3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.1.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 7

3. Comportament de Zn,- MT recombinant de

ratoli
enfront de diferents sals de Hg(ll)

En aquest capitol es presenta i discuteix el comportament de Zn,- MT 1
recombinant de ratoli quan és valorada amb diferents sals de Hg(ll)
(HgCl, i Hg(CIO,),), a diferents pH (7 i 3) i permetent diferents temps
d’estabilitzacio per a cada equivalent de Hg(ll) afegit (t=24h i t=0h).

3.1. Valoraci6 de Zn,- MT recombinant de ratoliapH 7

3.1.1. Valoracio de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 a t=24h
(LAMINA 1)

L'analisi detallada dels espectres de DC, absorci6 UV-Visible i de
diferéncia d’aquests darrers permet postular que I'especie Zn,- MT enser
valorada amb HgCl, a pH 7 a t=24h evoluciona d'acord amb lI'esquema de
reaccio seguent:

Zn, MT  Zn,Hg, MT Hg,- MT Hge,- MT  Hg, MT

Les dadesiles evolucions espectrals que han permés postular I'existéncia
d'aquestes especies es discuteixen breument a continuacio.
Addicionalment, en aquesta valoracio, el tractament amb la resina
guelatant Chelex-100 juntament amb les técniques d'ICP-AES i ICP-MS
han permés determinar I'estequiometria de les espécies Zn,Hg,- MT, Hg.-

MT i Hg,- MT.

Zn,Hg,- MT
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

DC: Els 4 primers eq de Hg(ll) es coordinen progressivament a la proteina
per donar lloc, finalment, a una espécie amb una estructura altament
quiral.

Per a aguesta espécie, les dades d'ICP determinen la preséncia de dos
ions de Zn(ll) coordinats a la proteina, fet que s'observa també en el seu
espectre de DC, on encara es detecta la presencia de la banda situada

a 244(+) nm que indica l'existencia d'enllagos Zn(ll)-S... Aixi doncs,

Cys*
s'observa que el desplacament del Zn(ll) pel Hg(ll) no és isomorfic.

UV: S'observa un augment de

— 2 ren — ZEd mon — il

I'absorci6 entotel rang de sibé 18
. . 16
es perd la seva linealitat amb 14
L . 1z
I'addicio del 4t eq (Figura 3.1.). 1
. - MDB
ED: La descomposici6é d'aquests Eﬁ
espectres en corbes gaussianes ”ﬁ

indica la necessitat de considerar D123456733MWNEZEN

eq ceHh

absorcions a properes a 230,
Figura 3.1. Representacié grafica de la

240, 260, 280, 300 i 320 nm. AiXi, yariaci6 de I'absorcié a una determinada

en funcié del nombre d'equivalents de
Hg(ll) afegitsal llargde la valoracié de Zn,-

bibliografiques comentades al MTambHgClapH 7 at=24h.

en base a les dades

Bloc I, no és possible distingir entre geometries de coordinacio trigonal i
tetraedrica pels ions Hg(ll) els quals es coordinen a S, i altres lligands
presents al medi on el més probable per afinitat i concentracié és el CI.
D'altra banda, la presencia d'absorcions a  superiors a 280 nm indica,
com han demostrat estudis previs d'aquestes proteines amb Cd(Il),** que

part dels S, . terminals esdevenen pontals ja que hi ha un corriment de

Cys

les absorcions cap a menys energeétiques.

Hg.- MT
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3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.1.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 7

DC: Per a5 eq de Hg(ll) afegits s'obté un espectre indicatiu d’'una espécie
intermédia detectable entre Zn,Hg,- MT i Hg,- MT. La desaparicio de la
banda situada a 244(+) nm indica, d’acord amb els resultats d'ICP-AES,
gue aquesta especie ja no conté Zn(ll) enllacat a la proteina.

UV: Agquest espectre també indica que aquesta espécie és un intermedi
entre I'anterior i la segient. L’absorcio en el rangde per sobre de 240
nm comencga a disminuir.

ED: S’observa, per un costat, la perduade les absorcions caracteristiques
de Hg(ll) trigonal i/o tetraédric i per una altra part, un increment en les
contribucions al voltant de 230 nm. Tenint encompte que I'espectre a qué
déna lloc l'addici6 del 6e eq de Hg(ll) correspon al minim absolut
d'aquestes contribucions, es proposa que en aquesta espécie coexisteix
Hg(ll) trigonal i/o tetraédric i digonal.

Hge- MT

DC: L'addicio del 6e eq de Hg(ll) dona lloc a I'espectre final de la
tendéncia espectral observada des de I'especie amb 4 eq de Hg(ll).

UV: Aquest espectre també és el final de la tendencia seguida des de 4
eq de Hg(ll) afegits i s’arriba a un minim d’absorcié a per sobre de 240
nm (Figura 3.1.).

ED: S’arriba a una perdua maxima de les absorcions causades per Hg(Il)
trigonal i/o tetraedric i només s'observa, com per a I'espécie anterior,
absorcions positives corresponents a la preséncia de Hg(ll) digonalment

enllagat a S

Hg,- MT

85



BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

DC: A partir del 6€ eq, les addicions de Hg(ll) provoquen un lleuger
moviment de les bandes de I'espectre, cosa que indica que, de fet,
I'addicio de Hg(ll) a 'espécie Hg,- MT només provoca petites variacions
de la seva estructura. Per a 9 eq de Hg(ll) afegits es pot establir un punt
final de la variacié esmentada per donar lloc, en addicionar més eq de
Hg(ll), a una pérdua de I'estructuracié assolida que queda reflectida en la
disminucié de les intensitats de les bandes de I'espectre de DC.

UV: Els espectres d’absorcié d’aguesta darrera fase de la valoracio
mostren que les espécies formades continuen coordinant més eq de
Hg(ll) ja que 'absorcié augmenta en tot el rang de de I'espectre (Figura
3.1.).

ED: La descomposicié dels ED en corbes gaussianes permet observar
gue a partir del 7e eq afegit el Hg(ll) presenta una coordinacio trigonal de
tipus MerR, si bé a mesura que s’addicionen més eq de Hg(ll) aquestes
contribucions disminueixen i n'‘apareixen a properes a 230 nm. En
aquesta especie, doncs, es postula Hg(ll) amb entorns de coordinacio

mixtes trigonal i digonal.

3.1.2. Valoracié de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 at=0h (LAMINA
2)

L'analisi de les dades espectroscopiques enregistrades durant la valoracié
de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 i a t=0h permet veure que, a partir de la

meitat de la valoracid, l'estequiometria i I'estructura de les espécies
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3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.1.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 7

formades, aixi com el seu mecanisme de formacio, difereixen de les
dades corresponents a la valoracié analoga efectuada a t=24h. Aixi, es
proposa que, en aquest cas, I'evolucio de I'espécie inicial quan s'afegeix
Hg(ll) al medi segueix I'esquema de reaccié segtent:
Zn,- MT  Zn,Hg,- MT Hg,- MT  Hge MT
Hg,- MT  Hgy- MT  Hg,,- MT

A l'especie Zn,Hg,- MT se li assignen 2 eq de Zn(ll) coordinats a la
proteina per analogia amb la valoracié anterior malgrat que en aquest cas

no s’ha corroborat mitjancant les

andlisis  dICP-MS | dICP-AES F\
pertinents. Tot i aixi, si s'observa amb TN
detall I'espectre de DC corresponenta | v
aguesta especie es detecta que la ol

intensitat de la banda situada a 244(+) s 0 =0 2w sw 56 s st s

nm, assignada a les transicions Figura 3.2. Espectres de DC de
. ] 'especie Zn,Hg,- MT obtinguda
Scys Zn(ll), és inferior a la de afegintHgCl, a Zn,- MT apH 7 a

, : t=24h i t=0h.
I'espectre corresponent a la mateixa &'

P .

espécie obtinguda en la valoraci6 a ¢
t=24h (Figura 3.2.), i aix0 apuntacapa -

una estequiometria amb un nombre .

d'ions Zn(ll) possiblement inferior a 2.

T T T T T T T
2y 4zl 280 300 3200 540 .tril.'lnn;knn

L’evoluci6 espectral fins a la formacio
Figura 3.3. Espectres de DC de

de Hgs MT és essencialment la Iespécie Hgs- MT obtinguda afegint

. ., HgCl,a Zn,~ MT a pH 7 a t=24h i
mateixa que la de la valoracid i-gn.
efectuada a t=24h. Tot i aixi, Hg;- MT a t=0h i t=24h mostren estructures
analogues pero no idéntiques (Figura 3.3.). Els ED d'aquestes espécies

mostren que el Hg(ll) presenta els mateixos entorns de coordinacié que
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

els agregats corresponents formats a t=24h. A partir d’aquest punt
s’observa un comportament molt similar al que es veura enla valoracié de
Zn,- MT a pH 3. Aix0 podria fer pensar en un descens involuntari del pH,
pero s'ha comprovat que el pH al final de I'experiment continua essent 7.
Cal remarcar, finalment, que Hg,,- MT continua coordinant Hg(ll) sense
que s'alteri massa l'estructura assolida per aquesta espécie pero
disminueix el nombre de coordinacio dels ions Hg(ll) enllacats a la
proteina, que acaben essent basicament digonals.

Cal destacar també, que tot i que no és massa evident en els espectres
gue es mostren, diversesrepeticions de la valoracié han permes observar
un lleuger avancament d'aquesta respecte a la corresponent a t=24h
sobretot en les primeres addicions de Hg(ll). Es a dir, s'ha observat que
€s possible assolir la constitucié de les espécies amb l'addicié d'un
nombre d'eq de Hg(ll) inferior al que li correspon estequiomeétricament de

forma termodinamica.

3.1.3. Valoracio de Zn,- MT amb Hg(CIO,), a pH 7 a t=24h
(LAMINA 3)

La comparacio de les dades espectrals obtingudes al llarg de la valoracié
de Zn,- MT amb Hg(CIO,), a pH 7 i a t=24h amb les corresponents a la
mateixa valoracio on I'agent valorant és HgCl, permet establir un seguit
de diferencies importants. L'evolucié de Zn,- MT quan s'afegeix Hg(ll) en
forma de Hg(ClO,), al medi segueix I'esquema de reacci6 seguent:
Zn,- MT  Zn,Hg,- MT  Zn, Hg,- MT  Hge- MT
Hg,- MT Hg,- MT
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3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.1.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 7

Per ala primera espécie postulada, Zn,Hg,- MT, s'assignen 2 eq de Zn(ll)

coordinats a la proteina de la mateixa manera que sha fet en la valoracié

anterior, si bé en aquest cas sembla que, en base a la major intensitatde

la banda de DC centrada a 244(+) nm, aquest nombre d'eq de Zn(ll) pot

ser superior a 2 (Figura 3.4.).

1
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Figura 3.4. Espectres de DC de
'especie Zn,Hg,- MT obtinguda
afegint HgCl, o Hg(ClO,), a Zn,-
MT a pH 7 i t=24h.

d'un dels ions de Zn(ll). En la Figura

A
31
3.6. també pot observar-se que |
I'espécie seglent, Hg,- MT, ja no '™
° i JaN
presenta aguesta banda en | \\{

consequiéncia, no té Zn(ll) coordinat. 4.

SH0
nny

En canvi, l'espécie Zn, Hg.- MT
comparadaambHg.- MT corresponent
a la valoracié6 amb HgCl,, presenta la
banda assignada al Zn(ll) coordinata la
proteina en el seu espectre de DC
(Figura 3.5.), si bé és menys intensa
que en l'espécie anterior, Zn,Hg,- MT

i per aixo es proposa la possible perdua

I i -

D'altra banda, s'aprecia que I'espécie

Hg.- MT de la valoracié amb HgCl,
correspon a una fase intermitja entre
Zn, Hg.- MTiHg,- MT de lavaloracio
amb Hg(ClO,), (Figura 3.5.). L’ED
corresponent a l'addicio del 5e eq de
Hg(ll) mostra una peéerdua de les

-2H

-S|

-Al=

T T T T T T T
240 600 B0 M 320 5400 Sad SHO
[elal}

Figura 3.6. Espectres de DC de les

especies Hgs MT i Hg,- MT

obtingudes afegint HgCl, i

Hg(ClO,),, respectivament, a Zn,-
MT a pH 7 a t=24h.
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

contribucions corresponents a Hg(ll) trigonal i/o tetraédric, amb la qual
cosa es postula que toti que encara resti algun i6 Hg(ll) amb aquest tipus
de coordinacio, també n’hi ha de digonalment coordinat. L'espécie
seguent, Hg,- MT, és, en aquest cas, un intermedi detectable en el pas
cap a l'especie Hg,- MT. Aquesta darrera espécie és la que
correspondria, estructuralment i pel que fa a la geometria de coordinacio
dels ions Hg(ll), al'espécie Hg,- MT de la valoraciéo amb HgCl, tot i que
la comparacié dels seus espectres de DC no mostra una superposicio
perfecta (Figura 3.6.). Caldestacar que els ED d'aquestes dues espécies

indiguen que el Hg(ll) presenta una geometria de coordinaci6 digonal.

A partir de la formacié de Hg,- MT, les espécies seguents no tenen
massa rellevancia en el conjunt de la valoracio ja que adopten estructures
poc quirals, inclis inferiors a la de la darrera especie formada en la

valoracié amb HgCl,, Hg,- MT.
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3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.1.Valoracié de Zn,- MT a pH 7

g0, 3.1.4. Conclusions per

o »
t=0h t=24h =240 | a la valoracié de Zn,-
In-ahdl MT recombinant de

ratoli a pH 7

L'estudi comparatiu de les
valoracions de Zn,- MT
amb Hg(ll) a pH 7

descrites permet proposar
HigeMT &2 HgeeMT  #  HocalT I'esquema de reaccid
general seguent i extreure
e J. les conclusions que es
Ha-alT | detallen a continuacio.
* l
(F'III'iBJ HigaeMT 7= ool
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

I Ha(n) tetragaric ifotrigonal

[ Ha() tetraedric-digonal

Figura 3.7. Esquema mecanistic de les espécies Hg-

MT detectades en les valoracions de Zn,- MT amb I:I Ha(ll) trigorral-digon al

Hg(ll) a pH 7 en el qual s'indiquen les similituds I:I Ha(ll} digonal
estructurals entre els agregats metal lics de les diferents

valoracions i les geometries de coordinacié m ajoritaries dels ions Hg(ll).

Les tres valoracions segueixen mecanismes de reaccié analegs amb
I'excepcié de la realitzada amb HgCl, a t=0h, la qual segueix, a partir de

la formacié de I'espécie Hge- MT, un procés similar al que té lloc a pH 3.

La substitucio del Zn(lIl) per Hg(ll) és més rapida en presencia de CI i
sota control cinétic. D'altra banda, I'existencia de I'espécie mixtaZn, ;Hg.-

MT en la valoracio efectuada amb Hg(ClO,), indica que la preséncia de

ClO, en el medi provoca la retencié del Zn(ll) coordinat a la proteina.

: . As

Per a la mateixa quantitat de Hg(ll) ™
afegit, a t=0h es detecten especies "
amb una estequiometria Hg: MT "] E? 7 1
-1

superior a la de les formades sota
i

control termodinamic. L'addicié de 5 eq

20 2-II|.|' Iél.l' :}I|I.| .'nl!ll.l .\'.:11 3-;4] 3\;||.|'m“3?||.l
de Hg(ll) a t=0h provoca la formacid Figura 3.8. Espectres de DC de les

especies: Hgs- MT, obtinguda

afegint HgCl, a Zn,- MT a pH 7 a

t=24h i t=0h, i Hgg- MT, obtinguda

afegint-hi Hg(ClO,), a pH 7 i a

t=24h.

d'una espécie, Hg,- MT

estructuralment molt propera a

92



3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.1.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 7

I'espécie Hg,- MT que es forma amb Hg(CIO,), a t=24h (Figura 3.8.). A
més a més, aquesta especie Hg.- MT presenta un perfil espectral de DC
que mostra que la seva estructura correspon a una fase més avancada
que lade I'espécie Hg.- MT assolida amb HgCl, a t=24h (Figura 3.8.). Tot
aixo indica que sota control cinétic s'estabilitzen, inclis en abséncia de la
guantitat de Hg(ll) necessaria, les especies que norequereixen Cl en la

seva estructura.

Sota control termodinamic s'arriba finalment a la formacié de I'espécie

Hg,- MT, I'estructura de la qual depén de la presencia de CI' o ClO, en

el medi.

Les especies formades en les darreres etapes de les valoracions
efectuades sota control termodinamic presenten poca quiralitat, o el que
és el mateix, baixa estructuracid, perd aquesta encara €s inferior en

abseéncia de CI" al medi.

Les zones ombrejades de I'esquema indiquen I'entorn de coordinacio
majoritari del Hg(ll) que presenten les diferents espécies proposades,
l'ordre d'aparicid del qual és tetraedric, digonal i trigonal tot i que
s'assoleixenespecies que contenen Hg(ll) amb geometries de coordinacio
mixtes. Cal destacar que en les valoracions efectuades a t=24h I'evolucié
de les geometries de coordinacio del Hg(ll) de les espécies proposades
no és idéntica i per tant, cal deduir que molt probablement el CI" intervé
activament completant I'entorn de coordinacié del Hg(ll) coordinat a la

proteina.
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3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.2.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 3

3.2. Valoraci6é de Zn,- MT recombinant de ratoli amb
HgCl, apH 3

3.2.1. Valoracio de Zn,- MT amb HgCIl, a pH 3 a t=24h
(LAMINA 4)

L’analisi de les dades espectroscopiques de DC, d'absorcié UV-Visible i
de diferencia d'aquestes darreres permet postular que, quan es valora
amb HgCl, a pH 3iat=24h, I'especie Zn,- MT (apo- MT a pH 3) segueix
I'esquema de reaccié seguent:

apo- MT  Hg,- MT Hge- MT  Hge- MT  Hg,, - MT

Les dades i les evolucions espectrals que permeten postular I'existéncia

d’aquestes espeécies es discuteixen seguidament.

Hg,- MT
DC: L'addici6 dels 4 primers eq de Hg(ll) provoca el desenvolupament

d'unes bandes que posen de

manifest la baixa quiralitat de ~ 20 - 20 0
< 29
I'especie.
1,5 -
UV: Hi ha un increment lineal de
_ Ms 1
I'absorciéo en tot el rang de 05 |
(Figura 3.9.). gty
ED: S'observa que els 4 eq de 01234567 831MM12

Hg(ll) afegits provoquen les P eqHglll)

mateixes absorcions amb la Figura 3.9. Representaci6o grafica de la
variacié de l'absorcié6 a una determinada

mateixa intensitat. Es poden en funcié del nombre d'equivalents de Hg(ll)
) . afegits al llarg de la valoracio de Zn,- MT
assignar absorcions a properes amb HgCl, a pH 3 a t=24h.
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

a 230, 260, 280 i 300 nm les quals permeten proposar que els ions Hg(Il)
presenten entorns de coordinacid trigonals i/o tetraédrics. Pel fet de
tractar-se dels primers eq de Hg(ll) afegits, tenint en compte I'elevada
disponibilitat dels S, a pH acid i considerant que els nombres de
coordinacid majors estan, a priori, més afavorits energeticament, es
proposa que el Hg(ll) adopta un entorn de coordinacié preferentment
tetraedric amb S.
Hge- MT

DC: Per a 5 eq de Hg(ll) afegits s'arriba a un espectre indicatiu d’'un
intermedi detectable en el pas cap a I'espécie seglent, Hg,- MT, la qual
mostra un espectre individual amb una banda negativa centradaa 230 nm
I una positiva molt ampla situada entre 260 i 315 nm.

UV: Tot i que per a 5 eq s'observa un petit increment de l'absorcio per
sobre de 260 nm, aquesta torna a augmentar en tot el rang de a partir
del 6 eq de Hg(ll) perd amb un pendent diferent a I'observat fins a aquest
punt de la valoracio.

ED: Per a 5 eq de Hg(ll) afegits s'observa la pérdua dels cromofors
tetraedrics de l'espécie anterior i la preséncia de la banda caracteristica
de Hg(ll) digonal. L'addicié del 6e eq de Hg(ll) provoca increments de
I'absorcié pero no en tot el rang de ni amb les mateixes contribucions
gaussianes que l'addicio seguent, 7 eq de Hg(ll), per a la qual el Hg(ll)
presenta ja una geometria de coordinacio trigonal. Pels ions de Hg(ll)
d'aquesta especie es proposen, doncs, entorns de coordinacio mixtes

digonals i trigonals de tipus MerR.

Hgs- MT

DC: Aquesta especie ddéna lloc a un espectre de DC que pot considerar-
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3. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 3.2.Valoraci6 de Zn,- MT a pH 3

se com I'espectre finalde I'evolucio seguida des de I'especie anterior, Hg,-
MT, i linicial del desenvolupament seglient, finsa Hg,; - MT, el qual és
isodicroic a 231, 245, 284 i 302 nm. Es tracta d’una especie forca quiral
amb una empremta espectral que no varia massa malgrat laddicié dels
eq de Hg(ll) seguents.
UV: L'absorcié augmenta en tot elrang de si bé la representacio grafica
de la seva variacié indica que el pendent disminueix una mica a partir de
I'addicio d'aquest 8e eq de Hg(ll) (Figura 3.9.).
ED: S'observa un espectre que mostra la participaci6 de corbes
gaussianes assignades a la preséncia de Hg(ll) trigonal de tipus MerR
pero també de I'assignada a Hg(ll) digonal. Es proposa, doncs, un entorn
de coordinacié mixte trigonal-digonal per al Hg(ll) d'aquesta espéecie.

Hg,, - MT

DC: Els espectres de DC daquesta darrera fase de la valoracié no
permeten precisar I'espécie final perqué I'evolucié isodicroica iniciada amb
el 8¢ eq afegit continua progressant a mesura que s‘addiciona més Hg(ll).
Es per aquest motiu que s'ha escrit lestequiometria de l'espécie com a
Hg,, - MT. No obstant aixo, es considera que la coordinacio de més d'11
eq de Hg(ll) té lloc d'un manera externa al cluster format, Hg,,- MT, ja
gue l'augment de la relacié molar Hg(ll): MT practicament no afecta la
seva estructura.

UV: Aquests espectres mostren un augment de I'absorcié en tot el rang
de de l'espectre que indica que el Hg(ll) es continua coordinant a la

proteina.
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

ED: S’observen increments de lI'absorcié a 230 nm la qual cosa permet
proposar que el Hg(ll) presenta una geometria de coordinacioé digonal.
S'observa també que l'enlla¢c de Hg(ll) a partir d'11 eq €s un procés
cooperatiu ja que tots els eq de Hg(Il) addicionats provoquenles mateixes

absorcions.

3.2.2. Valoracio de Zn,- MT amb HgCl, a pH 3 at=0h (LAMINA
5)

En general, I'evolucio observada quan Zn,- MT (apo- MT a pH 3) és
valorada amb HgCI, a pH 3 i a t=0h és analoga, i segueix el mateix
esquemade reaccio, a la de la valoracio efectuada a t=24h. La diferéncia
principal entre ambdues valoracions és que tot i que les especies que es
formen presenten estructures similars, perd no identiques, el grau
d'estructuracié d'aquestes és molt menoren els agregats obtinguts at=0h
(Figures 3.10., 3.11., 3.12.i 3.13.).

En aquesta valoracio, la darrera etapa no €s un procés cooperatiu, a
diferencia del de I'efectuada a t=24h, i el Hg(ll) de la darrera espécie

formada presenta entorns de coordinacié mixtes trigonal-digonal.

A5 o] "j"tm—
p o
" 14
-1 -1
154
21
20|
35 -3iH
-3iH
s 240 B60 TR 500 I 34b  bab k0 2w Ed RS0 30D 326 SA0 Sab k0
ne nm
Figura 3.10. Espectres de DC de Figura 3.11. Espectres de DC de
I'espécie Hg,- MT obtinguda afegint I'espé cie Hgs- MT obtinguda afegint
HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i
t=0h. t=0h.
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Figura 3.12. Espectres de DC de Figura 3.13. Espectres de DC de
I'espécie Hgg- MT obtinguda afegint I'especie Hg,;- MT obtinguda
HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i afegint HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a
t=0h. t=24h it=0h.

3.2.3. Valoracié de Zn,- MT amb Hg(ClO,), a pH 3 a t=24h
(LAMINA 6)

La valoracié de Zn,- MT (apo- MT a pH 3) amb Hg(CIO,), a pH 3 i a
t=24h dona lloc a espécies de la mateixa estequiometria que les
obtingudes emprant HgCl, com a agent valorant, pero amb Hg(CIO,), es
formen, addicionalment, Hg,- MT i Hg,- MT.

Les primeres etapes d'ambdues valoracions segueixen un mecanisme de
reaccio analeg fins a la formacié de Hg,- MT. Malgrat aixo cap de les
espécies assolides addicionant Hg(CIO,), presenta un espectre de DC
perfectament superposable al de I'equivalent afegint HgCl, (Figures 3.14.,
3.15., 3.16. i 3.17.). Aixi, la diferencia més important entre ambdues
valoracions ve donada per la intensitat de les bandes dels espectres de
DC. La comparacié global de tots ells permet observar que,

independentment de la seva estructura, els agregats formats addicionant
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Hg(ClO,), presenten un grau de quiralitat, i, per tant, probablement una

estructuracio, molt inferior als formats afegint HgCl..
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Figura 3.14. Espectres de DC de
'espécie Hg,- MT obtinguda afegint
HgCl,iHg(ClO,),azZn,- MTpH3a
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Figura 3.16. Espectres de DC de
I'espécie Hgg- MT obtinguda afegint
HgCl,iHg(ClO,),a Zn,- MT apH 3

a t=24h.

Figura 3.15. Espectres de DC de
I'espécie Hgg- MT obtinguda afegint
HgCl,iHg(ClO,),a Zn,- MTpH3a
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Figura 3.17. Espectres de DC de
I'especie Hg,;- MT obtinguda
afegintHgCl,iHg(ClIO,),aZn,- MT
a pH 3 a t=24h.

Malgrat la coincidencia estequiometrica dels agregats metal lics
d'ambdues valoracions hi ha diferencies en els ED, la qual cosa indica
que els entorns de coordinacio dels ions Hg(ll) no coincideixen en totes
les espécies proposades. Aixi, Hg,- MT obtinguda addicionant Hg(ClO,),
presenta Hg(ll) amb entorns de coordinacié Unicament digonals, a
diferéncia del que mostra en la valoracié amb HgCl,, on els ions de Hg(ll)
s6n mixtes digonals i trigonals. Daltra banda, en la valoraci6 amb
Hg(CIO,), s'observa, a partir del 9é eq de Hg(ll) afegit, la perdua de les
absorcions menys energetigues la qual cosa indica que molt
probablement I'enllag de més eq de Hg(ll) implica una disminucié del

nombre de coordinacio dels Hg(ll). Tot aixo suggereix que el CI participa
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en la coordinacié del Hg(ll) donant lloc a espécies amb estructures i
geometries de coordinacio del Hg(ll) diferents a les assolides en

preséncia de CIO,.

3.2.4. Conclusions per a la valoracio de Zn,- MT recombinant

de ratoli a pH 3

La comparaci6 de les valoracions deZn,- MT (apo- MT)amb Hg(ll) a pH
3 permet proposar l'esquema de reaccid general i les conclusions

seguents.

00,
t= 24h

I g1 tetragdric ito trigonal
[ o1 tetragdric-digonal
I Ha1) trigonal

|:| Ha( I trigonal-digonal

[ ] Hatny digona

HigehT & Ho-alll

Figura 3.18. Esquema
mecanistic de les especies Hg-

MT detectades en les
valoracions de Zn,- MT amb
i} Hg(ll) a pH 3 (apo- MT) en el
HigehT &5 Ha-e:hT Ee Ho- e qual s'indiquen les similituds
estructurals entre els agregats

metallics de les diferents

valoracions i les geometries de

o ol B2 HycoMT s Hy ol

coordinacié6 majoritaries dels
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ions Hg(ll).

Les tres valoracions segueixen mecanismes de reaccio analegs fins a
arribar a la formacioé de I'espécie Hg,- MT. A partir d'aguesta especie,
I'addicio de HgCl, o Hg(ClO,), provoca que els agregats Hg(ll): MT

evolucionin per mecanismes diferents.

Les especies que es detecten en les tres valoracions presenten la

mateixa estequiometria Hg(ll): MT. En la valoracio efectuada afegint

Hg(ClO,), es formen addicionalment Hg,- MT i Hg,- MT.

Fins a la formacié de Hgs,- MT, en les tres valoracions sassoleixen

espécies amb estructures poc quirals.

Els agregats metal lics amb una relacié molar Hg(ll): MT més gran que

6 mostren una quiralitat superior en preséncia de CI i inclus major si es

formen sota control termodinamic.

En els tres casos estudiats, les espécies Hg,- MTiHg,- MT presenten

estructures similars (Figures 3.19. i 3.20.).
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Figura 3.19. Espectres de DC de Figura 3.20. Espectres de DC de
I'espécie Hg,- MT obtinguda afegint I'espécie Hgs- MT obtinguda afegint
HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i
t=0h i afegint-hi Hg(CIlO,), a t=24h. t=0h i afegint-hi Hg(ClO,), a t=24h.

Les especies formades en la segona meitat de les valoracions amb
HgCl, presenten estructures analogues entre elles i diferents de les
obtingudes addicionant Hg(CIO,), (Figures 3.21.i 3.22.).

futay Ae
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Figura 3.21. Espectres de DC de Figura 3.22. Espectres de DCde les
'espécie Hgg- MT obtinguda afegint especies: Hg,;- MT, obtinguda
HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i afegint HgCl, o Hg(ClO,), a Zn,-
t=0h i afegint-hi Hg(CIO ), a t=24h. MT a pH 3 a t=24h, i Hg;,- MT

obtinguda afegint-hi HgCI, a t=0h.

Com a consequéncia de que les especies Hgg- MT i Hg,; , - MT
presentin estructures diferents segons s'obtinguin afegint HgCI, o
Hg(ClO,), cal deduir que el CI' participa activament en I'estructuracio
d'aguests agregats. Aixi mateix, el fet que la quiralitat de les especies
obtingudes a t=24h sigui major que la de les assolides a t=0h indica que

cal un temps minim per a la conformacié de I'agregat més estable.
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La similitud entre els mecanismes de reaccié de les valoracions
efectuades en preséncia de CI' a t=24h i t=0h permet afirmar que
I'evolucié de Zn,- MT en ser valorada amb HgCl, és independent de si la
valoraci6 es porta a terme sota criteris de control cinetics o

termodinamics.

A l'esquema s'indica amb zones ombrejades les diferents geometries
de coordinacié majoritaries del Hg(ll) en les espécies detectades.
S'observa que en les tres valoracions el Hg(ll) adopta, primerament, un
entorn de coordinacio tetraedric, seguidament digonal, després trigonal
i finalment un altre cop digonal. També es formen espécies amb entorns

de coordinacid mixtes.
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3.3. Valoraci6é de Zn,- MT recombinant de ratoli amb
HgCl, a pH variable (LAMINA 7)

L'esquemade reaccio gue segueixl'especie inicialguan s'addiciona Hg(ll)
a pH variable és el seguent:
Zn,- MT  Zn,Hg,- MT  Zn,Hg,- MT  Hg,- MT  Hg,- MT

Hgy- MT  Hg,- MT

Una comparacio global de les dades espectroscopiques enregistrades
durant la valoracié de Zn,- MT amb HgCl, a pH variable, amb les
descrites anteriorment a pH 7 i 3 permet determinar clarament que la
primera fase de la valoracié segueix la mateixa evoluci6 que la
corresponent a pH 7. El fet que la valoracié efectuada a pH 7 a t=0h
mostri, a partir del 6€ eq de Hg(ll) afegit, un mecanisme de reacci6 analeg
al descrit a pH 3 no permet assegurar que el comportament observat a
partir del 4t eq de Hg(ll) afegit en la valoracio a pH variable sigui atribuit
al descens del pH i, per tant, impossibilita detectar, mitjancant la
comparacié dels espectres de DC, a partir de quin punt comenca a
disminuir el pH en aquesta valoracio. Aixi doncs, quan es comparen els
espectres de DC corresponents als agregats Zn,Hg.- MT, obtingut a pH
variable, i Hg,- MT, obtingut a t=0h a pH 7 i a pH 3, s'observa que la
primera espécie presenta una empremta espectral intermitja entre les
altres dues (Figura 3.23.). Es proposa que possiblement en aquest punt

de la valoracio el pH ja sigui inferior a 7.

La superposici6 dels espectres de DC de les darreres especiesde les tres
valoracions efectuades a t=0h, a pH variable, 7 i 3, mostra forca
diferéncies (Figura 3.24.). S'observa que Hg,,- MT a pH variable és
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estructuralmentanaloga a l'agregat Hg,- MT que es forma en la valoracio
efectuada a pH 3 a t=0h (Figura 3.25.) pero que al cap de tres dies el seu
espectre és meés proper al de I'especie final que s'assoleix a pH 3 a t=0h,
Hg,,- MT (Figura 3.26.).
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Figura 3.23. Espectres de DCde les
espécies Hgs- MT i Zn,Hgs- MT
obtingudesafegint HgClL a Zn,- MT
at=0hapH 7o0pH 3, la primera,ia
pH variable la segona.
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Figura 3.25. Espectres de DCde les
especies: Hgg- MT, obtinguda
afegint HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a
t=0h, i Hg,;- MT afegintli a pH
variable.

Figura 3.24. Espectres de DCde les
espécies Hg,;;- MT, Hg,,- MT i
Hg,,- MT obtingudes afegint HgCl,
a Zn,- MT a pH 7, 3 i variable,
respectivament.
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Figura 3.26. Espectres de DCde les
espécies: Hg,,- MT, obtinguda
afegint HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a
t=0h, iHg,,- MT, obtinguda afegint-
lia pH variable a t=0h i t=10dies.
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3.4. Comparacié amb les dades bibliografiques

Les dades bibliografiques

= — opo-a MT

referents ala coordinaci6 de , I
-
Hg(ll) al fragment de la , l
MT es limiten als estudis de .a ‘I l t‘
L] Ha =
Stillman i col laboradors =@eosv oo A B m".'.::
. vt [ i sarmbgth £ na irond CO sigrd

amb apo- MT i Zn,- MT _ :

Figura 3.27. Espectres de DC
corresponents a la isoforma enregistrats a pH 7 i a 20 °C per a

diferents solucions d'apo- MT 2 de
2 nativa de fetge de conill en fetge de conillamb relacions molars

Hg(ll): MT creixents. Al costat es
ser valorades amb HgCl, a mostra Il'esquema de reaccio THe"

: : loraci6.
pH 7 (Flgures 397 i proposat per a aquesta valoracié
L
3.28.)."* En ambdues valoracions els autors proposen la Haua MY
. : i

formacio de les espécies Hg,- MT i Hg,;- MT. La primera .,m

espécie mostra un espectre de DC identic en els dos casos
a m b bandes a 260(+), 280(-),
300(+) i 320(-) nm i es

[ )
Ll proposa que el Hg(ll)
-
we presenta entorns de
I: coordinacié exclusivament

. tetraedrics. Hg,,- MT

-
H ‘"T E [ ] - ] E -
g £ ey = presenta en els dos casos

womgOugal  Cigura 3.28. Espectres de DC
enregistrats durant la valoracié de
Zn,- MT 2 de fetge de conil amb
Hg(ll) a pH 7 i a 20 °C. Al costates

espectres de DC molt poc

intensos i resolts.

g mostra Il'esquema de reaccid
proposat per a aquesta valoracio.
Quan es comparen les
Hyyx WT
s Hg™

mmmad  d2des bibliografigues esmentades amb les obtingudes en

aquest estudi el que destaca és que, en general, les
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valoracions bibliografigues mostren uns espectres molt menys resolts que
els que s'obtenen en aquest treball. La causa més probable d'aquestes
diferéncies és que la puresa de la proteina nativa és forca inferior a la de
la proteina recombinant emprada en aquest estudi. Tot i aixi,
independentment de la intensitat i resolucid dels espectres de DC es
detecten algunes similituds entre les dades bibliografiques i les es

presenten en aquest treball perd també diversos punts de discordanca.

Obviament, no és possible comparar les dades referents a la valoracié
d'apo- MT a pH 7 ja que en aquest treball no s’ha considerat adequat
treballar amb les formes apo de les proteines a pH 7 per motius de

sensibilitat a I'oxidacio i quantitat de proteina requerida.

La comparacio de les valoracions de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 indica
que les primeres fases d'ambdues sén similars. L'espécie Hg,- MT
postulada per Stillman i col laboradors presenta un espectre de DC i, per
tant, una estructura, molt semblant al de l'espécie Zn,Hg,- MT
caracteritzada en aquest treball, si bé els autors proposen que la primera
no conserva cap io6 de Zn(ll) coordinat al cluster. A partir d'aquest punt no
s'observa cap altra coincidencia nien I'estructura ni en lestequiometria de
les espécies proposades tot i que l'addicié del 6& eq de Hg(ll) podria
donar lloc a una especie Hg,- MT similar a I'obtinguda amb la proteina
recombinant, pero la manca de resolucio de les dades bibliografiques
impedeix fer-ne una comparacio exhaustiva.

Elfet que en la bibliografia es proposi la formacio de Hg,- MT tant a partir
de Zn,- MT comd'apo- MT sembla corroborar I'abséncia d'ions Zn(ll) en
I'agregat metal lic, pero I'observacio que el seu espectre de DC coincideix

amb el de I'especie Zn,Hg,- MT caracteritzada en aquest treball planteja
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una questio a resoldre. A tal efecte cal considerar la realitzacié d'un
assaig que demostra que la coordinacio del Zn(ll) a la proteina és

indispensable per a la conformaci6é de Zn,Hg,- MT.

La Figura 3.29. mostra I'evolucié dels A
1A

espectres de DC enregistrats quan a 1

una solucié a pH 7 que conté l'espécie ™
Zn,Hg,- MT se |li afegeix
progressivament HCI 10* M fins que la a2

solucié assoleix un pH entorn de 3.

T T T T
S'observa que aquesta acidificacioporta Ay

., , .« . Figura 3.29. Espectres de DC
a la formacié de l'especie Hg,- MT, corresponents a la interconversio

. , de les especies Zn,Hg,- MT,
caracteritzada a pH 3 la qual no conté ,inguda a pH 7, i Hg,- MT,
ions de Zn(ll) coordinats. L'addicié SE‘“”QUda a pH 3, en funcio del
posterior de Tris-HCI 70 mMapH 7 ala
mateixa solucioé provoca un canvi d'estructuracioé i I'aparicié de la banda
situada a 244(+) nm caracteristica del Zn(ll) coordinat a la proteina per
donar lloc, novament, a la formaci6 de Zn,Hg,- MT. Aixi, aquesta
interconversié de les dues espéecies demostra que, en preséencia d'ions
Zn(Il) lliures al medi, el pHdetermina la coordinacio del Zn(ll) a la proteina
i, per tant, la seva estructura la qual déna lloc a un espectre de DC

caracteristic.

105



BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

3.5. Conclusions del comportament de Zn,- MT
recombinant de ratoli a diferents pH

L’analisi de les dades presentades i discutides als diferents pH, amb
diferents temps d’estabilitzacio i addicionant Hg(ll) en forma de HgCl, o
Hg(CIO,),, i la seva comparacié amb les dades bibliografiques, permet
establir el comportament del fragment MT enfront Hg(ll) d'acord amb

I'esquema seguent i proposar les conclusions que es detallen a

continuacié.
Independentment del pH, del temps pH 7 pH 3
d'estabilitzacié i de la sal de Hg(ll)| Zn,-eMT apo-aMT

addicionada, la coordinacié delHg(ll) a

Zn,- MT déna lloc, en els primers | 7. Hy-aMT == Hg-aMT
5Ny '

estadis de les valoracions, a espeécies \ /

que contenen 4 (Zn,Hg,- MT o Hg,-

Hy,-aMT
MT) i 6 (Hg,- MT) equivalents de
Hg(ll). / \
HyraMT
HaraMT
L'estructura de les espécies amb 4 1
eq de Hg(ll) és diferent a pH 7 i 3 a HymeeMT

causa de que a pH 7 I'agregat metal lic
format també conté Zn(ll) coordinat. Figura 3.30. Esquema general de les
especies detectades al llarg de la
Tot 1 aixi, ambdues estructures valoracié de zn,- MT amb Hg(ll).
s'interconverteixen baixant o pujant el pH. La geometria de coordinacié
del Hg(ll) en aquests agregats també depén del pH, essent mixta,
tetraedrica-digonal, a pH 7 i exclusivament tetraedrica a pH 3. D'acord
amb l'analisi realitzada, el Hg(ll) de Hg,- MT estaria coordinat Unicament

a S, mentre que en I'especie Zn,Hg,- MT molt probablement completa
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la seva esfera de coordinacié amb altres lligands presents al medi.

L'estructura de I'especie Hge- MTés

analoga en totes les valoracions
(Figura 3.31.). La geometria de

coordinacié que presenta el Hg(ll) en

Ly
L".

aquest agregat es exclusivament |

digonal en tots els casos excepte en = b b w0 o i S0 S e
Figura 3.31. Espectres de DCde les
especies: Hgg- MT, obtinguda
HgCl, a pH 3, les quals presenten afegint HgCl, a Zn,- MT a pH 7 a

) ) . t=24h i t=0h i Hg,- MT, obtinguda
Hg(ll) amb geometria de coordinacio afegint-hi Hg(CIO,), i Hge MT,
obtinguda afegint HgCl, a Zn,- MT
a pH 3 a t=24h, t=0h i afegint-hi

molt poc la seva estructura. Hg(CIO ,),.

les espécies que es formen afegint

mixta trigonal-digonal sibé aixo afecta

Les espécies amb una relacié6 molar Hg(ll): MT superior a 6 son

estequiomeétricament i estructuralment diferents a pH 7i 3.

Les geometries de coordinacid que adopta el Hg(ll) en les espécies
formades al llarg de les valoracions segueix, independentmentdel pH, del
temps d'estabilitzacié i de la presencia de CI o CIO, en el medi, l'ordre
seguent: tetraédric, digonal, trigonal i quan el nombre d'equivalents de

Hg(ll) addicionat s'acosta al nombre de S. . de la proteina, és a dir, 11,

Cys
les espéecies tornen a presentar un entorn de coordinacio digonal. Els
espectres de diferéncia d'absorcio UV-Visible de les espécies amb Hg(ll)
digonal formades en les etapes intermitja i final de les valoracions
indiguen que probablement els lligands de I'entorn de coordinacié del

metall sén diferents en els dos casos.

La utilitzacié de HgCl, o Hg(ClO,), com a agent valorant de Zn,- MT a
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gualsevol dels pH estudiats posa de manifest que:

A pH 7 en preséncia de CIO,, es reté el Zn(ll) coordinat a la proteina
durant més equivalents de Hg(ll) afegits.

Les espécies que, tenint la mateixa relacié estequiometrica
Hg(ll): MT, mostren geometries de coordinacio diferents pel Hg(ll),
presenten nombres de coordinacié superiors quan s'utilitza Hg(CIlO,),
com a agent valorant.

L'abséncia de CI al medi comporta un increment del nombre
d'espécies detectades al llarg de les valoracions.

Les especies formades en la segona meitat de les valoracions
realitzades afegint Hg(ClO,), presenten molt poca quiralitat i, per tant,
un grau d'estructuracidé baix, respecte als agregats corresponents
formats amb HgCl,.

L'addici6 de HgCl, o Hg(CIO,), a Hg,- MT a pH 3 ddna lloc a
mecanismes de reaccio diferents.

Tot aixo sembla indicar que el CI" juga un paper important en la dinamica
i 'estructuracio dels agregats metal lics Hg(ll)- MT. Aixi, els CI del medi
molt probablement participen en els entorns de coordinacid del Hg(ll)
donantlloc a enllagcos secundaris que afavoreixen unaestructuracié major
de moltes de les espécies formades, o bé participant en la seva primera
esfera de coordinacio. D'altra banda, la preséncia de CIO,, menys
coordinanti més voluminds que el Cl', no permet 'augment d'estructuracio
de les espécies formades i molt probablement no s'enllaca en la primera

esfera de coordinacié del Hg(ll).

Respecte al temps d'estabilitzacié cal destacar que influeix en el
mecanisme de reaccio de les valoracions realitzades a pH 7 perd no en
el de les dutes aterme apH 3. En qualsevol cas, la manca d'estabilitzacié

dels agregats Hg(ll)- MT detectats en les valoracions a t=0h queda
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reflectida en una quiralitat inferior dels espectres de DC de les espécies
d'estequiometria Hg(ll): MT superior a 6 la qual indica que molt
probablement el seu grau d'estructuracio és inferior al dels agregats
formats a t=24h.

La informacié bibliografica existent només aporta dades del
comportament de la proteina nativa a pH 7 pero concorda amb les dades
obtingudes en aquest treball pel que fa a l'estructura de la primera
espeécie postulada, a la geometria de coordinacié que hi presentael Hg(ll),
I al nombre d'equivalents de Hg(ll) pel qual s'assoleix la saturacio de la
proteina. No obstant aix0, hi ha diferéncies significatives en la proposta
estequiometrica, Hg,- MT versus Zn,Hg,- MT,ien I'evolucio general de
la valoracio. Aixi doncs, les dades bibliografiques permeten validar el
comportament del fragment de la MT recombinant de mamifer i posen
de manifest que, molt probablement, les diferencies observades entre

ambdues proteines son causades per la diferéncia en la seva puresa.
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