitido identificar diferentes sitios de
transferencia de electrones en la superficie de las proteinas
(Armstrong, Hill, & Walton, 1982), que son empleados por
las proteinas para unirse a sus socios redox. Sykes estudio6
ampliamente las reacciones de transferencia de electrones
entre ferredoxinas [2Fe-2S] de plantas y reactivos ionorga-
nicos (Adzamli, et al., 1983; Adzamli, et al., 1984).

Mecanismo de oxidacion de la ferredoxina

[2Fe-2S]* + Ox === [2Fe-2S]*: Ox K

[2Fe-2S]*: Ox —> [2Fe-2S]* + Red ket

Los potenciales redox de ferredoxinas de plantas [2Fe-2S] a
pH 8 varian entre -390 y -425 mV, mientras que para algas
azul-verdes entre -325 y -390 mV (Cammack et al, 1977).
Aquéllos para ferredoxinas bacterianas del tipo 2[4Fe-4S]
varian entre -385 y -460 mV a pH 8 y 25°C (Smith & Fein-
bergs, 1990).

El desarrollo en el drea de las proteinas hierro-azufre da
testimonio de la vitalidad y enorme expansion de este cam-
po cientifico: la quimica bioinorgdnica y de la gran diversi-
dad de los inventos de la naturaleza que encontramos en
este campo. Se considera que las proteinas Fe-S se encon-
traron entre los primeros catalizadores. Warburg present6
en 1949 la primera evidencia definitiva de que los compues-
tos Fe-S tienen un papel significativo en lo que actualmente
llamamos hidrogenasa; sin embargo, no prosiguio con este
trabajo y durante muchos afios las proteinas Fe-S permane-
cieron ocultas, hasta que el desarrollo tecnolégico permitio
su aislamiento y caracterizacién.

Es importante hacer énfasis en que la naturaleza desa-
rrollé a partir de estos cumulos de Fe-S un sistema admira-
blemente versatil, util, modular y en principio simple para
lograr una amplia gama de funciones (Beinert, 2000).

Su presencia ubicua, especialmente en organismos an-
cestrales, ha llevado a la idea de que las proteinas de Fe-S
son proteinas muy viejas que aparecieron en las etapas
tempranas de la evolucion (Meyer, 2008).
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