4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.1.Valoracié de Zn,;- MT a pH 7

4. Comportament de Zn,- MT recombinant de
ratoli
enfront de diferents especies 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).

4.1. Valoracio de Zn,- MT recombinant de ratolia pH 7
4.1.1. Valoracié de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 a t=24h
(LAMINA 8)

L’'analisi detallada dels espectres de DC, absorcié UV-Visible i diferencia

d’aquests darrers permet postular que I'evolucié de I'especie Zn,- MT

quan és valorada amb HgCIl, a pH 7 i a t=24h segueix I'esquema de

reaccio seguent:

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

Hgge- MT  Hge- MT  Hg,o- MT
Les dades i les evolucions espectrals més rellevants que permeten
postular I'existéncia d’aquestes espécies es comenten breument a

continuacio.

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

DC: El primer eq de Hg(ll) afegit provoca una disminucié de la intensitat
de la banda centrada a 244(+) nm, la qual indica la possible pérdua
d'algun i6 de zZn(ll) del cluster inicial, i s'observa la formacié d'altres
bandes a 265(+) i 300(-) nm.

UV: Hi ha un increment de I'absorci6 en tot el rang de (Figura 4.1.).
ED: La descomposici6 en gaussianes d'aquest espectre indica la
contribucioé de corbes a properes a 240, 260, 280, 300 i 320 nm. Aix0
indica que en l'espécie proposada el Hg(ll) presenta entorns de
coordinacio mixtes trigonals i/o tetraedrics i que possiblement part dels
Seys que inicialment eren terminals han esdevingut lligands pontals.

Zn,Hg,- MT

L _ =+ M mm—+ Al =30
DC: L'addicié de Hg(ll) fins al 4t 5
eq provoca un lleuger 15

desplacamentfinsa 243 nmiuna gg 14

petita pérdua d'intensitat de la 05

primera banda de l'espectre de =TT T T T
0123456789101 1EDB

I'espécie anterior. Aixo indica que
I ey cleHyll)

probablement es perd algun altre

., L Figura 4.1. Representaci6 grafica de la
i6 de Zn(”) inicialment en"a(}at & yariaci6 de I'absorcié a una  determinada

en funci6 del nombre d'equivalents de Hg(Il)
afegits al llarg de la valoraci6 de Zns;- MT

desplagament fins a 2781306 nm amb HgCl, a pH 7 a t=24h.

la proteina. S'observa també un

de les altres dues bandes de I'espectre aixi com una disminucié i un
augment respectiu de la seva intensitat.

UV: Hi ha un increment de I'absorci6 entot el rangde si bé s'observa un
canvi de pendent amb l'addicié de cada eq de Hg(ll) (Figura 4.1.).

ED: Amb l'addicio del 2n eq de Hg(ll) s'observa la contribucié addicional
d'una corba centrada a 230 nm, la qual augmenta a mesura que

disminueix el grau de participacié de la resta de gaussianes. Es proposa
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4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.1.Valoracié de Zn,;- MT a pH 7

gue en aquesta especie el Hy(ll) presenta entorns de coordinacié mixtes
trigonals i/o tetraedrics i digonals i que probablement el nombre de S,

terminals que esdevenen pontals és superior al de I'agregat Zn,Hg,- MT.

Hg.- MT

DC: L'addicio del 5e eq de Hg(ll) provoca un fort augment d'intensitat iun
lleuger desplacament fins a 238 nm de la banda més intensa de I'espectre
anterior. S'interpreta aquest corriment com al desenvolupamentd'aquesta
nova absorcio juntament amb la desaparicio de la banda causada per

I'enllac del Zn(ll) als S, de la proteina.

Cys
UV: S'observa una disminucio global de I'absorcio en tot el rang de per
sobre de 230 nm (Figura 4.1.).

ED: Aquest espectre mostra contribucions negatives per a totes les
absorcions aparegudes anteriorment excepte al voltantde 230 nm i aixo
indica que en aquesta especie el Hg(ll) esta enllacat Unicament de forma

digonal.

Hge- MT

DC: El 6e eq de Hg(ll) causa un petit desplacament fins a 241 nm i una
lleugera disminucio de la intensitat de la banda més intensa constituida
en l'especie anterior. Aixi mateix s'observa l'inici del desenvolupament de
bandes centrades a 270(+), 300(-) i 320(-) nm.

UV: L'absorcio augmenta linealment en tot el rang de des de 6 fins a 10
eq de Hg(ll) afegits.

ED: A partir d'aquest 6e eq de Hg(ll), tots els equivalents afegits fins
arribar al 9é presenten un ED similar, el qual indica que el Hg(ll) adopta

una geometria de coordinaci6 trigonal de tipus MerR.
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Hgg- MT

DC: La formaci6 d'aquesta espécie procedeix cooperativament des de
Hge- MT, mitjangant un punt isodicroic situat a 279 nm, i s'assoleix una
estructura altament quiral que no varia gaire malgrat la coordinacié de

més Hg(ll).

Hg,- MT

DC: L'espectre d'aquesta espécie és essencialment el mateix que el de
I'espécie anterior. S'observa pero una petita disminucio de la intensitat de
les bandes situades a 241(+) nm i 320 (-) nm, i un lleuger corriment de la

situada a 300(-) nm fins a 298 nm.

Hg,,- MT

DC: Aquest 10e eq de Hg(ll) afegit provoca una disminucio general de la
intensitat de totes les bandes i alhora un petit desplacament cap a
inferiors, excepte en la situada entorn de 240 nm.

Els espectres de DC corresponents a les addicions seglients marquen
I'inici de la desestructuracio de lagregat metal lic format, la qual transcorre
amb una disminucio de la intensitat de totes les bandes de l'espectre a
través d'un punt isodicroic situat a 279 nm.

UV: A partir d'aquest punt I'absorcié augmenta molt poc (Figura 4.1.).
ED: S'observa que l'addicié d'aquest eq de Hg(ll)provoca l'aparicié de
contribucions gaussianes assignades a la preséncia de Hg(ll) digonal a

més a més de les descrites per a Hg(ll) trigonal.

4.1.2. Valoraci6 de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 a t=0h (LAMINA
9)

112



4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.1.Valoracié de Zn,;- MT a pH 7

La comparacié de les dades espectrals enregistrades al llarg de la
valoracié de Zn,- MT amb HgCI, a pH 7 a t=0h amb les obtingudes a

t=24h permet afirmar que el mecanisme de reaccié seguit en ambdues
valoracions és diferent a partir del 3r eq de Hg(ll) afegit. L'esquema de
reaccioé que es proposa per a aguesta valoracio és el seguent:
Zn,- MT  Zn Hg,- MT  Zn Hg,- MT  Zn,Hg,- MT  Hg.-
MT
Hg,- MT  Hg,,- MT

La primera especie, Zn,Hg,- MT, presenta un espectre de DC forca
semblant al del mateix agregat constituit a t=24h tot i que el grau
d'estructuracié de I'espécie a t=0h és lleugerament inferior (Figura 4.2.).

Analitzantindependentment la formacié

d'ambdues especies, a t=24h i t=0h, s

=

s'observa que la banda atribuida al " e

Zn(ll) enllagat a la proteina, situada a
1

244(+) nm, decreix molt més ol

rapidament en el primer cas i aixo

il ) Z-III.I' Iél.l' !?I|I.| .'nl!ll.l J\'.:-I.l 3-|IIIJ 3\;||.|'“I“3HI.I
sembla indicar que probablement Figura 4.2. Espectres de DC de
'especie ZnHg,- MT obtinguda
afegint HgCl, a Zng;- MT a pH 7 i
t=24h i t=0h.

I'especie Zn,Hg,- MT formada a t=0h
manté o tots o un nombre superior de
Zn(ll) coordinats. En qualsevol cas I'ED de ZnHg,- MT indica que el

Hg(ll) es coordina tetraedricament i/o trigonal a S.. La primera fase de
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BLOC Il. Descripcié i discussi6 dels resultats

la valoracio arriba fins a la formacié de

I'especie Zn,Hg,- MT la qual
mostra un espectre de DC similar al de
l'agregat Zn Hg,- MT obtingut en la
valoracié at=24hi, per tant, es proposa
gue ambdues espécies adopten
estructures similars (Figura 4.3.). Els
ED corresponents indiquen que també
I'entorn de coordinacié del Hg(ll) és el
mateix, tetraédric-digonal, en ambdds
agregats. La seglent especie
proposadaat=0h, Zn,Hg,- MT, mostra
un espectre de DC diferent del de
de
d'estequiometria similar formades a

t=24h (Figura 4.4.) i presenta Hg(ll)

qualsevol les espécies

digonal. A partir d'aquest punt
I'evolucié de les espécies en coordinar
Hg(ll) at=0h segueix un mecanisme de
reaccio ben diferent del seguit a t=24h
i, per tant, déna lloc a agregats
metal lics d'estructures diferents les
quals presenten un grau de quiralitat
molt inferior a I'assolit perles formades

a t=24h (Figura 4.5.). Pel que fa als

A
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Figura 4.3. Espectres de DC de les
especiesZn Hg,- MTiZnHg,- MT
obtingudes afegintHgCL a Zn;- MT
a pH 7 a t=24hi t=0h
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Figura 4.4. Espectres de DC de les
especies Zn Hg,~ MT i Hgs- MT,
obtingudesafegint HgCL, a Zng;- MT
a pH 7 a t=24h, i Zn,Hg,~ MT,
ohtinanda afeaint-li a t=0h
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Figura 4.5. Espectres de DC de
I'espécie Hg,,- MT obtinguda
afegint HgCl, a Zn;- MT a pH 7 a
t=24h i t=0h.

entorns de coordinacid del Hg(ll) s'observa que I'espécie Hg.- MT conté

Hg(ll) trigonal i a partir de Hg,- MT la coordinacié dels metalls és mixta
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4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.1.Valoracié de Zn,;- MT a pH 7

trigonal-digonal tendint cap a la digonal per a la darrera espécie

proposada.

La comparacio dels entorns de coordinacié del Hg(ll) en les espécies
detectades en aquesta valoraci6 amb els dels agregats metal lics
proposats a t=24h sembla indicar un lleuger "avangament" de la valoracio
efectuada a t=0h respecte a la de t=24h ja que en el primer cas el Hg(ll)
adopta geometries de coordinacié que es detecten a t=24h per a espécies

amb un nombre d'equivalents de Hg(ll) superior.

4.1.3. Valoracio de Zn,- MT amb Hg(CIO,), a pH 7 a t=24h
(LAMINA 10)

L'estequiometria de les espeéecies que es formen quan Zn,- MT és
valoradaamb Hg(ClO,), apH 7 iat=24hila geometria de coordinacio que
el Hg(ll) presenta en la majoria d'elles sén analogues a les observades
guan a la mateixa proteina se li addiciona HgCl, en les mateixes
condicions. Tot i aixi, cal destacar que ambdues valoracions evolucionen

per camins de reacci6 diferents a partir de la formacio de Zn Hg,- MT.

As
La comparacié de les dades de DC s .r':

d'ambduesvaloracions permetdetectar ° S——

gue la disminucio de la intensitat de la
11

banda assignadaal Zn(ll) coordinatala |

proteina és similar si es comparen les

T T T T T T T
Iy 240 el 2RO M 326 5400 San kRO
nm

especies ZnHg,- MT obtingudes Figura 4.6. Espectres de DC de
o . 'especie ZnMHg,- MT obtinguda
addicionant HgCIz 0 Hg(C|O4)2 (F|gura afegint HgCl, a Zn;- MT a pH 7 a

t=24h o afegint-hi Hg(CIO,)..
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4.6.). Encanvi, peral'especie Zn Hg,- MT s'observa una disminucio molt
més acusada de la intensitat d'aquesta banda en el cas de la valoracio
efectuada amb Hg(CIO,), (Figura 4.7.). Tot aix0 indica que si bé s'ha
proposat la mateixa estequiometria Zn,Hg,- MT i Zn Hg,- MT per a les
especies obtingudes en ambdues valoracions, molt probablement el valor
de x sigui el mateixen els dos casos pero el de y siguiinferior en l'agregat
assolit amb l'addici6 de Hg(ClO,),. Aixi mateix, sobserva que,
independentment de la seva estructura, les espécies amb una relacio
estequiometrica Hg(ll): MT superior a 4 presenten uns espectres de DC
quatre vegades menys intensos en el cas de la valoracio amb Hg(ClO,),
(Figura 4.8.).

As "!‘Ezu-

i 10+

] N e

11+ /

-1H
13
T T T T T T T i T T T T T T T

oy 240 2600 IS0 MM 320 540 Sl‘iﬂnn;‘ﬂﬂ 2 240 ol IEp 5000 5200 340 5l!||.Im"5HI]
Figura 4.7. Espectres de DC de Figura 4.8. Espectres de DC de
l'espécie Zn/Hg,- MT obtinguda I'espécie Hg,,- MT obtinguda
afegint HgCl, o Hg(ClO,), a Zn;- afegint HgCl, o Hg(ClO,), a Zn,-

MT a pH 7 a t=24h. MT pH 7 a t=24h.
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oo,
t= 24h
4.1.4. Conclusions per
a la valoraci6 de Zn,-

MT recombinant de

ratoli a pH 7

Les discussions i

ZNHAENMT =
£ HgeMT = Hoa it

comparacions realitzades
per a les valoracions de
Zn,- MT amb Hg(ll) a pH

7 permeten proposar
'esquema de reacci6
segient i arribar a les
conclusions generals que
es detallen tot seguit.

HogpMT 32 Hop T
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I Hn) tetraedric ifo trigonal

[ Ha() tetraedric-digonal

[ Hai trigoal
Figura 4.9. Esquema mecanistic de les especies Hg-
MT detectades en les valoracions de Zn,- MT amb |:| Hgll) trigonal-digonal

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

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

Els mecanismes de reacci6 de les tres valoracions s6n analegs fins a
la formacio de les especies Zn Hg,- MT iZnHg,,- MT. A partir d'aquest
punt cada valoracié evoluciona per un cami de reaccié diferentdonant lloc

a especies diferents.

En contra del que s'ha observat pel fragment , en aquest cas la
substitucio de zZn(ll) per Hg(ll) és més rapida en abséncia de CI en el

medi.

El fet que l'especie ZnHg,- MT obtinguda a t=0h presenti una
estructura semblant a la de Zn ,Hg,- MT assolida a t=24h indica que en
la primera valoracié es constitueixen amb menys equivalents de Hg(ll)
espeécies gue, termodinamicament, requereixen un nombre superior de
Hg(ll) per a la seva formacio. Aquest "avancament" de la valoracié
realitzada a t=0h també es detecta en l'evolucié de les geometries de
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4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.1.Valoracié de Zn,;- MT a pH 7

coordinacio que pren el Hg(ll) en les diferents espéecies detectades. Aixi,
en la valoraci6 efectuada a t=0h s'observa que espécies amb la mateixa
relacié molar Hg(Il): MT que les obtingudes a t=24h presenten Hg(ll) amb
entorns de coordinacio caracteristics d'especies assolides a t=24h amb

una relacio estequiométrica major.

A partir de Zn, ,Hg,- MT, les especies obtingudes en la valoracié amb
HgCl, i at=24h presenten un grau d'estructuracié major que les assolides
a t=0h i amb Hg(ClO,),. Aix0 indica que, a pH 7, per tal d'assolir els
agregats Hg(ll)- MT de major estructuracié cal realitzar les valoracions

sota control termodinamic i en presencia de Cl” al medi.

La geometria de coordinacié majoritaria del Hg(ll) en les especies
proposades, la qual es mostra amb zones ombrejades a l'esquema,
apareix segons l'ordre: tetraédric, digonal i trigonal, si bé es detecten

espéecies amb Hg(ll) mixtes tetraedrics-digonal i trigonals-digonal.

Que a t=24h la geometria de coordinacié del Hg(ll) no varii entre les
especies obtingudes en les valoracions efectuades addicionant HgClI, o
Hg(ClO,), indica que probablement el CI" no participa en els enllagos

primaris del Hg(ll) dels agregats Hg(ll)- MT.

El fet que la preséncia de CI' o CIO, al medi determini el grau
d'estructuracié de les especies assolides porta a concloure que en els
agregats Hg(Il)- MT el Hg(ll) interacciona amb el CI" donantlloc a enllagos
secundaris que permeten una estructuracio addicional del cluster metal lic

format.
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4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.2.Valoracié de Zn,;- MT a pH 3

4.2.Valoracio de Zn,- MT recombinant de ratolia pH 3

4.2.1. Valoracio de Zn,- MT amb HgCl, a pH 3 a t=24h
(LAMINA 11)

Les dades espectroscopiques de DC, absorcié UV-Visible i diferéncia
d’aquestes darreres enregistrades al llarg de la valoraci6 de Zn,- MT
(apo- MT) amb HgCl, a pH 3 i a t=24h permeten proposar I'esquema de
reaccio seguent:
apo- MT  Hg,- MT  Hg,- MT  Hgs- MT  Hg,- MT
Hg,- MT  Hg,,- MT

La discussio que porta a postular I'existencia d’aquestes espécies és la

gue segueix.

Hg,- MT
DC: S'observa que la coordinacio dels 3 primers eq de Hg(ll) confereix

molt poca estructuracio a la

proteina i aixo es reflecteix en

=+ 20—+ Xl —+ 300
una baixa quiralitat de la 14
mateixa. 1%
UV: S'observa un augment de Aﬁgg
I'absorci6 en tot el rang de a4
enregistrat, si bé es detecta un "’3 -

01234567838 9101M121
i eqy de Hyll

Figura 4.10. Representacié grafica de la

del 3r equivalent (Figura 4.10.).  variaci6 de I'absorcié a una  determinada
. en funci6 del nombre d'equivalents de Hg(Il)

ED: Mostren que els dos primers  afegits al llarg de la valoracié de Zn;- MT

amb HgCl, a pH 3 a t=24h.

canvi en les absorcions a

superiors a 240 nm amb I'addicio
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eg de Hg(ll) adopten una geometria de coordinacio tetraédrica mentre que
el 3r presenta contribucionsinferiors de les bandes assignades a aguesta
coordinacio i un augment de l'atribuida a la geometria digonal. Aixi doncs,
en aquesta espécie el Hg(ll) mostra un entorn de coordinacido mixte

tetraedric-digonal.

Hg,- MT

DC: L'addicié d'aquest 4t eq de Hg(ll) causa la formacioé de bandes poc
intenses i amples: positiva entre 235 i 255 nm i negativa entre 280 i 350
nm. Aquest espectre mostra que l'especie Hg,- MT és un intermedi
detectable des de Hg,- MT cap a Hg.- MT perqué presenta unes bandes
que es desenvolupen del tot per a I'agregat metal lic seguient.

UV: S'observa un augment de l'absorcio for¢ca brusc en tot el rang de
(Figura 4.10.).

ED: Mostra la preséncia d'absorcions a 230 nm, assignades a Hg(ll)
digonal, pero també a 240, 260 i 280 nm les quals s'assignen a Hg(ll)
tetraedric i/o trigonal. El fet que la seguent addicié de Hg(ll) presenti un
ED caracteristic de Hg(ll) trigonal de tipus MerR determina que es proposi
que Hg,- MT presenta Hg(ll) amb entorns de coordinacié mixtes digonals-

trigonals.

An
i+

1+
Hgs- MT Q
DC: Des del 3r fins al 5& eq de Hg(ll)

-1iH
afegits s'observa la formacié d'un = v

cluster molt similar al que s'ha descrit =0 0 0 @ 5w s 50 s

Figura 4.11. Espectres de DCde les

espécies: Hgg- MT, Hgg- MT, Hg,-

valoracié duta aterme apH 7 at=24h, MT 1 Hgi- MT obtingudes
afegintHgCl, a Zng;- MT a pH 7 a

Hge- MT, Hgg- MT, Hgg- MT i HQ,,- t=24hiHg.- MT obtinguda afe gint-li
a pH 3 a t=24h.

per a les darreres especies de la
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MT (Figura 4.11.).

UV: Tots els eq de Hg(ll) afegits provoquen canvis de pendent en
I'absorci6 fins a arribar a aquest 5é eq. A partir d'aquest punt lI'absorcié
augmenta en tot el rang de si bé hi ha una disminucié del pendent a
partir del 6€ i 7€ eq de Hg(ll) afegits (Figura 4.10.).

ED: S'observa un canvi en la contribucié gaussiana que genera els
espectres la qual indica que el 5é eq de Hg(ll) afegit presenta Unicament
Hg(ll) trigonal de tipus MerR.

Hg,- MT

DC: S'observa un desplacament general cap a inferiors de totes les
bandes formades en 'especie anterior. Aixi mateix, les bandes situades
a 240(+), 268(+) i 320(-) nm disminueixen la seva intensitat, o potser fins
i tot desapareixen les duesdarreres, i la primera es descomposa en dues
meés centrades a 236(+) i 252(+) nm.

ED: Tot i que continua havent-hi la participaciéo gaussiana assignada a
Hg(ll) trigonal de tipus MerR, aquesta especie presenta també Hg(ll)
digonal. La disminuci6 global i la desaparici6 final de les contribucions
atribuides a Hg(ll) trigonal indica que les espécies segients només
presenten Hg(ll) digonal.
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Hge- MT

A
DC: L'addici6é d'aquests dosnous eq de

Hg(ll) causa una disminucio de la

intensitat de les bandes menys /
e
energetiquesitambé un desplacament N

de la centrada a 287(-) nm fins @ 279w v 0 20 s s e she sk

nm. S'observa, perc‘)’ que I'embolcall Figura4.12. Espectres de DCde les
espécies Hgg- MT i Hgge MT

espectral continua essent similar al de obtingudes afegint HgCl, a Zn,- MT

<. . R a pH 3 at=24h.

les espécies anteriors pero desplacat

cap a inferiors (Figura 4.12.).

Hg,,- MT

DC: S'observen el mateix tipus de canvis espectrals que els descrits en
I'etapa anterior fins a assolir la saturacié de la proteina per a 12 eq de
Hg(ll) afegits a partir dels quals I'espectre de DC que mostra I'addicié

segient no modifica aguest sin6é que s'hi sobreposa.

4.2.2. Valoracio de Zn,- MT amb HgCl, a pH 3 a t=0h (LAMINA
12)

La comparacio de les dades espectroscopiques enregistrades al llarg de

la valoracio de Zn,- MT (apo- MT) recombinant de ratoli amb HgCl, a pH

3 at=0h amb les de I'efectuada a t=24h, permet afirmar que l'evolucié de

122



4. Comportament de Zn,- MT enfront de Hg(ll) 4.2.Valoracié de Zn,;- MT a pH 3

I'apo- MT en preséncia de HgCl, procedeix per un mecanisme de reaccio
totalment diferent en ambddés casos tot i que l'estequiometria de les
especies formades és la mateixa excepte en que, en aquest cas, no
s'arriba a la formacioé de Hg,,- MT siné que la saturacio de la proteina

s'assoleix per a 9 eq de Hg(ll).

L'analisi dels espectres de DC d'aquestes espécies indica que Hg,- MT
presenta una estructura probablement similar a la corresponent a t=24h
(Figura 4.13.) pero, a diferéncia d'aquesta, els ED indiquen que tots els
ions Hg(Il) presenten una geometria de coordinacio tetraedrica. Hg.- MT
presenta una estructura diferent de la de I'agregat format a t=24h (Figura
4.14.) i, tot i que el Hg(ll) presenta el mateix entorn de coordinacid, no
prové d'un intermedi amb geometria de coordinacié mixta sin6 Unicament
digonal. L'addicié del 6& eq de Hg(ll) provoca un canvi estructural
dramatic, ben diferent del que té lloc en la valoraci6 a t=24h, el qual porta,
en addicionar el 7¢ eq, a la formacié d'una estructura for¢ca quiral que
practicament no varia en afegir més ions de Hg(ll) tot i que la saturacié de

la proteina no s'assoleix fins a I'addici6 del 9¢€ eq.

T T T T T T
330 B0 B0 asd SO0 520 340 540 B4 S R T T T
nmny

Figura 4.13. Espectre de DC de
I'espécie Hg;- MT obtinguda afegint
HgCl, a Zng;- MT a pH 3 a t=24h i
t=0h.

Figura 4.14. Espectre de DC de
I'especie Hgs- MT obtinguda afegint
HgCl, a Zn;- MT a pH 3 a t=24h i
t=0h.
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4.2.3. Valoracio de Zn,- MT amb Hg(CIO,), a pH 3 a t=24h
(LAMINA 13)

La sequencia de les espécies que es formen quan Zn,- MT (apo- MT) es
valora amb Hg(CIlO,), a pH 3 i at=24h és gairebé la mateixa que la de les
valoracions efectuades amb HgCl, excepte en que en aquesta valoracio
es forma Hg,,- MT i no Hg,- MT. Tot i aixi, I'analisi de les dades de DC
mostra que les espécies assolides al llarg d'ambdues valoracions, malgrat
la seva coincidéncia estequiometrica, son estructuralment ben diferents
(Figures 4.15., 4.16., 4.17. i 4.18.), amb l'excepci0 de Hg,- MT,
d'estructura molt poc quiral (Figura 4.15.). Les dades dels ED indiguen
que, excepte la primera especie, Hg,- MT, la qual presenta en aquest cas
tots els ions Hg(ll) amb una geometria de coordinacio tetraédrica, I'entorn
de coordinacié del Hg(ll) en tots els agregats Hg(ll)- MT formats

coincideix en ambdues valoracions.

5=

114
i
-5 1
P

=11H L

15
-2+

m(\ 1

-11H
-11H4

T T T T T T T T T T T T T T
20 240 e RS0 M0 3320 340 Ged S0 2 4 za0 B0 3D 3200 400 Sal BHO
nm nm

Figura 4.17. Espectres de DC de Figura 4.18. Espectres de DC de

I'especie Hg,- MT obtinguda afegint I'especie Hg,,- MT obtinguda
HgCl, o Hg(ClO,), a Zng- MT pH 3 afegint HgCl, o Hg(ClO,), a Zn,;-
a t=24h. MT a pH 3 a t=24h.
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4.2.3. Conclusions per a la valoracio de Zn,- MT recombinant

de ratoli a pH 3

La comparaci6 de totes les dades i les discussions realitzades respecte

al comportamentde Zn,- MT (apo- MT) en ser valorada amb Hg(ll) a pH

Hg - GMT

|

Ha MT

t=24h

apo-fi T

HoqgMT 3= too ot

F  HoyguT
F£  HoggMT
HG - FMT

oo,
t= 24h

#£  HypMT
S

HY M T
# ng'ﬁMT

3 porten a proposar
I'esquema global i les
conclusions generals

seguents.

I Hol1 tetragdric ito trigonal
[ Hatny tetraedric-digonal
[ HalI) trigonial

|:| Hoi Il trigonal-digonal

[ ] M1 digoral

Figura 4.19. Esquema
me canistic de les espécies Hg-
MT detectades en les
valoracions de Zng- MT amb
Hg(ll) a pH 3 (apo- MT) en el

gual s'indiquen les similituds
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estructurals entre els agregats metal lics de les diferents valoracions i les geometries de

coordinacié majoritaries dels ions Hg(ll).

Els mecanismes de reaccié de les tres valoracions son analegs fins a
la formaci6 de la primera espécie, Hg,- MT. A partir d'aquest agregat, els
camins de reaccié que suposa la incorporacié de més equivalents de
Hg(ll) a la proteina son diferents en les tres valoracions. Aixi, es pot
afirmar que el temps d'estabilitzacié permés a cada equivalent afegit i la
presencia o abséncia de CI" determina el mecanisme de reaccié que

segueix I'espécie Hg,- MT en addicionar més ions Hg(ll).

Les especies Hg(ll)- MT que es formen en les tres valoracions
presenten les mateixes estequiometries Hg(ll): MT fins a la formacié de

Hg,- MT.
En la valoracio efectuada amb HgCl, a t=0h s'arriba a la saturacio de la
proteina per a 9 eq de Hg(ll) afegits, i no per a 12 com les altres dues

valoracions.

En la valoracié efectuada afegint Hg(ClO,), es forma Hg,,- MT en

comptes de Hg,- MT.

Pel que fa al grau d'estructuracié de les especies obtingudes en les tres
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valoracions cal destacar diferents situacions:

La coordinaci6 dels primers equivalents de Hg(ll) a I'apo- MT déna
lloc, en les tres valoracions, a unes espécies Hg,- MT i Hg,- MT molt
poc quirals, i per tant, amb uns graus d'estructuracié molt baixos. Tot
i aixi, cal destacar que la quiralitat de I'espécie Hg,- MT obtinguda

afegint Hg(ClO,), és inferior que la de la mateixa espécie obtinguda

amb HgCl,.
Hg.- MT presenta una estructura molt més quiral en la valoracié
efectuada amb HgCl, a t=24h. Az e

Les espécies Hg,- MT presenten

estructures diferents pero de "/ v jf-—*‘-'
quiralitat comparable (Figura 4.20.). ] _

L'estructura de les darreres

T T T T T T T
Iy 240 el 2RO M 326 5400 San kRO
nm

espécies obtingudes afegint _
Figura 4.20. Espectres de DC de

Hg(ClO,), mostra un descens molt I'especie Hg;- MT obtinguda afegint
o HgCl, a Zng- MT a pH 3 a t=24h i

fort de la quiralitat mentre que en (=on j afegint-hi Hg(CIO,),.

preséncia de CI- mantenen el grau d'estructuracié propi de Hg,- MT.
Aixi doncs, tot aixo porta a concloure, d'una banda, que la preséncia de
CI o CIO, repercuteix més significativament en el grau d'estructuracio
dels agregats Hg(ll)- MT formats al final de les valoracions. La segona
conclusié que cal destacar €s que a t=0h no sembla que hi hagi una
manca d'estructuracio causada per un temps d'estabilitzacié insuficient
sind que es formen especies amb estructures diferents. A més a més, el
fet que la saturacio de la proteina s'assoleixi per a un nombre d'eq de
Hg(ll) inferior al de la valoracio realitzada a t=24h, 9 eq de Hg(ll) respecte
a 12, indica que la valoracio efectuada a t=0h s'avanca a la que procedeix

a t=24h.
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La geometria de coordinacié majoritaria del Hg(ll) s'indica amb zones
ombrejades a l'esquema. S'observa que, malgrat les diferéncies
estructurals, les espéciesformades a partir de Hg,- MT mostren el mateix
entorn de coordinacié per a una mateixa relacido molar Hg(ll): MT. Tot
aixo indica que la presencia de CI fa que augmenti el grau d'estructuracié
de les espécies, pero el fet que lageometria de coordinacio del Hg(ll) en
totes elles sigui independent de la seva preséncia fa proposar que
I'augment estructural és causat per interaccions CI" - Hg(ll) en la segona

esfera de coordinacié del Hg(ll).
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4.3. Valoracié de Zn,- MT recombinant de ratoli amb

HgCl, a pH variable
(LAMINA 14)

L'esquemade reacci6 que segueix Zn-
MT quan és valorada amb HgCl, a pH

variable és el seguent:

Zn,- MT  Zn,Hg,- MT
Zn,Hg,;- MT  Hg,- MT  Hg.-
MT
Hg,- MT  Hg,- MT  Hgge- MT

Una analisi exhaustiva de les dades
espectroscopiques de DC, absorcio
UV-Visible i

darreres

diferencia d’'aquestes

enregistrades al llarg
d'aquesta valoracié i una comparacio
d'aquestes amb les de les valoracions
efectuades a pH 7 i a pH 3 posa de
manifest que aquest procés evoluciona
a pH 7 fins a l'addicié del 6& eq de
Hg(ll) i que a partir d'aquest punt
transcorre a pH 3.
Aixi, la superposicio dels espectres de
DC de les especies ZnHg,- MT,
ZnHg,- MT, Hg,- MT, Hgs- MT i Hge-
MT assolides a pH variable amb els

corresponents als agregats de la

" e

&
1+

-15+

3

T

T T T T T T T
40 2e0  E0 500 5X0 340 560 SHO
=111

Figura 4.21. Espectres de DCde les
especies: Zn,Hg,- MT, obtinguda
afegint HgCl, a Zng;- MT a pH 7 a
t=0h, i ZnHgs- MT, obtinguda
afegint-li a pH variable.

Ag §
4

-1

-
™
1

21

M0 60 I S0 S 4 sr',um.:nu
Figura 4.22. Espectres de DC de

I'espécie Hgs- MT obtinguda afegint

HgCl, a Zng- MT a pH 7 at=0h ia

pH variable.

Ao

114
4 Y

11

-15+

330 240 B0 asd S00 520 340 40 54D
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Figura 4.23. Espectres de DC de
I'espécie Hgg- MT obtinguda afegint
HgCl, a Zng;- MT a pH 3 at=0h ia
pH variable.
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mateixa estequiometria obtinguts a pH 7 indica que aquestes espécies
presenten estructures similars (Figures 4.21. i 4.22.). De la mateixa
manera es pot afirmar que l'especie Hg,- MT d'aquesta valoracioi la de
la mateixa estequiometria detectada a pH 3 també presenten una
estructura molt propera (Figura 4.23.). Els ED indiquen que en tots els
casos la geometria de coordinacié del Hg(ll) en totes les espécies

coincideix amb la de les equivalents a

pH 7 i 3. pH 7 pH 3
Zn-AMT apo-aMT

4.4, Conclusions del

comportament de Zng- MT l

recombinant de ratoli a |ZnHg-AMT

diferents pH Hg,-aMT

L'analisi i discussi6 de les dades T Hg;,lSMT

corresponents alavaloracié de Zn,- MT l

o BMT 55 HaeAMT

amb Hg(ll), addicionat en forma de
HgCl, o Hg(CIO,),, a diferents pH, 7, 3 i v
variable, i amb diferents temps| H3BMT
d'estabilitzacio, t=0h i t=24h, permeten l + Hg?:SMT
establir el comportament coordinatiu del Hg-aMT
fragment  enfront Hg(ll) i proposar

I'esquema de reaccio i les conclusions

H,-oMT
seguents. v
= Hga.m‘ﬁMT
Els resultats obtinguts en la valoracio Mg AMT l
de Zn,- MT amb Hg(ll) destaquen per la H,-ANT
12

seva diversitat enfuncioé de les variables

. . ., Figura 4.24. Esquema general de
pH, CI' o CIO, i temps d'estabilitzaci0. les espécies detectades al llarg de
la valoracié de Zng;- MT amb Hg(ll).
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Aquestat diversitat és molt superior a la que s'observa en el fragment

de la MT.

Independentment del pH, del temps d'estabilitzacié i de la sal de Hg(ll)
addicionada, la coordinacioé de Hg(ll) a Zn,- MT ddéna lloc a un elevat
nombre d'especies Hg(ll)- MT. La quantitat d'agregats detectada és
superior a pH 7 que a pH 3 ies pot afirmar que a pH neutre s'obté gairebé
un continu d'estequiometries Hg(ll): MT.

Els mecanismes de reacci6é que porten a la formacio de les espécies
Zn,Hg, ,- MT i Hg,- MT obtingudes respectivament a pH 7 i 3, aixi com
les seves estructures, son independents del temps d'estabilitzacié i de
l'addicio de HgCl, o Hg(CIO,),, pero l'estructura d'aquestes espécies
difereix en ambdds pH a causa de que a pH 7 I'agregat metal lic conté
Zn(ll) coordinat. EIHg(ll) d'aguestes espécies presenta una geometria de
coordinacio tetraédrica o mixta tetraedrica-digonal on els lligands soén els
S

oys de laproteina. En Zn Hg, .- MT probablement part dels S terminals

Cys

inicials esdevenen pontals.

L'especie Hg.- MT es forma en les ™
sis valoracions independentment del ’ L\ - -
pH, del temps d'estabilitzacio i de la sal \\W |
de Hg(ll) addicionada tot i que cada -

-1

combinacié d'aquests parametres

T 1 mo T w0 e s séunnitnn
determina una estructura diferent per a Figura 4.26. Espectres de DC de
] _ _ I'especie Hgs- MT obtinguda afegint
aquesta especie (Figures4.25.14.26.). HgCl, a Zn,- MT a pH 3 a t=24h i
t=0h i afegint-hi Hg(CIO ,),.
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La geometria de coordinacié del Hg(ll) en aquestes espécies és trigonal
a pH 3 i digonal a pH 7, excepte en la valoraci6 amb HgCl, a t=0h on es

detecta Hg(ll) trigonal.

Les espécies amb una relacié molar Hg(ll): MT superior a 5 sén
estequiometricament i estructuralment diferentsa pH 7 o 3 i, a cada pH,
aquestes difereixen també en funcié del temps d'estabilitzacio i de la sal
de Hg(ll) addicionada.

En el conjunt de les valoracions realitzades a pH 3 les espécies més
estables son les que es formen més rapidament (coincidéncia dels
controls cinetic itermodinamic). La similitud en el nombre, I'estequiometria
i la geometria de coordinacié del Hg(ll) de les espécies detectades en la
valoracié de Zn,- MT amb HgCl, a pH 7 a t=0h amb les anteriors €s
també indicativa de la coincidencia de major estabilitat amb major
velocitat de formacid. En canvi, lesrestants valoracions a pH 7 segueixen

criteris més termodinamics que no pas cinetics.

Les geometries de coordinacié que adopta el Hg(ll) en les espécies
formades al llarg de les valoracions segueix, independentment del pH, del
temps d'estabilitzacié i de la presencia de CI o CIO, en el medi, l'ordre
segulent: tetraedric, digonal, trigonal i quan el nombre d'equivalents de
Hg(ll) addicionat s'acosta al nombre de S de la proteina, és a dir 9, les
especies tendeixen a tornar a presentar Hg(ll) amb un entorn de
coordinacio digonal. Els espectres de diferencia d'absorcié UV-Visible de
les espécies amb Hg(ll) digonal formades en les etapes intermitja i final
de les valoracions indiquen que probablement els Iligands de I'entorn de

coordinaci6 del metall sén diferents en aquests dos tipus d'espécies.
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La utilitzacio de HgCl, o Hg(ClO,), com a agent valorant de Zn,- MT a
gualsevol dels pH estudiats posa de manifest que:

A pH 7, en la primera etapa de les valoracions, la presencia de CI en
el medi provoca la retencio del Zn(ll) coordinat a la proteina durant meés
equivalents de Hg(ll) afeqits, i per tant, el nombre de Zn(ll) que conté
I'espécie Zn Hg,- MT és superior en el cas de la valoracio efectuada
afegint HgCl, que en la que s'utilitza Hg(CIO,),.

El CI' no participa en la coordinacié del Hg(ll) de les espécies
formades al principi de les valoracions ja que I'utilitzacié de HgCl, o
Hg(ClO,), com a agents valorants no comporta diferencies significative s
ni en la geometria de coordinacié del Hg(ll) nien el grau d'estructuracio
dels clusters metal lics formats.

L'addicio de HgCl, o Hg(CIO,), a Zn Hg,- MT apH 7, 0 a Hg,- MT a
pH 3, dona lloc a mecanismes de reaccid diferents i determina
l'estructura de I'espécie Hg.- MT, la qual és molt menys quiral quan
s'afegeix Hg(CIO,),. Aix0 permet concloure que probablement la
presencia de ClI al medi permet un conjunt d'interaccionsen la segona
esfera de coordinaci6 del Hg(ll) que determina lincrement
d'estructuracio d'aquesta espécie.

Quan a pH 7, s'afegeix HgCl, a Hg.- MT les especies que es formen
presenten quiralitats comparables a la de I'agregat Hg.- MT i superiors
a les observades quan s'afegeix Hg(ClO,),. En canvi, a pH 3 l'addicio
de Hg(ClO,), a Hg.- MT dona lloc, primer a una espécie Hg,- MT de
quiralitat comparable a la de I'assolida amb HgCI, pero en afegir més
equivalents de Hg(ll) s'assoleixen agregats molt menys estructurats
que en el cas d'afegir HgCl,. Tot aix0 permet afirmar que a partir de la
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formaci6 de Hg.- MT, el CI' continua participant actvament en les

interaccions secundaries del Hg(ll) fins al final de la valoracio, si bé a

pH 3 és possible que no contribueixi en I'estructuracio de I'especie Hg,-
MT.

Respecte al temps d'estabilitzacié, ja s'ha esmentat que aquest
parametre no determina, ni a pH 7 ni a pH 3, el mecanisme de reaccio de
la primera fase de les valoracions. Toti aixi, en ambddés pH, les variacions
en el temps d'estabilitzacio permes causen efectes que cal comentar.

A pH 7, la primera espécie detectada, Zn,Hg,- MT, probablement
conté més Zn(ll) coordinat en lagregat obtingut a t=0h que I'assolit a
t=24h. Aixi doncs, es pot afirmar que la retencid del Zn(ll) coordinat a
la proteina és més efectiva en la valoraci6 realtzada sota control
cinetic.

La seglient espécie proposada conté un equivalent de Hg(ll) menys

quan la valoracié té lloc sota control cinétic, és a dir, es proposa

ZnHg,- MT a t=0h i Zn,Hg,- MT a t=24h, si be la gran semblanga

entre els seus espectres de DC indica que molt probablement

I'estructura d'aquests agregats és propera. Aquesta observacio permet

afirmar que hi ha un cert "avancament"” de la primera valoracio respecte

a la segona, i per aixo sota control cinetic s'arriba a la deteccio d'una

espécie que en la valoracio efectuada sota control termodinamic conté

un nombre de Hg(ll) superior.

Apartirde Zn Hg,,- MT, ambdues valoracionsevolucionen percamins

de reacci6 diferents si bé és destacable que en la realitzada a t=0h

s'assoleixen espécies amb un grau d'estructuracié molt inferior al que

presenten els agregats formats a t=24h. Per tant, es conclou que a

partir del 3r o 4t equivalent de Hg(ll) afegit el grau d'estructuracié de les
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especies Hg(ll)- MT formades depén del temps d'estabilitzacié donat
a cada equivalent de Hg(ll) i determina que els agregats constituits a
t=0h presentin una quiralitat inferior als formats a t=24h.

A pH 3 l'addicio del 4t equivalent de Hg(ll) provoca la constitucio
d'espéecies amb les mateixes estequiometries pero estructures diferents
a t=0h it=24h les quals evolucionen per camins de reaccié diferents
en coordinar més equivalents de Hg(ll). Cal destacar que les espécies
assolides en ambdues valoracions presenten quiralitats i, per tant,
graus d'estructuracid, comparables i aixo porta a concloure que a pH
3 el temps d'estabilitzacié no impedeix que els agregats Hg(ll)- MT

adquireixin el nivell d'estructuracio que els és caracteristic.

Malauradament, no ha estat possible establir comparacions entre els
resultats obtinguts en aquesta part del treballi els de la bibliografia ja que
no s'han trobat dades d'altres autors respecte al comportament del
fragment de MT de mamifer enfront de Hg(ll).
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5. 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(ClO,),), a diferents pH (7 i 3) i permetent diferents temps
d’estabilitzacié per a cada equivalent de Hg(ll) afegit (t=24h i t=0h).

5.1. Valoracio de Zn,-MT recombinant de ratolia pH 7
5.1.1. Valoracio de Zn,-MT amb HgCl, a pH 7 a t=24h (Lamina
15)

L’analisi detallada dels espectres de DC, absorcié UV-Visible i diferencia
d’aquests darrers enregistrats durant la valoracié de Zn,-MT amb HgCl,
a pH 7 i a t=24h permet postular que I'especie inicial evoluciona, amb
I'addicié de Hg(ll), segons I'esquema de reacci6 seguent:

Zn,-MT  Zn,HQ,-MT  Zn Hg,-MT  Zn,Hg,-MT  Hgg,,-MT

Hg,,-MT  Hg -MT

Les dades espectrals que permeten postular I'existéncia d’aquestes

especies es discuteixen resumidament a continuacio.

Zn,Hg,-MT
DC: Els dos primers equivalents de Hg(ll) afegits provoquen la disminucio
isodicroica, a 254 nm, de la banda situada a 244(+) nm, assignada a la

presencia de cromofors Zn(ll)-S, i la formacié de noves bandes a
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superiors. Es postula que aquests dos primers equivalents de Hg(ll)
s’enllacenal cluster de partida desplacant probablement algunié de Zn(ll)
i causant aixi una reestructuracio de I'agregat metal lic inicial.

UV: S’observa un incrementlineal de I'absorcié en tot el rangde (Figura
5.1.).

ED: Els dos primers eq de Hg(ll)
afegits causen el mateix efecte en
la proteina pel que fa al tipus 15
d'absorcions provocades i a la

seva intensitat. Aixo confirma la MDE /,H—-\//*'"H

cooperativitatdel procés d'addicio

d'aquests 2 primers eq de Hg(ll). 0123456788 DHEEUEETEEDN

La descomposicié dels ED en rFeqHyll

corbes gaussianes indica la Figura 5.1. Representacid grafica de la
variaci6 de I'absorcié auna determinada

necessitatde corbesa properes en funcié del nombre d'equivalents de

) Hg(ll) afegitsal llargde la valoracio de Zn-
a 240, 260, 280 i 300 nm per tal MT amb HgCl, a pH 7 a t=24h.

de poder reproduir-los, la qual cosa indica que els ions de Hg(ll) prenen
una geometriade coordinacio trigonali/o tetraedricaambmés S pontals

dels que hi havia inicialment.

Zn,Hg;-MT

DC: Per a 5 eq de Hg(ll) afegits s’observa un espectre que indica
clarament el final de la primera fase de la valoracié. L'evoluci6 des d'1 fins
a 4 eq de Hg(ll) afegits transcorre mitjancantun punt isodicroic a 270 nm
si bé el procés no és cooperatiu. L'elevada intensitat de les bandes de
I'espectre d'aquesta especie indica que es tracta d’'un agregat amb una

estructura altament quiral.
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UV: Des de l'inici de la valoracié es

—— H0rm —— 230 m

segueix un procés dincrement de 0§
- . .. i
I'absorcio fins a arribar a un maxim de les 04

. . M0 3
absorcions situades entorn de 280 nm per 02

04

a 5 eq de Hg(ll) afegits (Figura 5.2.). o 4

o 1 & 3 4 a5 & T
rPeq Ha(ll)

contribuci6 de les mateixes bandes Figura 5.2. Representacio

. grafica de la variaci6 de
gaUSS|aneS que |eS CorreSponentS aIS I'absorcid aunes determinades

en funci6 del nombre
d'equivalents de Hg(ll) afegits al

També comencen a caler contribucions a !larg de l'addicié d'1 a 7 eq de
Hg(ll) a Zn,-MT a pH 7 a t=24h.

superiors, a 320 nm, i inferiors, a 230

ED: Els espectres continuen mostrant la

equivalentsanteriors pero menysintenses.

nm. Aix0 indica que en aquesta espécie el Hg(ll) adopta entorns de
coordinacié mixtes tetraédrics i/o trigonals i digonals i que hi ha un

augment en el nombre de S terminals que esdevenen pontals.

Zn,Hg,-MT

DC: Des de 5 fins a 7 eq de Hg(ll) afegits té lloc un procés isodicroic a
253 nm, en el qual la intensitat de les bandes situades a 244(+), 281(-) i
300(+) nm decreix una mica i augmenta molt poc la de la banda centrada
a 261(+) nm. Comenca a adquirir més intensitat unanova banda centrada
a 320(+) nm. Aquest espectre no mostra que aquesta sigui una espécie
amb molta rellevancia propia siné que es pot considerarcom una espécie
intermédia detectable en el pas cap a I'especie segtient.

UV: En aquesta fase de la valoracio I'absorcié centrada a 280 nm es
manté gairebé constant i en la resta de I'espectre augmenta molt poc.
ED: Per a 7 eq de Hg(ll) afegits la contribucio de la banda a 280 nm ha
desaparegut del tot. Per a aquesta especie també es postula que el Hg(ll)

presenta un entorn de coordinacid mixte tetraédric i digonal on
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probablement la major part dels S actuen com a lligands pontals.

Hgy-MT

DC: Per a 9 eq de Hg(ll) afegits han desaparegut les bandes situades a
244(+) 1 281(+) nm, la banda centrada a 261(+) nm s’ha corregut fins a
269 nm i s’ha conformat totalment la banda centrada a 321(+) nm. La
desaparicio de la primera banda indica que tots els ions de Zn(ll) es
troben lliures en el medi.

UV: Des del 7¢é fins al 9¢ eq de Hg(ll) afegits s'observa una lleugera
disminuci6 de I'absorcio entre 260 i 320 nm.

ED: La descomposicié d'aquest espectre com a sumatori de bandes
gaussianes requereix una contribucio positiva centrada entorn de 230 nm
i negatives en la resta de l'espectre. Considerant que el maxim en la
pérdua d'aquestes darreres absorcions s'assoleix per a 11 eq de Hg(ll)
afegits es proposa que probablement en l'agregat Hg,-MT existeixen
Hg(ll) amb entorns de coordinacio mixtes tetraedric i digonal.

Hg,,-MT

DC: L’espectre que s’obté per a 11 eq de Hg(ll) afegits no suposa una
continuacio dels anteriors i és ben caracteristic. Mostra bandes molt
intenses, indicatives d'un grau d'estructuracio molt elevat.

UV: Per a 11 eq de Hg(ll) afegits s'observa el final d'una pérdua
d’absorcid isosbestica des del 9é eq de Hg(ll) afegit i I'inici d’'un augment
progressiu de I'absorcio per a addicions de Hg(ll) posteriors.

ED: S’observa el final de la tendencia de les anteriors addicions de Hg(ll)
que comporten la perdua d’absorcions de baixa energia i només
presenten contribucions positives en les absorcions al voltantde 230 nm.
Hg,,-MT és probablement I'especie on el Hg(ll) presenta el nombre de

coordinacié més baix, digonal. Per analogia amb els espectres de DC de
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proteines amb estructurad’heélix (Figura 1.3.)**° es postula que I'espécie

Hg,,-MT podria presentar una estructura d'aquest tipus on els ions Hg(ll)
de la MT. Estudis de RMN

previstos per a un futur no massa llunya tenen com a objectiu corroborar

estarien enllagats digonalment als S

aquesta hipotesi.

Hg,,-MT

DC: Des d'11 fins a 16 eq de Hg(ll) afegits s’observa una evolucié
isodicroica, a 258 i 324 nm, en la que es detecta la desaparicio
progressiva de totes les bandes descrites per a I'especie amb 11 eq i la
formacié de bandes relativament poc intenses les quals indiquen que
I'especie Hg,,-MT presenta un grau d’estructuracio baix. L’agregat format
enllaga, pero, més ions Hg(ll) sense modificar massa la seva estructura.
UV: S'observa un increment lineal de I'absorcié des de d'11 fins a 16 eq
de Hg(ll) afegits. A partir del 16e eq de Hg(ll) afegit’'augment d’absorcio
es redueix forca tot i que es continua observant un pendent positiu en la
representacié grafica de la variacié d'aquesta amb I'addicié6 de Hg(ll)
(Figura 5.1.).

ED: Des del 12¢ fins al 16e eq de Hg(ll) afegits s'observen les mateixes
contribucions en I'absorcio6 les quals s’assignen bibliograficament a Hg(ll)
trigonal en proteines de tipus MerR.**® Es proposa, doncs, que l'espécie
Hg,,-MT, formada cooperativament des de I'addicio del 12¢é eq de Hg(ll),
presenta Hg(ll) amb una geometria de coordinacié essencialmenttrigonal
de tipus MerR. La coordinacié dels equivalents de Hg(ll) posteriors té lloc

amb la participacio progressivament major de Hg(ll) digonal.

5.1.2. Valoracio de Zn,-MT amb HgCl, a pH 7 a t=0h (Lamina
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16)

Una comparaci0 a grans trets de les dades espectroscopiques
enregistrades durant la valoracio de Zn,-MT amb HgCl, a pH 7 i a t=0h
amb les de la mateixa valoracio efectuada a t=24h porta a afirmar que no
hi ha grans divergencies quant al mecanisme de reacci6 general de Zn,-
MT i a l'estructura de les especies de la mateixa estequiometria
detectades en ambdues valoracions. No obstant aixd, una analisi
exhaustiva de totes les fases de la valoracio efectuada a t=0h i dels
agregats metal lics formats permet proposar l'esquema de reaccio
segilent i detallar un seguit de diferéncies significatives respecte a la
valoracio realitzada a t=24h.

Zn-MT Zn,Hg.-MT ZnyHg7-MT Hgg.,-MT Hg,,-MT

Hg,.-MT

En l'esquema de reacci6 s’observa que no es forma I'especie Zn,Hg,-MT,
detectada a t=24h, sin6 que I'agregatinicial evoluciona directament, pero
no de forma cooperativa, fins a I'espécie Zn ,Hg.-MT. La comparacio dels
espectres de DC corresponents als primers eq de Hg(ll) afegits de la
valoracio efectuada a t=0h amb els de la realitzada a t=24h permet
observar que la intensitat la banda centrada a 244(+) nm, assignada al
Zn(ll) coordinat a la proteina, es manté fins al segon eq de Hg(ll) afegit
guan es valora a t=0h mentre que decreix quan la valoracio sefectua a
t=24h, essent més intensa en el primer cas que en el segon. Aquest fet
porta a postular que a t=0h probablement el Zn(ll) es manté enllacat a la

proteina durant més addicions de Hg(ll) que a t=24h.
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5.1. Valoracié de Zn-MT a pH 7

Les especies Zn HQs-MT i Zn,Hgs-MT 4

t=24h i t=0h

respectivament, mostren estructures

detectades a

analogues si bé s'observa que l'agregat
format a t=0h és menys quiral que
I'obtingut a t=24h (Figura 5.4.).

Les especies Zn,Hg,-MT i Zn Hg,-MT,
t=24h i t=0h

respectivament, presenten estructures

obtingudes a

similars i el Hg(Il) amb el mateix tipus
de geometria de coordinacid en
ambdds agregats. Tot i aixi, la major
intensitat relativa de la banda de DC
situada a 244(+) nm que mostra
I'especie Zn,Hg,-MT respecte a
I'observada en I'espectre corresponent

a Zn,Hg,-MT, indica que probablement

I

lf A
JV

&

T T T T T T T
20 240 e RS0 M0 3320 340 Ged S0
nm

Figura 5.4. Espectres de DC de les
especies Zn Hgs-MT i Zn,Hgs-MT
obtingudes afegint HgCL a Zn,-MT
a pH 7 a t=24h i t=0h
respectivament.

>
40 Y

15 T T T T T T T
p o 240 i RO MO0 3300 34 el SR
nm

Figura 5.5. Espectres de DC de les
especies Zn,Hg,-MT i Zn Hg,-MT
obtingudes afegint HgCl, a Zn,-MT
a pH 7 a t=24h i t=0h
respectivament.

el nombre de Zn(ll) coordinats en la primera espécie és superior al de la

darrera (Figura 5.5.).

As

-11H

3

wa

y A t=0h, la segona fase de la valoracio

condueix a una espécie amb 9 eq de
Hg(ll) segons els espectres de DC,
pero amb 10 eq segons els espectres

T oo swoswoswose s d’absorcié UV-Visible i de diferéncia.

Figura 5.6. Espectres de DC de
I'especie Hg,;-MT obtinguda afegint
HgCl, a Zn,-MT a pH 7 a t=24h i
t=0h.

Aquesta discrepancia entre les dades

fa proposar una estequiometria Hg,_;,-
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MT per a aquesta espécie. En base a I'evolucié dels ED, at=0h, I'11e eq
de Hg(ll) afegit és el que provoca I'adopcio d’'una coordinacié plano-
trigonal de tipus MerR del Hg(ll). Aixi es proposa que és I'addicié del 10e
eq la que causa que el Hg(ll) adopti el nombre de coordinacié més baix,
és a dir, digonal. Cal destacar que en l'espécie Hg,,-MT assolida a t=0h
el Hg(ll) presenta un entorn de coordinacié trigonal de tipus MerR mentre
que en l'agregat obtingut a t=24h el Hg(ll) és digonal, perd malgrat aixo
I'estructura d'ambddés agregats és la mateixa (Figura 5.6.).

L’evolucio des de Hg,,-MT fins a as

I'espécie final, en aquest cas amb 15 i /\ﬁ
eq de Hg(ll), té lloc isodicroicament,

com en la valoraci6 a t=24h, pero

-11H

transcorre a través d'uns punts

T T T T L] T T
2 40 2600 28D 300 3200 540 5I‘.i|:lnn;5ﬂl:|

isodicroics diferents, 262 i 321 nm, la
Figura 5.7. Espectres de DC de les

qual cosa fa que I'espectre final i, per especies Hg,-MT | Hg,-MT
) . obtingudes afegint HgCl, a Zn,-MT
tant, I'estructura de la darrera especie, bH 7 a t=24h i t=0h

sigui diferent de lassolida en la rfespectivament.

valoracio a t=24h (Figura 5.7.).

En general, malgrat que els agregats amb la mateixa relacid
estequiometrica Hg(ll):MT a t=24h i t=0h presenten estructures similars,
s'observa que aquestes s6n menys quirals per a les especies formades

a t=0h que en les assolides a t=24h.

5.1.3. Valoraci6o de Zn,-MT amb Hg(CIO,), a pH 7 a t=24h
(Lamina 17)
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De la mateixa manera que en la valoracié anterior, en aquest apartat es
comparen les dades espectrals obtingudes al llarg de la valoracio de Zn-
MT amb HgCl, a pH 7 a t=24h amb les corresponents a la mateixa
valoracio pero afegint Hg(ClO,), com a agent valorant. En aquest cas, una
primera analisi ja permet veure que el mecanisme de reaccio d'ambdues
valoracions és analeg fins a la meitat d'aquestes i difereix en els darrers
estadis. L'estequiometria Hg(I):MT de les especies formades en aquesta
valoracio és la mateixa que la dels agregats detectats quan s'afegeix
HgCl,. Si bé s'observa que l'estructura i la geometria de coordinacio dels
Hg(ll) de les espécies proposades soén similars o iguals a les dels
agregats obtinguts quan s'afegeix HgCl,, també es detecten algunes

diferencies que cal comentar.

La comparacio general dels espectres de DC de les espécies assolides
en la primera meitat d’ambdues valoracions permet observar que la
intensitat de les bandes, i per tant, el grau d’estructuracio de les espéecies,
és molt superior en els agregats metal lics obtinguts amb HgCl, que enels

detectats afegint Hg(ClO,),. A més a

I'!I.E::::
més, la superposicio dels espectres de 14

DC de les especies ZnHg,-MT | f}\\_

d'ambdues valoracions permet

observar que la intensitat relativa de la N v

114

banda assignada al Zn(ll) coordinat és %

T T T T T T T
4y ek ZEO X000 330 3400 Seb SAD
nm

superior en el cas d'afegir HgCl, que Figura 5.8. Espectres de DC de
. l'espécie Zn,Hg,-MT obtinguda
quan es valora amb Hg(C|O4)2 (F|gura afegintHgCl, 0 Hg(ClO,), a Zn,-MT

5.8.). Aixo indica que probablement apH 7 at=24h

I'espécie que s'obté en el primer cas conté un nombre de Zn(ll) superior

al de la segona.
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Hg,-MT no mostra un espectre de DC perfectament superposable al de

I'especie equivalent obtinguda afegint HgCI, ni tampoc dona lloc a un

agregat Hg,,-MT igual. Aquesta darrera especie presenta una estructura

molt menys quiral enel cas d'obtenir-se
addicionant Hg(ClO,), que HQgCl, i fins
I tot es pot interpretar que el seu
espectre de DC mostra l'abséncia
d'una banda positiva centrada al voltant
de 240 nm (Figura 5.9.). Lacomparacio
dels ED corresponents a l'addicio de
I'1le eq de Hg(ll) d'ambdues

valoracions permet observar que

ZiH

11H

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

Figura 5.9. Espectres de DC de
I'espeécie Hg,,;-MT obtinguda afegint
HgCl, 0 Hg(ClO,),a Zn,-MT a pH 7
a t=24h.

mentre que en el cas d'afegir HgCl, s'obté un agregat amb Hg(ll) digonal,

guan es valora amb Hg(ClO,), aquesta espécie presenta Hg(ll) amb

entorns de coordinacié mixtes digonal i trigonal.

La darrera especie proposada, Hg,,-MT, presenta una estructura diferent

en el cas de valorar amb HgCl, o 4,

Hg(CIO,), essent molt menys quiral en
el segon cas (Figura 5.10.). Els ED
indiqguen que el Hg(ll) presenta un
entorn de coordinacié trigonal en
ambdos agregats pero el fet que les
absorcions que generen els ED no es

trobin a les mateixes demostra que

a——

TRl

&=

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

Figura 5.10. Espectres de DC de
I'espécie Hg,s-MT obtinguda afegint
HgCl, i Hg(ClO,), a Zn,-MT a pH 7
a t=24h.
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molt probablement els lligands als que el Hg(ll) es coordina no soén els

mateixos en ambdues especies.

5.1.4. Conclusions per ala valoracié de Zn,-MT recombinant de

ratoli a pH 7

La comparaci6 de les dades discutides per a les valoracions de Zn,-MT

amb Hg(ll) a pH 7 permet proposar lI'esquema global segtent i les
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conclusions que es detallen a continuacio.

I Hn) tetraedric ifo trigonal
[ Ha() tetraedric-digonal
[ Hai trigoal

D Ha (Il trigonal-digonal

[ ] Hatn digoral

t=0h t=24h t=24h
Zn-MT

Figura 5.11. Esquema
me canistic de les espécies Hg-
MT detectades en les
valoracions de Zn,-MT amb
Hg(ll) a pH 7 en el qual
s'indiguen les similituds
estructurals entre els agregats
metal lics de les diferents

valoracions i les geometries de

coordinaci6 majoritaries dels

ions Hg(ll).

El mecanisme de reacci6 general que segueixen lestres valoracions és
similar fins a arribar a la formacio de I'especie Hg,;-MT. A partir de Hg,;-
MT el cami de reaccié que segueix la incorporacié de més Hg(ll) és

diferent en els tres casos.
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At=24h'addicio dels primers equivalents de Hg(ll) desplaca un nombre
de Zn(Il) coordinats a la proteina superior al que es desplaca en afegir el
mateix nombre d'equivalents de Hg(ll) a t=0h. Tot i aixi, el nombre de
Zn(ll) coordinats que es desplacen en el pas de Zn,Hg,-MT a Zn Hg,-MT
és superior en la valoracio6 realitzada a t=0h que en l'efectuada a t=24h.
Tot aix0 indica que la substitucié dels primers equivalents de Zn(ll) per
Hg(ll) és un procés lent que pot transcérrer mitjangant control cinétic o
termodinamic. En canvi, un cop desplacats aquests primers ions zZn(ll), la
resta son molt més rapidament desplacables, de manera que hi ha

coincidencia en els complexos obtinguts via control cinetic i termodinamic.

La presencia de CI" al medi provoca la retencio del Zn(ll) coordinat a la
proteina. Aixi, la substitucio total de zZn(ll) per Hg(ll) té lloc amb I'addicid
de menys equivalents de Hg(ll) en el cas d'afegir Hg(ClO,), que HgCl, a
t=24h.

L'estequiometria Hg(Il):MT de les especies detectades en les tres
valoracions és la mateixa si bé en la valoracié efectuada amb HgCl, a
t=0h no es detecta la formacié de Zn,Hg,-MT. A més a mes, en la
valoraci6 efectuada a t=0h s'obté I'espécie Hg, ,,-MT, l'estructura de la
gual sembla correspondre a espécies d'estequiometria superior si es

compara amb I'observat a t=24h.

Pel que fa al grau d'estructuracio de les especies detectades s'observa
que els agregats Hg(Il)-MT formats amb HgCl, sota control termodinamic
sén, en general, més quirals que els obtinguts sota control cinétic i molt

més que els que es formen quan s'addiciona Hg(CIO,),.

A l'esquema que es presenta s'indica amb zones ombrejades I'entorn
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de coordinaci6é majoritari del Hg(ll) en les diferents espeécies proposades.
S'observa que en les tres valoracions les primeres espécies detectades
presenten Hg(ll) tetraédric i en addicionar més Hg(ll) es formen agregats
amb Hg(ll) mixtes tetraedrics i digonals, els quals incorporen més Hg(ll)
per donar lloc a especies amb Hg(ll) digonal. Finalment, es detecten
especies que contenen Hg(ll) trigonal.

Pel que fa a la geometria de coordinacié del Hg(ll) de les espécies
proposades cal remarcar que la diferencia més rellevant entre les tres
valoracions es detecta en I'agregat Hg,,-MT. Per un costat, comparantles
valoracions en les que s'addiciona HgCl,, s'observa que en larealitzada
a t=0h aquesta espécie presenta Hg(Il) amb la geometria de coordinacié
propia de les darreres especies que es proposen en les valoracions, és
a dir, trigonal, mentre que Hg,,-MT a t=24h presenta Hg(ll) digonal. Aixo
sembla indicar que hi ha un cert "avancament” de la valoracio realitzada
a t=0h respecte a l'efectuada a t=24h. D'altra banda, s'observen
diferéncies en la geometria de coordinacio del Hg(ll) en I'agregat Hg,,-MT
format en les valoracions realitzades a t=24h afegint HgCl, o Hg(CIO,),.
Aix0 indica que probablement en aquesta especie el ClI" actua com a
ligand completant I'entorn de coordinacié del Hg(ll) coordinat a la

proteina.

En l'espéecie Hg,,-MT, el CI" pot participar com a lligand covalentment
coordinat al Hg(ll), i per aix0 la seva preséncia determina la seva
geometria de coordinacio, pero també és probable que intervingui
activament en les interaccions secundaries amb el Hg(ll) permetent aixi

un increment en el grau d'estructuracio del cluster format.
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5.2. Valoracio de Zn,-MT recombinant de ratolia pH 3
5.2.1. Valoraci6 de Zn,-MT amb HgCl, a pH 3 a t=24h (Lamina
18)

Les dades espectroscopiques de DC, absorciéo UV-Visible i diferencia
d’aquestes darreres enregistrades al llarg de la valoracié de Zn,-MT (apo-
MT a pH 3) amb HgCl, a pH 3 i a t=24h permeten proposar que I'evolucio
de I'espécie inicial en addicionar Hg(ll) segueix I'esquema de reaccid
seguent:

apo-MT  Hg,-MT  Hg.-MT  Hg,-MT  Hg,,-MT  Hg,;;-MT

Seguidament es descriuen i discuteixen breument els espectres i les
evolucions d'aquests les quals permeten postular I'existéncia d’aquestes

especies.

Hg,-MT

DC: Els quatre primers eq de Hg(ll) afegits es coordinen a l'apo-MT
mitjangant un procés cooperatiu, amb un punt isodicroic a 273 nm, que
transcorre amb la formacié d'una banda ampla i forca intensa centrada a
298(+) nm.

UV: L’absorcié augmenta en tot el rang de fins a I'addicio del 5e eqde
Hg(ll) (Figura 5.12.).

ED: L’addicio dels 4 primerseq de Hg(ll) causa aproximadament el mateix
efecte en la proteina. El desenvolupament d’aquests espectres en corbes
gaussianes indica la necessitat de bandes a properes a 230, 260, 280
i 300 nm per tal de generar-los. La posicio en qué es troben aquestes
absorcions indica que el Hg(ll) presenta entorns de coordinacio trigonals

i/o tetraédrics. Malgrat que, com ja s'ha esmentat, no és possible
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diferenciar entre la geometria de coordinacio trigonal i tetraedrica, només
en base a les dades d'espectroscopia electronica en aquest cas sembla
plausible proposar que el Hg(ll) presenta un entorn tetraédric ja que, per
un costat, a pH 3 tots els S, estan protonats, i, d'altra banda, és molt
probable que, en aquestes condicions de disponibilitat de ligands i
d'absencia d'ions competidors, el Hg(ll) prefereixi el major nombre de
coordinacio possible. D'altra banda, la preséncia de I'absorcié centrada

a 300 nm indica que probablement una part dels S. . actuen com a

Cys
lligands pontals.

Hg.-MT
=0 —~—Z0rm
DC: L’addicio del 5e eq de Hg(ll) —Zrm —4-3002rm
provoca un petit corriment fins a i
. 0
301 nm i un feble augment de la 0 -
A
intensitat de la banda positiva de 04 ]
. 02 7
I'espectre anterior. Aquesta Y adi s
lleugera variacié de l'espectre 012345678 9101213141516 1715152021

.. , f eqHgl)
indica que I'estructura del cluster

Figura 5.12. Representacié grafica de la

que es forma des d'un inici no variacié de I'absorcié auna determinada

varia apreciablement en afegir en funcié-del nombre d'equivg{ents de
Hg(ll) afegits al llarg de la valoracio de Zn,-

aquest darrer eq de Hg(“) MT amb HgCl, a pH 3 a t=24h.

ED: El 5é eq de Hg(ll) afegit mostra el mateix comportament que els

equivalents afegits anteriorment, si bé s'observa que disminueix la

intensitat de les absorcions. Es proposa que el Hg(ll) presenta el mateix

entorn de coordinaci6é que I'especie anterior, és a dir, tetraédric.

Hg,-MT
DC: L'espectre d’aquesta especie mostra dues bandes molt febles i
amples centrades aproximadament a 280(+) i 330(-) nm. En aquesta

146



5. Comportament de Zn,-MT enfront de Hg(ll) 5.2.Valoraci6 de Zn,-MT a pH 3

segonafase de lavaloracio s’observa una pérduaglobal de I'estructuracié
assolida fins a I'espécie anterior.

UV: Des de 5 fins a 7 eq de Hg(ll) afegits s’observa una disminuci6 de
I'absorci6 entre 250 i 340 nm i un lleuger augment d’aquesta per sota de
250 nm. La grafica de I'absorcié en funcié del nombre d’eq de Hg(ll)
(Figura 5.11.) indica que la resta d’equivalents afegits a partir d’aquest
punt de la valoracié provoquen un augment gradual pero suau de
I'absorcio en tot el rangde de l'espectre.

ED: L'addicio del 6e i 7é eq de Hg(ll) afegits provoca una variacié
important d'aquest espectre respecte al de I'espécie anterior. L'espectre
corresponent al 6 eq de Hg(ll) afegit mostra un increment negatiu de

'absorbancia en el rang de on apareixen les absorcions assignades a

Hg(ll) amb entorns de coordinacio tetraédrics, cosa que indica la perdua
d'aquests cromofors, i contribucions positives entorn de 230 nm les quals
indiquen la preséncia de Hg(ll) digonal. En canvi, I'ED del 7é& eq de Hg(ll)
afeqit pot desenvolupar-se en un conjunt de corbes gaussianes positives
al voltantde 230 i 260 nm i negatives entorn de 300i 320 nm. Tenint en
compte que el segtient equivalent de Hg(ll) afegit mostra un espectre de
diferencia caracteristic de Hg(ll) amb un entorn de coordinacié de tipus
MerR, assignat a Hg(ll) trigonal amb S, es pot interpretar que I'especie
Hg,-MT presenta Hg(ll) amb entorns de coordinacié mixtos digonal i

trigonal.

Hg,,-MT
DC: Per a 10 eq de Hg(ll) afegits s’'observa un espectre amb bandes que
provenendel desplagamentcap a superiorsiaugmentd’intensitat de les

de I'especie anterior. La poca intensitat d'aquest espectre indica, com per

a l'agregat metal lic anterior, un grau d'estructuracio baix.
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ED: Des del 8¢ eq de Hg(ll) afegit i fins al final de la valoracié, s’observen
novament absorcions positives en tot el rang de , si bé cada cop sén

menys intenses i presenten una participacié major de les assignades a
Hg(ll) trigonal de tipus MerR. En base al que s’ha exposat per a I'especie
anterior, es pot afirmar que Hg,,-MT presenta Hg(ll) amb entorns de

coordinacio mixtes trigonal i digonal.

Hg,;-MT

DC: L’espectre d’aquesta especie mostra, respecte al de l'espécie
anterior, una disminucié de la intensitat de les dues bandes menys
energetiques i un augment de la situada a una més baixa, mentre que

per a totes elles s’observa un corriment general pero suau cap al vermell.
En addicionar més eq de Hg(ll) la proteina continua coordinant més Hg(ll)
sense modificar la seva estructura.

ED: L'addicié de Hg(ll) a I'especie anterior provoca la disminucio de les
contribucions gaussianes assignades a Hg(ll) trigonal de tipus MerR de

manera que l'absorcio principal és causada per Hg(ll) digonal.

5.2.2. Valoracio de Zn,-MT amb HgCI, a pH 3 a t=0h (Lamina
19)

Una avaluacié general de les dades espectroscopiques enregistrades al
llarg de la valoracio de Zn,-MT (apo-MT) amb HgCl, a pH 3iat=0Ohiles
de la valoracié analoga efectuada a t=24h mostra que, excepte pels
primers i darrers equivalents de Hg(ll) addicionats, niI'evolucié espectral,
ni I'estequiometria, ni I'estructura de les espécies formades coincideixen.

L'esquema de reaccié que es proposa quan la valoracié té lloc a t=0h és
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el seguent:
apo-MT  Hg.-MT  Hg,-MT  Hg-MT  Hg,,-MT  Hg,;-MT
HQ1s-MT

La primera especie formada, Hg.-MT, a=

presenta una estructura analoga ala "
de la mateixa espécie obtinguda a
t=24h (Figura 5.13.), si bé en el primer

-10iH

cas es forma per un procés totalment

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

cooperatiu a partir d’apo-MT.
Figura 5.13. Espectres de DC de
I'espécie Hgs;-MT obtinguda
afegint HgCl, a Zn,-MT a pH 3

Hg,-MT presenta un espectre de DC _ %" 0/

similar al de I'espécie anterior pero

amb un lleuger corriment de les bandes cap a la dretai un petit augment

de la seva intensitat. Els espectres d’absorcié UV-Visible mostren un

augment progressiu de I'absorcio fins a arribar a aquesta especie, pero

en aquest cas, a diferencia del que s'observa en la valoracié a t=24h, és

lineal (Figura 5.14.). Finalment, els ED indiquen que els 7 primers eq de
Hg(ll) afegits provoquen les mateixes

contribucions gaussianes les quals indiquen

na

”Efg entorns de coordinacié tetraedrics pel
s Hg(11).

0,05 ., <.

t +—————————— La formacio de [I'especie Hg,-MT,

01 2 3 4 5 6 7

estequiomeétricament igual ero

) . estructuralment ben diferent de I'analoga a
Figura 5.14. Representacio

grafica de la variacio de {=24h (Figura 5.15.), indica clarament que
I'absorcio a unes

determinades en funci6 del el mecanisme de reacci0 d'ambdues
nombre d'equivalents de Hg(ll)

afegits alllarg de I'addici6 dels

7 primers eq de Hg(ll) a Zn,-

MT a pH 3 a t=0h.
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valoracions a partir de I'addicié del 5e

e q d e "
Hg(ll) és diferent. Aixi, en la valoracio _.f.,/

efectuada a t=0h s'obté Hg,-MT, la qual

LM
presenta una estructura | una

-151H
geometria de coordinacié del HQ(Il) e ze s 0 s 30 sie s s
similars a les de I'espécie anterior Hg,- Figura 5.15. Espectres de DC de

'espécie Hg,-MT obtinguda afegint
MT. HgCl,a Zn,-MT a pH 3 t=24h i t=0h.

Hg,,-MT té pocarellevancia i representa un intermedi detectable del cami
de reaccio, si bé cal destacar que és amb I'addicié d’aquest 11é eq quan
es comenca a perdre la intensitat de les absorcions de més baixa energia
en els espectres d'absorcio, i, per tant, és probable una disminuci6 del
nombre de coordinacié del Hg(ll). Es postula que aquesta especie
presenta Hg(ll) amb entorns de coordinaci6 tetraedrics i digonals.

Hg,,-MT presenta un espectre de DC 4=

2H

indicatiu d'una estructura altament

< . . 1+
ordenada per a aquesta especie i

similar a 'obtinguda per a Hg,,-MT en ; \J
les valoracions efectuades amb HgCl, N
apH7at=24hit=0h (Figura5.16.). Els 4. W W Mo W e w,
ED mostren que Hg,,-MT presenta “ : ;

Hg(ll) amb entorns de coordinacié

=r=|-=|-d-—r-

mixtes digonal i trigonal de tipus MerR. .|

-21H

La darrera espécie proposada, Hg,,- = 20 w0 0 e 520 0 s s
Figura 5.17. Espectres de DC de
'espécie Hg,s-MT obtinguda

I'espécie anterior perd es proposa que ff‘;gi:t_ 't*%(;'z azZn MTapH3a
= 1 t=0n.

MT, prové de I'evolucio isodicroica de
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presenta una estructura semblant a la de l'especie de la mateixa
estequiometria detectada en la valoracio efectuada a t=24h ja que
ambdos agregats mostren essencialment les mateixes bandes en els

seus espectres de DC (Figura 5.17.).

Si es comparen les dades obtingudes en aquesta valoraciéo amb les de
I'analoga a pH 7 s'observa que en ambdues valoracions s'arriba a la
formacio d'una espécie amb la mateixa estructura, Hg,,-MT a pH 3i Hg, ;-
MT a pH 7 (Figura 5.18.). EIl mecanisme d'incorporacié de més
equivalents de Hg(ll) que segueixen aquests agregats és molt semblant
i dona lloc a unes espécies finals també molt similars en estructura
(Figura 5.19.).

As Az §

20 0 f}\v

114

184
10+
Rl

% L
-2lr T T T = T T T

T T L] T = T T T T
Iy 240 a0 R0 Sk 5RO 34d jwllm.%m 2y 4zl 280 300 3200 540 .tril.'lnn;knn

Figura 5.18. Espectres de DCde les Figura 5.19. Espectres de DCde les

especies Hg,;-MT i Hg,;-MT especies Hg,;s;-MT i Hg,-MT
obtingudes afegint HgClL a Zn,-MT obtingudes afegint HgCl, a Zn,-MT
at=0h apH 7i 3 respectivament. at=0hapH 7i 3 respectivament.

5.2.3. Valoracio de Zn,-MT amb Hg(CIO,), a pH 3 a t=24h
(Lamina 20)

Una analisi exhaustiva de les dades espectrals enregistrades al llarg de
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la valoracio6 de Zn,-MT amb Hg(ClO,), a pH 3 a t=24h permet afirmar que
el mecanisme de reaccié és el mateix que el proposat en la valoracié
analoga en la que s'addiciona HgCl, nomeés fins al 4t eq de Hg(ll) afeqit.
L’esquemade reaccid que segueix Zn,-MT (apo-MT) en ser valorada amb
Hg(CIO,), en les condicions esmentades és el seglent:

apo-MT  Hg,-MT  Hgs-MT  Hge-MT  Hg,(-MT  Hgi-MT
En aquest cas, les espécies finals de la segona i tercera fases de la
valoracio, Hg,-MT i Hge-MT, presenten un equivalent de Hg(ll) més que
les espéciesfinals de les etapesanaloguesde la valoracié efectuadaamb
HgCl,, Hg.-MT i Hg,-MT. Hgs-MT presenta una estructura i una geometria
de coordinacié del Hg(ll) analogues a les de la seva equivalent (Figura
5.20.). En canvi, Hgg-MT presenta un espectre de DC, i per tant, una
estructura, diferent de Hg,-MT (Figura 5.21.), i, en comptes de Hg(ll)
digonal i trigonal, conté Hg(ll) Unicament digonal.

Az 8 |

" " T

W

-ZIH
2
di N

it ]

i o

T T T T L] T T
2 40 2600 28D 300 3200 540 5I‘.i|:lnn;5ﬂl:|

Figura5.20. Espectres de DCde les
espécies Hgg-MT i Hgg-MT
obtingudes afegint HgCl, o
Hg(ClO,),, respectivament, a Zn-

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

Figura5.21. Espectres de DCde les
espécies Hg,-MT i Hgg-MT
obtingudes afegint HgCl, o
Hg(Cl10,),, respectivament, a Zn-

MT a pH 3 a t=24h. MT a pH 3 a t=24h.

Les dues darreres especies detectades, Hg,,-MT i Hg,;-MT, malgrat
presentar la mateixa relacié molar Hg(ll):MT que les obtingudes en la
valoracié efectuada amb HgCI, mostren estructures molt diferents a

aquestes (Figura 5.22.).
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=]

A causa de la poca quiralitat de les
especies formades en ambdues
valoracions no és possible determinar

si el CI juga un paper estructural

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

interaccionant en la segona esfera de
] » L Figura 5.22. Espectres de DC de
coordinacio del Hg(ll). Tot i aixi, el fet  respecie Hg,,-MT obtinguda

que en abséncia de CI el mecanisme ';‘Afig;“;H“sgaC';;‘;ﬂ?’(C'o“)z 2 znr

evolutiu procedeixi per un cami de reaccio diferent indica que aquest anié
determina tant I'estructura de l'agregat metal lic que es forma com la
geometria de coordinacié que adopta el Hg(ll), o millor, que marca I'entorn
de coordinacié del Hg(ll) el qual determina alhora I'estructura del cluster
metal lic. Aquestes consideracions porten a proposar que a pH 3, el CI
s'enllaca covalentment al Hg(ll) determinant aixi I'evolucié que segueix

I'espécie a partir de la qual té lloc aquest enllag.

5.2.4. Conclusions per alavaloracio de Zn,-MT recombinant de
ratoli a pH 3

L’exposicié i discussié de les dades espectrals coresponents a les
valoracions de Zn,-MT amb Hg(ll) a pH 3 permeten proposar I'esquema

de reaccio i les conclusions seguents.
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I Hn) tetraedric ifo trigonal
[ Ha() tetraedric-digonal
[ Hai trigoal

D Ha (Il trigonal-digonal

[ ] Hatn digoral

Figura 5.23. Esquema
me canistic de les espécies Hg-
MT detectades en les
valoracions de Zn,-MT amb
Hg(ll) a pH 3 (apo-MT) en el

qual s'indiquen les similituds

estructurals entre els agregats
Hy,-MT gred
metal lics de les diferents

valoracions i les geometries de

coordinaci6 majoritaries dels

* ¥
Hgla'MT % Hgla'MT '-!ﬁ Hgla'r'-'ﬂ- ions Hg(ll).

El mecanisme de reacci6é que segueixen les tres valoracions només és
analeg fins a I'addicio del 4t eqde Hg(ll) afegit. Aixi doncs, es pot afirmar
que a pH 3 la incorporacid dels 4 primers equivalents de Hg(ll) a Zn,-MT
(apo-MT a pH 3) és independent tant del temps d'estabilitzacié permes
com de la sal de Hg(ll) addicionada. A partir d'aquest punt ambdds

parametres determinen el mecanisme de reaccio seguit, I'estequiometria
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Hg(ll):MT i I'estructura de les espécies que es formen.

L'estequiometria Hg(Il):MT i estructura de les espécies que es formen
al llarg de les tres valoracions presenta semblances i diferéncies.

En la valoracio realitzada amb HgCl, a t=0h no es detecta cap
especie amb 4 ni 10 eq de Hg(ll) perd en canvi se'n formen amb 9, 11
i13.

En el cas de valorar amb Hg(CIO,), les especies Hg.-MT i Hg,-MT
obtingudes amb HgCl, es detecten amb un equivalent de Hg(ll) més,
Hge-MT i Hge-MT.

Les primeres especies de lestres ,.

valoracions, Hg,-MT, Hg.-MT i Hg,-
MT, presenten estructures s
analogues (Figura 5.24.). ,

La resta dels agregats formats

-LEI

mostren una estructura que depén  =» b . i e 20 s S s
Figura 5.24. Espectres de DCde les
espécies Hg,-MT, Hgs-MT i Hgg-MT
de la sal emprada com a agent obtingudes afegint HgCl, a Zn,-MT
apH3at=24h (T )it=0h (1 11)

valorant amb l'excepci6 de I'agregat i afegint-liHg(CIO,), (- I 7).

del temps d'estabilitzacio permes i

Hg,s-MT el qual mostra una estructura molt poc quiral. Aquesta és

similar en les dues valoracions efectuades afegint HgCl,.

La geometria de coordinacié majoritaria del Hg(ll) en els agregats
Hg(l)-MT detectats es mostra a I'esquema amb zones ombrejades.
S'observenforcadiferéncies a partir de Hg.-MT, en afegir HgCl,, i Hg,-MT,
en afegir Hg(ClO,),. Malgrat tot es pot establir que 'ordre general en qué
apareix I'adopcio de les diferents geometries de coordinacio és tetraedric,
digonal, trigonal i altre cop digonal, essent molt freqlient trobar espécies

en les quals el Hg(ll) presenta entorns de coordinacié mixtes. Cal
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destacar que, en base a les absorcions detectades, els ions Hg(Il) que
presenten entorn de coordinacié digonal, molt probablement contenen

lligands diferents en les espécies intermitges i finals de les valoracions.
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5.3. Valoracio de Zn,-MT recombinant de ratoli amb
HgCl, a pH variable (Lamina 21)

L'analisi de les dades espectroscopiques enregistrades durantla valoracio
de Zn,-MT amb HgCl, a pH variable permet establir que el mecanisme de
reaccié de les primeres etapes de la valoraci6 és similar al seguit en la
valoracio analoga efectuada a pH 7 mentre que en les darreres etapes
s'assembla al de la realitzada a pH 3. L’evolucié de I'espécie inicial en
addicionar Hg(ll) segueix I'esquema de reaccio seguent:
Zn,-MT  Zn,Hg.-MT  Hgy-MT  Hg,,-MT  HQ, s MT

L’especie Zn,Hg.-MT mostra una empremta espectral molt similar a la
corresponent a la mateixa especie
detectada a pH 7 (Figura 5.25.).

Ag

11H

de la formaci6 daquest ' V
agregat, es proposa que l'addicié de N

A partir

més equivalents de Hg(ll) provoca una
alteracio del pH que afecta l'evolucio
de la valoracio. Aixi, aquest descens
del pH afavoreix la formacié d'una
espéecie d’estequiometria Hgg-MT
estructuralment molt propera a
l'especie Hg,-MT detectada en la

valoraci6é a pH 3 (Figura 5.26.).

La valoracio a pH varable, ara ja a pH
acid, continua evolucionant des de Hg,-

MT fins a Hg,,-MT, la qual mostra un

T T T T T T T
Idp 240 a0 ZHD MO0 X200 3400 el S50
nma

Figura 5.25. Espectres de DC de
'espécie Zn,Hgs-MT obtinguda
afegint HgCl, a Zn,-MT a pH 7 a
t=0h i a pH variable.

fat

L1

<10

-151H

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

Figura 5.26. Espectres de DCde les
especies: Hg,-MT, obtinguda afegint
HgCl,a Zn,-MT a pH 3 at=0h, i Hg,-
MT, obtinguda afegint-I'hi a pH
variable.
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espectre de DC analeg al que caracteritza l'espécie Hg,,-MT obtingudaen
la valoracié a pH 3 pero també al que mostra l'agregat Hg,,-MT detectat
a pH 7 (Figura 5.27.).

El punt final de la valoracié també és analeg al de la valoracio efectuada
a pH 3 amb 15 o 16 eq de Hg(ll) (Figura 5.28.).

20 P

" Ny
11 ] /
| .10

) - 16

i <HH

T e e TR P R M TR MR P P
Figura5.27. Espectres de DCde les Figura 5.28. Espectres de DCde les
espécies Hg;-MT, Hg,5-MT i Hg, - espécies Hgs-MT, Hg;o-MT i Hg -
MT obtingudes afegint HgCl, a Zn- MT obtingudes afegint HgCl, a Zn-
MT a pH 7 at=0h, apH 3at=0hia MT apH 7 at=0h,apH 3 at=0hia
pH variable, respectivament. pH variable, respectivament.
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5.5. Comparaci6 del comportament de la MT respecte
als seus fragments constitutius enfront de Hg(ll)

Un cop descrit el comportament de la Zn,-MT recombinant de ratoli i dels
seus fragments i enfront de Hg(ll) als diferents pH és interessant
determinar les relacions existents entre la proteina sencera i els seus

fragments constitutius.

Amb la intenci6 de determinar: a) el grau de participacio de cadascun dels
fragments en el comportament de la proteina sencera, i/o b) si el
comportament de la proteina sencera correspon a la suma dels
comportaments dels fragments per separat, es comparen, primerament,
els esquemes de reaccio globals de les valoracions amb HgCl, at=24h de
les tres proteines als dos pH estudiats, 7 i 3, (Figures 5.30. i 5.31.), i
s'efectuen, després, les sumes dels espectres de DC de les especies
formades pels dos fragments que, estequiometricament, podrien donar
lloc als agregats metal lics detectats per a la MT sencera (Taula 5.1. i
Figures 5.32.-5.46.).

Aixi, a la Taula 5.1. s'indiquen les possibles distribucions metal liques
entre dominis que podrien presentar les especies detectades al llarg de

les valoracions Zn,-MT amb Hg(ll) a pH 71 3.

No obstant aquestes propostes distributives, la suma dels espectres de
DC de les espécies considerades pels fragments en cap cas dona
espectres superposables amb els caracteristics de les especies

obtingudes amb la MT sencera (Figures 5.32.-5.46.).
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Z1NT 21507 21 -MT apo-cMT apo-5 T apo-uT
21 Hg-AMT
21 HgNT
Ha ST
21, Ha,-ceNT 21,4, AT Hg T HaSMT g, T
Hg T Ha SN 21,4, K ENT g, T
Hy, oo MT Ha BT Hy, oM
21, Hg M Ha-SMT g, T
Hg SN g, T
Ha o MT g SMT . Ha ST
Hglal'uT _
Ha,,EMT Hg, T
Hg, -UT g, -oMT
Ha. 6T
Ha,-MT
Figura5.30. Esquemadereaccio de les -
valoracions de Zn,- MT, Zn,- MTiZn,- Ha,,-MT

MT amb HgCl, a pH 7 a t=24h. Figura5.31. Esquemade reaccié de les

valoracions de Zn,- MT, Zn;- MTiZn,-
MT amb HgCl, a pH 3 a t=24h.
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Estequiometri Estequiometri
a Possibles a Possibles
de les distribucions de les distribucions
especies metal liques especies metal liques
de MTapH7 de MTapH3
H apo) -MT
ZnXHQZ-MT — Hg4-MT ( g4()|:ig(urae.42.)
Zn,) (H -MT -
( 4()Fig(uraggz.) HgS-MT (apo(l)ﬁgl(J:Ing?) MT
Zn Hg.-MT (Hg,) (Zng) -MT
- Figura 5.33.
e (ZnHg,) (Zn,Hg,) - (apo) (Hg,) -MT
MT Hg7-MT gura o. .-
(Figura 5.34.) (ngl(?:ngglrz_a'sgfz) MT

ZnHg,-MT  (HGe) (Zn,Hg,) -MT Hg,-MT  (HGe) (Hg,) -MT

(Figura 5.35.) (Figura 5.44.)

(Hg6) (Hglz) -

MT

- H H )-MT _ (Figura 5.45.)
o 090 "9 MT (Hgy,) (Ho) -

MT

(Figura 5.46.)

(Hgs) (Hge) -MT

H _MT (Figura 5.37.)
Ju (Hge) (Hgg) -MT

(Figura 5.38.)

HglG-MT (ng) (Hglo) -MT

(Figura 5.39.)

Taula 5.1. Possible distribuciéo metal lica entre dominis dels agregats Hg-MT. Aquestes
propostes estan basades en les estequiometries trobades per ales espécies detectades
en les valoracions dels fragments i de la MT.

En les figures seglents es superposen els espectres de DC
corresponents a les sumes proposades a la taula. Es representen: en
negre, les especies Hg-MT,enblauiverd, els agregats Hg- MTiHg- MT,

respectivament, i en vermell, I'espectre resultant de la suma dels dos
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Aquest resultat esta en desacord amb el que era acceptat fins fa ben poc
pel comportament dels dominis de MT. EI 1985 Winge i col laboradors van
proposar que els dos dominis de MT es comportaven de manera
independent en enllacar ions metal lics.'** Segons aquests autors, la
coordinacio dels ions metal lics a un dels dominis de MT no es veu
afectada per la preséncia o abséncia de l'altre domini de manera que
aquests es comporten igual quan es troben separats que formant part de
la MT. EI grup de recerca en el qual s'ha realitzat el treball que es
presenta ha pogut precisar amb més detall aquesta proposada
independéncia entre dominis. Aixi, tali com s'ha publicat recentment,?” en
el cas de laisoforma 1 de MT recombinantde ratoli, quan Zn,-MT enllaca
ions Cu(l) aquesta independéncia entre dominis només es déna mentre

queda Zn(ll) coordinat a algun dels dos fragments de MT.

Aixi, com a conclusio dels resultats exposats anteriorment es dedueix

que, enfront de Hg(ll), els fragments i1 de la isoforma 1 de MT
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recombinant de ratoli es comporten de manera dependent a qualsevol

dels pH estudiats tant en preséncia com en absencia de Zn(ll).

Per un altre costat, I'analisi global de les valoracions d'aquestes proteines
amb Hg(ll) ha permés observar una analogia en el comportament de Zn.-
MTiZn,- MT apH 7 en coordinar Hg(ll). Concretament, s'ha detectat que
les valoracions de Zn,-MT i Zn,- MT amb HQCl, a pH 7 i a t=24h
transcorren de manera analoga en ambdos casos fins el punt en qué tot

el Zn(ll) és desplacat per Hg(ll), és a

Az

dir, fins que s'han addicionat 8i5 eq de 5:

Hg(ll) a Zn,-MT i Zn, MT, ] ﬂ /.
respectivament. A la Figura 5.47. ;'[: V
s'observa que Zn,Hg,-MT mostra una ="

empremtaespectral forcasemblantala . . s e 5w me s s s
de I'agregat Zn,Hg,- MT que es forma Figura5.47. Espectres de DCde les
especies Zn Hgs-MT i Zn,Hg,- MT
en la valoraci6 de Zn,- MT. Aixi obtingudes afegint HgCl, a Zn,-MT
) L iZn,- MT, respectivament,apH 7 a
mateix, la superposicio de I'espectre de  t=24h.
DC de l'espécie Zn,Hg,-MT amb el corresponent a Zn,Hg,- MT mostra
una gran semblanca (Figura 5.48.). Tanmateix, si també es superposen
els espectres de DC corresponents a les seguents addicions de Hg(ll) en

ambdues proteines, 8 equivalents per a Zn,-MT i 5 per a Zn,- MT,
s'observa que l'analogia entreambdues empremtes espectrals encara es
manté (Figura 5.49.). A partir d'aquest punt ja no es detecten més

equivaléncies entre els espectres de DC d'ambdues valoracions.
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Tot aix0 sembla indicar que, en les primeres etapes de la valoracio de
Zn,-MT a pH 7, el Hg(ll) es coordina inicialment al domini i que no és
fins que tot el Zn(ll) ha estat desplacat de la proteina que el domini

comenca a participar en la coordinacié de Hg(ll).

Finalment, comparant totes les valoracions (Figures 5.30. i 5.31.) es
conclou que, per a les tres proteines, l'espécie final té una relacid
estequiometrica Hg(ll):proteina superior en el cas de les valoracions
efectuades a pH 3 que en el de les realitzades a pH 7. Aixo permet deduir
que la capacitat coordinant de Hg(ll) maxima de la MT i dels seus
fragments constitutius és superior a pH 3 que a pH 7.

Aquesta mateixa comparaciéo aplicada nomeés als fragments permet

concloure que, malgrat que el nombre de S, és inferior en el fragment

Cys

que en I' (9 respecte a 11), el fragment té una capacitat de

coordinacio de Hg(ll) subtilment superior a la del fragment ja que les
especies finals Hg- MT presenten nuclearitats superiorsa les obtingudes

per als darrers agregats Hg- MT.
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5.6. Conclusions del comportament de Zn,-MT
recombinant de ratoli enfront de Hg(ll) a diferents pH

L’analisi de les dades presentades pels diferents pH, amb diferents temps
d’estabilitzaci6 i addicionant Hg(ll) en forma de HgCl, o Hg(CIO,),, la seva
comparacio amb les dades bibliografiques, i, finalment, la determinacio
del grau de participacio dels fragments en la MT sencera, permet establir
el comportament la MT recombinant de

ratoli enfront de Hg(ll) d'acord amb
pH 7 pH 3

Zn-MT apo-MT

'esquema seglent i proposar les
conclusions que es detallen a

continuacio. l
ZnHg-MT J
J Hy-MT

|

InHg~MT 55 Hego-MT
addicionada, la coordinacio del Hg(ll) a g fﬁ' 91'

Independentment del pH, del temps

d'estabilitzacié i de la sal de Hg(ll)

Zn,-MT dona espécies amb una relacio
molar Hg(Il):MT de 5 i 7.

L'estequiometria de les espécies amb

ZnHg-MT 5= Hg-MT

una relacié molar inferior o superior a HgMT -

les esmentades depén fortament del = Y- MT
pH. A diferéncia del que s'ha observat | H3uMT
en els fragments, per als darrers
agregats metal lics detectats al llarg de

les valoracions el nombre de Hg(ll) | H3e-MT

coordinats és inferior al nombre de S

-
de la proteina. HeMT

Figura 5.50. Esquema general de
les espécies detectades al llarg de

L'estructura de les especies amb la la valoraci6 de Zn,-MT amb Hg(ll)
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mateixa relacio Hg(ll):MT depén del pH.

Addicionalment, el fet de qué a pH 7 aquestes espécies mantinguin Zn(ll)
coordinat causa que aquests agregats metal lics presentin estructures
diferents als dos pH estudiats. Probablement, de la mateixa manera que
passa en el fragment , ambdds agregats, a pH 7 i3, s'interconverteixen
reversiblement variant el pH del medi.

D'altra banda, mentre que l'especie amb 5 eq de Hg(ll) presenta un
nombre de coordinacié superiora pH 3 que a pH 7, tetraédric i/o trigonal
enfront de mixt tetraedric-digonal, en l'agregat amb 7 eq de Hg(ll)
s'observa una situacio inversa, és a dir, la geometria de coordinacié del
Hg(ll) és inferior a pH 3 que a pH 7: mixt digonal-trigonal i tetraedric-
digonal, respectivament. Aixi, aguest fenomen permet pensar queel Zn(ll)
€s responsable de que es mantingui la geometria de coordinacié

tetraeédrica com a prioritaria en les primeres espécies detectades.

La geometria de coordinacio dels ions Hg(ll) varia a mesura que creix
la relacio Hg:MT.
Les primeres espeécies, on la proporcio de Hg(ll) és petita, presenten
Hg(ll) amb entorns de coordinacio tetraedrics i/o trigonals; a mesura que
augmenta el nombre de Hg(ll) per MT la geometria de coordinacioé tendeix
a ser digonal, passant per espécies on coexisteixen diferents entorns de
coordinacio; i finalment, les darreres especies exhibeixen Hg(ll) trigonals
de tipus MerR. Quan el nombre de Hg(ll) de I'espécie s'apropaal nombre
de S, I'entorn de coordinacié tendeix a ser digonal.

El temps d'estabilitzacié permes per a l'estabilitzacié de cadascun dels
equivalents de Hg(ll) afegits causa efectes diferents en funcié del pH.
A pH 7, el mecanisme de reaccié de la valoracio és independent del

temps d'estabilitzacié excepte en I'etapa final, perd no obstant aixo es
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detecta un cert avancament de la valoracié efectuada sota control
cinetic respecte a la realitzada sota control termodinamic. D'altra
banda, les especies amb una mateixa relacié estequiometrica
Hg(Il):MT mostren un grau de quiralitat inferior en el cas de ser
obtingudes en la valoracié efectuada sota control cinétic que en la
realitzada controlada termodinamicament. Aquest fet permet concloure
gue, sota control cinétic, les especies presenten una manca
d'estructuracié respecte als agregats metal lics equivalents formats
sota control termodinamic.

A pH 3, tot i que el principi i el final de les valoracions son analegs,
independentment del temps d'estabilitzacid, les etapes intermitges
difereixen completament si la valoracié es realitza a t=0h o a t=24h.
En general, el mecanisme de reaccio i l'estructura de les espécies

detectades en la primera meitat de les valoracions efectuades tant a pH
7 com a pH 3 sén similars independentment de la presénciade Cl o CIO,
al medi. Aixi doncs, el paper del CI' com a lligand que intervé clarament
i de manera definida en I'esfera de coordinacié del Hg(ll) i també en
I'estructura tridimensional del cluster format és molt més notable en la
segona part de les valoracions i més en les realitzades a pH 3 que en les
dutes a terme a pH 7.

A pH 3, el fet que tant el mecanisme de reaccié com I'evolucié de la
geometria de coordinacio del Hg(ll) en les espécies detectades siguin
diferents en funcié de la preséncia de ClI" o CIO, indica que el CI actua
tant com a lligand covalentment enllagat al Hg(ll) com participant en
interaccions Hg Cl a llarga distancia.

A pH 7, la diferéencia més rellevant en la segona meitat de les
valoracions es detecta a partir de la formacio de I'espécie Hg,,-MT.
S'observa que en aquesta espécie el CI intervé tant com a lligand del

Hg(ll) com establint interaccions a llarga distancia Hg CI.
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A pH 7, la presencia de CI al medi provoca la retencid del Zn(ll)
coordinat a la proteina. Aquest fet és invers al que ocorre quan es
valora el fragment ianaleg al que s'observa pel . Aixi, pel que fa al
desplacament del Zn(ll) en preséncia de CI' o ClO,” al medi, s'observa
que el fragment es comporta de manera similar a la MT sencera,
retenint el Zn(Il) coordinat durant I'addicié de més equivalents de Hg(ll)
guan hi ha CI en solucio. En canvi, el fragment es comporta de forma
inversa.

A pH 3, la segona itercera espécies detectades contenen 5i 7 eq de
Hg(ll) en presencia de CI" mentre que si hi ha CIO, en tenen 6 i 8
respectivament. Aix0 indica que la preséncia de CI estabilitza les

espécies amb un nombre de Hg(ll) menor.

Cal destacar, d'entre totes les especies detectades al llarg de les
valoracions, els agregats: Hg,,-MT (a pH 7 at=24h i t=0h), Hg,,-MT (a pH
3 at=0h) i Hg,,-MT (a pH variable). Aquestes especies mostren un grau
d'estructuracié elevat, relacionat, molt probablement, amb l'estructura
d'hélix que presenten moltes proteines, i una gran tendéncia cinética a
formar-se, tot i que presenten, alhora, una elevada estabilitat
termodinamica. Cal remarcar la probable interaccié del CI" en la segona
esfera de coordinacié del Hg(ll) atorgant a aquests agregats una certa

superestructuracio.

Els fragments i mostren un comportament dependent entre ells de

tal forma que la suma d'aquests dos no reprodueix el de la MT sencera.

El fragment ila MT sencera mostren un comportamentinicial similar

en les valoracions efectuades a pH 7 independentment del temps
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d'estabilitzacié i de la sal de Hg(ll) addicionada. Aixd sembla indicar que,
apH 7, en addicionar Hg(ll) ala MT aquests ions es coordinen inicialment
aldomini de manera que I'espécie formadaadopta una estructura enla
gue el domini practicament no hi participa. En canvi, a pH 3, donat que
la proteina no té una estructura dominial siné desordenada, no hi ha cap
preferencia de coordinacié del Hg(ll) per un o altre extrem de la cadena
polipeptidica.

La capacitat coordinant de Hg(ll) de la MT sencera i dels seus
fragments constitutius és superiora pH 3 que a pH 7. En els fragments,

la capacitat de coordinacio de Hg(ll)del fragment  és subtilment superior

a la del fragment

Les dades bibliografiques existents: a) permeten validar el
comportament de la MT recombinant de mamifer, b) posen de manifest
gue, molt probablement, algunes de les diferéncies observades entre les
proteines natives i les recombinants son causades per la diferéncia en la
seva puresa, c) evidencien la necessitat de controlar altres parametres
com el temps d'estabilitzaci6 i el pH per tal de definir el comportament

coordinatiu de la MT enfront de Hg(ll).
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