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Resumen

Los enfoques computacionales para simular espectros de mdultiples técnicas
analiticas y evaluar datos experimentales han cobrado importancia en los ultimos
afos en la ensefianza a nivel de pregrado. La dificultad de acceso al uso de los
equipos y lo costoso  del proceso hacen que su aplicacion en programas de tipo
pregrado sea restringido. Este manuscrito presenta una estrategia de ensefanza
gue entrena a los estudiantes en habilidades basicas de obtencion de espectros
simulados dentro del marco de trabajo se utilizaron los softwares ATOMS,
ARTEMIS, ATHENA. Ademads, los estudiantes pueden simular espectros de
absorcién de rayos-X (XAS) de varios grupos prostéticos con gran relevancia
biolégica, piedra angular de la enziméatica y un tema clave en muchos cursos de
bioquimica en pregrado. Se introducen aqui varios ejemplos de simulacion de
espectros a partir de informacién cristalogréfica disponible para varios tipos de
hemoglobina, vitamina b12, rubredoxina y anhidrasa carbénica. Ademas se aplico
ejemplo de refinamiento molecular y un aplicativo de XAS para entender procesos



metabdlicos bacterianos. esta practica desarrolla la comprension en las éareas de
quimica bioinorgénica, espectroscopia, habilidades de codificacién y andlisis de

espectros XAS se obtuvo una guia base aplicativa a estudiantes de pregrado.

Abstract

Computational approaches to simulate spectra of multiple analytical techniques and
evaluations of experimental data have gained importance in recent years in teaching
at the undergraduate level. This manuscript presents a teaching strategy that trains
students in the basic skills of obtaining simulated spectra within the framework of the
ATOMS, ARTEMIS, ATHENA software. In addition, students can simulate X-ray
absorption spectra (XAS) from various prosthetic groups with high biological
relevance, a cornerstone of the enzyme, and a key topic in many undergraduate
biochemistry courses. Additionally, students can simulate X-ray absorption spectra
(XAS) from various prosthetic groups with high biological relevance, a cornerstone
of the enzyme, and a key topic in many undergraduate biochemistry courses.
Several examples of spectrum simulation are introduced here from available
crystallographic information for various types of hemoglobin, vitamin b12, rubredoxin
and carbonic anhydrase. In addition, an example of molecular refinement and an
XAS application were applied to understand bacterial metabolic processes. This
practice develops understanding in the areas of bioinorganic chemistry,
spectroscopy, coding skills, and XAS spectrum analysis. An application-based guide

for undergraduate students was obtained.

Keywords: Spectrum simulation, x-ray absorption, metalloproteins, chemical coordination,

chemical geometry.



1. Introduccién
Los métodos basados en rayos-X son herramientas muy poderosas para el estudio
de sistemas biologicos, en particular la difraccion y absorcion de Rayos-X (1). Sin
embargo, presentan importantes problemas en su implementacion a nivel de
estudios de pregrado, por el dificil acceso a fuentes de radiacién de sincrotron, ya
que en regiones como Latinoamérica solamente Brasil cuenta con una fuente de

radiacion de este tipo (2).

La espectroscopia de difraccion es relativamente extendida debido a que es uno de
los métodos mas usados para conocer estructuras y la geometria de un compuesto
qguimico, aunque en el caso de su aplicacién al estudio de biomoléculas existen una
serie de limitaciones debido a los tamafios y complejidad de los sistemas (3).
Ademas, es dificil la obtencion de monocristales de tamafio y calidad adecuados
para proteinas o acidos nucleicos. Esto sumado a la baja resolucién para extraer
informacion sobre el entorno metal-proteina, conforman las razones por las que el

namero de estructuras macromoleculares resueltas es reducido (4).

Por otra parte, los métodos de absorcidn de rayos-X (XAS) son relativamente poco
conocidos, a pesar de ser muy utiles en la determinacion estructural de sistemas
sobre todo cuando contienen metales. Los métodos de XAS dan informacion acerca
de distancias de enlace y detalles estructurales en los entornos cercanos al atomo
metélico, su gran ventaja radica en el hecho de que las muestras no requieren
demasiada preparacién (p.ej. no se necesita la cristalizacién, algo muy dificil en
proteinas; tampoco se requiere una purificacion de la proteina) y pueden ser

estudiados sistemas bioldgicos muy complejos sin alterar los medios nativos (3).

Los XAS consisten en la irradiacion de una muestra con energias mayores a las
correspondientes a niveles de energia mas cercanos al nicleo de un atomo central

(nivel core), la energia con la que serd irradiada la muestra es caracteristica al



elemento que la constituyen, siendo diferente para todos los elementos y esto, da
la posibilidad de identificar la especie que esta absorbiendo la radiacion, debido a
paradmetros atdmicos, como la masa y numero atémico, la densidad de la muestra
y la energia del fotén de rayos-X que incide sobre el atomo (3,5). Cuando el atomo
absorbe la energia, es expulsado un electrén de su nivel core y se le designa a esta
energia absorbida como borde o edge. A su vez, se genera un coeficiente de
absorcion que es medido con XAS el cual conforme varia la energia de los fotones
de rayos-X incidentes en el material, el coeficiente de absorcion presenta

variaciones (6,7).
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Figura 1. Regiones del espectro XAS, modificado de ref. 3.

La excitacion del electron en el nivel core, genera que éste pase a niveles de alta
energia, o incluso al continuo. La relajaciéon se da por el llenado del nivel vacio. Esto
se da por el paso de un electrén de un nivel superior, o por la emision de electrones

de Mossbauer. El proceso esta acompafiado por la emision de fotoelectrones (3).

La absorcion en el edge se relaciona con el estado de oxidacion, geometria y
naturaleza de los atomos que rodean al a&tomo que absorbe. Las modulaciones de
la region EXAFS se producen por la dispersion “scattering” del fotoelectrén eyectado

(al continuo) hacia los atomos vecinos (scatterers). Ademas, es posible que se den



fendbmenos de retrodispersion de las ondas generadas “backscattering”. El analisis
de esta regién da informacion de distancias, nimero y tipo de dichos &tomos vecinos
(8). El efecto de backscatter genera la modulacion de las ondas resultantes, por esta
razon se obtiene la informacion del ambiente que rodea al &tomo absorbedor. Esta
informacion se interpreta mediante el uso de métodos como la ecuacion estandar
EXAFS (9).

Estos métodos, basicamente, analizan las interferencias constructivas o
destructivas con la onda del fotoelectron eyectado. El resultado es una modulacion
sinusoidal. La amplitud de la sefal depende del nimero y tamafio de los scatterers,
y la fase depende de los tipos de scatterers y su distancia. Estas relaciones se

expresan en la ecuacion EXAFS (11):
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donde, N; es el nimero de atomos vecinos de tipo S, R; la distancia a los &tomos
vecinos, Fj(k) da cuenta de la amplitud y &j(k) corrimiento de fase de la onda del
fotoelectron dispersado (factor de Debye-Waller), que refleja propiedades de los
atomos vecinos al dispersar el fotoelectron y oj la desviacion cuadratica media de la
distancia a los vecinos. §; es el cambio de fase del atomo scattering. A(k), o recorrido
libre medio del fotoelectrén relacionado con el tiempo de vida del fotoelectron, K es
el vector del fotoelectron (11)(12).

El espectro EXAFS final es la suma de las ondas sinusoidales provocadas por cada
interaccion entre el atomo que absorbe y la retrodispersion de las ondas, esta es la
razon por la que en la terminologia de espectroscopia de rayos-X se refiera a los
atomos que absorben la radiacibn y a sus vecinos como Scatterers y
Backsctatterers, esto ultimo cuando hay un efecto de rebote de la onda entre el

atomo central y los vecinos.

Usualmente, los espectros EXAFS se muestran en funcion de K, en unidades de A!
(10). Los datos de absorcion se miden en funcion de la energia (eV). Ademas, la
contribucion de cada scatterer puede ser visualizada aplicando el procedimiento de



transformacion de Fourier, comian en muchos tipos de espectroscopias, por ejemplo
en infrarrojo (FT-IR) y en resonancia, donde el espectro obtenido es una funcién de
caida de induccion, y el espectro que se analiza es en realidad una transformacion
de esta sefal (7).

El andlisis de los espectros EXAFS requiere de un espectro simulado, y su posterior
ajuste (fitting) con los datos experimentalmente obtenidos. Esta es una diferencia
con respecto a espectroscopias con las que se tiene mas familiaridad, ya que
usualmente la interpretacion de espectros se hace comparando la posicion y forma
de sefiales con datos tabulados. La simulacion a su vez necesita de una informacion
acerca de la geometria de los scatterers alrededor del atomo central. Dicha
geometria, en términos generales, se refiere a una descripcion de las coordenadas
espaciales, es decir, de un sistema de coordenadas cartesianas. Esta descripcion
puede obtenerse a partir de modelos geométricos o desde informacién
cristalogréfica (13).

La aplicacion méas destacada de los métodos de absorcion de rayos-X en sistemas
bioldgicos se fundamenta en el estudio de metaloproteinas, debido a que son los
metales quienes absorben la radiacion en sus niveles de core, facilitando la
interpretacion y la aplicacién experimental de los métodos de rayos- X (7). Dichas
proteinas se encargan de una amplia gama de funciones biolégicas esenciales de
la vida como transporte (hemoglobina), almacenamiento (mioglobina), catalisis
(peroxidasas y catalasas); son abundantes en vias bioenergéticas, como la
fotosintesis y respiracion (14).

En un extenso estudio de analisis de estructura de absorcion de rayos -X (EXAFS)
de las peroxidasas, catalasas y globinas, se ha demostrado que la estructura del
sitio activo del hemo difiere entre las peroxidasas y las globinas. La histidina
proximal, que proporciona el tnico enlace entre el hemo y el esqueleto de la proteina
en la mayoria de las hemoproteinas, esta significativamente mas cerca del hierro
(0,5 A) en las peroxidasas y catalasas que en las globinas (15). De tal forma, la
espectroscopia EXAFS es importante en la elucidaciéon estructural de

metaloproteinas.



En patologias como la diabetes mellitus tipo 2 se genera una union irreversible de
la glucosa a algunas proteinas haciéndolas disfuncionales; como es el caso de la
glicosilacion de la hemoglobina (HbAlc), donde la longitud del enlace Fe — N
aumente aproximadamente 0.02 A, disminuyendo la afinidad por el oxigeno,
ademas afectar su capacidad para transportar el mismo (16) .

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se desea demostrar algunos
conceptos y métodos que son claves en la introduccion de espectroscopia de
absorcion de rayos-X en cursos de pregrado de Bioquimica y Quimica
Bioinorgénica. Para este fin se utilizan los programas ATOMS ARTEMIS vy
ATHENA, incluidos en el paquete de DEMETER.

El propésito de este trabajo es desarrollar una estrategia de ensefianza para los
estudiantes de pregrado del area de la bioguimica y quimica bioinorganica.
Implementando los niveles de abertura propuestos por Herron (1971) usados en las
practicas cooperativas de quimica Sin embargo no se presentan  detalles acerca
de la técnica experimental, o de los conceptos mas avanzados solo algunos intentos
de abordar simulaciones de sistemas complejos por parte de los estudiantes. Se
describen y se incluyen los procedimientos y resultados tipicamente obtenidos en
la informacion de soporte. Los programas usados son posibles de implementar en
computadores personales, y ofrecen algunas aplicaciones educativas, que también
se incluyen en el presente trabajo. Se ofrece una serie de actividades que cubren
desde modelos geométricos sencillos, hasta la interpretacion cualitativa comparada

con datos experimentales disponibles en referencias bibliograficas.

2. Materiales y Métodos
2.1Software:
El paquete de programas para EXAFS fue  obtenido de

https://bruceravel.github.io/demeter/. Se trata de una serie de programas que



https://bruceravel.github.io/demeter/

permiten la generacion de espectros simulados (ATOMS), el procesamiento de
datos experimentales (ATHENA) y la comparacion entre ambos (ARTEMIS). El
desarrollador, Bruce Ravel, permite la descarga y uso de los programas en una

licencia de creative commons (6).

2.1.1 ATHENA:

Es una interfaz grafica de usuario que es utilizada para el procesamiento de datos
crudos obtenidos en EXAFS. Maneja una amplia gama de funciones que se utilizan
para el manejo de datos, depuracion de errores, alineacion, fusion, remocion de
fondo, transformadas de Fourier, entre otros procedimientos experimentales.
ATHENA es un programa que se ha desarrollado para ser usado en interface con
ARTEMIS, para el tratamiento de datos experimentales obtenidos de fuentes
sincrotrénicas (6). En este trabajo se utilizd6 la base de datos de EXAFS
International X-Ray Absorption Society (IXAS) disponible en
:http://ixs.iit.edu/database/.

2.1.2 ARTEMIS:

Es una interfaz grafica de usuario para ajuste de datos de EXAFS, que usa
estandares teoricos que son generados a partir de archivos FEFF. Ademas, ofrece
un modelamiento sofisticado de datos en conjunto para permitir la visualizacion
flexible de los datos y el andlisis estadistico. ARTEMIS incluye interfaz con ATOMS
y FEFF (6).

2.1.3 ATOMS:

Es un programa que permite generar datos de funcionalidad cristalogréafica para
quienes realizan espectroscopia de absorcion de rayos- X. Su funcién primaria es
generar archivos de entrada para el codigo teérico de XAFS, el FEFF, a partir de
datos cristalograficos. Este puede producir también otras listas Utiles de
coordenadas atomicas, hacer calculos usando tablas de coeficientes de absorcion,
y algunas otras funciones de interés. ATOMS genera los archivos de entrada

FEFF.INP, para materiales cristalinos. El cédigo FEFF produce amplitudes y fases


http://ixs.iit.edu/database/

de dispersion utilizadas en muchos cédigos de analisis XAFS modernos, asi como

otras propiedades estructurales (6).

2.1.4 CHIMERA:
UCSF Chimera es un programa para la visualizacion interactiva, el analisis de
estructuras moleculares y datos relacionados, incluyendo mapas de densidad,
trayectorias y alineaciones de secuencias. Ademas, permite el analisis de
informacion cristalogréfica proteica a partir de bases de datos, como Uniprot

https://www.uniprot.org/ mediante el cédigo proteico de Protein Data Bank (PDB)

obtenido de https://www.rcsb.org/ . Chimera utilizado para obtener distancias metal-

ligando, a partir de la informacién cristalogréfica disponible en las bases de datos
(17).
2.1.5 enCIFER

Este programa esta disponible en The Cambridge Crystallographic Data Centre

https://www.ccdc.cam.ac.uk/Community/csd-community/encifer/. Permite visualizar

las estructuras cristalinas usando archivos cristalograficos con extension

Crystallography Information (. CIF).

2.2 Métodos

En este trabajo se implemento una serie de procedimientos para ilustrar tanto el uso
de los programas, como la interpretacion de resultados simulados y su comparacion
con datos experimentales. Ademas, se incluyé un ejemplo del uso de EXAFS en

aplicaciones biologicas. Los métodos se describen a continuacion:

2.2.1. Uso de ATOMS para simular espectros


https://www.uniprot.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/Community/csd-community/encifer/

La aplicacion ATOMS tiene como objetivo generar un modelo de ondas de scattering
y backscattering, esta informacion puede ser visualizada o generarse en un archivo
FEFF para comparaciones con espectros reales. En cualquier caso, se requiere de
informacion de partida. Esta informacion consiste en una matriz donde se describen
las posiciones de los atomos que rodean al 4tomo metalico, que actia como

absorbedor de la radiacion.

La descripcion no solo se limita a los atomos que rodean al metal (en una primera
esfera de coordinacidn) sino que puede incluir atomos mas distantes, o contemplar
la totalidad de la estructura molecular. En general, los efectos mas importantes
sobre las ondas de dispersion se deben a la primera esfera de coordinacién. Por lo
gue la evaluacion de los vecinos mas cercanos al metal son los que se analizan con

mayor detalle en las espectroscopias de absorcion de rayos-X

Los programas de andlisis de EXAFS (no solo ATOMS) requieren de las
coordenadas, en plano cartesiano, de los atomos vecinos. Dichas coordenadas
pueden ser arbitrariamente generadas, pero tienen sentido solamente si estan
basadas en criterios estructurales, como la coordinacion, simetria y distancias
usuales para el ion metalico seleccionado para andlisis. Otra opcidén consiste en

generar un FEFF (y su visualizacién) a  partir de informacion cristalografica.

a) Generacion de FEFF desde coordenadas arbitrarias.

Este procedimiento requiere crear un archivo en bloc de notas, como se muestra en
la figura 2. (Anexo 1). Donde se da una descripcion de los 4&tomos involucrados.
Usualmente el atomo absorbedor se ubica en el origen de coordenadas (O, 0O, 0),
aunque esto no es necesario, se hace por facilidad. En la figura 2 se muestra el
sistema de coordenadas para una geometria cuadrado planar, donde el hierro es el
atomo central, y esta rodeado de cuatro atomos iguales, de azufre, a una distancia

equivalente de 2.267A.
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Figura 2. Sistema de coordenadas tipico, para crear un FEFF desde distancias y

geometrias arbitrarias.

Una vez hecho este procedimiento se debe abrir la aplicacion ATOMS, se genera
una pantalla de inicio, que se muestra en la figura 3. Alli se selecciona la pestafia
FEFF, basta con copiar el texto que se cre6 en bloc de notas al espacio en blanco
del inferior de la aplicacion. Posteriormente, se da click en “run FEFF” para obtener
las ondas que se generan desde este modelo. El programa permite la visualizacion
en espacio K, en energia, o la transformacion de Fourier (Que muestra una
distribucion de distancia radial). Usualmente, se facilita la visualizacion como

espacio K.
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Figura 3. Diagrama de generacion de FEFF en ATOMS.

Es importante notar que la grafica requiere que se seleccionen unas “vias de
dispersion” (Scattering Paths), para esto se seleccionan marcando y arrastrando
con ctrl+shift del computador. Las vias incluyen dispersion simple (single scattering)
o retrodispersion (multiple scattering), que pueden ser lineales o direccionadas
(figura 4). Usualmente las vias que generan mas contribucion a las ondas finales
son las simples, una herramienta de utilidad para seleccionar las dispersiones mas
significativas se ofrece en la pestafa “Rank” de ATOMS, que organiza los resultados
de acuerdo a la magnitud de la contribuciéon. Ademas, puede seleccionarse la
representacion grafica de una sola via, para comparar su forma con las demas vias.

Infortunadamente ATOMS no genera la suma de las ondas obtenidas.
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Figura 4. Vias de dispersion de las ondas generadas: Single, Multiple Scattering.
Imagen tomada de (18).



b) Generacién de FEFF a partir de datos cristalograficos.

Aunque este procedimiento no genera la simulacion de ondas generadas por
estructuras sencillas, sino por el total de la estructura cristalina del compuesto a
analizar, se incluye en esta parte debido a la similitud con los procedimientos

descritos previamente.

En este caso el procedimiento es mas sencillo, ya que el archivo .CIF contiene los
datos completos de descripcién de todos los atomos. Solamente hay que abrir el
archivo desde ATOMS y ejecutar  la opcion “run FEFF”, esto genera las vias de

dispersion para ser graficadas.

Puede ser de utilidad abrir el archivo.CIF en enCIFER para visualizar la molécula.
Ademas, esto permite medir distancias interatbmicas. La limitante mas importante
de ATOMS es su baja capacidad para simular espectros desde moléculas
complejas, como proteinas, asi que es necesario usar modelos geométricos
sencillos. En este trabajo se usé informacion cristalografica de una molécula no-

bioldgica (el ferroceno) para ilustrar el uso del software. Anexo 2

2.2.2 Uso de ATHENA para tratamiento de datos experimentales

El programa ATHENA es muy dependiente de la calidad y archivo de origen de los
datos experimentales. En términos generales, un espectro EXAFS tal como se
obtiene desde las lineas de sincrotrén, consiste en una lista (en archivo de texto)
donde aparecen los datos de longitud de onda, energia, fluorescencia, algunos
parametros de normalizacién de espectro. No necesariamente aparecen todos
estos datos, ni en este orden. Esta es una limitante importante para usar los datos
obtenidos de bases de datos, ya que se encuentran las listas, pero sin una
adecuada descripcion del contenido del archivo. Adicionalmente, los archivos no
son estandarizados, y algunos simplemente no son compatibles con ATHENA.



En este trabajo, se us6 una modificacion del espectro disponible para el ferroceno,
de la base de datos de IXAS.
http://ixs.iit.edu/database/data/Farrel_Lytle data/RAW/Fe/index.html Ademas, es

compatible con el archivo FEFF creado en ATOMS. El propésito de esta seccion

, es ilustrar la comparacion cualitativa de los espectros, tanto el que se obtiene
desde el modelo cristalografico, como el que se dispone de datos experimentales
publicados. El procedimiento detallado, junto con los resultados se indican en anexo
3.

2.2.3 Uso de ARTEMIS para comparacion de espectros

El programa ARTEMIS requiere de un proyecto en ATHENA, generado con los
datos experimentales. Otro input es ATOMS. La comparaciéon de los espectros se
facilita en cuanto a la visualizacion haciendo la gréfica de este en espacio K.
ARTEMIS permite la evaluacién para revisar si el modelo coincide con el resultado
experimental. Para esto, puede hacerse una comparacion de la forma y de los
maximos de los espectros. Adicionalmente, se pueden obtener parametros
estadisticos de ajuste (Fitting). Los procedimientos de comparacién se fundamentan
en interacciones, que finalmente generan cambios en el modelo de partida, lo que

implica generar nuevas coordenadas y distancias en ATOMS.

En este sentido, cuanto mas se aproxime el modelo a los parametros de la ecuacion
estandar EXAFS, el ajuste serd mas confiable. Cuando el modelo no tiene relacién
con el espectro experimental el ajuste no guarda relacion entre ambos, es necesario
modificar el modelo hasta obtener una adecuada correlacion. Finalmente, la
interpretacion del espectro EXAFS da como resultado una estructura que describe
la geometria alrededor del atomo central. Estos procedimientos requieren de un
manejo muy avanzado de la espectroscopia, por lo que escapan del alcance del
presente trabajo. En vez de esto, se muestra el uso de datos ya calibrados
(disponibles en bases de datos) para mostrar la aplicacion biologica del


http://ixs.iit.edu/database/data/Farrel_Lytle_data/RAW/Fe/index.html

metabolismo de oro por parte de la cianobacteria Plectonema boryanum UTEX 485.

Anexo 4

Los datos para este procedimiento fueron obtenidos de

http://bruceravel.github.io/XAS-Education/, se trata de una pagina con diversas

aplicaciones y tutoriales para el manejo de ARTEMIS.

2.2.4 Métodos pedagdgicos aplicados a EXAFS

Como parte de los objetivos del presente trabajo, se presenta los niveles de abertura
como estrategia para la ensefianza de los conceptos relacionados con EXAFS.
Dicha estrategia, se sustenta en el constructivismo, puesto que lo que se busca
segun los planteamientos de Ortiz en 2015 (19), es un intercambio dialéctico entre
los conocimientos del docente y los del estudiante para generar un aprendizaje
significativo en ciencias. El proceso de esta construccién, estaria mediado por la

orientacion del docente y por la permanente interaccion entre ambos actores.

En este sentido, el trabajo se constituye en una propuesta que complementa la
didactica del docente, ya que refuerza algunos contenidos del curso de fisicoquimica
II'y desarrolla en los estudiantes, habilidades en el manejo de diversos programas
para EXAFS, con la generacion de espectros simulados, el procesamiento de datos
experimentales y su comparacion, lo que seria de gran utilidad, pues se abordarian
los temas de forma mas aplicada y se potenciarian los procesos cognitivos de bajo
orden en los estudiantes, que segun lo definido por la Taxonomia de Bloom (1956)
corresponderian al conocimiento, comprension y aplicacion, que en otros contextos
de aprendizaje pueden conllevar a procesos cognitivos de alto orden o mas

complejos, como son andlisis, sintesis y evaluacion.


http://bruceravel.github.io/XAS-Education/

Tabla 1. Niveles de abertura Herron

Nivel| Nombre Objetivo Material Método |[Solucion
0 |Demostracion dado dado dado dada
1 Ejercicio dado dado dado abierta

L, dado en
2 Investigacion dada dado todo o parte abiarka
estructurada en parte .
abierto
Investigacion . . .
3 abierta dado abierto abierto abierta
4 Proyecto dado en pata abierto abierto abierta
0 abierto

De acuerdo con lo anterior, Schwab (1962), Priestley (1997) y Herron (1971),
proporcionan las escalas de los niveles de abertura para las actividades préacticas
de laboratorio, que en el caso particular de este trabajo se hace una adaptacion de
la propuesta de Herron, con el uso de 3 niveles de los 4 planteados para el manejo
de los programas de simulacién para analizar espectros de sustancias de interés
biolégico. Desde esta perspectiva, el grado de abertura o nivel de descubrimiento
en relacion con las actividades practicas, se basa segun Casas, Pinzén y Molina en
2013 (20) en la proporcion en la que el docente suministra el problema, las maneras
y los medios para afrontar dicho problema y su respuesta (21), en esa medida, en
el nivel de abertura 0, correspondiente a la demostracion, se realiza una sesion en
la que se da a conocer el objetivo, se abordan algunas teorias especificas (20),
luego en el nivel de abertura 1 (ejercicio), se dan a conocer los métodos, se brindan
técnicas especificas en el manejo de los programas y se hacen algunos ejercicios
practicos. En el nivel de abertura 2 (Trabajo estructurado), se les proporcionan a los
estudiantes datos que pueden darse de forma completa o suprimiendo algunas
partes de la metodologia para que apliqguen el método y en ultimas en el nivel de
abertura 3 (Trabajo semi-abierto), los estudiantes pueden identificar un problema,

lo formulan, escogen el método mas apropiado y analizan.



Nivel

Nombre del
nivel

Inicial

Tabla 2. Propuesta: matriz de niveles de abertura

Dado

Metodologia| Solucién

Dada

Estilo de la
clase

Expositivo

Proceso
cognitivo
requerido

Conocimiento

Resultado de aprendizaje

-Conocer las teorias de
absorcién de rayos X

-Conocer la quimica de
coordinacién.

Ejercicio

Dado

Abierta

Expositivo

Guiada

Conocimiento

Comprensién

-Determinar coordenadas
cartesianas de estructuras
geomeétricas sencillas y
simularlas en ATOMS.

-Generar FEFF desde
coordenadas arbitrarias o
datos cristalogréficos
obtenidos de Uniprot.

Trabajo
estructurado

Dado en
parte o
abierto

Abierta

Expositiva

Participativa

Comprensién

Aplicacion

- Simular espectros desde
datos cristalograficos y
comparar con datos
EXAFS experimentales.

Trabajo

semi-abierto

Abierto

Abierta

Expositiva

Participativa

Aplicacion

Analisis

- Usar la informacién
adquirida para la utilizacion
de los softwares y su
aplicacibn en sistemas
biologicos. (Analisis de
datos EXAFS)




Tabla 3. Disefio metodologico.

Nombre del

Resultados de aprendizaje Actividad

Nivel Nivel

-Conocer las teorias de absorcion

de rayos X .
Y Generar espectros simulados de

-Conocer la quimica delestructuras geométricas sencillas en
coordinacion. ATOMS como cuadrada-planar
tetraédrica y octaédrica.

Inicial

-Determinar coordenadas
cartesianas de estructuras
geométricas sencillas y simularlas
S en ATOMS.

Ejercicio
-Generar FEFF desde coordenadas
arbitrarias o datos cristalograficos
obtenidos de Uniprot.

Usar informacién cristalogréfica de
metaloproteinas para generar espectros
simulados de relevancia biolégica.

Simular espectros desde datos

cristalograficos y comparar con
datos EXAFS experimentales. Identificar cambios en informacion

espectroscopica originados por las
geometrias de la rubredoxina |
malformaciones de metalproteinas
como la glicosilacién de la hemoglobina.

Trabajo
estructurado

- Andlisis y aplicacién informacion
adquirida para la utilizaciéon de los
semi-abierta s_oftwares _ y, su aplicacién en
sistemas biologicos.

Usar de informacién cristalografica vy
datos crudos de EXAFs para el
procesamiento y andlisis de espectros.

Trabajo

Como se observa en la tabla 1, del nivel 0 a 2, se genera procesos cognitivos de
bajo orden, cuyo estilo de trabajo es expositivo. Dicho trabajo en el aula se
caracteriza porque el docente orienta, da instrucciones o indicaciones de manejo de
los programas, los resultados son conocidos con anterioridad y, en ocasiones,
también por los estudiantes; y si éste no los conoce, el docente utilizara los

resultados obtenidos para compararlos con el resultado esperado (20). Por su parte,



en el nivel 3, se requiere que el estudiante tenga un rol, en el que desarrolla y
conduce su propio trabajo, ademas de formular hipétesis y predecir el resultado (22),
por lo que, implica que haga analisis de datos y posteriormente verifique si lo que
planteo inicialmente era lo esperado, facilitando de este modo, la relacion con los
conocimientos previos y la integracion de los conocimientos adquiridos con su
aplicacion, siendo ésta una caracteristica fundamental del aprendizaje significativo
(23).

El uso de los niveles de abertura como estrategia de ensefianza, se considera un
método util, ya que la flexibilidad de los niveles, permite que sean aplicados de
acuerdo con el ritmo de aprendizaje de cada estudiante, atendiendo a la diversidad
y a la complejizacion gradual del conocimiento, lo que favorece que desarrollen una
mejor actitud hacia la investigacién cientifica puesto que permite asociar de una

manera mas clara los conceptos tedricos con los datos empiricos (24).

3 RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Generaciobn en ATOMS de espectros simulados de estructuras

geomeétricas sencillas

Los cationes metalicos casi siempre se encuentran en la naturaleza formando algin
tipo de complejo que los estabiliza. Estos metales se encuentran rodeado por cierto
namero de iones o0 moléculas neutras distribuidas conforme a una geometria
particular (25). Dependiendo del numero de coordinacion, es decir, el nUmero de
enlaces quimicos que este puede formar (tabla 2), se presentan diferentes
geometrias de los iones complejos. En estructuras proteicas, este arreglo genera
los conocidos grupos prostéticos, unidades no peptidicas especificas fuertemente
unidas a la cadena polipeptidica, y que son requeridas para la funcion biolégica de
algunas proteinas (25) .

Tabla 4. Numeros de coordinacion y sus respectivas geometrias. Modificada de (25)



Numero de coordinacion Geometria
2 Planar
3 Trigonal planar
4 Tetraédrica
Plana- Cuadrada
5 Bipiramidal trigonal, Piramidal de
base cuadrada

La geometria mas sencilla que se encuentra con frecuencia en la naturaleza es la
plana-cuadrada, como su nombre lo indica se coordinan en forma de cuadrado
plano por lo que los 4tomos estan parcialmente equidistantes del atomo central
como es el caso del grupo hemo (figura 5A). Donde el hierro forma un complejo de
coordinacion con la porfirina. Este tipo de geometrias son relativamente faciles de
transferir a un sistema de coordenadas cartesianas ya que al ser plana sus
componentes se encuentran sobre sus eje X, Y. Tomando el hierro como origen
(0,0,0; figura 5C). Por medio de informacion cristalografica (codigo pdb:3A0G) en la
base de datos UniProt analizados por medio de chimera, se pueden obtener las

coordenadas para el input de ATOMS (Figura 5B) para obtener el espectro (Figura

5D).
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Figura 5. Sistema de coordenadas tipicas en una geometria cuadrado planary
espectro obtenido en ATOMS.

La figura 5D muestra la retrodispersion simple Fe-N. Cada una de las ondas
obtenidas muestra claramente la asimetria del sistema, es decir, se obtiene una
onda principal (linea azul) que corresponde al scattering originado por la interaccion
con el nitrégeno mas cercano al atomo absorbedor (1.85 A), y la onda mas atenuada
con el mas lejano (2.39 A), este es el espectro simulado para la coordinacion del
hierro con el anillo porfirinico. Esto muestra cdmo la onda obtenida es muy variable
ante cambios de 0.54 A, o alin menores. Debe compararse esta observacion con el
espectro generado con un sistema cuadrado planar simétrico (donde todos los
atomos de nitrégeno se encuentran a la misma distancia), de 2.0A que se muestra
en la figura 6, y que corresponde a un sistema tedrico.

Feff calculation Feff calculation
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Figura 6. Comparacion de estructuras cuadrado planar; izquierda : estructura simétrica;

derecha :estructura simétrica.

Otra geometria  sencilla, comun en los sistemas bioldgicos, es la tetraédrica. Al
igual que la cuadrada-plana esta rodeada por 4 atomos, lo que las diferencia es la
ubicacion de dichos atomos en el espacio. Un ejemplo de esta geometria es la
coordinada por el zinc en el centro activo de la anhidrasa carbonica E.C:
4.2.1.1(Figura 7A), donde el zinc coordina tres histidinas y una molécula de agua.
Fue la primera enzima de zinc descubierta y la misma cataliza la hidrataciéon
reversible del COz (26).

Para plantear esta geometria en un sistema de coordenadas cartesianas (como se

muestra en figura 7C), a diferencia del anterior en que uno de los atomos vecinos



no tiene su componente en los vértices, con la informacién cristalogréfica (codigo
pdb:1avn) en la base de datos UniProt analizados por medio de chimera (Figura 7
B) se simulo el espectro posible para esta coordinacién (Figura 7D). En este caso
se incluye el célculo de la estructura mas simétrica, con las distancias de todos los
nitrégenos a 2.11 A, y conservando la distancia del oxigeno (Figura 7E). Puede
verse un ligero desfase de las ondas provocada por el alejamiento de uno de los

atomos de nitrdgeno en la estructura de la enzima obtenida de PDB.
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Figura 7. Sistema de coordenadas tipicas en una geometria tetraédrica y espectro
obtenido en ATOMS.

El reconocimiento de algunos cambios en los espectros de las geometrias
sencillas es imprescindible  para comprender la importancia de la coordinacion
debido a que las proteinas contienen grupos prostético prototipo, o analogos
estructurales estrechamente relacionados, generando diversidad funcional notable
(27). Ademas, los cambios en la informacion espectroscopica permite identificar el
posible mecanismo de reaccion que utilizan las enzimas al catalizar una reaccion, o
posibles cambios que disminuyen la actividad de dichas enzimas con es el caso de

la figura 7E donde se simularon las mismas distancias obtenidas en las



cristalografia, variando su geometria, este cambio generé una disminucién en el
namero de vias de retrodispersion presentes en el espectro, que generard a su vez
un cambio en la informacion espectroscépica brindada. Adicionalmente, es una
forma de verificar como evidencian los cambios espectroscopicos la afectacion del

sitio activo.

3.2 Uso de informacién cristalografica de metaloproteinas para generar

espectros simulados de relevancia biologica.

a) Caso de estudio: Hemoglobina.

Una de las metaloproteinas mas estudiadas por estas técnicas de elucidacion
de estructuras es la hemoglobina (Hb) (28) . Cuenta con un grupo prostético hemo,
su funcion es la captacion y transporte de oxigeno. La hemoglobina es un conjunto
de cuatro subunidades proteicas globulares. Cada subunidad esta compuesta por
una cadena estrechamente asociada a este grupo protésico de naturaleza no
proteica.

El grupo hemo de la Hb tiene como meta central el Fe(ll) que forma un complejo
con el anillo porfirinico mostrado anteriormente (Figura 5A). Ademas, esta enlazado
a un cuarto nitrégeno perteneciente a una histidina que fija el grupo prostético a la
estructura peptidica. Cuando la hemoglobina capta un atomo de oxigeno se genera
un sexto enlace de coordinacion con dicho atomo (Figura 7A) generando su
caracteristica geometria octaédrica (Figura 7B), correspondiente a la forma
oxihemoglobina (HbO). La simulacion del espectro de la hemoglobina mediante los
datos cristalograficos de la base de datos Uniprot (c6digo pdb:3A0G figura 7A) se

muestra en la figura 8.
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correspondiente a la oxihemoglobina.

En la figura 8 se muestra el espectro simulado para la HbO (Figura 8A), Hb (Figura
8B), el espectro EXAFS publicado en literatura (Figura 8C, tomado de referencia
(29)) y por ultimo el espectro de Hb donde se muestran algunas vias de

retrodispersion multiple N-N en forma triangular (como se muestra en la figura 4).
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Figura 8. Espectros simulados de Hb, HbO, espectro EXAFS publicado y HbO en vias
multiples de retrodispersion.

Al ser la Hb una de las proteinas cuya estructura es modelo para comprender la
coordinacion de los metales en los centros activos y funcionales. Se cuenta con
informacion experimental real EXAFS. La cual fue comparada cualitativamente

teniendo en cuenta que en la simulacién solo se tomaron los atomos que interactdan



con el a&omo central en la primera esfera de coordinacién. Sin embargo,
experimentalmente no son los Unicos atomos que intervienen en el espectro, sino
que tiene que contemplarse los backscattered ubicados en otras esferas de
coordinacion. Como se muestra en la figura 8C, el espectro EXAFS final es la suma
de las ondas sinusoidales provocadas por cada una de las interacciones entre el
atomo que absorbe y la retrodispersion de las ondas de todos los atomos vecinos
(13). Adicionalmente, debe considerarse que en los espectros simulados cada uno
de los scatterers se muestran individualmente, y no la suma de todas las posibles

vias, esta es una limitaciéon de ATOMS.

Es importante reconocer cémo influye el oxigeno enlazado en cada caso, su
presencia genera la onda principal del espectro, esta corresponde a la linea azul
en la figura 8A, que puede compararse con la linea generada en la figura 8C. La
sefial a 2.8 A1y 5.8 Al se asignan a la forma HbO, mientras que las ondas de las
vias de scattering multiple son responsables de las oscilaciones pequefias que se
observan enlos espectros de Hb y HbO. Debe resaltarse que el analisis de las
formas de hemoglobina puede ser estudiada incluso in vivo, gracias a las técnicas
de EXAFS y constituyen una prueba directa de la geometria de los atomos alrededor
del Fe(ll). Asi, que esto muestra la importancia de los métodos de absorcién de
rayos-X frente a los métodos de difraccién. Por ejemplo, las distancias obtenidas
por EXAFS pudieron determinar la distancia exacta entre Fe y el a&tomo de N de la
histidina proximal, y también determinar que el cambio de dicha distancia es de sélo

0.03A entre las formas Hb y HbO, esto es imposible por métodos de cristalografia.

b) Caso de estudio: Vitamina B12.

Las familias de las cobalaminas tienen variadas funciones a nivel biolégico. En
especial la vitamina B12, esencial para el funcionamiento normal del cerebro,
sistema nervioso, para la formacion de la sangre y de varias proteinas (29). La

hidroxocobalamina es una coenzima que participa en varias funciones metabdlicas,



incluido el metabolismo de lipidos, carbohidratos y en la sintesis de proteinas (29).
La estructura tiene como atomo central Co(lll) que forma un complejo coordinado
con un ligando macrociclico con varios sustituyentes, un resto organico complejo,
constituido por un grupo fosfato, un azlUcar y una base organica
(dimetilbenzimidazol). Esta ultima es la que une al atomo metalico através de
uno de sus antigenos, y un sexto ligando hidroxilo, coordinado por una geometria
octaédrica (Figura 5A). Planteando esta geometria en un sistema de coordenadas
cartesianas como se muestra en figura 5B con ayuda de la informacion
cristalografica (codigo pdb: 1req) en la base de datos UniProt analizados por
medio de chimera (Figura 5C) se genera la simulacion del espectro para esta
biomolécula (Figura 5D). Este es otro ejemplo de la coordinacion octaédrica en

sistemas de relevancia bioldgica
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Figura 9. Sistema de coordenadas tipicas en una geometria octaédrica correspondiente a

la cianocobalamina y espectros simulados junto con los espectros EXAFS publicados. Se



muestran en espacio K y su transformacion de Fourier (30).

Los complejos coordinados pueden encontrarse como grupos protésicos unidos
fuertemente a las proteinas unidos incluso a través de enlaces covalente como se
observd en la hemoglobina y también como cosustratos (coenzimas) necesarias
para la catdlisis enzimatica los cuales se encuentran unidos parcialmente,
dependientes de su coordinacion al sitio activo de la reaccion, como se observé
con la vitamina B12. El caso de las cobalaminas muestra que el espectro, que
presenta unas ondas complejas, se debe a la distorsion de la geometria, esto puede
compararse en la figura 10, donde se muestra la simulacion del espectro

considerando una geometria muy regular.
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Figura 10. Comparacién de los espectros simulados en una geometria distorsionada

regular y el espectro experimental de Cianocobalamina.

En la figura 10 se han marcado en un circulo azul las principales ondas obtenidas
en espacio K. Puede notarse que si la estructura es modelada como un octaedro
regular, genera menos interferencias, o interferencias en fase, que generan pocas
interferencias resultantes. Mientras que una geometria distorsionada describe mejor
el resultado experimental (30).

Las cobalaminas son cofactores esenciales en reacciones mediadas por enzimas



transferasas, por ejemplo, en el intercambio de hidrogeno por un grupo funcional
como -NHz. El mecanismo de accion involucra el clivaje del enlace Co-C
homoliticamente, formando un radical alquilo y un intermediario Co(ll) de la vitamina
B12. La informacién acerca del mecanismo se ha obtenido relacionando la energia
de activacion con la energia requerida para este tipo de ruptura, pero también se ha
reportado la ruptura no-homolitica. El mecanismo de las enzimas dependientes de
cobalto se estableci6 como mixto (hemolitico y no-homolitico) debido a que la
estructura distorsionada  de la geometria del cobalto asi lo favorece, esto debido
al ambiente inusualmente tensionado proporcionado por la proteina que rodea al

grupo prostético (30).

3.3 Evidencia de cambios en informacion espectroscépica originados por las

geometrias caracteristicas y malformaciones de metaloproteinas

a) Caso de estudio: Rubredoxina

Nuevamente el caso del hierro proporciona ejemplos acerca del uso de
espectroscopia de absorcién de rayos-X en cambios estructurales de proteinas. Los
centros Fe/S son conocidos por su papel en las reacciones de oxidacion-reduccién
como parte del transporte de electrones mitocondrial. Poseen también otras
funciones, como es el caso de la catalisis en la aconitasa, como donantes de azufre
en la biosintesis del &cido lipoico y la biotina, y la regulacién de la expresion génica
(31). Se representa el ejemplo ilustrativo de una de las geometrias de coordinacion
propuestas de algunos centros de Fe/S (Figura 11).

Las rubratoxinas son una clase de proteinas de bajo peso molecular que contienen
hierro y se encuentran en bacterias y arqueas que metabolizan azufre. A veces son
clasificadas como proteinas hierro-azufre, sin embargo no contienen azufre
inorganico contienen un solo atomo de hierro, unido a cuatro azufres de tipo

organico el entorno del hierro es aproximadamente tetraédrico (32).
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Figura 12. Comparacién de los espectros simulados en una geometria cuadrada plana vy

tetraédrica  para rubredoxina

La relacion de funcidbn /estructura se debe a la coordinacion particular de
cada sistema, las variaciones en la informacion de los espectros XAS permite
comprender el mecanismo de reaccién de las proteinas, en este ejemplo en
particular utilizando la distancia tedrica promedio de enlace Fe-S 2.267A , se plante6
el sistema de coordenadas cartesianas representativo para cada geometria
cuadrado planar y tetraédrica. Como resultado, la simulacién de cada caso (Figura
12) modelo centro permite observar que, a pesar de que se encuentran participando
los mismos atomos, y con un misma distancia de enlace, su geometria es diferente.
Esto implica cambios en el nUmero y patrén de las vias de retrodispersion presentes
en el espectro, generando un patrén bien diferenciado en cada caso.
b) Caso de estudio: Hemoglobina glicosilada

Las peroxidasas y las globinas cuentan con un grupo protésico hemo, sin embargo
este sitio varia en la distancia de uniébn  de la histidina proximal, la cual proporciona
el Unico enlace entre el hemo y el esqueleto proteico. En la glicosilacién de la
hemoglobina la longitud del enlace Fe — N aumenta aproximadamente 0.02 A,
disminuyendo la afinidad por el oxigeno y un aumento en la acidosis del paciente
(16), se observa un cambio importante en la informacion espectroscopica en
comparacién con el espectro simulado con los datos cristalograficos de la

hemoglobina (Figura 13A) al simular el posible espectro de la forma glicosilada



(HbGly, Figura 13B).
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Figura 13. Espectros simulados  de OxiHb, HbGly, y comparacién con datos reportados

en literatura.

Puede notarse tanto en las simulaciones, como en los espectros reportados en
literatura, un cambio muy pequefio en la diferencia de amplitud de las ondas de
dispersion; siendo un poco mas unidas en la forma glicosilada. En la figura 13
aparece un inserto donde se muestra una ampliacion del maximo de las crestas
que se generan alrededor de 4A1. La presencia de ondas con menor desfase en
HbGly tiene sentido al considerar que un alargamiento de las distancias Fe-N
implica una disminucion de la afinidad de esta proteina por el oxigeno . Aunque es
poco notorio, las técnicas de EXAFS son capaces de medir cambios
conformacionales como en el caso de HbGly, este aumento en la distancia del

enlace Fe-N es suficiente para generar una disfuncion en la proteina.



3.4 Uso de informacion cristalografica y datos crudos de EXAFs para el

procesamiento y analisis de espectros.

a) Ferroceno

Las técnicas de absorcion, como se ha mencionado antes, son ideales para el
refinamiento de estructuras moleculares. Un caso muy particular es el ferroceno,
algunas sales derivadas de este compuesto exhiben actividad anticancerosa, y se
ha informado de un farmaco experimental que es una version ferrocenil del
tamoxifeno utilizado como terapia complementaria contra en cancer de mama
(33,34).

El ferroceno muestra una coordinacién inusual de Fe(ll), a partir del &tomo central
se coordina a cada lado anillos de ciclopentadieno enfrentados entre si, a los que
se enlaza, formando enlaces equivalentes en distancia. Ademas, se dispone de
informacion cristalografica y datos de EXAFS en bases de datos (35). Para el
procesamiento de los datos, fue necesario realizar una modificacion de los datos
como se muestra en el anexo 3. Como se evidencio en los ensayos anteriores, se
inicia con la simulacion del espectro EXAFS a partir de la informacion cristalografica
en ATOMS generando el FEFF o espectro tedrico. Los datos cristalograficos,

procesados en enCIFER generan la estructura mostrada en la figura 14.

Figura 14. Estructura del ferroceno obtenida a partir de la informacién cristalografica vista

desde diferentes perspectivas. En color naranja: Fe(ll), en gris carbono.



Como se ha descrito previamente, el procedimiento comprende la simulacion del
espectro en ATOMS. En este caso, la generacion del mismo no se hace a través de
sistemas de coordenadas, sino directamente desde el archivo. CIF, que contiene
las coordenadas y el grupo espacial que corresponde a P2, la cual corresponde a
un espacio monoclinico, con una simetria correspondiente al grupo Dsqd (3). En caso
de que esto no se especifique no es posible generar las retrodispersiones, o el
programa generara unas coordenadas que no corresponden a la simetria adecuada

alrededor del hierro. Luego se ejecutd en ATOMS, generando el FEFF.

Con el fin de mostrar el procedimiento de tratamiento de los datos experimentales,
esta seccidn esta orientada al manejo de ATHENA y ARTEMIS, desde un punto de
vista de interpretacion cualitativa de los resultados. El archivo de datos crudos se
edita para que sea compatible con ATHENA, y se usa para obtener el espectro en

unidades de energia que se muestra en la figura 15.
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Energy (eV)

64149.7, 12.5053

Figura 15. Espectro EXAFS del ferroceno, obtenido en unidades de energia.

El analisis de los datos se procesa en ARTEMIS quien hara una comparacion entre
los espectros, tratando de disminuir al maximo el porcentaje de error en el resultado
estructural. Usualmente, la comparacion es en espacio k se efectda en unidades
entre 1-12, para los parametros de Fourier. En el ejemplo realizado en este trabajo,

no se hizo calibracion ni una adecuada normalizacion de los datos, ya que esto



escapa del alcance de la propuesta. Por o que se espera un porcentaje de error

mas alto en el resultado de este refinamiento como se muestra en la figura 16.

ferrocenoexafsdata.txt in R space

ferracenoexafsdata txt ——

40 F -

50 1 1 1 1 1
1 1.5 2 25 3

Radial distance (A)

Figura 16. Comparacion de los espectros de ferroceno. Azul: datos experimentales, rojo:

datos de simulacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, puede verse que el ajuste entre los
espectros: experimental y simulado, genera unas sefiales similares en cuanto a las
ondas de dispersion generadas “DATOS”. Esto implica que hay una buena
correlacién entre la interpretacion es que el modelo cristalografico describe
adecuadamente la estructura del ferroceno obtenida en EXAFS. Desde el punto de
vista de la propuesta del presente trabajo, esta comparacién fue hecha con el fin de
dar robustez a las comparaciones estructurales hechas con modelos biolégicos de

metaloproteinas, y para ilustrar el uso de ARTEMIS

b) Ejemplo de aplicaciéon: Bioacumulacion de Oro en Cianobacterias.

Estas herramientas de absorcion de rayos-X , no solo son utiles para la elucidacion
de la estructura de los centros metalicos de proteinas. Los mecanismos de
bioacumulacion de oro por cianobacterias (Plectonema boryanum UTEX 485) han
sido estudiados por métodos EXAFS (36). Estas cianobacterias usan el cloruro
acuoso de oro (Illl) AuCI3 PONER COMLEJOS generando la precipitacion de



nanoparticulas de sulfuro de oro amorfo (I) en las paredes celulares, y finalmente
genera oro metalico METODOLOGIAS .

Las especies intermediarias en el metabolismo de oro por parte de la cianobacteria
se encontraron en cultivos, las bacterias fueron alimentadas con AuCls, y se
tomaron los espectros EXAFS de muestras del cultivo a diferentes tiempos (hasta
40 horas). Los espectros fueron comparados con muestras de oro en diferentes
estados de oxidacion (Figura 17): Au metélico, Sulfuro de oro (AuzS, donde el metal
tiene estado +1), y AuCls. En este caso, de acuerdo con la energia de Edge
(XANES) y con los analisis de EXAFS, pudo determinarse la cinética de la reduccién
del oro, asi como las especies intermediarias. Estos procedimientos aparecen

detallados en referencias (34) ATHENA metodologia detallar.
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Figura 17. Espectros EXAFS de diferentes especies de oro (17)

En este trabajo se realizO un aporte adicional para la comprobacion de los
resultados obtenidos por Lenke et al, 2006 mostrados en la siguiente figura 18 en

términos de cinética.
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Figura 18. Cinética del metabolismo de oro por Plectonema boryanum UTEX 485)

En la figura 18 se observa que a medida que avanza el tiempo disminuye la sefial
que hace referencia a una disminucién en la concentracion cloruro de oro (ll1) inicial,
la generacion de sulfuro de oro amorfo (I) poco estable para finalizar con un
aumento en la sefial y por ende aumento en la concentracion de oro metalico

pasadas aproximadamente 7 horas.



Conclusiones

Con esta propuesta se espera que con los niveles de abertura 0 y 1, el estudiante
sea capaz de generar espectros simulados en ATOMS, a partir de coordenadas
geometrias arbitrarias 0 moléculas con importancia biolégica que son
proporcionadas a través de CHIMERA y enCIFER. Estos visualizadores permiten la
generacion de coordenadas aptas para el modelamiento y uso del software.

Para el caso del nivel de abertura 2, se espera que el estudiante utilice la
informacion brindada por CHIMERA para aplicarla a sistemas biolégicos méas
complejos. Esto gracias a las teorias aprendidas y aplicadas en el desarrollo de las
actividades que pueden ser de gran utilidad a nivel de pregrado.

Por ultimo, en el nivel de abertura 3, el estudiante adquiere habilidades para
el manejo de algunas herramientas que brindan el paquete de softwares
DEMETER, ya sea en el refinamiento molecular en ARTEMIS o en el analisis y
obtencién de espectros experimentales EXAFS como es el caso de ATHENA, lo que
permite desarrollar uno de los procesos cognitivos de alto orden.

El uso de los niveles de abertura como estrategia de ensefianza, se considera un
método util, ya que la flexibilidad de los niveles, permite que sean aplicados de
acuerdo con el ritmo de aprendizaje de cada estudiante, atendiendo a la diversidad
y a la complejizacion gradual del conocimiento, lo que favorece que desarrollen una
mejor actitud hacia la actividad cientifica, puesto que permite asociar de una manera

mas clara los conceptos tedricos con los datos empiricos
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Anexos

1. Calculo FEFF

Para calcular el FEFF es necesario generar un block de notas con el cédigo el cual es
sujeto a modificaciones segun el sistema que se quiera plantear (Fig. 13):

TITLE FeN4 18K,a=3.885,c=4.139

HOLE 1 1.8 = FYI: (Ti K edge @ 4966 eV, second number is 58°2)
= mphase,mpath,mfeff,mchi
CONTROL 1 1 1 1
PRINT 1 e e 2
RMAX 4.2
*NLEG 4
POTENTIALS
* ipot £ tag
a 26 Fe
1 7 N1
2 7 n2
3 7 N3
4 7 4
ATOMS * this list contains 94 atoms
= X Y z ipot tag distance
@.00000 8.eoeee @.0e002 B Fe 8.ee00e
1.85000 8.00000 @.eegpe 1 N1 1.85006
6.00000 -1.98608 @.oeeee 2 N2 1.98006
-2.39000 6.ee600 @.oe008 3 N3 2.39000
@.00000 2.89008 @.0e0B8 4 N4 2.89000



Fig 13. Cadigo para el calculo de FEFF

Este cbdigo debe ser ingresado copiando y pegando el cédigo en el interfaz de ATOMS
en la pantalla que dice Feff, seguido de esto se debe dar clic en la opcion run feff para
empezar la simulacion de los espectros XAS en diferentes espacios, para este estudio

se tomo solo espectro en espacio-k.

¢-§h¢ Atorms M8 Feff {EE Paths @ Console -"2%_, Configure
= & O % &8

Open file Sawvefile Clearall Template Run Feff

Feff input file

MNarne: | | Margin: |D-D3 | Beta: |3 | nlegs: ®4 O6

TITLE FeMN4 10K, a=3.385,c=4.13%

HOLE 1 1.0 * FYI: (Ti K =dge @ 4966 =V, second number is 50°2)
* mphase, mpath, mfeff, mchi

CONTROL 1 1 1 1

FRINT 1 u} u} u}

BMRE 4.2

YNLEG 4

BOTENTIALS

¥ ipot Z tag
[a] 26 Fe
1 7 N1
2 7 W2

Fig 14. Procesamiento del Codigo para el célculo de FEFF

Seleccionar los atomos de interés elegir el espacio que se quiere graficar y se da clic

en plot paths como se muestra en la fig. 15.
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H Rl Re fm gl

Save  Plot|paths xlkl | [x(R)] Re[x(R)] Im[x(F)] Rank

Mame of this Feff calculation: | vlmiji

Description

TITLE FeN4 10K a 3.885 c 4.139

This paths.dat file was written by Demeter 0.5.2&
The central atom is denoted by this token: @
Cluster size = 4.20 A, containing 4 atoms

15 paths were found within 4.200 A

Forward scattering cutcff 20.00
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Fig 15. Como generar el espectro simulado en ATOMS

Obtener el siguiente espectro (Fig. 16):

Feff calculation
02 T T I I I I

015 | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14

Wavenumber (A7)
Fig 16. Ejemplo de un espectro simulado en ATOMS.



2. Datos EXAFS MODIFICADOS

Descargar el archivo de la base de datos http://ixs.iit.edu/database/ del ferroceno y empezar
a traba.

3. Refinamiento estructural

Crear un documento.txt en un block de notas y para generar el espectro de los resultados
experimentales, luego importar estos datos a la interfaz de ATHENA.

Athena [XAS data processing] — O X
File Group Energy Mark Plot Freeze Merge Monitor Help

Import data Ctrl+o Save u |

Recent files ¥

Save project Ctrl+s
Save project as...

Save marked groups as a project ...

Backwards compatible project files

Project format ¥

Save current group as ... > 1 2 3
kY ked >
SRS s Flatten normalized data
Save each marked group as ... >
Export ... > i
Refresh project
) Spline clamps
Clear project name
MNone E k R q kq
Close Ctrl+w
Exit Ctrl+q MNone E ke R q

Fig 16. Procedimiento de importacién de datos experimentales a ATHENA.

La lista de datos se refiere a datos de energia (qQue aparecen en la columna 1 de dicha
lista), y se requiere hacer una normalizacién de los datos listados en la tabla en las
columnas 2 y 3. Esto se muestra en la fig. 17. Puede notarse que los demas campos se
mantienen en la opcién predeterminada. Hecho esto se genera automaticamente el
espectro en unidades de energia, que se muestra en la fig. 18.
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£8002. 3.03423E+05 1. -01 3.912z ||
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Fig 17. Tratamiento de los datos crudos obtenidos de bases de datos para ferroceno.
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Fig 18. Espectro EXAFS del ferroceno, obtenido en unidades de energia

Finalmente, so6lo es necesario volver al didlogo inicial del programa, teniendo cuidado de
seleccionar los parametros para el atomo de hierro, y el valor de energia de salto (que
puede ser consultado en la aplicacion HEPHAESTUS, incluida en ARTEMIS. Esto es:
namero atémico 26 y valor del salto desde el nivel K 7112 (Fig. 19)
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Fig 19. Datos experimentales para el andlisis del espectro de Fe. Obtenidos con Hephaestus.

El espectro asi obtenido debe guardarse como proyecto de ATHENA, para luego ser
comparado con el espectro simulad

Generacion del espectro simulado.

En aquellos casos en donde se desea hacer una comparacion con el espectro experimental,
es mas conveniente procesar ATHOMS directamente desde ARTEMIS , ya que en Ultima
instancia las simulaciones adquieren sentido a través de esta comparacion.

En el ambiente de ARTEMIS aparece una barra de importacion de datos, una para datos
experimentales y otra para generar simulacién (Fig. 18). La parte izquierda se usa para
adicionar (Add) el proyecto que ha sido creado en ATHENA. La parte derecha para generar
el FEFF.

L Artemis [EXAFS data analysis] - <untitled> - [m] kS

File Monitor Fit Plot Help

58 Gos Dete sets Feff calculations Name | Fit 1 Fitspace Ok @R Oq e

@ rir Add Add Fit description o

B History

@ Journal [ History
Shouw log

[Welcome to Artemis — Demneter 0.9.26, copyright 2006-2018 Bruce Ravel — using ifeffit & gnuplot

Fig 18. Pantalla de inicio de ARTEMIS



Seleccionar “Add” para introducir el proyecto de ATHENA, y seleccionar el archivo donde
se guardé este archivo. Esto genera un dialogo de representacion grafica de los datos,
una mejor comparacion puede ser observada a partir de la opcién “espacio R”, como se

muestra en la figura 19.
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Relx@] 49
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(® Project file
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Import selected data
15.0555, 66.0377

Cancel

Fig 19. Generacion del espectro experimental en ARTEMIS

Posteriormente, se debe hacer clic en la opcion “import slected data”. Que abre el siguiente
paso (Fig 20). Este consiste en la creacion del archivo FEFF que contiene las ondas de
retrodispersion. Esto puede hacerse seleccionando “Add” en la opcion “FEFF calculations”,
o también desde la ventana de didlogo abierta en la opcién “Import cristal data or a FEFF
input file”. En cualquier caso, el programa solicita el archivo CIF (que contiene la informacién
cristalogréfica, el cual ya ha sido descargado de bases de datos).
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Fig 20. Diadlogo para adicionar los datos FEFF desde los datos cristalogréficos.

La ventana consiste en una vista de ATOMS, en la que ya aparece la informacion de las
coordenadas. Esto se muestra en la fig. 21. Notese que ya aparece automaticamente
seleccionado el hierro como &tomo central, indistintamente de que se sitde en el origen de
coordenadas. Es importante incluir el grupo espacial (Space Group) que corresponde a la
descripcion de la simetria del ferroceno, que es P2, la cual corresponde a un espacio
monoclinico, con una simetria correspondiente al grupo Dsq. En caso de que esto no se
especifique no es posible generar las retrodispersiones, o el programa generara unas que
no corresponden a la simetria adecuada alrededor del hierro. Luego se corre ATOMS y se
genera el FEFF.
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Fig 21. Archivo ATOMS obtenido desde datos cristalograficos.

La excepcional simetria del ferroceno solo genera tres vias de retrodispersion

en la figura 22.
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Fig 22. Archivo FEFF generado desde la informacion cristalografica.

Para incluir las retrodispersiones calculadas, basta con seleccionarlas y arrastrarlas al

espacio en blanco que aparece en la aplicacion, como muestra la fig. 23.
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Fig 23. Seleccién de las vias de retrodispersion para comparacion con los datos experimentales

La comparacién exige que se determinen unos valores de partida para la iteracién. Dado
gue solo se generan tres vias de retrodispersion se deben seleccionar todas. Esto se hace
en la opcién “marks” y escogiendo “mark all”. Ademas, los parametros de la ecuacion
estandar EXAFS se pueden escoger desde la opcion “path” y “quick 4 parameter fit”, que
proporciona unos valores iniciales simples.

Con los valores seleccionados puede intentarse el ajuste a la opcion “Fit” de ARTEMIS
se genera la gréafica que se muestra en la figura 23, donde la linea azul corresponde al
espectro experimental y la roja a el espectro simulado. Puede verse un buen ajuste, sobre
todo al comparar los maximos de la funcién que deben coincidir entre ambas.

ferrocenoexafsdata.txt in R space

-50 1 1 1 1 1
1 1.5 2 2.5 3

Radial distance (A)

Fig 24. Espectro EXAF comparativo tedrico vs experimental.



4. Metabolismo del oro
Ingresar a  https://bruceravel.github.io/demeter/ seleccionar guia de usuario de
ATHENA como se ve en la fig. 25.

Documentation

= Athena Users' Guide: [This is the users' guide for the current version of Athena.

= Artemis Users' Guide This is the users' guide for the current version of Artemis.

= Frequently Asked Questions about Demeter, Athena, Artemis, and Hephaestus.

= | ecture videos: In November 2011, | presented an XAS training course at the Diamond Light
Source. All my lectures and software demonstrations were recorded along with the computer
desktop. The Diamend technical staff did a great job assembling all of this material in
streaming video. (There are other videos at that site, look for the ones with Bruce's name in
the title.)

» XAS Education: My collection of presentations that | give during XAS training courses. You can
also find all the data used in the presentations and in the various videos linked above. PDF
presentations are shown at my my Speaker Deck page. Here is a zip file with all the example

data.

Fig 25. Inicio de la pagina web DEMETER.

Clic en Bruce's XAS Education page como se muestra en la figura 26.


https://bruceravel.github.io/demeter/

6. User Interface

7. Setting parameters

8. Data export

9. Data processing

10. Data analysis

11. Other main window chores
12. Worked examples

13. Hephaestus

Helpful Links

Current Demeter version: 0.9.26

Demeter homepage

Demeter @ github

Ifeffit mailing list

Larch homepage

Ifeffit @ github

Bruce's XAS Education page |
xafs.org

Athena manual

Artemis manual

Bug reporting hints

How to ask a good question

Click en thus zip file (Fig. 27).

_ XAS Education

View On GitHub | DOWNLOADS:

HT The Ramsauer-Townsend effect in EXAFS analysis

Examples

These folders contain the XAS and structural data used in the talks. All these examples can be

downioeckd fom s ppfie |

folder contents

Au+Cyanobacteria LCF example using gold{ll) chiaride reduced to gold mietal

Cr203 The Cr203 data from the CLT talk
Cr standards Cr 3+ and 6+ cxide standards
Cu metal Copper foil at 3 temperatures + crystal data

Fig 27. Descargue de los datos crudos.

Importar datos como se muestra en la figura 16.



Se inicia examinando los datos, seleccione los datos que desea examinar y de clic en
Normalized esto le dara como resultado los espectros normalizados como se muestra en la
figura 28.
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Fig 28. Normalizacion de los datos crudos.

Para identificar respuestas a posibles preguntas con los espectros obtenidos se usa la
herramienta de linear combination fitting.



m Athena [XAS data processing]
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Fig 29. linear combination fitting.
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De los dos primeros menus desplegables, seleccione sus pardmetros, como se muestra a
continuacion. En la lista de operaciones, haga clic en fit this group para realizar el ajuste
inicial a estos datos. Una vez que finaliza el ajuste, se traza el resultado del ajuste, que se
muestra a continuacion. La pestafia etiquetada Resultados de ajuste se activa como se

muestra en la figura 30.
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Fig 30. Interfaz linear combination fitting.

Para hacer la comparacion entre los estandares y la muestra se realiza un analisis
combinatorio. Primero marque todos los estdndares y ninguno de los datos. Clic en use
marked groups como se muestra en la figura 30.
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Fig 31. Comparacion de espectros.
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Fig 31. seleccion de la opcion fit all combinations.

Para el analisis de los datos haga clic en sequence luego marque todos los grupos datos
experimentales y desmarque todos los estandares y haga clic fit marked groups (Fig 32).
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Fig 32. seleccion de la opcidn fit marked groups.

Click en save fit sequence report as an excel file (Fig.33)
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Fig 33. Obtencién de datos Excel.

Para este caso en particular para simular la cinética del proceso se grafico el tiempo vs
sefal (Fig. 34).
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Fig 34. Grafica cinética del proceso metabdlico.



