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DESCRIPCION

Biosensor selectivo a metalotioneinas.

La presente invencion se engloba dentro del campo de la electroquimica y se refiere, de forma general, a electrodos
y sensores selectivos a iones, mds especificamente, a electrodos selectivos a metalotioneinas, al método de construccién
de dichos electrodos y al método que emplea dichos electrodos para la cuantificacién de diferentes isoformas de
metalotioneinas en muestras de origen bioldgico.

Estado de la técnica

Las metalotionefnas (MTs) son proteinas de baja masa molecular (6 a 7 kDa), presentes en todos los organismos
y capaces de unir metales pesados. Muestran un alto contenido de grupos tiol provenientes del aminodcido cisteina,
que constituye el 33% de la molécula. Actualmente se han descrito mas de 200 MTs pertenecientes a un centenar
de organismos. En concreto, en mamifero, se han descrito cuatro isoformas de las MTs (numeradas del 1 al 4) y de
MTT1 hasta 13 subisoformas. La MT-1 y la MT-2 se sintetizan en casi todos los tejidos del organismo, siendo parti-
cularmente importante su presencia en érganos parenquimatosos como el higado, rifién, intestino, testiculos, pulmoén,
corazén y cerebro. La MT-3 se localiza predominantemente en cerebro y en menor cantidad en pancreas e intesti-
no, tracto reproductor masculino y femenino, estémago, corazén y rifién. La MT-4 se detecta en epitelios escamosos
estratificados.

Estudios de expresion génica han mostrado que estas proteinas se sintetizan en respuesta a una gran variedad de
estimulos fisiologicos y quimicos, como son: hormonas, citoquinas, especies reactivas de oxigeno, estrés y, de manera
importante, metales. Recientemente se han relacionado con procesos de estrés inflamatorio, especialmente durante una
respuesta de fase aguda, aunque su funcidn en estos procesos atin estd por definir.

La cuantificacion de las metalotioneinas ha sido un reto que ha propiciado el desarrollo de un gran nimero de
métodos para su determinacion. La identificacidn y caracterizacion estructural de las MTs son procesos imprescindi-
bles para esclarecer las funciones especificas que estas proteinas desarrollan en el organismo y el papel que juegan en
relacion con factores externos, como la presencia de metales pesados.

Hasta el momento se han desarrollado técnicas para la cuantificacién total de MTs (M. Sato, K.T. Suzuki, Biomed.

Res. Trace Elements 6 (1995): 13). Asi, se han empleado técnicas electroanaliticas, espectrofotométricas UV-Vis,
ensayos de saturacién metélicos y métodos inmunoldgicos para la determinacién de estas proteinas (Tabla 1).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Técnicas para la determinacion de las metalotionefnas. GFC-FPLC-ETAAS: cromatografia de filtracion por gel;
cromatografia liquida para separacion rdpida de proteinas; espectrometria de absorcion atomica electrotérmica;
IEC-ETAAS: cromatografia de intercambio ionico; espectrometria de absorcion atémica electrotérmica; IE-

HPLC-FAAS: cromatografia liquida de alta resolucion de intercambio idnico; espectrometria de absorcion
atémica de llama; SPE-CAC-TDI gels-AAS: Extraccion en fase sélida para cromatografia de afinidad
covalente con intercambio tiolato-disulfuro; espectrometria de absorcion atémica; HPLC:
cromatografia liquida de alta resolucion; DPP: Polarografia diferencial de pulsos;

ELISA: enzimoinmunoandlisis

A LD . ‘2 .
Técnica (ng/100pL) Determinacién Muestra Referencia
GFC-FPLC- Total MT . P.J.Hensbergen. et al. Biochem.
ETAAS (indirecto) Insecto O. cincta Physiolo. C 125 (2000): 17.
2 ng/mg MT isoformas . M. Lacorn. et al. Environ. Toxicol.
|IEC-ETAAS proteina (indirecto) Higado de pescado Chem. 20 (2001): 140
IE-HPLC- 46 (MT-1) MT isoformas . K. Nostelbacher, et al. J.
FAAS 31 (MT-2) (indirecto) Higado de rata Chromatogr. B 744 (2000): 273
g:g %’D‘l 0.9 Total MT Leche materna AK. Kabzinski, Biomed.
) indi - . 1 1217,
geles-AAS (indirecto) humana (Cd-MT) Chromatogr. 12 (1998): 21
ShECAC 0709 Total MT Fluidos biologicos AK. Kabzinski, Biomed.
AQAGS 8- -9, (indirecto) {Zn-MT) Chromatogr. 12 (1998): 281.
HPLC, - . e _
detec&i\t/')n por 400 -{c?itre:c':g Tejido dtraaggado de | N.etal Ann. Blgl7. Clin. 54 (1996):
HPLC, . Cultivo de células R. Studer, P.E. Hunziker, J. Lig.
deteccion por 3.1 MT( é?ggtror?as de higado de Chromatogr. Relat. Technol. 20
uv humano (1997): 617.
Muestras
Total MT ; A. Mufioz, A.R. Rodriguez, Analyst
DPP 62 . comerciales (Cd, 120 (1
(directo) ZnMT) 20 (1995) 529
. W. Tang, T. Kido,W.A. Gross, K.
ELISA 0.2 Total MT Orina de rata y Nogawa, E. Sabbioni, A. Shaikh, J.
(directo) humana Anal, Toxicol. 23 (1999) 153.
Total MT Hirauchi, M. Okabe, T. Nagashima,
ELISA 0.8 . Orina de rata T. Niioka, Trace Elem. Electrolytes
(directo) 16 (1999): 177.

Existen dos tipos de aproximaciones: los métodos indirectos y los directos. Fluso de métodos electroanaliticos para
la cuantificacion de las MTs se basa en las propiedades redox de los complejos formados por los grupos tiol de las
proteinas con los iones metalicos. La capacidad de saturacion de la molécula con iones metélicos ha sido aprovechada
por los métodos de cuantificacion indirectos de las MTs, como por ejemplo los ensayos de afinidad metélica.

Las propiedades colorimétricas de diferentes reactivos en combinacién con los grupos tiolato de la proteina son la
base de las determinaciones espectrofotométricas. De la misma manera, la inmunoreactividad con anticuerpos especi-
ficos ha sido usada por los métodos inmunolégicos.

Un paso adelante en el anélisis de las MTs consiste en la deteccién de las diferentes isoformas presentes en
una misma muestra. Con este objetivo, se emplean t€cnicas de separacién como la electroforesis capilar (CE) y la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), tipicamente ligadas a detectores de elementos especificos, para la
cuantificacion indirecta de las MTs.

La heterogeneidad de las muestras provenientes de tejidos, fluidos biolégicos o cultivos celulares, requiere estra-
tegias que impliquen aproximaciones diferentes, adaptacion de una metodologia existente o el desarrollo de nuevos
protocolos.

Los métodos comentados (Tabla 1) para la determinacién de las MTs presentan dificultades que hacen que la
cuantificacion de éstas sea una tarea incémoda. Ademds, en los protocolos de la mayoria de los métodos, aparecen dos
problemas implicitos en la naturaleza de la proteina: la oxidacion de las MTs y el polimorfismo que presentan.
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Los complejos metal-MT contenidos en muestras bioldgicas se pueden obtener después de procesos de aislamiento
y purificacion. Tanto si la proteina esta totalmente saturada de metal como si no lo est4, la elevada presencia de grupos
tiol puede llevar, en condiciones aerébicas, a la oxidacion de éstos y, consecuentemente, de la proteina por formacién
de enlaces disulfuro intra o inter-moleculares durante el proceso de aislamiento o durante la manipulacién de la
muestra.

En relacién con los problemas derivados del polimorfismo de las MTs, el gran nimero de isoformas y subisofor-
mas de estas proteinas hace que la aplicacion de las técnicas inmunoldgicas en muestras biolégicas sea dificil. Para
aumentar la sensibilidad y la selectividad de estos métodos, la especificidad de los anticuerpos es muy importante. La
ausencia de muestras patron de MT, dificulta la comparacién de resultados entre diferentes laboratorios, porque cada
uno tiene su propio método de aislamiento.

Descripcion de la invencion

Con el objetivo de superar las dificultades asociadas a los métodos actualmente empleados, los autores de la presen-
te invencion han dirigido sus investigaciones al desarrollo de un electrodo selectivo a iones (ISE) para la cuantificacién
de MTs, ya que en la actualidad no existe ningun electrodo selectivo a estas metaloproteinas.

Los electrodos selectivos a iones son sensores electroquimicos que, gracias al potencial electrostatico que adquiere
la membrana selectiva a iones cuando ésta se pone en contacto con una disolucién, permiten analizar cuantitativamente
el analito al que es selectiva la membrana. Esta selectividad viene conferida por una especie quimica (ionéforo) que
interacciona de forma selectiva con el analito a determinar.

Hasta ahora, el material polimérico mas importante de los empleados como matriz en la elaboracién de ISEs, era el
PVC. Se han probado otros materiales alternativos como la goma de silicona, los epoxi-poliuretanos y el PVC modifi-
cado (Moody, G.J. et al. Analyst, 112 (1987), p.1143 y Cha, S.G. et al. Anal. Chem., 63 (1991), p.1666) para mejorar
la adherencia sobre la superficie de los dispositivos de estado s6lido o para reducir la adsorcién de macromoléculas
procedentes de muestras analiticas. A pesar de ello, el PVC sigue siendo el polimero més empleado en la preparacién
de membranas para ISEs.

Sin embargo, la incorporacién de material biolégico en membranas de PVC no es facil debido, basicamente, al
empleo de disolventes organicos (normalmente tetrahidrofurano), en los cuales las proteinas (enzimas, anticuerpos,
etc) se disuelven pobremente, lo que suele alterar su actividad o propiedades (Cha, S.G. et al. Anal. Chem., 63 (1991),

p.1666).

Actualmente, el empleo de membranas de polisulfona, PS, (I) como matriz polimérica ha abierto grandes posi-
bilidades en los electrodos de contacto s6lido (G. Harsanyi, Polymers Films in Sensor Applications, TECHNOMIC
publication, Lancaster 1995). La principal ventaja respecto al PVC es que la polisulfona permite incorporar, ademas
de los ionéforos que dan la selectividad potenciométrica a la membrana, materiales biolégicos (enzimas, anticuerpos,
etc) desde una fase acuosa.

G
L
CH,

0

En la presente invencion, la incorporacién del material biol6gico a la membrana tiene lugar mediante la técnica
de inversion de fase, es decir, el agua penetra en la polisulfona induciendo su precipitacioén por desplazamiento de
la dimetilformamida (DMF) donde se disuelve (Prieto-Simon et al. Biosens. Bioelectron. 2006, 22, 131-137; Prieto-
Simon et al. Biosens. Bioelectron. 2007, 22, 2663-2668; Prieto-Simon et al. Talanta, 2007, 71, 2102- 2107; Sdnchez,
S. et al. Biosens. Bioelectron., 2007, 22, 965-972; Sdnchez, S. et al. Analyst., 2007, 132, 142-147.; Sdnchez, S. et al.
Biosens. Bioelectron. 2007; Nunes, S.F. et al. Membrane Technology in the Chemical Industry; WILEY-VCH Verlag
GMBH, D-69469, Weinheim, Germany, 2001).

Esta técnica de inmovilizacién mantiene las protefnas practicamente intactas durante todo el proceso, ya que per-
manecen siempre en medio acuoso a un pH controlado. Ademads, mediante este procedimiento, la cantidad de proteina
requerida se reduce de forma significativa, ya que permanece unida principalmente a las capas externas de la membra-
na.

Durante los dltimos afios y en base a sus caracteristicas coordinantes, se han empleado algunas MTs y otros
polipéptidos que interaccionan con metales para la construccion de biosensores de iones metalicos, pero siempre
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limitdndose a sensores de capacitancia (Bontidean, I et al. Biosens. Bioelectron. 2003, 18, 547-553; Bontidean, 1.
et al. Anal. Chem. 1998, 70, 4162-4169; Corbisier, P. et al. Anal. Chim. Acta 1999, 387, 235-244). Estos muestran
una baja selectividad y requieren regeneracién con EDTA tras cada uso. Por otra parte, en el documento de patente
WO02006045103, se describe un dispositivo basado en el empleo de MTs sobre un soporte sélido con el objetivo de
eliminar selectivamente metales pesados de muestras liquidas contaminadas. En esta aplicacién, las MTs se incorporan
en una membrana comercial por adsorcién (Pall biodyne).

Ahora, los autores de la presente invencion, han desarrollado electrodos potenciométricos selectivos a MTs basados
en una membrana de polisulfona que incorpora diferentes metalotioneinas que actiian como ionéforos. Estos electrodos
son selectivos a isoformas concretas de metalotioneina, en funcién de la molécula elegida como ionéforo. Asimismo,
estos electrodos permiten la cuantificacion de diferentes isoformas de metalotioneina y su empleo en una amplia
variedad de muestras que no requieren un tratamiento previo especial.

Estos dispositivos, ademds de ser de medida directa para las MTs, presentan ventajas muy significativas en cuanto
a tiempo de andlisis con respecto a los métodos descritos en el estado de la técnica. Presentan una buena selectividad
y no requieren ni incubacién ni procesos de regeneracion.

Emplean una instrumentacién muy sencilla, lo que permite realizar mediciones de campo, asi como la construc-
cién de microelectrodos para la cuantificacién de MTs en células individuales. Ademés, el electrodo de la presente
invencién puede almacenarse en seco y muestra un largo tiempo de vida.

Finalmente, el electrodo desarrollado presenta las siguientes ventajas, propias de los sensores quimicos, frente a
los equipos de laboratorio empleados actualmente en la determinacion de MTs:

- dispositivos pequeiios y robustos,

- respuesta rdpida,

- produccién masiva a bajo coste,

- integracién del procedimiento analitico,

- permite la monitorizacién de pardmetros y aplicaciones in sifu, y

- portabilidad. Esta es una ventaja especialmente destacable ya que permite efectuar medidas de campo sin
necesidad de trasladar la muestra a un laboratorio (evitando la posible alteracion de las muestras).

En primer lugar, la presente invencién contempla un electrodo selectivo a metalotionefnas (MTs) que comprende
una metalotioneina, que actiia como ionéforo, incorporada en el interior de una membrana de polisulfona (PS).

Es también objeto de la invencién un método para la construccion de dicho electrodo selectivo a metalotioneinas.

Finalmente, es objeto de la invencién un método para la cuantificacién de diferentes isoformas de metalotioneinas
en muestras de origen bioldgico.

En un aspecto de la presente invencion se contempla un electrodo selectivo a metalotionefnas (MTs) que comprende
una metalotioneina, que actiia como ionéforo, incorporada en el interior de una membrana de polisulfona (PS), que
permite incorporar material bioldgico en su interior.

Las metalotioneinas se caracterizan por su bajo peso molecular y su alta capacidad de unién a iones de metales
pesados a través del alto contenido en cisteina (33%) de su estructura primaria. Los electrodos contemplados en la
presente invencién utilizan metalotioneinas como iondforos, resultando éstas selectivas a ellas mismas, incluso con
capacidad para diferenciar entre las diferentes isoformas de M T de un mismo organismo.

En una realizacién particular, el ion6foro empleado comprende un complejo metdlico de dicha metalotioneina (P,-
MT), donde P es un metal pesado, preferiblemente zinc.

En una realizacién preferida, el electrodo presenta selectividad a la isoforma MT1 de mamifero. En este caso el
ionéforo empleado es el complejo metalico Zn,-MT 1. Dicho electrodo permite cuantificar la MT1 de una determinada
muestra aunque estén presentes otras isoformas de mamifero (como MT2, MT3 y MT4) que podrian interferir en la
medida.

En otro aspecto de la invencién se contempla el método para la construccion de los electrodos selectivos a metalo-
tioneinas objeto de la invencién que comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de una disolucién de PS y N,N’-dimetilformamida (DMF);
b) preparacién de una disolucién de la especie que actuard como ionéforo;

5
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¢) deposicién de la solucién de PS/DMF preparada en a) sobre la superficie del cuerpo del electrodo; y

d) incorporacion del ion6foro en la membrana de PS mediante la inmersion del electrodo en la disolucién
preparada en b) para que mediante la técnica de inversion de fase de lugar a la biomembrana final.

Gracias a la técnica de inversién de fase, los ionéforos se incorporan a la membrana de PS sin manipularlos,
sumergiendo directamente el electrodo en la solucién proteica de la MT considerada. LLos electrodos asi construidos
no requieren ninguna etapa de acondicionamiento con ninguna disolucion. La disolucién de proteina puede ser escasa
y/o cara por lo que la ausencia de una etapa de acondicionamiento supone ventajas econémicas.

En una realizacion particular, la concentracion de la disolucién obtenida en a) estd comprendida entre 50 y 150 mg
de PS por mL de DME, preferiblemente entre 75 y 125 mg PS/mL DMT.

En otra realizacién particular, la especie empleada como iondforo en la disolucién de la etapa b) es la molécula
Zn,-MT1, a una concentracién comprendida entre 1077 y 107 mol/L., preferiblemente entre 5-107° y 5-107* mol/L.

Los electrodos descritos, pueden cuantificar diferentes isoformas de metalotioneina en muestras de origen biolégi-
co, operacion que comprende las siguientes etapas:

1. Calibrar el electrodo con disoluciones patrén;
ii. Poner en contacto la muestra a analizar con el electrodo, y,
iii. Cuantificar la metalotioneina presente en la muestra problema mediante medidas potenciométricas.

En una realizacion particular, la calibracién del electrodo puede llevarse a cabo por un procedimiento que com-
prende:

(1) sumergir el electrodo de trabajo y el de referencia en un volumen conocido de H,O;

(2) efectuar microadiciones de una disolucién de concentracién conocida del complejo P,-MT (siendo P un
metal pesado) de la metalotioneina a cuantificar (en funcién del electrodo que estemos calibrando) que
permita obtener lecturas en un intervalo de concentraciones que incluya la de la muestra problema; y

(3) representar el potencial (en mV) suministrado por la celda electroquimica al variar la concentracién de P, -
MT de la disolucién utilizando una regresion lineal (fundamentada en la ecuacion de Nernst (E=A; + B, -
log C) para ajustar los valores de potencial obtenidos respecto al logaritmo de la concentracién de P,-MT.

La Figura 1 muestra una curva de calibracion tipica para aniones.

Una vez calibrado el electrodo y construida la curva de calibracion, al poner el electrodo en contacto con la muestra
problema se obtiene una sefial analitica (potencial, mV) que se interpola en la recta de calibracién para obtener la
concentracion de la metalotioneina que se quiere cuantificar.

Dado que las metalotioneinas se encuentran en las células de todos los organismos de los reinos animal y vegetal,
cualquier tipo de muestra de origen biol6gico (que provenga de estos organismos, vivos 0 muertos) es potencialmente

vélida para ser cuantificada mediante el método propuesto. De especial interés son:

- Organismos (acuéticos o terrestres) que puedan actuar como biomarcadores de contaminacién metalica por
la acumulacién de dichos metales en sus tejidos (moluscos, algunos peces, etc).

- Tejido del sistema nervioso central implicado en patologias como el Alzheimer y algunos tipos de esclero-
sis.

- Tejido de higado y rifién relacionado con intoxicaciones por metales.
- Tejidos de una amplia variedad de 6rganos como marcadores tumorales.
Breve descripcion de las figuras
Figura 1. Curva de calibracion y pardmetros clave de la caracterizacion de un electrodo selectivo a aniones. 1LD:
Limite de deteccién; LIRL: Limite inferior de respuesta lineal. Log C: Logaritmo de la concentracién de analito. (1)
Zona de respuesta nula; (2) Zona no lineal o subnerntsiana; (3) Zona lineal o nerntsiana.
Figura 2. Construccion del cuerpo de los electrodos selectivos a iones de configuracion convencional: (A) Conector

y placa de cobre; (B) Soldadura perpendicular de la placa de cobre al conector; (C) Insercién del conector dentro del
tubo de PVC; (D) Llenado con resina conductora. (F) Esquema final del electrodo construido.
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Figura 3. Procedimiento de deposicion de las membranas de polisulfona en los electrodos selectivos a MTs. (A)
Cuerpo del electrodo con la superficie conductora. (B) Deposicion de la disolucion de PS/DMF (C) Inmersion del
electrodo en la disolucién del ionéforo (D) Membrana de polisulfona depositada sobre la superficie del electrodo; (1)
Gota de PS/DMF (2) Tonéforo.

Figura 4. Calibracién de un electrodo selectivo a la isoforma MT1 de mamifero en agua.

Figura 5. Calibracién de un electrodo selectivo a la isoforma MT1 de mamifero en agua y en una disolucién acuosa
de MT4 de mamifero de concentracién constante. (A) Calibracién en agua (B) Calibracion en presencia de MT4.

Descripcion detallada de realizaciones particulares
Materiales

Se empled polisulfona (PS) BASF 3010 natur (Frankfurt, Germany) como matriz polimérica y se escogié N,N-
dimetilformamida (DMF) de Panreac (Barcelona, Espafia). Todos los demds reactivos empleados fueron de grado
analitico y se obtuvieron de Merck (Darmstadt Germany). Se empleé Milli-Q (Bedford, MA, USA) durante todo el
ensayo. Para la preparacion del electrodo, se obtuvo polvo de grafito de Merck, epoxy resin ARALDIT M de Uneco
(Badalona, Espaifia) y el endurecedor HY 5162 de VANTICO (Barcelona, Espafia).

Biosintesis de las metalotioneinas

Se utilizé MT1 recombinante de mamifero sintetizada a partir de una construccién de DNA que permite su pro-
duccién en la bacteria Escherichia coli. Los cultivos de bacterias transformadas con esta construccién produjeron
una proteina de fusiéon MT-GST (MT-Glutation-S-Transferasa), que fue recuperada y digerida con trombina, proce-
dimiento que permitié la posterior purificacion de las metalotioneinas como proteinas independientes. El suplemento
de un determinado metal en el medio de cultivo bacteriano permiti6 la recuperacién directa de la MT en forma del
correspondiente complejo metélico.

Métodos
Construccion del cuerpo del electrodo selectivo a iones de configuracion convencional

En un cuerpo cilindrico de PVC, de 20 mm de largo y 6 mm de didmetro interno (Figura 2.C), se acoplé una
conexion hembra (2 mm) a la cual le habia soldado perpendicularmente una placa de cobre (2,5 mm de radio) (Figuras
2.A y 2.B). El tornillo metilico que llevaba enroscada la conexién permitié que ésta quedase fijada en el interior
del bo de PVC. La cavidad que quedé al descubierto entre la placa y el cuerpo del electrodo, se llené de pasta
conductora epoxi-grafito (1:1), (epoxi: Araldit M- endurecedor HR (1:0.4)) (Figura 2.D), evitdndose la formacion de
burbujas de aire. Se dej6 secar en la estufa a 40°C durante 24 horas. Posteriormente, se pulié la superficie produciendo
una depresion de 0,3 mm donde se depositaria la membrana.

Construccion de los electrodos selectivos a metalotioneinas

Se construy6 un electrodo selectivo a la isoforma MT1 de mamifero. E1 ISE selectivo a MT1 incorporaba la especie
7Zn,-MT1 en el interior de la membrana de PS actuando como ionéforo.

Para la preparacion de la membrana selectiva a MT1, se disolvieron en un vial 100 mg de PS por mL. de DMF.
En otro vial, se diluyé la disolucién proteica (disolucién del ionéforo) a una concentracion de 5-10~° M (Tabla 2).
Se deposit6é una gota de solucién de PS/DMF preparada sobre la superficie del cuerpo del electrodo construido que
precipité inmediatamente al sumergirlo en la solucién de protefna (Figura 3).

TABLA 2

Composicion de la membrana del biosensor selectivo a MTI

MT1-ISE

londforo Zn-MT1

Concentracion 5.0-10° mol/L

mg PS/mL DMF 100 mg/mL

Mediciones. Las mediciones potenciométricas se llevaron a cabo empleado un potenciémetro digital, Crison pH
2002, con + 0.1 mV de resolucién (Alella, Spain) Las lecturas se controlaron por ordenador, empleando una linea de
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comunicacion serial (RS232C) conectada a un Pentium 4 con un software especialmente desarrollado. El software fue
desarrollado por TMI (Alella, Spain). Como electrodo de referencia, se emple6 un electrodo de doble unién Ag/AgCl
de Orion Termo.

Los pardmetros de calibracién se obtuvieron de la construccién de la curva de calibrado en el rango 5.0-1078 -
5.7-107° de MT1. (Figura 4). Los datos obtenidos se representaron como potencial frente al logaritmo de la concentra-
cién de MT1.

Una vez calibrado el electrodo, al ponerlo en contacto con la muestra problema, se obtuvo una sefial analitica
(potencial, en mV) que se interpolé en una curva de calibracién para obtener la concentracion de la isoforma MT1
(3.1-1077 mol/L. de MT1).

En el estudio de interferencias, es decir, al calibrar el electrodo en presencia de otra metalotioneina (en este caso
la isoforma MT4 de mamifero) se observo que ésta afectaba de forma poco significativa al comportamiento del ISE
selectivo a MT1. Esto puede verse en la Figura 5, donde se muestran las dos curvas de calibrado (con y sin presencia
de interferente).

Las caracteristicas analiticas de respuesta del electrodo selectivo a MT1 observadas fueron:

1) Limite de deteccién: se puede detectar MT1 por encima de 1.0-107"M,

2) Limite de cuantificacién: se puede cuantificar MT1 por encima de 1.0-107°M,
3) La sensibilidad del electrodo es de -52 mV/dec,

4) El tiempo de respuesta del electrodo es de pocos segundos,

5) El tiempo de vida del electrodo es de cémo minimo 1 mes,

6) Elrango de pH en el cual el electrodo es capaz de detectar y cuantificar MT1 es amplio (2-7),

7) Losresultados en el estudio de interferencias indican que el electrodo es capaz de detectar MT1 en presencia
de MT4 (que actiia como interferente) incluso si la concentracién de MT4 es el doble que la de MT1, y

8) El electrodo se guarda en seco y a 4°C.
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REIVINDICACIONES

1. Electrodo selectivo a metalotioneinas (MTs) que comprende una metalotioneina, que actia como iondforo,
incorporada en el interior de una membrana de polisulfona (PS).

2. Electrodo, segun la reivindicacién 1, donde el ionéforo empleado comprende un complejo metélico de dicha
metalotioneina (P,-MT), siendo P un metal pesado.

3. Electrodo, segun la reivindicacién 2, donde el metal pesado es Zn.
4. Flectrodo, segun la reivindicacion 2, donde la metalotioneina MT es MT1 de mamifero.

5. Electrodo, segtn reivindicacion 2, que es selectivo a la metalotioneina MT1 de mamifero, y donde el ionéforo
empleado comprende el complejo de zinc de dicha metalotioneina (Zn,-MT1).

6. Método para la construccién del electrodo definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende
las siguientes etapas:

a) preparacion de una disolucién de PS y DMF;
b) preparacién de una disolucién de la especie P,-MT que actuard como ionéforo;

¢) deposicién de la solucién de PS/DMF preparada en a) sobre la superficie conductora del cuerpo del elec-
trodo; y

d) incorporacion del ionéforo en la membrana de PS mediante la introduccién del electrodo en la disolucién
preparada en b).

7. Método, segun la reivindicacion 6, donde la concentracién de la disolucion de PS/DMF obtenida en a) estd
comprendida entre 50 y 150 mg/mL.

8. Método, seguin la reivindicacién 7, donde la concentracién de la disolucién de PS/DMF esta comprendida entre
75y 125 mg/mL.

9. Método, segun la reivindicacion 6, donde la concentracion de la disolucién de P,-MT obtenida en b) estd com-
prendida entre 1077 y 10~* mol/L.

10. Método, segtin la reivindicacién 9, donde la concentracién de la disolucién de P,-MT estd comprendida entre
5-107° y 510 mol/L.

11. Método para la cuantificacion de diferentes isoformas de metalotioneinas en muestras de origen biolégico que
comprende las siguientes etapas:

1. calibrar el electrodo de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, mediante disoluciones patrén,
ii. poner en contacto la muestra a analizar con el electrodo, y

iii. cuantificar la metalotioneina presente en la muestra mediante mediciones potenciométricas.
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