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Resumen

El plomo es uno de los metales mas nocivos para la salud humana y su incidencia en la
misma deber ser tenida en cuenta debido a su amplia distribucién en el medio ambiente. El
cation Pb(ll) interactua preferentemente con proteinas que contienen Zn(ll) (ALAD, CadC,
GATA, dedos de Zn) y Ca(ll) (CaM, PKC, syt) causando no sélo interferencias en algunos
procesos metabdlicos (principalmente la biosintesis de hemoglobina), sino que también
inhibe varias enzimas, provocando dafios en el sistema nervioso central (SNC). Frente a
estos efectos nocivos del Pb(ll), los seres vivos han desarrollado mecanismos de defensa y
detoxificacion, entre los que se encuentran las metalotioneinas.

Las metalotioneinas (MTs) son unas proteinas muy versatiles, presentes en la mayoria
de organismos, cuyo inusual alto contenido en Cys les confiere una alta capacidad para
enlazar metales pesados (Zn(ll), Cd(ll), Cu(l), Ag(l), Hg(ll), Pb(ll), etc.), tanto in vivo como in
vitro, permitiéndoles actuar como agentes detoxificadores.

En base a estos antecedentes y a los estudios desarrollados previamente por este grupo
de investigacion, en esta Tesis Doctoral se pretende estudiar el posible papel de “Las
metalotioneinas de mamifero como agentes detoxificadores de Pb(ll)”. Para ello, se estudia
la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MTs de mamifero, MT1 y MT2
(ubicuas), MT3 (cerebro) y MT4 (epitelio escamoso estratificado), y de la MT de levadura,
Cup1, frente a Pb(ll). Simultdneamente, se analizan los factores experimentales
(concentracion de MT, T2, pH y tiempo de estabilizaciéon) que pueden afectar a dicha
coordinacion. Estos estudios se han llevado a cabo mediante la utilizacion de técnicas
espectroscopicas (DC y UV-vis), espectrométricas (ESI-TOF MS) y microcalorimétricas
(ITC). Ademas, en este trabajo se ha intentado relacionar el caracter de Zn- o Cu-tioneina
de las MTs estudiadas con su capacidad coordinante frente a Pb(ll). Por este motivo, se ha
incluido el estudio de una Cu-tioneina genuina como es la isoforma Cup1 de levadura.

En general, los resultados obtenidos revelan una gran complejidad en la interaccién de
las MTs de mamifero con Pb(ll), de manera que no se pueden hacer extrapolaciones sobre
el potencial comportamiento de una determinada isoforma de MT frente a Pb(ll) a partir de
su caracter de Zn- o Cu-tioneina. Como resultados especificos, se sabe que MT3 es la que
presenta una mayor capacidad detoxificadora frente al ion Pb(ll) en condiciones similares a
las fisiologicas (pH 7.0 y 37 °C). Adicionalmente, se concluye que, entre los factores
experimentales estudiados; el pH, es el que tiene mayor influencia en la formacién y
estabilidad de las especies Pb-MT. Por otra parte y en relacién al caracter de Zn- o Cu-
tioneina de las MTs, se ha comprobado que éste no determina completamente la eficacia de
la coordinacién del idon Pb(ll) a la proteina, si bien influye en la manera en que el plomo se

coordina a ella.






Abstract

Lead is one of the major hazards in human health and its impact on it must be taken into
account due to its wide distribution in the environment. The Pb(Il) cation preferentially
interacts with proteins containing Zn(ll) (ALAD, CadC, GATA, Zn-fingers) and Ca(ll) (CaM,
PKC, syt) causing not only interferences in some metabolic processes (mainly the
biosynthesis of hemoglobin) but also the inhibition of several enzymes and damages at the
central nervous system (CNS). Living organisms have developed defense and detoxification
mechanisms against these deleterious effects of Pb(ll), among which we can find
metallothioneins (MTs).

MTs are among the most versatile metal-binding proteins present in all organisms. Their
unusually high Cys content confers them a high capacity to chelate heavy metal ions (e.g.
Zn(ll), Cd(ll), Cu(l), Ag(l), Hg(ll), Pb(ll)), both in vivo and in vitro, allowing them to act as
detoxifying agents.

Taking into account this background and the previous studies of our research group, in
this PhD Thesis we intended to study the possible role of “The mammalian metallothioneins
as detoxifying agents for Pb(ll)”. To this end, we studied the coordinating ability of the
different mammalian MT isoforms, MT1 and MT2 (ubiquitous), MT3 (brain-specific) and MT4
(stratified epithelium) and of yeast, Cup1, tpwards Pb(ll). Simultaneously, we analyzed the
experimental factors (concentration of MT, T, pH and stabilization time) that may affect such
coordination. Spectroscopic (DC, and UV-vis), spectrometric (ESI-TOF MS) and
microcalorimetric (ITC) techniques were used. In addition, the Zn or Cu-thionein character of
the MTs under study was related to their Pb(ll)-binding ability. As a reference, the genuine
Cu-tioneina Cup1 from yeast was also studied following the same strategy.

Overall, the results show a complex interaction between Pb(ll) an each of the mammalian
MTs. Therefore, the Pb(ll)-binding abilities of a determined mammalian MT isoform cannot
be extrapolated from its known Zn- or Cu-thionein character. Turning to specific results, we
conclude that MT3 shows the highest Pb(ll)-detoxifying capacity under conditions similar to
the physiological ones (pH 7.0, 37 °C). Furthermore, our results lead us to conclude that,
among the experimental factors analyzed here, pH shows the highest influence on the
formation and stability of the Pb-MT species. Moreover, it has been demonstrated that the
Cu- or Zn-thionein character of MTs does not completely determine the efficiency of the Pb(ll)
coordination to the protein, but that it influences the way in which the lead coordinates to the

protein.
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l. Introduccion
1. Metalotioneinas

1.1. Definicién y caracteristicas

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas de bajo peso molecular (3-10 KDa) con una
composicién de aminoacidos (aa) caracteristica, ' 2 siendo especialmente ricas en
cisteinas (un 30% de sus aa) lo cual les confiere una elevada capacidad para enlazar
iones metalicos.>**57 Es precisamente la formacion de los enlaces metal-cisteina lo
que determina las caracteristicas estructurales de los complejos metal-proteina. Otras
caracteristicas generales en las MTs son la escasez de residuos hidrofébicos y la
ausencia de aa aromaticos, por lo que se facilita su analisis por espectroscopia 6ptica,
debido a la ausencia de la absorcion a 280 nm.®° Adicionalmente, las metalotioneinas
también presentan una elevada estabilidad térmica.®

La primera metalotioneina fue descubierta hace mas de 50 afos por Margoshes y
Vallee en 1957, durante un estudio disefiado para identificar la proteina responsable de
la acumulacién de cadmio." Las MTs estan presentes en todas las familias de los
reinos animal y vegetal (Fig. 1): desde las bacterias hasta los seres humanos. Siendo
particularmente comunes entre los animales, hongos y plantas, y a menudo mostrando
varias isoformas en cada uno de estos organismos.'?

En los vertebrados, la mayoria de las MTs constan de unos 60 aminoacidos,'® "6
en donde en los mamiferos se han descubierto cuatro isoformas de MT, designadas
como MT1,"" MT2," MT3"" y MT4."® En condiciones fisioldgicas, estas metalotioneinas
enlazan entre el 5 y el 20% del zinc intracelular total.' Si bien las MTs estan
principalmente localizadas en el citoplasma, bajo condiciones de estrés, tales como la
irradiaciéon UV, también se pueden trasladar al nucleo donde ayudan a activar los
factores de transcripcion que contienen dedos de zinc, promoviendo el intercambio de
zinc.?°

Habitualmente las MTs de mamifero han sido aisladas a partir del higado, el riidn y
otros tejidos que acumulan metales. Su sintesis es inducida, tanto por la presencia de
metales como cadmio, zinc o cobre, como por otros factores que generan estrés
celular.?"??%# De forma natural son aisladas conteniendo Zn(ll) y/o Cu(l).?* Varios
estudios han mostrado que las MTs de mamifero pueden unir 7 iones Zn(ll) y/o Cd(ll) y
hasta 12 iones Cu(l) por proteina.'*1>16:2526.27

Por otro lado, en las MTs de organismos inferiores como son las especies de
Tetrahymena (T.)?® (protozoos ciliados), que se diferencian de las de mamifero por ser
mas largas y tener entre 22 y 54 Cys, aa aromaticos e histidina (His), se han observado

distintos tipos de preferencia metalica, ya sea, Cd-MTs dentro de la subfamilia 7a y



otras Cu-MTs dentro de la subfamilia 7b, como por ejemplo en las MTs de T.
thermophila®® se diferencian las Cd-MTs: TtherMTT3 y TtherMTT5,?°y las Cu-MTs:
TtherMTT2 y TtherMTT4. 30 Asi también, en las isoformas de MT del nematodo
Caenorhabditis elegans (Ce), CeMT-1 y CeMT-2 se diferencian en la especificidad por
Zn(Il) y Cd(ll), donde frente a Cd(ll) se forman las especies CdsZn,-CeMT-2 y CdZns-
CeMT-1, mientras que frente a Zn(ll) se forman las especies Zn;-CeMT-1 y Zng-CeMT-

32,33

2.3" Ademas, en otros organismos inferiores como Drosophila sp. y Cryptococcus

neoformans>* se encuentran tipicamente como un complejo de Cu.*>%
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Figura 1. El arbol de Ia7 vida, que muestra las diversas ramas en que los organismos vivos
pueden ser clasificados.’

Muchas de las metaloproteinas conocidas tienen una funcién que depende, en
mayor o menor medida, del i6n metalico enlazado. La hemoglobina, por ejemplo,
contiene un ion Fe(ll/11l) en el centro de un anillo porfirinico que enlaza la molécula O, y
permite que esta proteina sea la encargada de suministrar oxigeno a las células de los
organismos superiores. Sin embargo, las MTs son Unicas entre las metaloproteinas, no
solo por la diversidad de iones metalicos que pueden coordinar tanto in vivo como in
vitro,*® sino porque también se les han atribuido una gran variedad de funciones. En
estudios in vitro éstas son capaces de coordinar metales como Ag(l),*® As(ll),®> Au(l),
Bi(Il) Cd(11),*° Cu(l), Co(ll), Fe(ll), Hg(11),*" Ni(ll), Pb(11),*? Po, Pt(Il) y Tc(IV).*®



1.2. Estructura y reactividad

Como ya se ha dicho anteriormente, la estructura primaria de las MTs tiene un alto
contenido en Cy s, normalmente repartidas a lo largo de toda la secuencia.” Estas
cisteinas coordinan los iones metalicos formando agregados metal-tiolato en los que se
pueden encontrar, tanto S, formando puente entre dos centros metalicos y/o como
ligandos terminales, siend o éstas unas caracteristicas comunes en todasla s
metalotioneinas.***°

Cabe indicar que las MTs, cuando no coordinan ningun metal (apo-MT) presentan
una estructura pre dominantemente desordenada (lo que se ha denominado random
coil),*® que la's hace vul nerable ala protedlisis.*” Consecuentemente, la es tructura
terciaria de la proteina metalada (holo-MT) esta determinada por la forma en que la
cadena peptidica se pliega, de manera que los residuos de Cys puedan ado ptar una
disposicion espacial adecua da para satisfacer la geo metria de coordinacion de los
iones metdlicos, sin producir tensiones en la conformacion de la proteina. La estructura
terciaria de las MTs no depende Uunicamente del metal coordinado y sus preferencias de
coordinacién, sino que también depende del numero de metales enlazados y de Cys y
la posicion de éstas en la cadena peptidica.

Entre las di ferentes es tructuras tri dimensionales det erminadas, tanto por rayos -X
como por RMN, se han resuelto dos tipos de MTs en base al nimero de dominios: a)
las MTs bidominiales (Fig. 2A), en las que los iones metalicos estan dispuestos en dos
dominios mas o menos independientes, como en los mamiferos (dominios « y j); y b)
las MTs monod ominiales (Fig. 2B), donde los iones metalicos dan lugar a un unico
cluster, com o sucede en MTs mas cortas que las d e mamifero, como enla s de

levaduras, hongos o bacterias.*

A

Figura 2. Estructura 3D de: (A) Cd,-MT2 de humano que muestra sus dominios: i, cl Uster
Cd4(SCys)41 y B, el cluster Cd3(SCys)y; (B) MT de la levadura de S. cerevisiae, Cup1, mostrando
un sélo dominio con un clister Cug-(SCys)qo. (PDB entrada 1rju). Los iones Cu(l) se muestran
como esferas, los residuos de Cys como palos y los enlaces S-Cu como lineas solidas.’



Se ha demostrado que tanto los requisitos estructurales de los iones metalicos
(determinados por el tipo de coordinacion presente), como las restricciones estéricas de
la estructura de la proteina, determinan la diversidad de las estructuras metal-tiolato
que tienen lugar en las MTs, como por ejemplo, se pueden observar pequefias
variaciones entre las estructuras de Zn;- y Cd,-MT2, debido a la diferencia en los
volimenes del cluster (aprox. 20%).4

Por otra parte, en los estudios estructurales con Cu, éste se une facilimente a las
MTs in vivo e in vitro.®® En los seres humanos, tanto la enfermedad de Wilson como la
de Menkes son causadas por fallos innatos del metabolismo del Cu, en donde el exceso
de este metal se acumula intracelularmente en las MTs. En todos los estudios, el cobre
se une a la MT como Cu(l). Un primer estudio por RMN de la isoforma Cup1 de la

levadura Saccharomyces cerevisiae mostré una estructura Cu;-Cup1, ° %

pero
finalmente de la resolucion de la estructura cristalina 3D de Cu-MT se obtuvo la especie
Cug-MT.%" Esta estructura oligonuclear consta de 6 iones Cu(l) coordinados de forma

trigonal y 2 en digonal.”’

Sin embargo, en las MTs de mamifero se observd que cuando
estan en presencia de Cu, enlazan a 12 de éstos iones formando dos clusteres
independientes Cue-tiolato, coordinados por dos o tres ligandos de Cys, de manera
diferente con los iones metalicos divalentes.”*?

Asi como se ha sefalado que la coordinacién metélica en las MTs de mamifero
viene dada por parte de las cisteinas, también se ha reportado la participacién de las
histidinas (His) en otras MTs. Los residuos de His se han encontrado en una variedad
de secuencias de metalotioneinas, incluidas las de bacterias,®*®* de levaduras como
son Crs5>y Cup1, Zym1 (de la levadura de fisién),*® del mejillon MTL-1 y MTL-2 (C.

elegans),® 8

y muchas metalotioneinas de plantas, especialmente las isoformas de
MT3 especificas de la fruta,> entre otras, la mayoria de las cuales mediante estudios de
espectroscopia (DC y UV-vis) y espectrometria de masas sugieren la coordinacion del
metal por este aminoacido.>** El primer ejemplo que evidencia la participacion de la His
en la coordinacion metalica (Zn(ll) y Cd(ll)) se produjo en la MT de la cianobacteria
Synechococcus PCC7942, SmtA, donde dos His coordinan en el cluster Zns-SmtA.%° De
manera similar, la estructura 3D del trigo Zng-Ec-1 (T. aestivum) muestra un sitio de
unién ZnCys,His,.%"

En relacion a la reactividad de las MTs, éstas son metaloproteinas inusualmente
reactivas debido al alto contenido en Cys, que les confiere una elevada y diversa
reactividad. Como ya se ha dicho anteriormente, la gran capacidad que tienen estas
MTs por enlazar diferentes iones metalicos les permite facilmente participar en
reacciones de intercambio e incorporacién de metales.®” La afinidad de estos iones
metalicos por los sitios de coordinacion en las MTs sigue el mismo orden observado en

los tiolatos metalicos: Hg(ll) > Ag(l) ~ Au(l) > Cu(l) > Cd(ll) > Pb(ll) > Co(ll) ~ Zn(ll) ~



Fe(ll),®® de manera que cu alquier i n puede ser des plazado por otrode mayor
afinidad.'*1%%°

Ademas, como consecuencia de las propiedades dinamicas de la estructura proteica,
algunos de los complejos formados pueden ser muy labiles cinéticamente, de manera
que los ligandos tiolato son capaces de experimentar procesos rapidos de metalacion y
desmetalacion.®

En estudios in vitro, se ha demostrado que la Zn;-MT2 es capaz de transferir un ion
Zn(ll) a las apoenzimas que poseen una afinidad menor.?>® También se ha confirmado
la presencia de un ién metalico unido débilmente a la estructura de Zn,-MT1 que seria
el responsable de iniciar esta transferencia metalica.®’

Una caracteristica de larea ctividad de las MTs es que mantienen un grado de
caracter nucleofilico (nu cleofilicidad) que se ha visto en la apo-MT,% incluso tenie ndo
los grupos tiol en la proteina enmas carados a través de su interaccion con los iones
metalicos.

Por otra par te, se ha demostrado que lo s dominios de aquellas MTs que so n
bidominiales pueden te ner rea ctividades di ferenciales. Diferentes e studios (cinéticos,
espectrometria de masa sy RMN) han sefalado quela reaccion de las MTs de
mamifero con electréfilos puede estar localizada en el dominio « 0 en el i en funcion
del electrofilo seleccionado. Por ejemplo, se ha encontrado que la yodoacetamida y el
p-(hidroximercurio)benzoato de metilo rea ccionan preferentemente con el dominio [,
mientras que el DTNB, aur otiomalato, melfalan o clorambucil rea ccionan
preferentemente con el dominio .27

Otro aspecto interesante de las MTs es su capacidad para reaccionar con especies
radicalarias. Esta reactividad se debe principalmente a la capacidad de los residuos de
Cys a oxidarse de manera reversible, formando puentes disulfuros, que son facilmente
regenerables en presencia de otra molécula que contenga un grupo tiol en su forma
reducida, como el glutation. Asi, se ha demostrado que las MTs de mamifero (Mz-MT,
M=Zn(Il) y/o Cd(ll)) eliminan de manera eficaz los radicales libres, tales como hidroxilo
(OH"), superoxido ( O2) o el dxido nitr ico (NO), que habitualmente se gen eran en
situaciones de estrés oxidativo.”*"*" Los ataques de los radicales libres se producen en
los tio latos enlazados al metal , que co nducen a la oxida cién de la proteina y la
consecuente liberacion del metal. En muchos ca sos, es tos efe ctos pueden rev ertirse
bajo co ndiciones reductoras y en presencia del i6on metal ico apr opiado. El efecto
protector de las isoformas de MT frente a los daf os de los radicales li bres en los
sistemas biolégicos parece estar relacionado con el papel de las MTs en la prevencién
o eldes arrollode enfermedades neu rodegenerativas, como la enfermedad de
Alzheimer’® (EA) o de Parkinson® (EP).



En resumen, se puede considerar que la reactividad de la MT marca de manera muy
clara las funciones que pueden desempefar y esta dominada por la quimica de los

grupos tiolato (nucledfilos).

1.3. Papel de las metalotioneinas en el metabolismo de los metales
esenciales y téxicos

Como ya se ha dicho anteriormente, la mayoria de las funciones atribuidas a las MTs

son consecuencia directa de su reactividad. Si bien su funcién fisioldgica principal aun

no se ha establecido,®® en el medio bioldgico las metalotioneinas cumplen varios

papeles, especialmente en el metabolismo y la cinética de los metales.”” Algunos de

éstos que se les han atribuido son:

Homeostasis de Zn(Il) y Cu(l)"®"®

Metabolismo de los iones metalicos esenciales®?"#?

Transporte y almacenamiento de iones metalicos

Detoxificacion de iones metalicos pesados (como Cd(ll)," Hg(ll), Ag(l), etc.)'*®
Captacion de radicales libres

Proteccién celular en condiciones de estrés oxidativo’®

Regulacién metabdlica de la produccién de energia

Participacién en la respuesta inmune

vV V ¥V ¥V V VYV VY VY V

Genotoxicidad y carcinogenicidad

Las metalotioneinas desempefian un papel fundamental en la homeostasis metalica
y en los mecanismos de detoxificacion.”'* Los mecanismos por los que las MTs
protegen a las células de la toxicidad incluyen la unidon de metales a las proteinas,
disminuyendo asi su biodisponibilidad, y la localizaciéon en la célula, evitando asi la
dispersién de los mismos. La concentracion intracelular de MTs se ajusta a la demanda
celular, controlada a nivel de genoma, y especialmente la transcripcién de genes que
producen MTs esta generalmente inducida por metales pesados.'>'41516.84.85.86 Nq
solamente los metales habituales, como Zn, Cu o Cd, sino en presencia de metales de
alta tecnologia, como Ga, Ge, In, Sb, Te, Y, Nb, Tl, Bi y algunos mas recientes,
introducidos en compuestos usados en superconductores como son oxido de itrio-bario-
cobre (YBCO) y Bi,Sr,Ca,Cu;04¢ (BSCCO). Ademas, se observo que los contenidos de
Bi y Cu pueden inducir la sintesis de MT para formar Bi-MT y Cu-MT.%’

Otra funcién importante de la metalotioneina es el mecanismo de defensa celular.

Por una parte, la MT, como ya se comentd anteriormente, es capaz de captar los



radicales libres, donde la metionina (Met) podria servir como posible captador, evitando
asi el efecto nocivo de los mismos.?®° Por otra parte, la MT puede proteger el ADN
secuestrando el Cu(l/ll) que se pueda encontrar libre en el medio intracelular y asi
prevenir su participacion en las reacciones redox y por lo tanto, inhibir la formacién de
radicales libres.*

Ademas de su participacion en el transporte y almacenamiento de metales, la MT
actua como un donador de Zn cuando es requerido al activarse la respuesta inmune de
los organismos. Lo mas probable es que también las MTs estén implicadas en los
procesos de genotoxicidad y carcinogenicidad. Varios trabajos han indicado que las
MTs pueden jugar un papel significativo en los procesos cancerigenos y apoptosis de
algunos tumores.?"%?

En resumen, hay evidencias experimentales que indican que, ademas de
importantes funciones intracelulares (como la homeostasis de metales y la proteccion
contra el estrés oxidativo) y extracelulares, las MTs tienen un papel relevante en la
regulacién de la funcidn celular, incluyendo la diferenciacion neuronal, la supervivencia

y la respuesta inmune.

1.4. Clasificacion de las metalotioneinas

Las metalotioneinas se han clasificado, de forma tradicional desde 1987,% en base a
su homologia secuencial con la MT1 de rifidn de caballo, en tres clases, la primera

descubierta:

Clase I: de elevada homologia con la MT1 de caballo, tienen 60-62 aa entre los
cuales unos 20 son Cys. Su estructura terciaria se supone que esta formada por dos
dominios y comprenden las MTs de vertebrados, crustaceos y algunos moluscos.

Clase II: muestran longitud y numero de Cys variable, no son homélogas a la MT1
de mamifero, ni entre ellas, acostumbran a mostrar una estructura monodominial y se
encuentran en levaduras, hongos y otros organismos inferiores.

Clase llI: son polipéptidos de sintesis enzimatica y estructura y-[Glu-Cys],-Gly que
se encuentran en algunas levaduras, plantas y hongos. Se denominan fitoquelatinas y
cadistidinas.

Posteriormente, se propuso otra clasificacion®* que divide las MTs en familias,
subfamilias, subgrupos, isoformas y subisoformas, pero ésta da lugar a tantas familias
como ordenes existentes en los reinos animal y vegetal.

Recientemente, y teniendo en cuenta que ninguna de las dos clasificaciones
mencionadas anteriormente proporcionan informacién funcional o evolutiva de las MTs,
sino que se basan en la similitud secuencial, el grupo de investigacion donde se

enmarca esta Tesis Doctoral propuso una nueva clasificacion considerando criterios



funcionales.’”* Esta se basa en las preferencias de las MTs para coordinar los iones
metalicos e senciales Zn(ll) y Cu(l ) in vivo. Comola e structurad e las MTs viene
determinada por la coordinacion metalica, y teniendo en cuenta, por un lado la relacion

estructura/funcion, y por otro, las diferentes propiedades coordinantes de Zn(ll) y Cu(l),

se clasificaron las MTs en dos familias:

Caracter
Cu-tioneina

-Zn-tioneinas: aquellas que en medios ricos en

Caracter
Zn4loneina Zn(ll) se expresan como es pecies homometalicas
A CeMTI ] Zn-MT, mientras que en medios ricos de Cu dan
f,'r \I"a MeMT 1 lugar a especies heterometalicas Zn,Cu-MT.
f\ M —_— -Cu-tioneinas: aquellas que en medios ricos de
;"f. \I'I. HpCdMT Cu(l) se expresan como especies homometal icas
TpyMT1 Cu-MT, y portan to, no necesitanZn para
I A estructurarse.
CRMT
MTH Posteriormente, después de analizar un gran
| CeMT2 numero de MTs diferentes de diversos organismos,
rsd se propuso que todas las MTs conocidas pueden
MTS mostrar distintos grados de afinidad por Zn(l1) y/o
LIERT N Cu(l), de manera que se definié una gra dacion
HpCuM1 entre el carac ter genuino deZn - o de Cu-
MinA tioneina.® (Fig. 3)
Aimlid
Cupl Figura 3. Esquema de la gradacion de las preferencias

de unién metalicas frente al Zn(ll) y Cu(l) de las MTs de
diversos organismos, mostrando su clasificaciéon que va
desde una Zn-tioneina genuina hasta el extremo de Cu-
tioneina genuina.95

2. Metalotioneinas de mamifero

Las MTs de mamifero han sido largamente estudiadas debido a que fueronlas

primeras des cubiertasy a su fac ilidad de obtencion a par tir de tejidos ani males,
proporcionando que hoy en dia se tenga un amplio conocimiento de estas proteinas.
Asi, en la literatura se encuentrauna gra n variedad de trabajost anto biolégicos
(purificacion, patrones de  expresion, es tudios gen éticos, etc.) como quimicos
(capacidad coordinante frente a diferentes metal es, caracterizacién de los agregados

metalicos f ormados, rea ctividad, es tructuracion, et c.)refe rentes a las MTs de

mamifero_96,97,98,99,100
Actualmente esta ampliamente ac eptado que e xisten cu atro isoformas de MTs de

mamifero: MT1, MT2, MT3 y MT4, ademas de un gran numero de subisoformas, que se



caracterizan por tener una cadena polipeptidica que contiene 20 residuos de cisteina de
un total de 60-61 aa (excepto MT3, que tiene 68 residuos) en donde en el extremo N -
terminal hay una Met y en el C-terminal a menudo es una alanina (Ala) (con excepcion
de MT3-glutamina(GIn) y MT4-prolina(Pro)) (véase Fig. 4).

Las cu atro i soformas pre sentan las 20 Cys en pos iciones totalmente conservadas
con secuencias particulares como: Cys-X-Cys-Y, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys,
donde X e Y representan otros aa diferentes alas cisteinas (Fig. 4).""' Ademas de
compartir la ausencia de aa aromaticos, también tienen una elevada similitud en el resto
de la secuencia. No obstante, existen diferencias importantes en cuanto a los patrones

102103 o co ntraste

de expresion; mientras que MT1y MT2 se sintetizan ubicuamente,
MT3y MT4 presentan expresiones es pecificas, encontrandose especificamente en el

sistema nervioso central’® y en el epitelio escamoso estratificado, ® respectivamente.'®

MT1 MDPN-CSCSTGGSCTCTSSCACKNCKCTS-CKKSCCSCCPVGCSKCAQGCVCKGA-————— ADKCTCCA
MT2 MDPN-CSCASDGSCSCAGACKCKQCKCTS-CKKSCCSCCPVGCAKCSQGCICKEA-————— SDKCSCCA
MT3 MDPETCPCPTGGSCTCSDKCKCKGCKCTN-CKKSCCSCCPAGCEKCAKDCVCKGEEGAKAEAEKCSCCQ
MT4 (MDPGECTCMSGGICICGDNCKCTTCSCKT -CRKSCCPCCPPGCAKCARGCICKGG-————— SDKCSCCH
Y Y
dominio B dominio o

Figura 4. Alineacion de las secuencias de las isoformas recombinantes de MT de mamifero:
MT1, MT2, MT3 y MT4, indicando los dominios « y 3 de cada una de ellas.

En rel acion a su estructura, tod as las MTs d e ma mifero hasta aho ra es tudiadas
tienen una forma monomérica de pesa (“dumbbell shape”), compuesta de dos clusteres
metalicos, que estan conectados por una regién flexible de una conservada secuencia
Lys-Lys que actua como una bisagra en el medio de la cadena polipeptidica. EI dominio
¥ (N-terminal) enlaza 3 iones metalicos divalentes y el dominio wt (C-terminal) enlaza 4
iones di valentes (véase Fig. 2).** Se s upone que e | d ominio [ puede regularla
homeostasis de Zn(ll) y Cu(l), mientras que el dominio @ puede jugar un papel especial
en la detoxificacién de metales pesados.'® El contenido metalico de Zn(ll), Cd(ll), Hg(ll)
o Cu(l) puede variar en funcion de las condiciones fisio logicas, llegando a constituir
hasta el 11% del peso de la MT."071%®

A continuacion se detallaran las caracteristicas mas relevantes, tanto estructurales
como fun cionales de cada MT. Como MT1 es la MT mas estudiada, y debido a las
similitudes de se cuenciasco n MT2, se hasu puesto desde el principio que el
comportamiento descrito para MT1 puede ser extensivo a MT2, si bien hay cada vez
mas evidencias que ponen en entredicho esta similitud de comportamiento.” Respecto
a la isoforma MT3, se han publicado algunos trabajos que destacan su posible funcién

| 109,110,111,112
)

en el sistema ner vioso centra mientras que so bre la is oforma MT4 la

informacion de que se dispone actualmente es muy reducida.'®%"'%



21. MT1y MT2
2.1.1. Caracteristicas relevantes

Las is oformas MT1y MT2 de ma mifero tienen se cuencias de aminoacidos muy
similares (solo difieren en seis de éstos) (Fig. 4), conteniendo 61 (6162.23 Da) y 62
(6259.35 Da) aa, respectivamente.*

Debido a que se encuentran en practicamente todas las células de los organismos y
en todas las etapas del desarrollo celular, se ha sugerido que MT1 y MT2 pueden tener
varias de las funciones bioldgicas descritas anteriormente. '*?*1"%"3 Entre otras, se ha
demostrado que el gen que expresa MT2 es un gen neuroprotector en lais quemia
cerebral. "5

En cuanto a la regulacién de estas MTs, en general se acepta que la expresién de
MT1y MT2 es altamente inducible por una serie de estimulos, incluyendo los metales,
hormonas, ci tocinas, inflamaciéon vy es trés. "6 En los seres human os, los metal es
inducen la expresion de todas las subisoformas de MT1 y MT2, mientras que las Unicas
inducidas por glucocorticoides son MT1E y MT2A."""

Respecto a su clasificacion, los resultados obtenidos por este grupo de investigacion
muestran que MT1 ysu dominio o« presentan caracter de Zn-tioneina, por tan to
necesitan Zn par a rep legarse, y en cambio el dominio i se co mporta aisladamente
como una Cu-tioneina.""® De acuerdo con los datos bibliograficos obtenidos a partir de
proteinas nativas,''® cuando MT1 se expresa en medios ricos en Zn se obtiene la
especie Zn;-MT1, donde los iones Zn(I1) pueden ser sustituidos por Cd(ll) para dar el
agregado isoestructural Cd;-MT1."2%"2" En cambio, la proteina en medios ricos en Cu(l)
se expresa como Cu;Zn3-MT1, con una distribucion entre dominios de CuzZn,-iiMT1 y
Cu42n1-ﬁMT1.122 Por su parte, los resultados obtenidos recientemente, demuestran que
MT2 tiene un caracter de Zn-tioneina mas marcada que MT1, por lo que se explicaria

algunas de las diferencias observadas en su reactividad.®

2.1.2. Antecedentes estructurales

A partir de los estudios de RMN "*Cd de la reconstituida '"*Cd,-MT2'% se obtuvo la
primera evi dencia de la existencia de los clusteres metal -tiolato en las MTs. Estos
estudios revelaron que los 20 residuos de cisteina participan en la coordinacion de 7
iones metalicos divalentes (Cd(ll) y Zn(ll)) que se distribuyen entre: el dominio [} (1-31
aa) que contiene el cluster M(l1);(SCys)y y el dominio o (32-62 aa) un agr egado
M(I1)4(SCys)11 (Fig.2 y Fig.6.). En estos frag mentos, los iones metal icos e stan
coordinados por ligandos tiolato, tanto terminales como puentes, en una geometria de

tipo tetraédrica.'®
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Asi tambi én, | as es tructuras de MT1y MT2 de diversos organismos han sido

N 125,126,127,128

determinadas tanto por espectroscopia de RM como por cristalografia de

48,129

rayos X (Fig. 5), mostrando el monémero en forma de pesa de los dos dominios, y

con un plegamiento para MT1 y MT2 practicamente analogos.

Figure 5. Estru ctura 3D de MT2 de raton fue
determinada (a ) por cr istalografia de ra yos X,'%®
Cds,Zn,-MT2 y (b) por RMN en solucion acuosa, '
"3Cd,-MT2. Los metal es se mue stran como
esferas conectadas por ligandos tiolato de cisteina
a la cadena polipeptidica de la proteina.*®

A su vez, la flexibilidad de la estructura de la cadena polipeptidica que envuelve el
nudcleo meta lico en MT1y MT2 esta bien doc umentada, indicando que existe un
considerable grado de desorden estructural dinamico.'?%27:128.129

En estos estudios, se demostré que en ambas isoformas la flexibilidad es mayor en
el dominio [}, que es td menos res tringido estructuralmente que el dominio . As i
también, se mostré6 que en EMT2 los bucles de polipéptidos entre ligandos de cisteina
presentan una extraordinaria plasticidad sin al terar la geometria del cluster de 3
metales.”*® Debido precisamente a la elasticidad de estos bucles entre cisteinas, es que
en general, se supone que las MTs pueden acomodar una amplia variedad de iones
metalicos divalentes de diferentes tamafios sin ninguna selectividad.

No obs tante, di versos es tudios h an demos trado que MT1 y MT2 poseen una
selectividad apreciable en la distribucién de los iones metalicos coordinados entre los
clusteres formados e incluso en las posiciones den tro de ca da cl ster. ' "*? Estos
resultados son opuestos a los obtenidos en los estudios inorganicos de ligandos tiolato
monodentados de féormula [M4(SPh):]>~ (M=Cd(ll), Zn(Il), Co(ll), Fe(ll)), donde a pesar
de la s di ferencias en afinidades del metal-tiolato y enlo s volumenes del clus ter
homometalico, siempre se produjeron complejos heterometalicos con una distribucion
practicamente es tadistica de los iones met alicos.'*® Puesto que lo s mismos io nes
metalicos fueron empleados en| os estudios de MT1 y MT 2, esto revelé que las

propiedades de la estructura de la MT son responsables de este efecto.
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Adicionalmente, los estudios de RMN revelaron que la formacion de ambos clusteres
en Cd;-MT2 tiene lugar de forma cooperativa y secuencial, primero formando el cluster
de 4 metales del dominio «."** Aunque en la especie Zn;-MT2 cada uno de los 7 iones
Zn(ll) se unen en un entorno de coordinacion tetraédrico, el analisis de la union de Zn(ll)
a la MT2 mostré al menos tres tipos de sitios de unién, con afinidades que difieren en

cuatro érdenes de magnitud.®’

2.1.3. Aspectos funcionales de MT1 y MT2

La mayoria de las funciones propuestas para las MTs se basan, en su gran totalidad,
en las observaciones realizadas para MT1 y MT2 de mami ifero, por lo tanto, aquellas
descritas en apartados anteriores se las puede asociar a estas dos isoformas, teniendo
en cuenta que también se encuentran en todo tipo de células.

Generalmente se considera que MT1 y MT 2 tie nen un papel en la homeostasis
metalica de Zn(Il) y Cu(l), asi como en la toxicidad de metales pesados (principalmente
Cd(ll) y Hg (11))."® Si bien intracelularmente MT1 y MT2 se enc uentran cominmente
enlazando Cu(l) y sobre todo Zn(ll), también se ha propuesto la presencia de la apo-MT

en las células™®

y los tejidos.™® El facil desplazamiento de los iones Zn(ll) en estas MTs
en presencia de Cd(Il) o Hg(ll), sugiere que al menos al principio MT1y MT2 pueden
coordinar el exceso de metal presente. Sin embargo, el desplazamiento de Zn(ll) hace
aumentar elnume ro de Zn libre en lacé lula, lo que co ntribuye a disminuir la
citotoxicidad del metal téxic o,”*" porlo que se ria ig ualmente importante una nue va
produccién de MT1 y MT2 (en forma de apo-MT).

Por otro lado, el potencial redox del metal enlazado a MT1 y MT2, en el caso de Zn-
MT1/2 es bajo, lo que significa que oxidantes biologicos leves pueden liberar Zn a partir
dela proteina. *® "*° Mientras que , los metales talesco moCd y Cuse unen
significativamente mas fuerte que el Zn a MT1/2, también se liberan facilmente por la
accion de oxida cién del ligando az ufre.’*®"*! Esto su geriria que bajo co ndiciones de
estrés oxida tivo, MT1y MT2 pu eden no se r eficaces en el mantenimiento del a
homeostasis de metales pesados.

El pr imer estudio que sugiri6 que MT1 y MT2 po drian considerarse com 0
antioxidantes ce lulares fue publicad o en 1982,'2 demostré que la resistencia ala
radiacion fue provista por al tos niv eles de MT1/2 en células culti vadas. Ademas,
muchos estudios confirmaron que las MTs pueden reaccionar y ser eficientes depdsitos
de radicales libres (OH" y O,™),”?y desde un punto de vista fisioldgico, lo mas notable es
que la mayoria de las condiciones pro oxidantes induciran la sintesis de MT1y MT2,
destacando aun mas el papel de estas proteinas en la respuesta del huésped al estrés

oxidativo. #3144
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Otros numerosos estudios in vitro, in vivo y con humanos han demostrado acciones
antiapoptéticas de MT1 y MT2, aunque los mecanismos actuales de acciéon aun no se
han aclarado completamente.’4>146.147.148.149.150

Ademas, se propone que la MT puede actuar como un intermediario en la respuesta
inmune al estrés inducido. Por ejemplo, la expresién de MT1y MT2 puede ser inducida
por un numero de citoquinas de fase aguda.'"1%21531%4.155 Ademas, se ha observado
que las MTs pueden interactuar directamente conla membrana plasmaticadelas
células inmunes.*®"®"

Por ultimo, se sabe que MT1y MT2 se pueden detectar en el entorno extracelular in
vivo,'®81%°180 v son secretadas activamente por adipositos.'! Asi también, hay estudios
sobre el papel extracelular de la MT modulando la funcién celular,"” que informan que
MT1 yMT 2 promuevenla extensiéon de neu ritas corticales ' y| as neuronas

dopaminérgicas.'*

2.2. MT3
2.2.1. Caracteristicas relevantes

La isoforma MT3 es la mas grande de las cuatro MTs de mamifero, con 68 aa
(7153.34 Da), si bien su estructura primaria es similar a MT1 y MT 2, conun 70% de
identidad secue ncial, incluyendo la matriz conservada de 20 residuos de cisteina. En
comparacion con las secuencias deaa de MT1, MT2y MT4, la se cuencia de MT3
muestra dos in sertos; seis acidos gl utamico insertados en el dominio « (C-terminal,
residuos 32-68) y una treonina en la 5° posicion en la region del dominio [} (N-terminal,
residuos 1-31) seguido por un motivo conservado Cg-PC-Pq.

La se cuencia de amino acidos de MT3 estda muy conservada entre los diferentes
mamiferos conocidos (Fig. 6).

g |
MT-3 Horse

MT-3 Mouse
MT-2 Human

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de alineacion de las isoformas MT3 de cuatro especies de
mamiferos diferentes en comparaciéon co n la secuencia hu mana de MT2 con los re5|duos
conservados destacados. La figura se ha generado con el programa ESPript version 2. 2.6

Esta metalotioneina se encontré en abundancia en el tejido cerebral humano.' El
aparente aumento de la actividad neurotréfica se encontré que era debido a la pérdida
de un factor inhibidor del crecimiento neuronal (GIF), que posteriormente se id entificd
como la isoforma MT3." La aparicion de esta metalotioneina en el tejido que crece en

los tumores fue reportado por Cherian.'®® Hasta el momento, esta es la tnica MT que
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tiene una funcién relacionada con el crecimiento. El gen GIF/MT3, como otros genes
que codifican MT, se encuentra en el cromosoma 16 en humanos. La expresion de MT3
no esta regulada por los metales, por lo que no es inducible por Cd como lo son MT1 y
MT2.

En contraste con las isoformas MT1y MT2, ampliamente expresadas en casi todos
los 6rg anos por logen eral conteniendo séloio nesZn(l 1), MT3se expres a
principalmente en el sistema nervioso central (SNC), el cerebro y predominantemente
en neuronas.'®® Cuando MT3 es aislada de cerebros bovinos o humanos contiene iones
de Cu(l) y Zn(11)."*" Una serie de estudios revelaron que MT3 po see propiedades
estructurales peculiares que no se encuentran en las isoformas MT1 y MT2, que son
responsables de su distinta actividad biologica.

Las evidencias experimentales sugieren que MT3 esta implicada en la homeostasis
de cobrey zincen el SNC. Recientemente, su pap el e n la pro teccién celular de
procesos p atolégicos que oc urren después de la lesion cerebral y en un numero de
trastornos neurodegenerativos ha recibido una atencion particular. Las concentraciones
de esta MT medidas por el método de saturacién de Cd muestran una dep endencia
clara con la edad, mostrando una disminucion de ésta, como también se ha observado
que la concentracion de MT3 es claramente inferior en personas con la EA."

La isoforma MT3 tod aviano ha si do clasificada como Zn - o Cu -tioneina, pero
estudios previos de es te grupo de investigacién proponen un caracter mas préoximo a
una Cu-tioneina, al igual que su dominio B y al contrario, su dominio « tiene un caracter

mas cercano a una Zn-tioneina.'®’

2.2.2. Antecedentes estructurales

a. Estructura de MT3 con iones metalicos divalentes (Cd y Zn)

Como se dijo anteriormente, la estructura de las MTs se determina por la interaccion
entre la cadena polipeptidica y los iones metalicos. En este sentido, la estructura de las
agrupaciones metal-tiolato formadas juega un papel importante en el pliegue final del
polipéptido. A partirde las investigaciones es pectroscépicas de la proteina
recombinante y sintesis quimica de los dominios individuales de la proteina se obtuvo
informacién estructural de  los clusteres metal-tiolato de Zn,-MT3y Cd,-MT3
estableciendo la presencia de dos dominios de proteinas que interactian mutuamente,
asemejandose a los reportados para MT1y MT2, donde cada dominio aba rca un
conjunto m etal-tiolato. ®8:1%°: 170171 Por |0 que M(I1);-MT3 presenta un clister de 3
metales en el dominio B y otro de 4 metales en el dominio o (Fig. 7)."°*'"° Mientras que
la pro teinali bre de metal (ap 0-MT3) pos ee una es tructura pre dominantemente

desordenada, y desarrolla una estructura bien definida tras la unién del metal. Sobre la
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base de datos de la estructura de absorcidén de rayos X (EXAFS)de Zn;-MT3, se
observé que los 7 iones Zn(ll) estan coordinados tetraédricamente por ligandos tiolato

terminales y puentes.

MT-2 (X-1ay) MT-3 (EXAFS)

F

Zn - Zn 388A Zn-—-Zn 324A

Figura 7. Propuesta del modelo estructural del cluster Zn 3(Cys); en Zn ,-MT3 (derecha) en
comparacion con el cluster Zn;(Cys)g similar a un ciclohexano presente M,-MT2 (izquierda). Los
iones metalicos se muestran como bolas y los tiolatos de cisteina como esferas sombreadas.'®®

Los estudios de RMN (3D) de la estructurade Cd;,-MT3 de ratény humano han

demostrado '

que, los dos domin ios estan co nectados por una reg ion flexible
(bisagra) de una conservada secuencia Lys-Lys en el medio de la cadena polipeptidica
(Fig. 8). Sin embarg o, debido a procesos dinamicos en el dominio [}, s6lo se pudo
determinar la es tructura 3D por RMN del domin io o que contiene co mo cluster
Cd,Cys+;.""" La estructura de este dominio muestra un pliegue y una organizacién en
agrupaciones del péptido muy similares a los encontrados en el dominio « de la Cd+-
MT1/2, con la excepcion de un bucle extendido flexible que abarca el inserto acido
hexapéptido.'?’

Los estudios de '"*Cd-RMN del dominio [} de Cd--MT3"2 muestran la presencia de 3
centros metalicosy se han se han id entificado procesos dinamicos, que incluyen la
ruptura temporal y la transformacion de los enlaces Cd-S dentro del clister CdsCyssy,
hecho que no se ha observado en las homélogas Cd,-MT1/2.""" Se ha encontrado que
el motivo conservado Ts-C-P-C-Pg en el dominio [} es esencial para la bioactividad y la
dinamica d el cl uster de tres met ales,'” porlo quela mutacién de lo s res iduos
conservados de Pro en este motivo por Ala y Ser, los aa presentes en MT2, suprimié la
actividad neuroin hibitoria y la dinamica del clus ter. ' Por | o tan to, las diferencias
estructurales en la secuencia primaria de MT3, en comparacién con MT1/2, puede ser

las res ponsables dela s variaciones enla activida d biolégica de MT3." En
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consecuencia, se hasu gerido que las ca racteristicas es tructurales especificas

introducidas por los dos residuos de Pro son las Unicas responsables de la bioactividad

extracelular de Zn,-MT3."7#

MT-3

E-demain

Figura 8. Estructura tridimensional de Cd 7MT2176yeI dominio i de 113Cd7-MT3171 de humano
determinado por espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Los iones Cd(Il) se muestran
como esferas sombreadas conectados a la esqueleto proteico por ligandos tiolato de cisteina.
Los modelos se generaron con el programa PyMOL v0.99 (http://www.delanoscientific.com/).

Como resultado de estas propiedades estructurales, la afinidad de unién metélica de
MT3 hac ia io nes metal icos d ivalentes es mas débilque MT1y MT2, siendo las
constantes de unién para iones Cd(ll) y Zn(l1) en MT 3 de 2.0x10™M™" y 6.2x10"°M",
respectivamente, mientras que las constantes correspondientes en MT2 son 7.0x10™M"
'y 3.1x10""M™"."* Y a diferencia de lo observado en MT1y MT2, esta unién metélica a

MT3 no es de forma cooperativa,'””'"®

174,177

y por lo tanto, debe proceder a través de una via

de plegamiento diferente.

b. Caracteristicas estructurales de Cu(l) enlazado a MT3

La interaccion de Cu(l) con MT3 fue estudiada a través de los experimentos con los
dominios sintetizados libres de metal y la proteina entera con union a Cu(l). Al valorar
con Cu(l) ambos dominios sintéticos de MT3 mostraron que durante este proceso se
generan dos formas bien definidas de cluster Cu -tiolato. En el ca so del dominio B
(residuos 1-32), la titulacion con iones de Cu(l) resulté en la formacién sucesiva de dos
tipos de clusteres que implican la coordinacion de las 9 Cys: CusSs y CugSs.'®® Estudios
similares con el dominio it (residuos 32-68), que contiene 11 ligandos de Cys, dieron
lugar a la formacién de la agrupacion Cu,Ss.e seguida por el clister CugSq1."° A bajas
relaciones de Cu(l)/proteina se ha descrito la presencia de dos clusteres diferentes Cuy,-

tiolato en ambos dominios de la proteina.'”
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También se han llevado a cabo estudios estructurales de MT3 aislada que contienen
iones Cu(l)y Zn(ll), como CusZn;,,-MT3. Los estudios de EXAFS sobre esta especie
revelaron la presencia de dos grupos homometalicos, un clister Zns,s-tiolato y otro Cu,-
tiolato. En contraste con los iones Zn(l1) tetraédricamente coordinados, los iones Cu(l)
pueden es tar coordinados con geom etria digonal y/o trigonal por varios ligand os de
cisteina.'™®'%® Esta observacion, también vista para el complejo Cug-tiolato en MT1/2,
significa que exis ten diferentes geometrias de co ordinacion par a la unién de iones
metalicos monovale ntes y divalentes en MT3. Por loque MT3 debe poseer una

estructura con un alto grado de flexibilidad.'®

para acomodar los clusteres metal-tiolato
con diferentes geometrias de coordinacion. Hay pruebas que sugieren que el Cu(l) se
une preferiblemente al dominio [}, menos restringido e structuralmente,®' mientras que

Cd(ll) y Zn(ll) se unen al dominio «."®?

2.2.3. Reactividad de MT3

Al igual que las otras MTs de mamifero, MT3 muestra una reactividad muy in usual.
Aunque la afinidad de los iones metalicos a MT3 sigue el orden Cu(l) > Cd(ll) > Zn(ll)
visto también en MT1/2, la afinidad de Cu(l) a MT3 parece ser significativamente mayor
que en MT1 y MT2."® Esta mayor afinidad del i6n Cu(l) a MT3 podria estar relacionado
con las caracteristicas estructurales del dominio [} en donde el cobre se une de forma
preferente.

Estudios sobre el efecto del inserto hexapéptido EAAEAE en el dominio « (Fig. 4)
que contiene la secuencia de MT3, sefalaron que este inserto, es en parte responsable
de hacer mas fle xible el dominio ©. Como c onsecuencia, se red uce la es tabilidad
general del cluster metal-tiolato.®*

En relacion con la presencia extracelular de MT3, se investigd la reaccién de Zn;-
MT3 con Cu(ll), demostrando que Zn,-MT3 fue capaz de secuestrar iones libres Cu(ll) a
través de su reduccién a Cu(l) y unirse a la proteina. En esta reaccion los ligandos
tiolato se oxidan a disul furos con la correspondiente liberacion de Zn(l I). Esto sugiere
que Zn,-MT3, puede silenciar eficientemente la accion redox de los iones Cu(ll) libres,
desempefiando un importante papel protector de la toxicidad mediada por Cu(ll) en el
cerebro.'® Por lo que MT3 limpia eficientemente especies reactivas de oxigeno (ROS) y
de nitrégeno (RNS), "®® por ejemplo podria impedir la generacién de ROS a través del
ciclo redox de Cu(ll), libre o unido anormalmente en una reaccién de tipo Fenton, que
es perjudicial en un gran nimero de trastornos neurodegenerativos.'®

Una caracteristica sorprendente encontrada por métodos inmunoquimicos sobre la
agrupacién Cu,-tiolato que se localiza en el dominio [ del cluster CusZn,-MT3,""" es su

notable estabilidad contra la oxidacion del aire. Por el contrario, el cluster Zn,-SCys del
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dominio o muestra sensibilidad al aire, oxidandose parcialmente los ligandos tiolato que
resulta en la formacion de disulfuro y la liberacién de Zn(ll) , dando lugar a un cluster
Zns-tiolato en el dominio «, formando as i Cu 4Zns-MT3. % Ademas, por medio d e
estudios sobre la proteina Cu4,Zns-MT3 preparada in vitro, se demostré la presencia de

un sitio redox de zinc labil en el cluster Zny-tiolato situado en el dominio .

2.2.4. Funcion de MT3 en el cerebro

La MT del cerebro, MT3, muestra propiedades bioldgicas no observadas en MT1y
MT2. Esto esta claramente doc umentado por estudios in vivo, realizados en ratones
que, cuando sobreexpresan MT3 en la mayoria de érganos, mueren como resultado de
una atrofia de pancreas, mientras que la expresion de cantidades similares de MT1 no
tiene ningtn efecto.' Aunque la razén de la toxicidad de MT3 es desconocida, estos
resultados proporcionan evidencia biolégica de que las isoformas de MT presentan
diferentes propiedades funcionales. En gen eral, lo s estudios in vivo demostraron
claramente una funcién biolégica diferente para esta proteina endégena.’®

En el SNC, MT3 se expresa en neuronas y astrocitos, en los que parece jugar un
papel import ante en la homeostasis de cobrey zinc.'” Aunque MT 1/2 también se
expresan en los astrocitos, parece ser que soélo se secreta MT3. Esto sugiere que MT3
puede desempefiar una funcién biolégica diferente en el espacio intra-y extracelular.'®’
MT3 es td presente e n varias re giones del cerebro en diferentes concentraciones,
concentrandose particularmente en vesiculas presinapticas (las que se encuentra el 10-
15% del total de Zn(ll) presente en el cerebro), dentro de las neuronas enriquecidas en
zinc (ZEN), de la corteza cerebral y el hipocampo.’

La co-localizacion de MT3 y zinc vesicular en ZEN ha llevado a la sugerencia de que
la proteina puede contribuir a la utilizacion de Zn(ll) como un neuromodulador. Ya que
MT3 no es necesaria para una proteccioén directa contra Zn(ll) o Cd(ll) exdégenos, puede
desempefar un papel en la proteccion de la s neuronas frente a la toxicidad de zinc,
facilitando el transporte de zinc o su manipulacién.'' A partir de estos estudios se ha
sugerido un rol importante para MT3 en el reciclaje de Zn(ll)."*®

La funcién mas caracteristica de MT3 es su ac tividad inhibidora del cr ecimiento
extracelular en cultivos primarios neuronales."” La bioactividad descubierta condujo a la
hipétesis de que la MT3 podria estar implicada en procesos patogénicos que conducen
a la EA. Otros estudios para determinar su papel en la EA mostraron que MT3 protege
a las células neuronales del efecto téxico de f-amiloide (Ab1-40), pero no MT1/2."%? Sin
embargo, estos dos efectos no estan funcionalmente relacionados.

Ademas, MT3 parece ser sintetizada en astrocitos en reposo, siendo, por lo tanto, un

estado quiescente especifico de la proteina. Sin embargo, su expresion se incrementa
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por el factor de crecimiento epidérmico, que estimula las respuestas biolégicas tales
como la proliferacion de los astrocitos y la diferenciacion neuronal.’® Estos resultados
condujeron a la propuesta de que MT3 puede desempeniiar un papel en la reparacion de
dafio neuronal mediante la inhibicion del anémalo crecimiento neuritico.'®

Dado que la expresion de MT3 puede ser inducida por el estrés oxidativo en la fase
aguda tras la lesién cerebral, también se ha sugerido una funcion especial para MT3 en

la proteccion contra las especies ROS y RNS.

2.3. MT4
2.3.1. Caracteristicas relevantes

El ultimo miembro identificado de la familia de las MT de mamifero fue MT4. Esta
isoforma se compone de 62 aa (6420.66 Da) de los cuales 20 son Cys (Fig. 4), ademas

muestra un inserto de Glu en la 52 posicion con relacion a las proteinas MT1y MT2.
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Figura 9. Arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias de los exones de MTs de
vertebrados.

De todas las MTs de mamifero, MT4 es la que presenta diferencias aminoacidicas
mas importantes (de sus 62 aa, entre 24 y 27 se diferencian del resto de las isoformas,
mientras que para MT3 no mas hay 15 diferencias) pero a la vez es la mas conservada
entre especies diferentes. Esto hace que en los arboles filogenéticos construidos a
partir de secuencias codificantes de ADN, MT4 aparece en una posicion separada del
resto de las MTs de mamifero y mas proxima a las MTs de aves (Fig. 9), sugiriendo que

MT4 podria ser la MT primitiva de mamifero.’®*
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MT4 se expresa en células de epitelio escamoso estratificado diferenciadores, tales
como la piel, la lengua y el es6fago.' También se expresa en los queratinocitos.

Los es tudios de MT4 so bre bi ologia molec ular y perfiles de expresion en los

)105 18,195

deciduos maternal (la placenta y durante el desarrollo y la fisiologia del epitelio
revelaron que el gen MT4 esta sujeto auna estricta regulacion del des arrollo. Sin
embargo, todavia se discute la cuestion de si MT4 esta involucrada en el metabolismo

de cobre o zinc en el epitelio.

2.3.2. Antecedentes de la capacidad coordinante, in vivo e in vitro

Los estudios sobre la capacidad coordinante de MT4 frente a los iones Zn(ll), Cd(ll) y
Cu(l), que consisten en producciones enriquecidas con estos metales y valoraciones in
vitro,'®® sugieren que esta proteina tiene un comportamiento muy particular.

La capacidad coordinante de MT4 frente a Zn (ll) se acerca bastante a la descrita
para MT1 , ya que ambas pro teinas gen eran especies Uni cas en soluciéon de
estequiometria idéntica, Zn-MT, Zn4-zMT y Zns-pMT, que presentan espectros de DC
similares, si bien en el caso de MT4 los tres péptidos estudiados muestran en solucion
una menor quiralidad que los de MT1. Asi entonces, se propone que la coordinacién de
Zn confiere un menor grado de replegamiento en MT4 que en MT1.

En cuanto a su capacidad frente a Cd(ll), sucede que cuando MT4 se sintetiza en
medios ricos en Cd unicamente el fragmento «MT4 se expresa como una unica especie
de estequiometria Cd 4,-MT4, mientras que la proteina enteray PMT4 se expres an
como unamezc lade especies entre las cualesse encuentranlo s complejos
homometalicos de Cd(ll) esperados, Cd;-MT4 (es la minoritaria) y Cds;-fMT4 (especie
mayoritaria), ju ntamente con diversos complejos het erometalicos Zn ,Cd-MT, si endo
Zn,Cd;-MT4 la especie mayoritaria. Este hecho, juntamente con la baja afinidad de la
proteina entera por el Cd en comparacién con las de sus dominios, denotan que «MT4
y BMT4 se comportan de manera diferente cuando se encuentran aislados que cuando
estan fo rmando par te de MT4. Por tanto, se pro pone quelo s fragmentos o y B
presentan un comportamiento dependiente del ién Cd(ll).

Los estudios in vitro sobre la capacidad coordinante de MT4 frente a Cd(ll) corrobora
esta baja afinidad por este metal divalente. Se observé que al valorar las especies Zn-
MT4 y sus dominios con Cd(ll) se necesitaun exceso de este metal para obtener
especies U nicas en solucién. Las dificultades de MT4y BMT4 para dar co mplejos
homometalicos de Cd también se hace patente in vitro, ya que se detectan pequenas
cantidades de especies heterometalicas co mo ZnCds-MT4 y Zn 1Cd,-pMT4. Esto ha

llevado a plantear un posible papel estructural del Zn(Il) en MT4 y en el dominio p. La
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necesidad de la presencia de iones Zn(ll) para que la proteina pueda replegarse en
solucién, ya habia sido descrito con anterioridad para MT1.'22'%

Por udltimo, MT4 se ha sintetizado diversas veces en medios ricos en Cu(l), dando
lugar a dos tipos de producciones 1y 2. La sintesis de tipo 1 da lugar a una variedad de
especies homometalicas Cu-MT donde Cu4,-MT4 es la especie mayoritaria, la cual se
corresponde con la relacion metal/MT medida por ICP-AES. Contrariamente, la sintesis
tipo 2 da lugar a una mezcla de especies heterometalicas Zn,Cu-MT, donde de acuerdo
con los datos de ICP, la especie Zn;Cu,-MT4 es la may oritaria. A pesar de estas
diferencias, ambas sintesis se encuentran relacionadas, ya que se puede pasar de las
especies obtenidas en la sintesis detipo2ala s de tipo 1 afia diendo Unicamente 2
equivalentes de Cu(l).

Enla produccién de tipo 2, la proteina MT4 muestra una ca pacidad co ordinante
comparable a la de MT1 (Zn;Cu7z-MT1) y una estructuracion préxima, mientras que en la
de tipo 1 MT4 tiene un comportamiento frente a Cu(l) que se aleja bastante de MT1.
Ademas es posible reproducir in vitro estos dos comportamientos de MT al valorar Zn;-
MT4 con Cu(l).

Contrariamente a lo que hace la proteina entera, la sintesis de los dos fragmentos
dan lugar a una mezcla de especies homometalicas Cu-MT, siendo Cus-zMT4y Cus-
EMT4 las especies mayoritarias. Asi, fMT4 presenta una capacidad coordinante frente

Cu(lmu y préximaa BMT1 (es pecie may oritaria Cu,-BMT1),""®

mientras que el
comportamiento de @MT4 (Cu -tioneina) frente a Cu(l) es bastante diferente ala de
aMT1 (Zn -Cutioneina),’® lacu al seexpre saco mo una mezcla dees pecies
heterometalicas Zn, Cu-zMT1. Por tanto, parece que la diferencia de comportamientos
entre MT4 y MT1 frente Cu(l) radica en los fragmentos aMT. Al contrario, la resistencia
de MT4 respecto de MT1 a enlazar Cd(ll) se ha de atri buir a las dificultades de MT4

respecto de fMT1, para formar complejos Cd-MT.

Este conjunto de resultados ha llevado a clasificar a MT4 y sus dominios como Cu-
tioneinas, que muestra una cl ara pre ferencia para enlazar metales monovale ntes
(Cu).194

Estudios in silico, llevados a termino mediante el program ClustalW (version 1.75),
corroboran estos resultados, de manera que el analisis comparativo de secuencias de
diferentes organismos muestran que MT4 se encontraria dentro del grupo de las Cu-
tioneinas mientras que MT1 se encontraria mas préxima al grupo de las Zn-tioneinas.

Esta diferente capacidad coordinante de MT4 respecto a MT1 y el hecho que MT4 es

sintetizada unicamente en el tejido estratificado es camoso ha llevado a concluir que
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3. Metalotioneinas de levadura

probablemente MT4 desarrolla funciones diferentes a las de MT1 y éstas pueden estar

relacionadas con el rol fisiolégico concreto del Cu dentro de este tipo celular.

2.3.3. Posibles funciones de MT4

A partir de los estudios sobre la capacidad coordinante de MT4, en combinacion con
el andlisis in silico de secuencias de proteinas, se ha sugerido que una de sus
principales funciones esta relacionada con la unién de cobre.’®® Sin embargo, a partir de
estudios bioldgicos también se ha sugerido que MT4 presenta un papel especial en la
regulacién de procesos dependientes del ién zinc en los queratinocitos.'® Por lo tanto, la
metalotioneina MT4 puede estar implicada tanto en el metabolismo de cobre como en el

de zinc.

3. Metalotioneinas de levadura

Levadura es el nombre comun empleado para denominar ciertos hongos unicelulares
eucariotas. Una de las levaduras mas estudiadas es la Saccharomyces cerevisiae (Fig.
10), que tiene la facultad de crecer de forma anaerdbica, realizando la fermentacién
alcohdlica de los azucares o hidratos de carbono.’®® Esta es uno de los organismos
modelo de eucariota mas intensamente estudiados en biologia molecular y celular

debido a su simpleza y facil manipulacion.

Figura 10. Imagen de un cultivo de células de la levadura S.
cerevisiae obtenida por SEM (microscopia electronica de barrido)

La primera MT de hongos que se identificé fue la Cu-MT de la levadura S. cerevisiae,
donde el factor de transcripcion Ace1 activa los dos genes que codifican para dos
isoformas de MTs diferentes, denominadas Cup1'?®y Crs5%°"2%2 (Fig. 11).2% Los
genes que codifican las dos MTs de levadura se encuentran regulados
transcripcionalmente por Cu, en consecuencia, se postuld que la sobreexpresion de
estas MTs conferiria resistencia a la toxicidad del cobre.?*>?** De hecho, Cup1 se
considera como una clara Cu-tioneina, por lo que también contribuye a neutralizar el

exceso de cobre intracelular. En cambio, se ha demostrado que Crs5 es
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significativamente mas cercana a una Zn-tioneina. De acuerdo con este hallazgo, Crs5

parece tener un papel en la proteccion de la levadura frente a la toxicidad de zinc.?*®

10 20 30 a0 50 60
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Cupt MFSELINFQNEGLEMOMQEE--——- OBOKSESEP BE - 8- DD EEP MoK SEETRES 8- s oK

Figura 11. Alineamiento en base a similitudes de secuencia mediante la aplicacion del Clustalw
de las isoformas de MT de Saccharomyces cerevisiae, Cup1 y Crs5. Marcadas de color negro
las cisteinas y de rojo las histidinas.

3.1. Cup1

La isoforma Cup1 de la levadura S. cerevisiae se caracteriza por tener 53 aa
(5812.47 Da) de los cuales 12 son cisteinas que equivalen sélo a un 20%, mientras que
las MTs de mamifero contienen un 30% de Cys.?® A diferencia de las MTs de
vertebrados, la proteina de levadura contiene un residuo de His, aunque este
aparentemente no participaria en la coordinacion metalica.’’ Ademas, la composicién
de aminoéacidos de la MT de levadura se diferencia de sus homodlogos de vertebrados
en un mayor contenido de &cido glutdmico y asparagina.®”’ Esta proteina esta
codificada por el gen Cup1, que es regulado por Cu(l) y Ag(l), pero cuya sintesis no es
inducida por iones metalicos tales como Cd(ll) o Zn(ll). Debido a la regulacién del gen
Cup1 por Cu(l), esta proteina ha sido relacionada con la homeostasis de Cu(l). Cabe

208
S5,

destacar que Cup1, descubierta en el ano 197 se considera la Cu-tioneina de

referencia y de hecho ha sido la primera y Unica MT de cobre de la cual se ha resuelto
la estructura (por RMN?® y por difraccién de rayos X°") (Fig. 12). Esto permitié conocer

que in vivo enlaza en un solo dominio entre 7 y 8 iones Cu(l) con diferentes entornos de

209

coordinacién (6 Cu trigonales y 2 digonales)“™ mediante 10 de sus 12 Cys. A pesar de

su clara preferencia por Cu(l), estudios in vitro han
demostrado que también puede enlazar iones
divalentes como Cd(ll) y Zn(ll) para dar agregados M;-
Cup1.2® Asi también in vitro, Cup1 enlaza el catién

Ag(l) con la misma estequiometria de hasta 8 iones por

molécula.?®

Figura 12. Superposicion de las estructuras de MT de la
levadura S. cerevisiae, obtenidas por: rayos X, la Cug-MT
(CP verde) y por RMN, la Cu,-MT (CP roja). Los iones Cu(l)
de cada estructura estan representados en el mismo color
que la respectiva cadena polipeptidica. También se
muestran las cadenas laterales de cisteina (amarillas).””
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4. Plomo(ll)

4.1. Propiedades generales

El plomo tiene un peso atémico de 207.2 Da y un nimero atémico de 82 (grupo 14),
y se encuentra ampliamente distribuido en la Tierra en sus is6topos: 2*Pb, 2%°Pb, 2’Pb
y 28pp 2% Sys estados de oxidacion mas frecuentes son: 0, +2 y +4.2" El Pb° es
facilmente oxidable por el O, para dar Pb** soluble.?'? Por otra parte, los compuestos de
Pb** son agentes oxidantes fuertes y se reducen a Pb®" en el medio ambiente.?'® Es por
esto que el cation Pb(ll) es la forma predominante de plomo en la naturaleza y a la que
se exponen los seres vivos. Dentro de las propiedades mas relevantes del ion Pb(ll) se
encuentra la baja solubilidad de sus sales inorganicas: PbCl, es s6lo moderadamente
soluble, mientras que el nitrato, acetato, perclorato y citrato correspondiente son
razonablemente solubles.?"" Como el ién Pb(ll) se hidroliza parcialmente en agua, estas
solubilidades son ademas fuertemente dependientes del pH. Asi, uno de los principales
inconvenientes de la manipulacion de soluciones acuosas de Pb(ll) es la formacién de
precipitados en un amplio rango de pH (pH = 5).2'"* En soluciones acuosas de Pb(ClO,),,
se forma [PbOH]" en el primer equilibrio de hidrdlisis, pero la principal especie presente
es [Pb4(OH)4]*".

4.2. Coordinacion y geometria

Los compuestos de Pb(ll) existen tanto como complejos discretos como
polinucleares, y en éstos el centro metalico puede presentar una amplia gama de
nimeros de coordinacion, desde 2 hasta 12.%'°La estereoquimica de los complejos de
Pb(Il) es amplia y comprende diversas geometrias de coordinacion: angular, tetraédrica,
piramide de base cuadrada, piramidal trigonal, bipiramide trigonal, octaédrica,
bipiramide pentagonal, etc. El Pb(ll) es considerado un acido intermedio, dentro de la
clasificacién de Pearson de acidos-bases duros y blandos,?'® y puede enlazar un amplio
rango de atomos dadores, como O, N, S, P, Cl, Br o | (Fig. 13).?'" A pesar de que
muchos quimicos inorganicos piensan que la “quimica del plomo” viene dominada por
su afinidad por los tioles, de momento es mucho mas habitual encontrarlo enlazado a
oxigeno y/o nitrégeno, los cuales estan respectivamente presentes en un 61% y 58% en
la esfera de coordinacion del i6n Pb(ll) si se consideran todos sus compuestos
cristalinos depositados en el CSD.?'® Por contraste, solo un 17% de éstos contienen
uno o mas azufres como atomos dadores.?'

Tal como se observa en la Fig. 14, los nUmeros de coordinacién mas comunes son 4
(25%), 6 (20%), 5 (12%) y 2(11%) y los numeros de coordinacion altos son poco

frecuentes (7% con n>8). Es interesante destacar que los compuestos de Pb(ll) tetra- o
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I. Introduccion

hexacoordinados generalmente no presentan geometrias de coordinacion tetraédricas u

octaédricas regulares.
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Figura. 13. Grafica del numero total de compuestos de Pb(ll) coordinados a O, N, S, C y
halégenos (Br, I, Cl, F) y a la combinacion de éstos. “Otros” se refiere a compuestos con atomos
como P, B y/o con otros metales ademas de Pb(ll) en su esfera de coordinacién (algunos como
Cu, Si, W, Mo, Sn, Fe, etc).?'®(ver Tabla 61 en el Anexo 1)
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Como ya se ha comentado, la presencia de azufre en la esfera de coordinacién del
ion Pb(ll) es muy inusual. Asi, sélo un compuesto con nimero de coordinacién mayor a
ocho tiene s6lo azufre en su esfera de coordinacion, PbS;q, y un 63% de las estructuras
descritas que contienen azufre tienen un nimero de coordinacion menor a seis. Cabe
destacar que para los complejos de Pb(ll), el “numero de coordinacion” puede ser algo

poco preciso, ya que este idn puede dar lugar a interacciones secundarias.
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4.3. Efecto del par inerte

El cation Pb(ll) tiene una configuracién electrénica [Xe] 4f™ 5d'°6s?, con 2 electrones
de valencia y 3 orbitales 6p vacios, y exhibe el llamado “efecto del par inerte”.?'® Esto
significa que este par de electrones puede participar o no en la formacién de enlaces,
determinando asi la geometria de coordinacion de los compuestos de Pb(ll). Este factor
contribuye en la determinacién de la disposicion de los ligandos alrededor del ién Pb(ll)

generando dos tipos de geometrias (Fig. 15):2"

A ~ 1. Holodirigida: los enlaces Pb-ligando se distribuyen en

D

/ toda la superficie que abarca la esfera de

B

]

A
/

coordinacién. Para los numeros de coordinacion 2y 3,
>Esfera de las estructuras lineales y plana trigonal se consideran

coordinacion holodirigidas.

)

2. Hemidirigida: los enlaces Pb-ligando son dirigidos sélo

=
——

Ny

N\

hacia un lado de la esfera, generandose un “vacio” en

% la esfera de coordinacion del ién Pb(ll).

Figura. 15. Tipos de geometrias de los complejos de Pb(ll): (A) holodirigida y (B) hemidirigida

Para numeros de coordinacion bajos (2-5), los compuestos de Pb(ll) muestran
estructuras hemidirigidas con todos los ligandos agrupados en un lado del metal

y
tienden a contener ligandos duros (O, N) con interacciones entre ellos (quelantes,

dejando la otra cara ocupada por el par inerte estereoquimicamente activo,*'*?'

bidentados, sistemas de anillos). Por el contrario, para nimeros de coordinacién altos
(9-10) las geometrias de coordinacion son holodirigidas (par inerte
estereoquimicamente inactivo) y sus ligandos tienden a contener atomos dadores
relativamente blandos y voluminosos, o muestran una fuerte repulsién entre ligandos (S,
Cl, Br, ). Para numeros de coordinacion intermedios (6-8) se encuentra cualquiera de
los dos tipos de estereoquimica siendo la geometria holodirigida mas abundante que la
hemidirigida, aunque esto depende del tamafio del ligando y la naturaleza del grupo
dador.?"

En solucion, el cation Pb(ll) parece optar por numeros de coordinacion bajos (3) y
geometria de piramide trigonal, mientras que en estado sdlido tiene preferencia por

ndmeros de coordinaciéon mas altos (5-8).%™

4.4. Tiolatos de Pb(ll)

Los tiolatos, como ligandos (aniones RS’),?**:??! tienen una gran afinidad por un

elevado numero de metales, particularmente por aquellos con elevada densidad
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electrénica, debido a su caracter de ligando blando. Se caracterizan por ser facilmente
oxidables, tener un caracter basico y también por un comportamiento como ligandos -
dadores con elevada tendencia a actuar como ligandos puentes (si bien también actuan
facilmente como ligandos terminales).

Los tiolatos de Pb(ll) muestran generalmente niumeros de coordinacion entre 2y 8,

siendo los mas abundantes los tetracoordinados,?'®

sin embargo la coordinacion a
cuatro tiolatos muy raramente genera una disposicion perfectamente tetraédrica.?'* Si
bien se pueden enc ontrar algunos co mpuestos de Pb(ll) con tioles como unicos
ligandos, la mayoria de los tiolatos de Pb(ll) también contienen uno o mas ligandos O-,
N-, C- y/o Cl-dadores, observandose que gran parte de éstos presentan 1, 2 o 3 tiolatos

en su esfera de coordinacion:?'®

-Piramidal M(SR)s: [Pb(SCeFs)s]” (PhsP*), %22 [Pb(SPh)s] (PhsAs*)??
-Tetraédrica M(SR)4: ArsPbSR***

-Piramidal tri gonal M(SR)s: Tris(2-mercapto-1-
fenilimidazolil)hidroborato, [[TmPh]Pb][CIO,] (Fig. 16).%*°

Figura 16. Estructura molecular del cation [[TmPh]Pb]*.?*® Esta
estructura muestra que el ién Pb(ll) prefiere coordinarse por medio de
tres ligandos en forma piramidal trigonal dejando su par de electrones
libre.

Algunos estudios de complejos de plomo(ll) con ligandos organicos que contienen
atomos de azufre dadores han determinado que la estructura del ion Pb(ll) implica la
participacion activa del par de electron solitario 6s°.2132%%27 Asi también, estudios de
quimica cu antica sobre compuestos de Pb(ll) co n ligandos S - y N -dadores, 28+ 22°
corroboran la participacion del par de electrones en la geometria de coordinacion del
ion Pb(ll) por efecto del numero de ligandos y su composicion, y concluyen que este par
“‘inerte” es estereoquimicamente activo y se manifiesta en una distorsién del entorno de
coordinacién del atomo de Pb(ll) con 2, 3 y 4 ligandos S- o N-dadores, tal como se
puede ver en la Fig. 17. Sin embargo, la informacién sobre estudios de compuestos de

Pb(ll) con ligandos organicos S-dadores sigue siendo escasa.??%230231.232
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4. Plomo(ll)

Figura 17. Ejemplos de dos geometrias de coordinaciéon de compuestos de Pb(ll) con ligandos
azufre (C,). Segun los antecedentes serlan las posibles preferencias por este ién, (A) piramidal
trigonal (n=3) y (B) Silla de montar (n-4)

En uno de los estudios de quimica cuantica basado sobre modelos de complejos de
Pb(Il) que i mitan la posib le e structura y coordinacion que se da en las proteinas
denominadas “dedos de zinc”, y junto con los datos bibliograficos, se determind, por
medio de calculos de energia, que el complejo tricoordinado mas estable es [PbS3] vy el
menos estable es el [PbN 3]*, tal como se puede observar en la Fig. 18, y donde se
muestra que para el com plejo Pb-S; es ene rgéticamente m as favorable aceptar un
cuarto ligando de S-tiolato sobre un N-imidazol (Fig. 18).%® La alta afinidad de Pb(ll) a
tiolatos de cisteina es presumiblemente debido a la alta entalpia de la formacién del

enlace Pb-S.%*
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Figura 18. (A) Grafica de la estimacion de las energias de e nlace de los complejos de plomo,
computo acorde de la férmula Ee=Ec-Ei—%I-El (B) Grafica de la estimacién de las energias de
formacion d e co mplejos tetracoordinados a partirde los correspondientes compl ejos
tricoordinados, computos acorde a la formula Ef=Ee,tetra-Ee,tri. 228

Por otra parte, dado que durante mucho tiempo se ha considerado que el ién Pb(ll)

era es pectroscopicamente si lencioso, en la bi bliografia sélo se encuen tran al gunos
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estudios con datos espectroscépicos de los tiolatos de Pb(ll) en los cuales se
relacionen las absorciones con los diferentes entornos de coordinacién que puede
presentar el cation Pb(ll). Aun asi, es bien sabido que el enlace Pb-SCys en proteinas
da lugar a la aparicién de bandas de absorcién intensas en la regién del UV-vis.?*?
Como el plomo no exhibe transiciones d-d, estas absorciones han sido atribuidas a

transiciones intraatdmicas y de transferencia de carga (TC).

4.5. Espectroscopia de RMN de ?°’Pb

Una de las ultimas técnicas utilizadas para estudiar las estructuras de los sitios
activos de Pb(ll) en las metaloenzimas y compuestos modelos (Pb-S) es la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear RMN. EI plomo posee un nucleo
activo en RMN (isétopo 2°’Pb, 1=1/2) con una abundancia natural de 22,6% y una

excelente receptividad (11,7 veces mayor que la de '*C).?*

Sin embargo, debido a la amplia gama de desplazamiento quimico (mas de 16000
ppm), el uso de RMN?”’Pb no es trivial. 2*2**2%.27 Sequn |a literatura, el primer ejemplo
del uso de la espectroscopia de RMN de *’Pb (usando ?’Pb isotépicamente
enriquecido) como una sonda en metaloproteinas fue para estudiar la union de Pb(ll) al
sitio de unién a Ca(ll) en proteinas de calcio, como la calmodulina).?®® También se han
caracterizado mediante esta técnica una serie de pequenas moléculas sintéticas con
ligandos dadores con o sin mezcla de O, S y N (por ejemplo S;0,, SoN2, NoO4, N3Os, Ny,
Nig).234236.237.239.240241 | 5 sefial de RMN para 2’Pb en sitios de unién ricos en tioles esta
desplazada a campos mas bajos que los sitios de union de calcio, ricos en oxigeno y
nitrégeno. Asi, mediante RMN de ?°’Pb se puede distinguir muy facilmente los entornos
de coordinacién de PbS; frente a PbS;0.%** El nimero de coordinacién y geometria del

i6n Pb(Il) también ha sido examinado.?"

A pesar de estos estudios, no hubo un avance significativo para lograr explorar las
proteinas estructurales (scaffolds proteins) ricas en tiolatos mediante RMN de *’Pb. Sin
embargo, en el afio 2010 Neupane y Pecoraro®?? estudiaron con esta técnica, una serie
de metalopéptidos ricos en tiolatos que permiten la coordinacién del ion Pb(ll) con una
geometria piramidal trigonal de preferencia homoléptica mediante la utilizaciéon de
péptidos de tres hebras plegadas en espiral (coiled-coil), dando lugar a motivos Pb-Cys;
parecidos a los observados en las metaloenzimas ricas en tioles, tales como ALAD, que
estan directamente implicados en el envenenamiento por plomo en humanos. Un afio
mas tarde, este mismo grupo reportd un estudio sobre la union de plomo a glutation y a
los dedos de zinc,?** demostrando asi que la espectroscopia de RMN de ?°’Pb podria
ser provechosamente aplicada a la comprensién del mecanismo molecular de la

toxicidad del Pb(ll) en sistemas ricos en tiolatos.?*?
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5. Quimica biolégica del Pb(ll)

5.1. Toxicidad del Pb(ll)

El plomo en su estado natural es frecuente en la naturaleza, es un contaminante
ambiental ubi cuo y potenc ialmente cancerigeno que se enc uentra en una amplia
variedad de ambientes geoquimicos.?** Actualmente su presencia en el medio ambiente
es not oria por la uti lizacién industrial de plomo, que ha llevado a tener unos 300
millones de ton eladas de este metal dispersas en todo el mundo pro venientes de
fuentes antropogénicas, tanto industriales (p inturas, suelo s contaminados) co mo

domésticas (tuberias de agua),®'

que pueden provocar toxicidad en los seres vivos por
varios mecanismos posibles.

Los efectos toxic os producidos por plomo en mam iferos pueden ma nifestarse en
diversos 6rg anos, pero el cerebro y el rindnso n claramente los obj etivos
prinCipaIeS.245'246'247’248'249

Existen pruebas convincentes de que la exposicion a Pb en nifios y adultos (niveles
de plomo e n sangre igual o superior a 10y 40 -120 pg dL™' ennifios y adultos,

)*** pueden ca usar problemas neurolégicos.?*32*%'Un ejemplo claro

respectivamente
se da en personas que trabajan expuestas a plomo, que aumentan su factor de riesgo
para padecer la enfermedad de Parkinson (EP).?*> Ademas un es tudio muestra que la
proteina «-sinucleina (relacionadaco n laE P)y lam etalotioneina, cuando so n
expuestas a Pb(ll), parecen favorecer la formacion de cuerpos de inclusién(Cls) como
respuesta ala toxicidad de este metal.?®* De manera similar, una patologia como la
enfermedad de Alzheimer, también deg enerativa y que afecta al cerebro, ha si do
recientemente inducida en monos adultos después de la exposicion a Pb al inicio de su
vida.?*® Un concepto importante en la evolucién de la neurotoxicidad por plomo es que
los fac tores ambientales pue den desempefiarun papele n lacr eciente
susceptibilidad.?*®

Una ca racteristica comun frente ala intoxicacion por plomo esla produccion de
complejos Pb -proteina que aparecen en la s cé lulas di ana, de seres humanos o de
animales intoxicados, co mo cuerpos de inclusion. Después de niveles toxic os de
exposicion a plomo, primero se forman los Cls en el citoplasma y luego migran al
nlcleo.?® Estos Cls son comunes en el riién, pero también se pueden encontrar en las
células del sistema nerviosoy otros sitios dianas de Pb.?**?* Las responsables de | a
acumulacion de plomo como Cls son las proteinas de uniéon a plomo (PbBPs), cuya
historia se remonta a 1936, cuando Blackman describié por primera vez la presencia de
cuerpos de inclusion intranucleares en el higado y el rifdn como manifestaciones de la

intoxicacion por plomo.?*® El origen y la naturaleza de estas proteinas, componentes de
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los cu erpos de in clusién, siguen siendo poc o cl aros, pero és tas son cl aramente

protectores contra la toxicidad aguda y crénica de plomo,*"?%®

ya que unen grandes
cantidades de Pb y probablemente lo hacen toxicoldgicamente inerte, bloqueando de
este modo las interacciones con los objetivos celulares mas criticos.?*®

Las PbBPs se producen en much os 6rganos del cuerpo, que incluyen los rifiones
(timosina P4 yac il-CoA), ®° elce rebro (contiene dos pro teinas que enlazan
enddégenamente Pb, la timosina (4%

23 kDa), eritrocitos (AL AD),%2%% higado,®*?®® pulmén?® e in testinos®®’ (proteinas de

y también existe otra proteina no identificada de

union a Ca), proporcionando una ci erta pro teccién contrala toxicidad de plomo al
secuestrar a este ién en una forma no téxica.?**?*® La mayoria de é stas proteinas se
caracterizan por tener un bajo peso molecular, inducibles por la exposicion a plomo y/o
constitutivas (es decir, presentes en el organismo en todo momento). Un ejemplo es la
enzima #-aminolevulinico deshidratasa (ALAD), que esta presente en alta concentracion
en los eritrocitos, y aunque es altamente inducida por la exposicion a plomo, a la vez es
especialmente sensible a la inhibicion por este metal.

Debido ala gran toxicidad de los metales pesados, como el Pb(ll), los org anismos
han desarrollado diversos mecanismos de defensa y detoxificacién, en donde pequefias
moléculas ric as en Cys, como las metal otioneinas 'y el glutation (fitoquelatinas en

plantas),?®*

secuestran los iones toxicos limitando asi la forma libre y toxicolégicamente
activa,”’® antes que éstos puedan causar efectos dafiinos. El cation Pb(ll) se une a las
MT in vivo®'y los ni veles tisul ares de MT aumentan después de la exposicion a
plomo.? Las is oformas predominantes en m amiferos, MT1y MT2, so n inducidas
después de la exposicion a diversos metales.?’2

El ié6n Pb(ll) es una toxina quimicamente interesante que puede reemplazar iones
metalicos fisiolégicamente esenciales, tales como Ca(ll) y Zn(ll), en los sitios activos
"duros" de las proteinas, ricos en oxigeno y nitrégeno. También pue de atacara los
ligandos mas blandos, especialmente aquellos que contienen azufre. Asi, este cation
téxico interactiia con varias enzimas o proteinas de zinc?*?"* (tales como ALAD, %

anhidrasa carbén ica, a cetilcolinesterasa, proteinas "dedos de zi nc"?33 Cyss, C ysHis,
276

Cys,His, ?° y Aacidos f osfatasas) y proteinas deuniéon deio nes Ca(ll)
(calmodulina,?””?"® calbindina, y troponina C, sinaptotagmina I,%® proteina quinasa C**°)
(Fig. 19)

La toxicidad asociada con el envenenamiento infantil por plomo ha sido atribuida a
interacciones de Pb(Il) con proteinas que contienen sitios estructurales de union a zinc
ricos en tioles, par ticipando en la inhibicion de la si ntesis de hemoglobina (ALAD),

causando anemia y dafiando el sistema nervioso y el cerebro. Ademas, el cation Pb(ll)
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inhibe a la enzima ferroquelatasa, interfiriendo en las etapas dela sintesisdela s

ferroporfirinas y afectando la incorporacién de Fe(ll) a la porfirina.?*®

Ca2+(0.99 A) Pb2+(1.19A)  Zn2:(0.74 A)

s
&

%-ﬁ
& . G
D

Synaptotagmin ALA

oY‘Y\

Figura 19. EjemPIos de proteinas dianas de Pb(ll) que natur almente enlazan calcio y zinc:
sinaptotagmina®®' %2 y ALA D,%*%" respectivamente. Cada unade estas proteinas fuer on
cristalizadas con Pb(ll). Extraido de Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/).2**

5.2. Coordinacioén de Pb(ll) a proteinas de zinc

Muchas enzimas y proteinas contienen zinc y éste puede tener funciones cataliticas
o estructurales.?® Se ha demostrado que, tanto in vitro como in vivo, el ién Pb(ll) se une
a las proteinas que naturalmente estan enlazando Zn(l1), inactivandolas.?™® EI P b(ll),
debido a su natural afinidad por los tiolatos, se dirige especificamente a los sitios ricos
en tiolatos cisteinicos (Cys) de las proteinas, como son: ALAD y CadC, factores de

233

transcripcién como G ATA ?®* yded os de Zn, y rec eptoras de es teroides, y

metalotioneinas, entre otras,?332%

que normalmente son sitios estructurales de unién a
Zn(ll). A continuacion se dan a conocer antecedentes relevantes de la union de Pb(ll) a

algunas proteinas de zinc:

» Acido aminolevulinico deshidratasa, ALAD

Una dela s di anas del cation Pb(ll) mas estudiadas es laenz ima ALAD ( &-
aminolevulinico deshidratasa) una proteina homo-octamérica (300 KDa aprox.) (Fig. 19),
que se encuen tra en mamiferos y | evadura. Una de sus funciones pri ncipales es
catalizar la se gunda reaccion de laruta de biosintesis de los grupos hemo. Esta
proteina tiene cu atro sitios activos que enlazana 2 iones Zn(ll) fun cionalmente

287,288

diferentes, uno de estos sitios (ZnB) contiene un Zn(ll) enlazado a tres residuos de

Cys, con el cuarto sitio de coordinacion posiblemente ocupado por una molécula de

289,290

agua o un i6n hidréxido, mostrando un sitio activo Zn(SCys); inusual. Cuando la
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enzima es co-cristalizada con Pb(ll), éste es también encontrado predominantemente
en este sitio como Pb-S; con una geometria piramidal trigonal 26328921

La actividad de ALAD es inhibida en presencia de iones Pb(ll) al reemplazar el Zn(ll)
en el sitio ZnB rico en cisteinas®*?° formando un sitio trigonal de Pb-S; que sugiere
que el mecanismo de envenenamiento por plomo puede ser la formaciéon de una

225, 292 , 293
B’ f ,

estructura metalica incorrecta en el sitio Zn causando anemia en los

II),273

mamiferos, que in vitro es inhibida por bajas concentraciones de Pb( mientras que

in vivo puede ser revertida por el consumo de cantidades suficientes de Zn(l1).2"* .

Los estudios realizados con modelos de compuestos Pb(SR)s;, como el complejo
[[TmPh]PDb][CIO,] (Tris(2-mercapto-1-fenilimidazolil)hidroborato, ver Fig. 4), han
demostrado que el Pb(ll) es 500 veces mas afin que el Zn(ll) por sitios de este tipo,

explicando asi por qué el i6n Pb(ll) es un potente inhibidor de ALAD.?%®

Otras dianas en la toxicidad del Pb(ll) que incluyen factores de transcripcién que
utilizan regiones ricas en cisteinas de unién a Zn(ll), o incluso el clasico motivo de dedo

233,285,286

de zinc que tiene una composicion Cys,His,, se detallan a continuacion:

> GATA

Trabajos recientes sugieren que otra de las dianas de Pb(ll) es la proteina GATA,
una clase de factores de transcripcién que contiene dominios estructurales de union a
zinc ricos en cisteina como Cys, (también en receptores esteroides y dedos de zinc)
que normalmente enlazan Zn(I1).?*%** Se ha demostrado que el Pb(ll) puede desplazar
el Zn(ll) de estos sitios en condiciones fisiolégicas que perturban la interaccion
ADN/GATA, como se puede observar en la Fig. 20. En donde el Pb(ll) exhibe una
geometria de coordinacion diferente que el Zn(ll), alterando la estructura de los
dominios de union a zinc que es la probable razén porque el Pb(ll) inhibe la funcion de
GATA. Este resultado es particularmente significativo dado que las proteinas que
contienen sitios Cys, desempefian roles criticos en la regulacion de muchos procesos
de desarrollo neurologico y en la formacion de los glébulos rojos que se ven afectados

por el envenenamiento por plomo.?83285:2%4

Figura. 20. Interacciéon de Pb(Il) Pb2* + — +7Zn2t+ Y Pb
en las proteinas ADN/GATA.®
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Los espectros de UV-vis de la coordinacion del Pb(ll) a las cisteinas en el sitio de
unién a Zn(ll) en la proteina GATA (Fig. 21), muestran la aparicion de dos bandas
intensas alrededor de 264 y 335 nm, las cuales surgen de la combinacion de

transiciones de transferencia de carga e intraatémicas de Pb(ll).

Maolar Absorbance

265 325 385
Wavelength (nm)

Figure 21. Espectro de UV-vis de la valoracién de la proteina GATA con Pb(ll) que muestra el
aumento de las bandas de Pb-tiolato.?*

> Dedos de zinc

Otra de las proteinas de zinc ricas en tioles que interaccionan con Pb(ll) son los
“dedos de zinc”.?*® Estos son esenciales para la regulaciéon génica, la activacion
transcripcional y el desarrollo. Los metales pesados tales como Pb(ll) pueden
reemplazar los iones Zn(ll) en diversos tipos de dedos de zinc (SP1 y TFIIA) y
perturban o inhiben sus funciones.?**?*” Se ha demostrado que el i6n Pb(ll) (y As(lll),
Cd(ll), Hg(ll)) inhibe el proceso de reparacion del ADN debido al desplazamiento del ién
Zn(ll) en las estructuras de dedos de zinc de las proteinas de reparacién de ADN.?%82%

Basado en los conjuntos de ligandos presentes en los sitios de unidn metalica, los
dedos de zinc son clasificados en 3 tipos (7): (i) Cys,;His, o tipo de factor de
transcripcion celular (ejemplo, Xenopus TFIIIA, Sp1) (Fig. 22A); (ii) Cys,HisCys o tipo
retroviral, representado por las proteinas nucleocapsides retrovirales (HIV) (Fig. 22B) y

(iif) Cys,4 o tipo de receptor de hormonas esteroide/tiroides (Fig. 22C).

B c Figura. 22. Dedos de

'. zinc:

A) CySQHiSQY
B) CyssHis,
C) Cys,

El grupo de Godwin realizé estudios sobre la union de Pb(ll) en una serie de
fragmentos de unién a zinc de los péptidos modelo de los dedos de zinc (CP-CCHH,
CP-CCHC y CP-CCCC) y el dominio de unién a zinc de la proteina nucleocapside HIV
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(HIV-CCHC) por ser potenciales objetivos para Pb(I1).2*?% A partir de los resultados
obtenidos han sugerido que el Pb(ll) se une preferentemente en un entorno de
coordinacion PbS;, mientras que el Zn(ll) se une a cuatro ligandos de forma tetraédrica.
De manera que el Pb(Il) no estabiliza el correcto plegamiento de estos péptidos como lo
hace el Zn(l1).2%%2%

Zawia y sus colaboradores han sugerido que el Pb(ll) se dirige al péptido sintético de
dedo de zinc “Cys,His,” que se encuentra en el factor de transcripcion de la proteina
Sp1 y desplaza el Zn(ll), alterando la estructura de los motivos de los dedos de zinc y
en consecuencia la alteracién de la regulacién de la expresion de genes.?*

Asi, los estudios de Godwin de una serie de péptidos modelo con centros Cys,His;
CyssHis y Cys, (Fig. 22) demuestran que el Pb(ll) se enlaza con mayor afinidad que el
Zn(ll) en los sitios Cys, (log Kb™ =13.6) y CyssHis (log Kb™ = 10.1) y que el Pb(ll) no
puede competir con el Zn(ll) para enlazarse a los sitios Cys,His;.>* Esto es
probablemente debido al plegamiento incorrecto de los péptidos y que la histidina no
coordina fuertemente los iones Pb(ll).

Ademas, se determiné mediante XAS y rayos X, que el numero de coordinacion de
Pb(Il) no variaba cuando este se enlazaba a los péptidos Cys,y CyszHis, demostrando
asi que el Pb(ll) sélo se une a tres de las cuatro cisteinas disponibles en los sitios Cys,,
con geometria piramidal trigonal.

En estos estudios se pudo observar que los espectros de absorcién electronica de
los complejos modelo Pb-dedo de Zn presentan dos bandas: una intensa a 255-260 nm
(€=16000 M'cm™) y otra, menos intensa, entre 300-350 nm (£=4000 M”'cm™) (Fig.
23).2® Estos espectros concuerdan con los obtenidos en el estudio de Klotz®*® de
espectroscopia de absorcion de Pb(ll) enlazado a proteinas ricas en cisteina, que
muestra un espectro tipico para los complejos Pb-tiolato que consiste en dos bandas de
TCLM (del ligando hacia el metal): una absorcion intensa a ca. 250 nm y otra proxima a
340 nm.?"® Esto deja de manifiesto que este espectro revela una especie PbS; con una

geometria piramidal trigonal.

FERN A T e

Figura. 23. Espectros de absorcion UV-vis de § ek
los complejos Pb-CCHH, Pb-CCHC y Pb- e
CCCC (dedos de Zn).?*®

MO

Recientemente, el grupo de Pecoraro ha realizado un estudio mediante la técnica de
RMN de ?*’Pb sobre los péptidos dedos de zinc, utilizando HIV-CCHC como péptido

modelo para estudiar el modo de enlace de Pb(ll).>** El espectro de UV-vis de Pb(HIV-
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CCHC) (a pH 7.0) presenta una banda TCLM a ~ 334 nm, que indica entornos de
coordinacion PbS;. Las bandas de absorcién y coeficientes de extincion son muy
similares a las observadas por Godwin.?*® Sin embargo, el espectro de RMN de ?*’Pb
(Fig. 24) muestra dos sefales de Pb(ll) (6 = 5790 y 5744 ppm) con diferentes
intensidades. Estas sefiales se encuentran dentro del desplazamiento quimico entre
5500-5800 ppm asignado a las especies PbS; con geometria piramidal trigonal en sitios
de tioles homolépticos, observadas en péptidos®*? y pequefias moléculas

Si ntéticaS.213'223’301 ,302

5790, pH = 8.0, 55'C

5790 _ .
—_— _ETEE pH=90.25C | Figura 24. Espectros de RMN de “'Pb de

Pb(HIV-CCHC) en una razén 1:1 molar
AJ'L pH=80.25C Pb(ll):péptido a tres pH diferentes 9.0, 8.0 y
7.0 a 25 °C, los espectros fueron registrados
JLL pH = 7.0, 25°C por 2h usando 2“Pb(NOs), enriquecido

- = - 207 _ 243
6200 6000 5800 5600 5400 5200 so000| (* Pb=92.4%).
&/ ppm

Estos resultados estan en linea con los obtenidos por el grupo de Godwin®®® de los
péptidos modelos de dedos de zinc mediante EXAFS y de los correspondientes
estudios computacionales realizados por Jarzecki.’® Esto sugiere que los picos
observados para Pb(HIV-CCHC) se deben a la formacién de motivos PbS; en dos
conformaciones diferentes y que una de ellas es mas estable a altas temperaturas.

Por otra parte, se demostré6 que el Pb(ll) no se une al péptido de HIV-CCHH,
corroborando la preferencia por el entorno de coordinacién PbS;, debido a que este
péptido no se pliega correctamente de modo que la His no es accesible para la
coordinacion, lo que puede explicar en parte por qué el Pb(ll) precipita con el péptido
HIV-CCHH.

> PbrR691

Una nueva diana de Pb(ll) es la proteina reguladora PbrR6913%*** que pertenece a
la familia MerR de factores de transcripcion, encontrada en Ralstonia (o Cupriavidus)
metallidurans CH34, una bacteria especificamente adaptada para sobrevivir en un
ambiente toxico de metales pesados. PbrR691 regula las concentraciones de una gama
de metales téxicos o iones esenciales en las bacterias.***>% Esta enlaza plomo(ll) casi
1000 veces mas selectivamente que otros iones metalicos, tales como Hg(ll), Cd(ll),
Zn(11), Co(ll), Ni(ll), Cu(l) y Ag(l).>***%"3% Esta proteina, junto con sus homdlogos en la
misma bacteria, son las Unicas proteinas de union especifica a Pb(ll) conocidas que se

encuentran en la naturaleza.>®
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I. Introduccion

Los estudios espectroscopicos de UV-vis de la proteina PbrR691 unida a Pb(ll) (Fig.

25) muestran una banda de transferencia de carga a 337 nm (¢=3625 M'cm™),3®

semejante a la absorcion de los péptidos con Pb(ll) modelos de PbS; en una geometria
hemidirigida,?®® que revelé un complejo Pb-tiolato con la participacién de tres residuos

de Cys como ligandos a Pb(ll).2%*31°

0.8+ —apo-PbrR&o1
—Pb?*-PbrR691 (1)
——Pb2*-PbrR691 (I

sorption

Figura 25. Espectros de UV-vis de dos muestras
del complejo Pb(ll)- Per691 (muestra |, dimero
0.0 T T T T ) [0.18 mM], e= 3589 M'ecm™ a 337 nm muestra Il,

30 400 450 500 58 4imerp[0.15 mM] €=3600 M 'cm™).%°
Wavelength {(nm)

Mediante rayos X y EXAFS se confirmé esta observacion, que muestra un complejo
PbS3; que contiene un ce ntro de Pb(ll) hemidirigido unido por tres ligandos de S a una
distancia de 2.71 A, similar a las otras proteinas de unién a Pb(l1),%® tal como se puede

ver en la Fig. 26.30%3%
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Figura 26. (A) Propuesta de un mecanismo para el re conocimiento selectivo de Pb(ll) por la
proteina Per691 en la bacteria R. metallidurans; (B) preferencia de Pb-S; por una geometria
hem|d|r|g|da

> CadC

Una de las tantas dianas de Pb(ll) es la proteina CadC, miembro de la familia de
proteinas metaloreguladoras ArsR/SmtB que son reguladores negativas de los codones
responsables de la detoxificacion de los iones metalicos tdxicos (como Cd(ll), Zn(ll),
Pb(Il) y Bi(11)).>""3"? La proteina CadC (Fig. 27) es un homodimero débilmente asociado

con una subunidad de peso de 27.6 KDa y dos sitios de uniéon de metal ricos en tiolatos:
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5. Quimica biologica del Pb(ll)

sitio 3N, el cual generalmente coordina iones metalicos pesados como Cd(ll), Bi(lll) y
Pb(ll), y un se gundo sitio en el C-terminal, lamado w5 el cual enlaza iones metalicos
duros como Co(ll) y Zn(ll). Se sabe que la regién de union de metales pesados azN
requiere atomos de azufre de tiolatos de los residuos cisteinicos®'® (Cys7 y/o Cys11 del
brazo de N-terminal y Cys52, Cys58 y Cys60 dela hélice s en espiral) de a mbas

subunidades.®™

, a5,

Projected DNA binding c«-helices

Figura 27. Prediccion de estructura terciaria de S. aureus pl258 CADC generado por Modelo-
Swiss en http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/44 utilizando la estructura cristalografica de rayos
X de Synechococcus SmtB13 como la estructura base. En los sitios de unién a metales 3N y
a5 se muestran con esferas de color rojo los atomos de nitrégeno, esferas azules como atomos
de oxigeno y esferas amarillas como atomos de azufre (cisteinicos).315

Mediante los resultados espectroscopicos se ha sugerido que el i6n Pb(ll) prefiere
coordinarse por medio de tres Cys (Cys7, Cys58 y Cys60) para darlugar a sitios
Pb(SCys);*'° en la CadC, posiblemente formando una estructura piramidal trigonal, asi
como también en suforma apo-CadC,*" 3" corroborando una vezmas, que la
presencia de ligandos tio lato adicionales no| levan aun aumento del numero de
coordinacién de Pb(ll). Esto se refleja en los estudios por UV-vis de CadC (Fig. 28) que
muestran una absorcién de TC a 240 nm (44.000 M'cm™), y un hombro intenso a 346
nm (4.000 M 'cm™).3'® También se pudo observar que dep endiendo de las Cys que
participan en la co ordinacion delid n Pb(ll)la s absorciones varian entre 325
(C7G,C60G), 337 (C58S) y 350 nm (C11G).

el T - T ' . Figura 28. Espectrosde UV-visde
1 — proteinas deC adC conP Db(ll).
TR — GG Condiciones: 10 mM Bis —Tris, 0.20 M
1 s NaCl, pH 7.0, 25 °C.>"°

2B 320 350 Ay £40

wrvr gt [
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Ademas, los estudios de EXAFS de CadC revelaron distancias de Pb-S de 2.63 A,
que indican una preferencia de Pb(ll) por un entorno de coordinacién PbS3,*' que se
compara bien con las distancias de Pb-S encontradas para el plomo que inhibe el sitio

activo de ALAD y en otras proteinas como los dedos de zinc.

» Protamina 2 humana (HP2)

Otra de las dianas de Pb(ll) es la Protamina 2 humana (HP2), que desempefia un
papel import ante en la es permatogénesis.®'’ La HP2 es una pro teina pequefia de
caracter basico, rica en argininas, que proporcionan cargas positivas requeridas para la
neutralizacion de los fosfatos del ADN y también co ntienen residuos ciste ina, que
forman puentes disulfuros intermoleculares, aumentando la estabilidad del complejo de
ADN-proteina.?’®*"® Los resultados del es tudio in vitro muestran que el Pb(1l) puede
interactuar co n la proteina de zinc HP2 (con una afinidad similara la de Zn(ll)),
afectando y/o interfiriendo en la interaccion entre el ADN y HP2, ya que el plomo tiene
afinidad por los grupos fosfato que sirven de unién entre el ADN y las protaminas.®?°

En los espectros de UV-Vis de HP2 con Pb(ll) se observd una banda de TC a 360
nm caracteristica de la coordinacion Pb-tiol (Fig. 29).3'” Ademas junto con los datos de
DC muestran que el Pb(ll) se une a HP2 en sitios diferentes a los que se une el Zn(ll).
También proporcionan evidencia que los grupos tiol son los principales implicados en
union de Zn(ll) y sugiere que HP 2 puede tener otros sitio s de uni én para el Pb(ll),
posiblemente nitrégeno de His o por carboxilos, ya que el plomo también tiene afinidad

por estos grupos.?’’:321322

Figura 29. Espectros d e U V-vis de pr otamina
HP2 después de las adiciones de Pb(ll).*"’

Warvelengrh jmm |

Por lo tanto, la interaccion de plomo con las protaminas que contienen zinc puede
ser un posible mecanismo de la toxicidad del plomo en la reproduccion masculina, que
puede resultar en un dafio directo a los espermatozoides, sino que incluso en la entrega
directa de la sustancia toxica al cigoto.>?® Esto puede explicar el aumento de las tasas

de infertilidad en los hombres que estan ocupacionalmente expuestos a plomo.?**32°
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5.3. Coordinaciéon de Pb(ll) a SCys en péptidos

Para un mayor entendimiento de la detoxificacion metalica por parte de las proteinas,
se han disefiado modelos de péptidos que se asemejan mas a las metaloproteinas que
los complejos inorganicos que se habian estudiado previamente, proporcionando asi un
estudio mas cercano a las propiedades es tructurales y funcionales de los sistemas

bioldgicos que imitan. Siendo algunos de éstos los que se describen a continuacion:

> Péptidos TRI

La familia de péptidos llamados TRI son modelos peptidicos estables con sitios de
unién de tiolato mononuclear, para la formacién de complejos Pb-S que presentan el
entorno perfecto para imitarla s propuestas de las e structuras de Pb(ll)en las
proteinas.®'® Las secuencias ami noacidicas de lo s péptido s TRIL12C y TRIL16C
presentan una cisteina (ver acrénimos).

Los espectros de diferencia de UV-vis asociados con la adicion de Pb(ll) a TRIL16C
ya TRIL12C (Fig. 30A),*'" muestran es pectros similares con dos bandas: una mas
intensa a 260 y 278 nm (¢=17.000 y 13.000 M'em™), y otra transicion mas débil que
aparece como un hombro, que se observa a 346 y 343 nm (¢=3.800 y 13.000 M'cm™),
respectivamente. Estas absorciones son analogas a las observadas enla unién Pb-
CadC (Fig. 30B), in dicando la formac idbn de la es pecie PbS; con una geo metria
piramidal trigonal. Esto a su vez coincide con la grafica de absorbancia en funcién de
los equivalentes de pép tidos afiadidos que indican que el complejo formado tiene una

relacion metal/péptido de 1 a 3, Pb(pep); (Fig. 30A).
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Figura 30. (A) Espectro de dif. UV-vis de Pb-TRIL12C y grafica de coeficiente de extincién vs.
eq de TRIL1 2C a 278 nm; (B) Comparacién de los espectros de UV-vis de Pb-TRIL12C, Pb-
TRIL16C y Pb-CadC.*"

Asi también, se demostré por EXAFS que en ambos péptidos el Pb(ll) se une con
una estructura Pb-S; con distancias de Pb-S de 2.63 A. Esto esta en excelente acuerdo

con las distancias encontradas para Pb-ALAD, Pb-CadC y otros modelos de complejos
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de Pb-S;.3%? Ademas, este estudio mostré un efecto del pH en la coordinacién de Pb(ll)
a los péptidos TRI y también que esta variable influye en la preferencia por los sitios de
union del péptido, “a o d”, donde se observo que el ion Pb(ll) tiene mayor afinidad por el

sitio d.3™°

» Péptidos CoilSer

Recientemente, se ha investigado mediante la espectroscopia de RMN de *’Pb el
entorno de coordinacion de Pb(ll) (PbS;) en sitios ricos en tiolatos, utilizando péptidos
de tres cadenas plegadas en espiral, denominada familia CoilSer que imitan
directamente el sitio estructural de la enzima de zinc, ALAD.?*2

Los espectros de RMN de ?°’Pb de los metalopéptidos que forman complejos
homolépticos PbS; entorno al péptido, tienen una senal de plomo entre 5500-5800 ppm
(similar a la Fig. 24). Estos desplazamientos quimicos son similares a los reportados
para el compuesto organico sintético [Ph,As][Pb(SPH);] (6=5828 ppm) que tiene una
estructura PbS; piramidal trigonal.?® La posibilidad de formacién de especies enlazadas
a oxigeno y/o nitrégeno se puede descartar, ya que para los tipos de ligandos mixtos S,
N- o S, O-dadores (PbN,S, 6=5318 ppm; PbS,0,, ©=4100-4500 ppm) hay un
desplazamiento quimico a campo alto.?**%*"%* Por |o tanto, la sefial de ?°’Pb observada
puede ser asignada con certeza a la formacion de un entorno de coordinacion PbSs.

Ademas, en este estudio se observé que al sustituir un aminoacido estéricamente
menos exigente (leucina por alanina) encima del sitio de unién al metal, sugiere que el
espacio anadido por encima del plano de PbS; acomoda mejor el voluminoso par
solitario de electrones de Pb(ll) dentro del ensamblado helicoidal, conduciendo a una
mayor estabilidad termodinamica de la unién de plomo. Estos resultados proporcionan
la confirmacion experimental de la importancia del par solitario sobre la selectividad de
Pb(ll) para los sitios de azufre en proteinas tales como, PbrR691 y ALAD (en donde el
ion Pb(ll) desplaza el Zn(ll)), sugiriendo asi que habra una preferencia significativa del
ion Pb(ll) a ser secuestrado en un ambiente que ofrece espacio suficiente para

acomodar el gran par solitario de este metal.

> Glutation

La definicion de la quimica del glutation con Pb(ll) es importante para entender la
toxicidad de este metal. El glutatién (GSH) es un tripéptido que contiene residuos de
acido glutamico, cisteina y glicina (y-Glu-Cys-Gly) presentes en concentraciones
milimolares (0.1 a 10 mM) en los eritrocitos,*® y es el tiol no proteico mas abundante en
los sistemas celulares. EI GSH desempefa multiples funciones en las células, actua

como un antioxidante, protegiéndolas de las especies reactivas de O, que pueden dafar
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el ADN y ARN. Los metales pesados muestran una alta afinidad por el tiol de la cisteina,
permitiendo que el GSH sea un quelante para estos metales en los compartimentos
celulares.®’

La unién de Pb(ll) al glutatién®®® ha sido estudiada en detalle mediante UV-vis, DC,
EXAFS y RMN-'H, pero estas técnicasno handad o una visién completade la
geometria de union de los iones Pb(ll). Uno de los estudios por cromatografia ICP-ESI-
MS para sondear la especiacion de los iones Pb(ll) con glutation mostré una variedad
de especies incluyendo [Pb(GS) s]. ** En otrosi milar se observaron es pecies
correspondientes a iones Pb(ll) unidos a mas de tres GSH.*® Debido a la alta entalpia
de formac i6n de enl ace Pb-S,?° se cree q ue la coordinacién de Pb -tiolato es
termodinamicamente mas favorab le que la complejacion de Pb -carboxilato. La
formacion del complejo Pb S; esta co rroborada porla a paricion de una banda de

transferencia de carga del li gando al metal | r

10000+
(TCLM) en los espectros de absorcion UV-vis ! i Clplagueing
8000 | : B3 e hgpreng
a 334 nm (e=~3500 M'cm™) (Fig. 31), siendo | _ . : s e At
. e B0004 ! - r-m- POGEH), {8 pHOS
estos dato s muy similaresa los valore s _E \ !
_ S 40004
reportados en lali teratura que se han = \ 75
expuestos ant eriormente. El es pectro UV-vis EMDI \ .\
de [Pb(GS) 5] avalore s de pHdi ferentes 0 s o i s
_ o _ _ 280 320 360 400
sugieren que la disminucion en la in tensidad Wavelangth (rm}

de la sefial de Pb(ll) es debido a la incompleta Figura 31. Espectros de UV-Vis de Pb(ll)
desprotonacion de los tiolatos de cisteina. A enlazado a glutation (GSH) a diferentes

' _ pHs: 7.5 (azul), 8.5 (verde) y 9.5 (c afé)
pH alto, to dos los tiolatos de ci steina son (restando la absorbancia del glutation). El

. espectro fue re gistrado en TrisHCI (100
desprotonados y son capaces de unir Pb(ll), en mM) a 25 °C 243
cambio a pH 7.0, la coordinacion de todos los
tiolatos de cisteina a Pb(ll) es incompleta.
En el estudio por espectroscopia de RMN de ?°’Pb de la unién de Pb(Il) a GSH bajo

concentraciones fisioldgicas,?*> se observé una sefial a 5758 ppm (a pH 9.5 y 25 °C)

o o o HO__ o similar a una de las sefiales obtenidas para el sitio d
- foo i, | de los TRI-péptidos en un entorno de coordinacion

0 N A © PbS;.2*? Esto su giridé que la s pri ncipales especies

NH S\\“'Pb'\';’s presentes en solucién son [Pb(GS);], en el intervalo
OQ(Q de pH 7.0 a2 9.5, en donde el Pb(ll) esta coordinado
ﬁZH HN/ZFNH oH en un a geometria piramidal trigonal (hemidirigida)

0 HZNO © o conun par de el ectrones ocupando la posicidén

oL apical (Fig. 32).%¢

Figura 32. Propuesta de la estructura de la unién de Pb(ll) al g lutation bajo condi ciones
fisioldgicas.**®
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» Fitoquelatinas

Otros estudios relacionados con biomoléculas que interaccionan con Pb(ll) son los
reportados por el grupo de Mehra sobre las fitoquelatinas (PC), un tipo especial de
péptidos sintetizados enzimaticamente derivados del glutation, y conla es tructura
general (y-Glu-Cys),Gly (n=2-11) que se producen en algunas plantas y levaduras.***3"
La pre sencia de motivos Cy s-X-Cys ensu secuencia sugiere que és tas tienen
caracteristicas de union metal ica semejantes a las metalotioneinas, por lo cual se
incluyeron en la Clase Ill de la primera cl asificacion de MTs. En los estudios de las
fitoquelatinas, se observé la formacion de diferentes complejos de Pb(ll) (de 2, 3y 4
Cys co ordinando lo s iones Pb( Il)) indicando que la coordinacion de Pb(ll) es
dependiente de la longitud de la cadena de PC, es decir, del numero de Cys disponibles.
También se demostré que la s fitoquelatinas de cadena larga exhiben coordinacion
multiple de Pb(ll), por ejemplo con la PC4, que tiene 4 Cys, se propuso la presencia de
dos numeros diferentes de coordinacion coexistentes, 2 y 4, demostrando asi la mayor
complejidad del sistema Pb-PC fo rmado cuando se comparaconlos de Zn(ll) o
Cd(11).*" Los espectros de UV-vis (Fig. 33-1) muestran dos absorciones, si n=2 Cys a
260 y 310 nm (Fig. 33-1a),si n=3 y 4Cysa 250 y 330 nm (Fig. 33-1b y 1c-d).**°
Ademas en lo s espectrosde DC (Fig.33-2) se obs ervan se fales ca racteristicas
dependiendo del nimero de Cys que coordinan el ion Pb(ll), si el complejo es Pb-n2
aparecen dos bandas positivas a 250 y 330 nm, otra negativa a 300 (Fig. 33-2a); para
Pb-n3 una banda a 225(+) nm, otra ancha a 290(-) y una débil a 337(+) nm (Fig. 33-2b);
para Pb-n4 dos bandas positivas a 250 y 335 nm y una negativa a 300 nm (Fig. 33-2c).
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Figura 33. Espectros de (1) UV-vis y (2) DC que muestran las absorciones de la unién de Pb-
PC, con diferentes nimeros de Cys, (a) n2, (b) n3, (c) y (d) n4, muestras de péptidos a 20 uM
tamponadas a pH 7.4.%%°
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Asi también, estos estudios mostraron por medio de los datos de DC y UV-vis, que
las fitoquelatinas son capaces enlazar iones Pb(ll) independientemente de cual sea la
fuente de plomo (por ejemplo, Pb(ClO,),, Pb(CH;COO), o Pb-GSH).

En conclusion, la mayoria de los antecedentes bibliograficos sobre las proteinas de
Zn(ll), mostraron que el catién Pb(ll) evita siempre que puede la coordinacién Pb(ll)-
(SR)4, ya que prefiere adoptar un nimero de coordinacién de 3 con una geometria de
piramide trigonal, de manera significativamente diferente a lo que prefiere el Zn(ll) (Fig.
34). Ademas se puede afirmar que la formacion de la especie PbS; con geometria
piramidal trigonal presenta las siguientes caracteristicas: una banda caracteristica de
TC del ligando al metal (TCLM) alrededor de 330-350 nm, con una distancia de Pb-S
alrededor de 2.6-2.7 A y una sefial de RMN de ?°’Pb entre 5500-5800 ppm.

S Y]
Figura. 34. Estructuras de geometrias
de coordinacién de Zn(SR), tetraédrica 'n‘ s S
y Pb(SR); de piramide trigonal. - i S a
S

Posteriormente, se hara un analisis de estos datos relacionandolos con los
resultados espectroscopicos obtenidos de la coordinacion de Pb(ll) a las MTs

estudiadas en esta Tesis.

5.4. Antecedentes de la interaccién del Pb(ll) con metalotioneinas (MTs)

Existen datos que demuestran la interaccion de Pb(Il) con las MTs in vitro. °2332333334

Pero si bien hay diversos articulos publicados y trabajos previos realizados por este
grupo de investigacién que tratan dicha interaccion,**** los datos aportados hasta el
momento no permiten establecer sin ambigiedad los numeros y geometrias de
coordinacion de los iones Pb(ll) cuando éstos se coordinan a las MTs.

Por su parte, también se debe tener en cuenta que la gran mayoria de los trabajos
publicados se basan en los datos espectroscopicos, absorcion UV-vis y dicroismo
circular (DC), que informan sobre las propiedades de la muestra. Esto limita claramente
la importancia de los datos resultantes, y solo se ha informado limitadamente acerca de
la especiacién de los sistemas Pb-MT.

De este modo, los primeros resultados basados en UV-vis y DC, relativos a la
interacciéon Pb-MT fueron reportados en la década de 1980 por Kagi y colaboradores.®*

En donde diferentes autores han propuesto que al adicionar Pb(ll) a las MTs se forman
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I. Introduccion

diferentes tipos de agregados Pb-MT en funcién del pH de la solucion y del numero de
iones afiadidos.®*? También se ha planteado que en los complejos Pb,-MT formados es
probable que el Pb(ll) adopte una geo metria de co ordinacion tetr aédrica generando
cromoforos Pb(SC ys),. Mas tarde, Vasak y co laboradores estudiaron por medio de
mediciones EXAFS, la coordinacion de SCys en las especies Pb,-MT propuestas, con
una di stanciade Pb-Sde 2.65A, ** a lascu ales se le asign 6un numero de
coordinacién de 2 por otros autores.** La formacion de las especies Pb,-MT también
fue propuesta por otro grupo de investigacion.*?

Mas tarde, entre los afios 1999 y 200 1, aparecieron una serie de publicaciones
relativas a las especies Pb-MT. He y col. plantearon que al afiadir acetato de plomo(ll) a
la apo-MT2 de mamifero a pH 7.0 (Fig. 35A), se da lugar a la formacién de una unica

2, 336

especie Pb -MT mostrando caracteristicas espectroscépicas ana logasa las

reportadas previamente por Kagi.>*?
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Figura 35. Espectros de DC y UV-vis de la valoracion con Pb(ll) de la apo-MT a pH: (A) 7.2 y (B)
4.3. (Concentracion de apo-MT de 1.68x10° y 1.45x10° M, re spectivamente. Se indican las
adiciones de 0-9 y 0-8 eq de Pb(ll)).**

Ademas se relaciond la formacion de la especie Pb,-MT2 con el pH, ya que a pH 4.3

se obs ervaron sefiales es pectroscopicas diferentes a las obtenidas a pH neutro (Fig.
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35B).* A partirde estos res ultados, los a utores propusieron multiples tipos de
coordinacién, in cluyendo la dob le co ordinacion, bas andose en los trabajos anteriores
con fitoquelatinas.330 Finalmente, estos autores observaron que ambas formas de Pbs-
MT2 no pueden intercambiarse por la variacién del pH.

Se debe prestar especial atencion al hecho de que estos autores fueron los primeros
en reportar la det erminacion de las co nstantes de unién Pb(ll)a MTs mediante
calorimetria de titulacion isotérmica.®*” En donde se estudié la interaccién de acetato de
Pb(ll)co n Zn;-MT2y apo-MT2 de higadode conejo a pH4 .7. Losres ultados
demostraron que ambas reacciones son espontaneas y exotérmicas, con constantes de
unién en el mismo orden (1.3x10°y 5.3x10°, respectivamente) y que la especie formada
exhibid la misma estequiometria (Pb -MT), p ero una es tructura di ferente, como se
informé anteriormente. Cabe sefialar que en todos estos trabajos, las propiedades del
anién ac etato como un agente quelante nunca fue ron tomados en co nsideracion.
También se publicé que en la valoracion de Zn,-MT2 con Pb(ll) a pH 4.7 se forma una
Unica especie Pb;-MT2 con una estructura muy similar al cluster inicial.>*

En otro grupo de investigacién estudiaron la interaccion de Pb(ll) con las isoformas
de mamifero MT1 y MT2 sobre la base de los datos espectroscopicos (principalmente
DC y UV-vis) y mediante el uso de distintos estados de metalacion como puntos de
partida: apo-MT, Zn;-MT y Zn ,Cds-MT.***3%° Un inconveniente de este estudio es que
las conclusiones a las que llegan, en cierto modo, son contradictorias. Inicialmente, se
propuso que MT1y MT2, en sus formas apo - y Zn -MT, se co mportan de manera
analoga cuando enl azan Pb(ll),y quelos iones Zn(l I) pueden se r co mpletamente
desplazados de las especies iniciales Zn,-MT.**'

Otro articulo de los mismos autores mostré algunas diferencias en la coordinacion de
Pb(Il) entre las apo-MT1 y apo-MT2,%* en donde se favorece a un dominio sobre otro,
en el caso de MT1 al azar, pero de forma selectiva para apo-MT2. Ade mas, en otro
estudio se observo que al anadir Pb(ll) y Zn(ll) a la apo-MT1 se forman especies mixtas
Pb,Zn-MT1,%*? mientras que la apo-MT2 sélo genera especies Pb-MT2.3*? Asi también,
otras in vestigaciones de este grupo sugirieron que en las formas Zn;-MT de ambas
isoformas, el idbn Pb(ll) no desplaza el Zn(ll) coordinado, pero en cambio fue capaz de
hacerloen Zn,Cds-MT1 y Zn ,Cds-MT2, aun que de forma di ferente para cada
isoforma. 340342

Por otra parte, se estudié la coordinacién de Pb(ll) a los fragmentos apo-tMT y apo-
BMT en donde por medio de los datos de absorciéon de UV-vis, se propuso la formacién
de la s es pecies Pb 4-aMT, Pb ;-uMT y Pbs-pMT, siendo la pri mera especie la mas

estable.?®
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Algunos afios mas tarde, la disponibilidad dela técnica de io nizacion por
electrospray en espectrometria de masas (ESI-MS), permitié un analisis mas detallado
de la unién de Pb(ll) a la isoforma MT1 de mamifero y sus dominios independientes,
aMT1y BMT1.*2 Aqui, la sustitucion de Zn inicial de las especies Zn,-MT1, Zn,-cMT1y
Zn;-BMT1 dio lugar a la formacién de varias especies coexistentes, tanto hetero (Pb,Zn-
MT) como homonucleares (Pb-MT). Se observé que el co ntenido metalico era
dependiente de varios factores: el pH de trabajo (neutro o 4.5), la cantidad de Pb(ll)
anadido a la solucién de proteina inicialmente cargada de Zn(ll), yla proteina
considerada (MT entera o sus dominios individuales).

Un rasgo com un en tod os los experimentos de ESI-MS fue la evolucion de las
muestras con el tiempo.>” Los espectros ESI-MS sucesivos*? mostraron la desaparicion
de las especies que contienen plomo con la simultanea deteccion de especies Zn-MT a
pH 7.0 o de las especies apo-MT en medio &cido, en un maximo de 48 horas después
de la adicion de Pb(ll). No obs tante, las huellas es pectrales de DC de las muestras
siguen continuamente aumentando en intensidad.®” Estos resultados se ajustan con el
aumento de la s intesis de MT enres puesta alio n Pb(ll) cuando se admin istran a
mamiferos, y co n las di ficultades encontradas enla recuperacion de es pecies
homonucleares de plomo Pb-MT en organismos.

Por ultimo, este grupo de investigacion inicio el estudio de los factores que afectan el
enlace de Pb(Il) a MT1 de mamifero (temperatura, tiempo de estabilidad y dificultad de
desplazar Zn(ll)) en un trabajo previo.**®

En la actualidad, y de acuerdo con la tendencia observada durante los ultimos diez
afios en los campos de interés de la investigacion sobre MTs,* muchos otros estudios
publicados se centran en los aspectos toxicolégicos y ambientales de la relacién Pb-MT.
En ellos, los autores investigan el papel indiscutible de MTs y PCs en la detoxificacion
de los organismos expuestos a plomo con el fin de arrojar indicios sobre los procesos
de desintoxicacién provocados por la exposicion a Pb(ll), enlu gar de los as pectos
moleculares y/o bioldgicos de la interaccion Pb-MT. Por lo tanto, son necesarios otros

estudios para abordar estos Ultimos temas.**
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Il. Objetivos

El obj etivo global de esta Tesis D octoral es investigar el co mportamiento de las
metalotioneinas de mamifero frente al ion Pb(ll) con la finalidad de entender el posible
papel de estas proteinas como agentes detoxificadores de plomo. Con este fin se ha
propuesto estudiar la coordinacion de Pb(ll) a las cuatro isoformas de MT de mamifero,
MT1, MT2, MT3 y MT4, ademas de sus dominios «MT y BMT (con excepcion de los de
MT4), todas el las producidas de manera recombinante. Adicionalmente, se ha
planteado examinar los diversos factores que determinan la formacion y estabilidad de
las especies Pb-MT.

Otro obj etivo trazado ha sido relacionar el comportamiento de estas MTs frente a
Pb(ll) d e acuerdo a su caracter de Zn - o C u-tioneina, para lo cu al, tambi én se ha
estudiado el comportamiento de la isoforma Cup1 de Saccharomyces cerevisiae frente

a Pb(ll), por ser una Cu-tioneina paradigmatica.
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Ill. Metodologia de trabajo

lll. Metodologia de trabajo

1. Procedimiento general

Una vez planteados | os obj etivos de estetrab ajo hay que es tablecer una
metodologia experimental que permita alcanzarlos. Asi, para una mejor comprension de
los resultados se expond ra la metodo logia de trabajo que se siguié en esta T esis

Doctoral, tal como se muestra en la Fig. 36.

Obtencion de las proteinas

Caracterizacion de los
complejos Zn{ll}-MT de
partida

In vivo

Figura 36. Diagrama de la metodologia de trabajo utilizada durante la Tesis Doctoral.

Es importante destacar que la metodo logia experi mental utilizada en este estudio
consta de dos partes claramente di ferenciadas. La primera de ellas consiste e n la
sintesis y caracterizacién de las metalotioneinas recombinantes utilizadas, como
en este caso las cuatro isoformas de mamifero (MT1, MT2, MT3 y MT4) y sus dominios
constitutivos (iz y i) con la excepcion de los de MT4, ademas de la isoforma Cup1 de la
levadura, S. cerevisiae (ver apartado /V-1.Caracterizacion de los complejos Zn-MT de
partida). Las especies Zn -MT obt enidas in vivo y pos teriormente caracterizadas,
mediante ICP-AES, DC y absorcién UV-vis, y ESI-MS, han sido el material de partida
para la siguiente etapa de trabajo.

La segunda parte consiste en estudiar la habilidad coordinante de las diferentes

MTs frente a plomo(ll) y ademas analizar los factores experimentales que puedan
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afectar dicha coordinacidon. Esto se llevé a cabo mediante la adicion de una solucion
de Pb(CIO 4), a cada unade estaspro teinas, proceso quea par tirde aqui
denominaremos valoracion (estudios in vitro), utilizando di ferentes técnicas para el

seguimiento de dicho proceso, DC, UV-vis, ESI-MS y en algunos casos, ITC.

Para rea lizar las valora ciones fue necesario tener en cuenta, por unla do, las
restricciones experimentales de cadauna dela s técnic as utilizadas (ran gos de
concentracion optimos, temperaturas de trabajo, volumen de muestra necesario, etc.), y
por otro lado, las caracteristicas quimicas del id6n Pb(ll) (formacion de hidroxocomplejos
a pHsu periora 5, elevada insolubilidad del cloruro de plomo(ll), etc.). Asi, | as
condiciones habituales de trabajo para el estudio de las MTs por las espectroscopias de
DC y UV-vis, requiere la utilizacién de soluciones de proteina de concentracion entre 10
y 20 uM, (en funciéon del numero de cisteinas que contenga la cadena peptidica) que
son tamponadas a pH 4.5y la temperatura habitual es de 25 °C. En las valoraciones
con Pb(ll) para evitar su hidrdlisis, ademas, es necesaria la ausencia de iones CI" con el
fin de evitar la precipitacion de PbCl,, es por esto que las sales utilizadas contienen
ClO4 como co ntraion. Asi, el age nte valora nte utilizado en es te trab ajo ha sido una
solucion d e perclorato de plomo(ll) (Pb( ClO,4),) a pH 4.5 de concentracidon co nocida
(6990 uM), mientras que las soluciones proteicas han sido tamponadas con Tris-HCIO,.

A modo de exponer visiblemente las c ondiciones estan dar de trabajo de las

diferentes MTs estudiadas frente a Pb(ll) se ha disefiado la siguiente Tabla 1.

b

MT1 10 55
aMT1 20 o5 4.5
BMT1
MT2 10 37 75
m"’a’ rTrf'ifZ‘jo aMT2 20 25 7.0
BMT2 Maximo
MT3 10
«MT3 20 25 45
BMT3
MT4 10 25 75
MT de
a1 | cupt 20 25 45

Tabla 1. Condiciones experimentales estandar fijadas para cada una de las valoraciones con
Pb(ll) de las MTs estudiadas.

En las valoraciones convencionales seguidas por DC y UV-vis, cadavez que se
afiade una ca ntidad de valorante, es nec esario dejarun tiempo de es pera has ta

comprobar que la senal de DC es constante en el tiempo. Este “tiempo de estabilizacion”
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(test) varia en funcién de diferentes factores, pero la naturaleza del metal (principalmente
su labilidad) es el factor mas influyente. En estudios anteriores®* se pudo observar que
el tet para cada equivalente de Pb(ll) anadido en la valoracion de Zn,-MT1 era
aproximado a las 24 horas. Es por este motivo que en el presente trabajo, al obtener
tiempos de estabilizacidén de varias horas, se han realizado experimentos a temperatura
elevada para asi acelerar la reaccién de intercambio metalico en la proteina.

Asi, por ejemplo para Zn,-MT1, se fij6 como condicion estandar de trabajo una
temperatura de 55 °C, y para el resto de proteinas se consideraron 25 °C, con
excepcion de Zn,-MT2 (37 °C), teniendo en cuenta el tet por eq de Pb(ll) mas corto en

cada una de ellas, tal como se muestra en la Tabla 1.
2. Factores experimentales que afectan a las especies Pb-MT

Como ya se ha indicado en este trabajo, se pretende profundizar en el estudio de la
interaccion de Pb(ll) con las MTs considerando ciertos factores experimentales que
pueden afectar a la coordinacién de éstas a Pb(ll). Los factores a considerar fueron:
concentracion de la proteina, temperatura, tiempo de estabilizaciéon de cada equivalente
de Pb(ll) afiadido y el pH de la solucién de proteina. Y en algunos casos también la

presencia de exceso de Pb(ll).

2.1. Efecto de la variacion de pH

La posible diferencia de comportamiento de las MTs a pHs diferentes viene
determinada por la forma en que inicialmente se encuentren estas metaloproteinas en
funcién del pH (holo-MT o apo-MT). En este trabajo, para estudiar el efecto del pH se
han realizado las valoraciones de las MTs de mamifero (y sus dominios) y Cup1 a dos
pHs diferentes: a 7.0 por ser el pH fisiolégico y a pH 4.5 para evitar la formacién de
hidroxocomplejos de Pb(ll), y se comparan ambos comportamientos.

En estos experimentos se han mantenido las otras condiciones estdndar segun
corresponda a cada MT. Y ademas en algunos casos se han valorado las proteinas en
otras concentraciones, 5 y 20 uM, para complementar este estudio.

En algunos casos, como MT1 y Cup1, se ha estudiado la variacién de pH al final de
una valoracién, aumentando el pH inicial de 4.5 a 7.0. Posteriormente, se baja a pH 3.0
(o hasta obtener la forma apo-MT) y finalmente se sube el pH hasta 4.5 para observar si
las especies formadas Pb-MT han recuperado su estructura inicial después de los
cambios de pH, en los diferentes pHs se dejaron estabilizar las muestras para registrar

los espectros.
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Figura 37. Espectros de masas de las isoformas de mamifero Zn-MT: -MT1, -MT2, -MT3 y -MT4,
en condiciones de pH 4.5.

En condiciones de pH 7.0, las MTs de mamifero muestran una especie inicial Znz-MT,
y es la mayoritaria en casi todos los casos (casi el 100 %) a excepcién de MT3 (y Cup1)
que presenta mezclas de especies (Apartado IV-1). En cambio a pH 4.5 se observé una
mezcla de especies de Zn(ll) (Fig. 37), desde Zn, hasta Zn, incluyendo la forma apo-
MT, siendo la especie mas abundante Zn,-MT. Esto podria indicar que los sitios SCys
de unién a Zn(ll) tienen diferentes afinidades por este idn, liberando mayoritariamente
tres iones zinc. De manera que en los experimentos realizados, tanto a pH 7.0 como a
4.5, se ha estudiado la capacidad del i6n Pb(ll) para desplazar el Zn(ll) de la holo-

proteina.

2.2. Efecto de la concentracion de la proteina

En trabajos previos de este grupo de investigacion, la concentracidn de la proteina
no se habia considerado nunca una variable a tener en cuenta, ya que su efecto ha sido
siempre despreciable. En cambio, ya al inicio de este trabajo se detecté que al valorar
Zn,-MT1 con Pb(ll) se observaba una diferencia notable en la intensidad de las
absorciones de DC y en el punto de saturacién de las proteinas en funcion de la
concentracioén inicial de MT. Es por este motivo que se ha decidido hacer un analisis

sistematico del efecto de la concentracién de la proteina en su capacidad para enlazar
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Pb(ll). En el caso delas MTs de mamifero yde levadura se consideraronla s

concentraciones de 5, 10 y 20 uM.

2.3. Efecto de la temperatura

Las metalotioneinas tienen una elevada estabilidad térmica, por lo que un aumento
de la temperatura no las desnaturaliza.’® Aunque se ha publicado que las reacciones de
coordinacion metalica en las MTs son sensibles a la temperatura en cuanto al nimero
de iones que enlazan y a su distribucién en la cadena proteica,**® también se considera
que la temperatura a la cual se realiza una valoracién es un factor que puede reducir el
tiempo de estabilizacion por equ ivalente anadido, y favor ecer la formacién de las
especies termodinamicamente mas estables, pudiendo asi afectar a la estequiometria
metal-MT y al grado de estructuracion de la proteina.

En este trabajo el efecto de la temperatura en la formacion de especies Pb-MT se ha
estudiado de dos metodologias:

+ Comparando valoraciones realizadas en las mismas condiciones, pero a diferentes
temperaturas (25 (T? ambiente), 37 (T2 fisio légica) y 55 °C (T? max. estabilizacion)
para observar su efecto en la formacion de determinadas especies.

* Y ademas en algunos casos, variando la temperatura después de la adicién de un
determinado numero de equivalentes de Pb(ll), con el fin de observar su efecto en la

estructuracion de las especies Pb-MT.

2.4. Efecto del tiempo de estabilizacion por equivalente de Pb(ll)

A lo largo de una reaccion de substitucién del metal inicialmente enlazado a una MT,
el tiempo de estabilizacion (test) €s un factor importante para estimar el tiempo necesario
entre las adi ciones de agente valora nte, y asi permitir lafor macion y buena
conformacion de | as especies en solucién antes de afiadir un nuevo equivalente. Este
puede determinar la formacién y el grado de estructuracién de algunas de las especies
metal-proteina.

Tradicionalmente, en las valoraciones de MTs con Cd(ll), Ag(l), Cu(l), etc. no se han
detectado test que excedan unos pocos minutos, pero en el caso de Pb(ll) su cinética es
lenta, tal y como ya se ha comentado. En trabajos previos de este grupo se encontrd
que los tet podian ser de dias. En este trabajo se ha profundizado en el estudio del
tiempo requerido para que los sucesivos equivalentes de Pb(ll) anadidos a las MTs de
mamifero (MT1, MT2, MT3 y MT4) o bien a Cup1, dejen de pro vocar cambios en los
espectros de DC y UV-vis de la muestra de proteina. Esta variable (t.s) se ha estudiado

registrando los espectros (DC y UV-vis) con cierta regularidad para cada equivalente de
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2. Factores experimentales que afectan a las especies Pb-MT.

Pb(Il) afradido para observar el tiempo real que necesitan estos iones y saber asi si los

tiempos afectan a la estructuracion de la proteina.

Las condiciones experimentales seleccionadas para el estudio de la habilidad
coordinante de las MTs frente a Pb(ll) por espectroscopia de DC y UV-vis se muestran

en la Tabla 2.

10 55 4570
MT1 20
10 37 7.0
25 45][7.0
aMT1 20 T =5
25 45
BMT1 20 37 7.0
55 45|70
10 37 45 7.0
20
37 7.0
MT2 5
10 25 7.0
55
25
MT2 20 7.0
“ 55
zs
amitero BMT2 20 37 7.0
55
37 7.0
5
55 45
25 45|70
MT3 10 55 s
37 7.0
20 55 45
37 7.0
M3 20 25 45 [7.0
37 7.0
25 45170
BMT3 20 T =5
25/37/55 4.5
10 37
MT4 20
55
25 45 (7.0
20 45 45
MT de 25 7.0
levadura Cup1 10 45 4.5
c 25 7.0
45 45

Tabla 2. Condiciones experimentales de cada una de las valoraciones con Pb(ll) de las MTs
estudiadas en este trabajo y seguidas por DC y UV-vis realizadas para responder a nuestros
objetivos. El tst por eq de Pb(ll) en todas las valoraciones fue el maximo.
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Ill. Metodologia de trabajo

A modo de complementar la informacién sobre la coordinacién de Pb(l I) a las MTs
proporcionada por los datos espectroscopicos, se han utilizado otras dos técnicas antes
mencionadas: ESI-TOF-MS e ITC, las cuales requieren algunas condiciones especificas

de trabajo.

En los experimentos por ESI-MS (Tabla 3), se prepara la solucién de la proteina a
pH 7.0 y se anade una cantidad especifica de e quivalentes de Pb(ll), ya sea igual al
nuamero de iones Zn(ll) coordinados ala MT o un exceso de Pb(ll) yse realiza un
estudio de la evolucion de la s especies formadas respecto al tiempo, y la temperatura
de trabajo es de 25 y/o 37 °C. En los espectros de masas obtenidos se observan picos
de baja intensidad que corresponden a los aductos de amonio y perclorato, frecuentes
en ESI -MS cu ando se uti lizan sales que contienen es tos iones,y como son muy
numerosos, no se han sefalado como especies en los espectros finales. Esta técnica
nos complementa los resultados obtenidos por DC y UV-vis en similares condiciones,
dandonos informacién sobre las especies Pb-MT que se forman en cada proteina y cual

de ellas son las mas estables.

T 10 37 7.0 10 8h
10 25 7.0 7/35 24 h
aMT1 20 25 7.0 4/16 o
BMT1 20 25 7.0 312
10 37 7.0 10
MT2 10 25 70 7135 24h
MTs de aMT2 20 25 7.0 4116
mamifero 12 h
BMT2 20 25 7.0 312
10 37 7.0 10
MT3 10 25 7.0 7135 24h
aMT3 20 25 7.0 4116 .
BMT3 20 25 7.0 3/12
MT4 10 37 7.0 10 8h
MT de ¢\ 01 10 25 7.0 4112 24 h
levadura

Tabla 3. Condiciones exp erimentales para el estudio por ESI-TOF-MS del comportamiento de
las MTs de este trabajo frente a Pb(ll).

Asi también, la técnica de ITC nos ha proporcionado informacién sobre el numero de
equivalencia de Pb(ll) y los parametros termodinamicos correspondientes al intercambio
delo s ionesZn(l I) enlazados al a MT, por Pb(ll) . En estos experimentos de
microcalorimetria (Tabla 4) se ha preparado una solucién de proteina a pH 4.5 para

evitar la posib le precip itacion de lamues tra en lacelda a lacual sele inyectan
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2. Factores experimentales que afectan a las especies Pb-MT.

paulatinamente los equivalentes d e Pb(ll) (volumen de inyeccion de 7 pL de una
solucion de Pb(CIlO,4), de concentracion 1200 uM) en un tiempo especifico (cada 180 s),

esta valoracion suele ser mas rapida que las estudiadas por DC y UV-vis.

Finalmente, dentro de los diferentes factores e xperimentales que pueden afectar la
capacidad coordinante de las MTs frente a Pb(ll), se han considerado las condiciones
de los medios fisioldgicos, ya que éstas nos p ermiten comprender qué sucederia para
cada MT en condiciones lo mas se mejantesa un entorno bioldgico. Estas so n:
concentracion de proteinade 10 y 20 pM, respectivamente para laMT enteray los
fragmentos a pH 7.0 (pero siempre evitando la posible precipitacion del plomo), a una
temperaturade 37°C, yel maximot.y por equivalente de Pb(ll) afa dido paralas
técnicas de DC y UV-vis. (Tabla 2). Ademas para mayor profundizacion en el estudio de
la interaccion de Pb(ll) a las MTs en condiciones fisioldgicas se realizaron experimentos
por ESI -TOF-MS (Tab la 3), end onde a una solucion 10 yM de cada unade las
isoformas de MT de mamifero estudiadas se le afaden 10 eq de Pb(ll), por ser una
cantidad superior a la de los iones Zn(ll) coordinados inicialmente a cada una de las

MTs y se sigue la evolucion de las especies que se forman respecto al tiempo.

5
MT1 55 4.5

10
aMT1 20 25 4.5
MTs de BMTH 20 25 45
mamifero MT2 10 37 45

MT3 10 25 4.5 180
aMT3 20 25 4.5
BMT3 20 25 4.5
MT4 10 37 4.5
MT de

levadura Cup1 10 45 4.5

Tabla 4. Condiciones experimentales para el estudio por ITC del comp ortamiento de las
isoformas de MTs frente a Pb(ll).

A pesar que los dominios @ y [} de las isoformas de mamifero no existen de manera
independiente en los organismos, és tos también se estudiaron par aver como
interactiuan en la pro teina entera en estas condi ciones, par a asi co mplementar | a
informacion obtenida, pudiendo asi conocer mas sobre el mecanismo de detoxificacion

frente a Pb(ll), asi como la especie Pb-MT que se forma en cada uno de ellos.
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Una vez realizados todos estos experimentos se puede llegar a una mejor
comprension de como se comportan estas MTs frente a Pb(ll) en las distintas
condiciones y de manera global, siempre teniendo en cuenta que todas las
comparaciones e interpolaciones de los datos dependeran de los factores que afectan a

cada proteina.

59






IV. RESULTADOS Y DISCUSION







IV. Resultados y Discusion

IV. Resultados y Discusion

1. Caracterizacion de los complejos Zn-MT de partida

En este apartado se muestran| os resultados obt enidos co rrespondientes al a
caracterizacion de las diversas proteinas rec ombinantes uti lizadas en el pre sente
trabajo: las is oformas MT1, MT2, MT3y MT4 de ma mifero y sus correspondientes
dominios por separado, @ y [} (a excepcion de MT4); y una de las isoformas de MT de la
levadura S. cerevisiae, Cup1. Todas ellas fueron sintetizadas por el grupo de la Dra.
Silvia Atrian, del Depa rtamento de Genética Molecular, Facultad de Biologiade la
Universidad de Barcelona, mediante técnicas de ingenieria genética, utilizando cultivos

de “Escherichia coli” en medios enriquecidos con Zn(ll).

De es ta manera enes ta Tesis, lases pecies Zn-MT as i obtenidas se han
denominado es pecies in vivo y para su ca racterizacion se han ut ilizado diversas
técnicas anal iticas, tanto espectroscopicas (ICP-AES, DCy UV-visible) como de
espectrometria de masa s (ESI -MS), obteniendo un co njunto de result ados que se

muestran en el anexo 2.

1.1. Zn-MT1 y sus dominios Zn-cMT1 y Zn-fMT1

La sintesis de la isoforma MT1 en medios ricos en Zn(ll) da lugar a una unica
especie, Zn .-MT1 (Tab la 5), taly como se obs erva en el es pectro de ESI-MS. Su
espectro de DC muestra una unica banda en forma de exciton coupling, centrada a 240

nm, caracteristica de la absorcion del croméforo Zn(Cys),.

icp- | [protiM) 2.97-10* 1.33-10™ 1.58-10™
AES | ZyMT 6.99 4.29 2.33
Zn, ' ¥ Ing mim Zn,
ESI-MS
o 2 == A
-:' -I .!I l-\“" — | T .F\\.\._ — ! \ T————
DC v i, T
ol |

Tabla 5. Resultados de la caracterizacion de las producciones de MT1, aMT1 y BMT1 en medios
ricos en Zn(ll), en condiciones de pH 7.0 y 25 °C.
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La sintesis del fragmento «tMT1 da lugar a la formacion de una Unica especie, Zn,-
MT1, por su parte, en el fragmento BMT1 se observa una mezcla de especies, siendo
Zns-BMT1 la mayoritaria, mientras que Zn,- y Zn,-fMT1 también fueron detectadas por
espectrometria de masas. Los espectros de DC de ambas preparaciones muestran una
unica banda similar a la de la proteina entera, correspondiente al cromoforo de Zn(Cys)s.
La cuantificacion del contenido metalico de estas preparaciones mediante ICP -AES

esta de acuerdo con las especies observadas por ESI-MS.

1.2. Zn-MT2 y sus dominios Zn-azMT2 y Zn-fMT2

La sintesis de la isoforma MT2 en medios ricos en Zn(ll) da lugar a una mezcla de
especies, siendo Zn,-MT2 |la mayoritaria, mientras que Zng- y Zns-MT2 (menor al 3% de
abundancia) tambi én fueron det ectadas por ESI -MS (Tabla 6 ). Su es pectro de DC
muestra una uni caban da en forma de exciton coupling, ce ntrada a 240 n m,
caracteristica de la absorcién del crom 6foro Zn(Cys),. La sintesis de los frag mentos
aMT2 y BMT2 dan lugar a la formacién de una Unica especie, Zn,-cMT2 y Znz-BMT2,
respectivamente, tal y como se observa en los espectros de masas. Los espectros de
DC de ambas preparaciones muestran una unica banda analoga a la observada en la
proteina entera, correspondiente al croméforo de Zn(Cys)s. La relacion metélica Zn/MT
de estas proteinas me diante ICP-AES se corrobora con las especies observadas por
ESI-MS.

ICP- [P“’)t]('\" 0.38-10°* 0.93-10°* 1.10-10"
S Zn/MT 6.53 3.88 3.05
Zn, | Zn, 1| " Zn;
ESI-MS L
i : - i . . - .f.x‘x
be S B — [N R~ ~—

Tabla 6. Resultados de la caracterizacion de las producciones de MT2, :MT2 y BMT2 en medios
ricos en Zn(ll), en condiciones de pH 7.0y 25 °C.

1.3. Zn-MT3 y sus dominios Zn-cMT3 y Zn-fMT3

La sintesis de la isoforma MT3 en medios ricos en Zn(ll) da lugar a una mezcla de
especies, siendo Zn;-MT3 la mayoritaria, mientras que Zng- y Zns-MT3 también fueron

detectadas por ESI-MS (Tabla 7). Su espectro de DC muestra una U nica banda en
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IV. Resultados y Discusion

forma de exciton coupling, centrada a 240 nm, caracteristica de la abs orcion del
cromoéforo Zn(Cys),. La sintesis delo s frag mentos atMT3y pBMT3 dan lugara la
formacion de una Unica especie, Zny-tMT3 y Zn3-BMT3, respectivamente, tal y como se
observan en los espectros de masas. Los espectros de DC muestran una uUnica banda
semejante ala observadaen la proteina entera co rrespondiente al cromoforo de
Zn(Cys)s. Las es pecies obs ervadas por ESI -MS coinciden co n la cu antificacion del

contenido metalico en Zn(ll) de estas preparaciones mediante ICP-AES.

icp- | [protl(M) 1.18-10* 2.32-10™ 1.72-10™
AES Zn/MT 7.58 4.52 3.13
Zn, y oZn, |3 Zn,
ESI-MS Ng
Zng
IR - .-“‘a_‘__ | -‘ e - -_.' .\“_ﬂ-.h
bC : : f )

Tabla 7. Resultados de la caracterizacion de las producciones de MT3, aMT3 y BMT3 en medios
ricos en Zn(ll), en condiciones de pH 7.0y 25 °C.

1.4. Zn-MT4

La sintesisde Ila isoforma MT4 en

medios ric os en Zn(l 1) dalugar a una | |cp. | Iproti(M) 0.18:10
AES | znMmT 7.40

mezcla de especies, siendo Zn;,-MT4 la
mayoritaria, mient ras que Zn ¢-, Zn g~ VY Zn;
Zng-MT4 (m enor al 5% de abundancia) ESI-MS
también fueron det ectadas por E SI-MS

(Tabla 8). Su espectro de DC no muestra = -

ninguna absorcion por encima de 240 nm,

mostrando una huella espectral similar a

Aol e
-

DC
la que se observa para las formas apo - {

» |

MT. La cuantificacién del  contenido — 1

BT f

metalico de esta proteina mediante ICP -
AES ta d rd nl . Tabla 8. Resultados de la caracterizacion de la s
eslade acuerdo conla especie producciones de MT4 en medios ricos en Zn(ll),

observada por espectrometria de masas. €n condiciones de pH 7.0y 25 °C.
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1. Caracterizacion de los complejos Zn-MT de partida

1.5. Zn-Cup1

La sintesis de la isoforma Cup1 de levadura en medios ricos en Zn(ll) da lugar a una
mezcla de especies, siendo Zns- y Zn3-Cup1 las mayoritarias, mientras que Zn,-Cup1
también fue detectada por ESI-MS (Tabla 9). Su espectro de DC no muestra absorcion
por encima de 240 nm, mostrando una huella espectral similar a la que se observa para
las formas apo -MT y aZn -MT4. Larel acién metalica Zn/MT de es ta proteina
cuantificada media nte ICP -AES esta de acuerdo con las especies observadas en el

espectro de masas.

rot] (M 3.93-10*
ICP-AES [prot] (M)
Zn/MT 2.89
Zn3 Zn4 :
ESI-MS
10y
ol
5
[ &
L
DC 3
o]
I . . - . - - {
I I M0 MO MO I I M 0 30 A
Wi ket |Fai)

Tabla 9. Caracterizacion de la produccion de Cup1 en medios ricos en Zn(ll), en condiciones de
pH 7.0y 25"C.
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2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes
isoformas de MT de mamifero, sus dominios ¢ y 3, y la

isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

Durante esta Tesis Doctoral se ha realizado un conjunto de experimentos que han
permitido observar que hay una serie de factores que pueden influir en la coordinacion
de Pb(ll) a las is oformas de MT estudiadas. Cabe des tacar que algunas de estas
variables, como el pH, ya habian revelado su influencia en la coordinacion de los iones

metalicos,33%33%¢

pero otras, como la concentracion de proteina o la temperatura a la que
se rea liza el experi mento, aun n o habian sido consideradas. A contin uacion se

muestran los resultados obtenidos en el estudio de la interaccion del catién Pb(ll) con
cada una de las MTs estudiadas en esta Tesis, principalmente por espectroscopias de
DC y UV-vis en las diferentes condiciones experimentales es cogidas. Ademas se ha
complementado di cho es tudio media nte es pectrometria de masas (ESI-MS)y

microcalorimetria (ITC). Una vez descritos y disc utidos los resultados de los diferentes
experimentos, se hard un analisis global de la habilidad coordinante de cada una de las
MTs frente a Pb(ll). Las co ndiciones experimentales de todos los ex perimentos
realizados se enc uentran rec ogidasen las Tablas 2,3 y 4 enel apartado /Il

Metodologia de trabajo.

2.1.Habilidad coordinante de la isoforma MT1 de mamifero y sus

dominios « y 8 frente a Pb(ll)
2.1.1. Isoforma MT1 de mamifero

2.1.1.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

En estudios anteriores®® se observé que el tiempo de estabilizacién necesario para
que las sefales de dicroismo no variaran al afiadir diferentes equivalentes de Pb(ll) a
Zn;-MT1 a temperatura ambiente eran demasiado largos, mas de 24 horas. Asi también,
otra condicion experimental ya ensayada anteriormente, fue trabajara pH 4.5 porque
asi se evita la precip itacion de PbO, in soluble a pH n eutro.? En base ae stas
observaciones experimentales, se ha decidido trabajar a tempera turas elevadas para
disminuir el t . de ca da equivalente de Pb(ll) afia dido a Zn,-MT1, realizando una
valoracién a 55 °C, y manteniendo el pH acido como punto de partida.

A continuacion, para un mayor entendimiento del estudio de la habilidad coordinante
de Zn;-MT1 frente al idn Pb(ll) mediante las técnicas espectroscépicas de DC y UV-vis,

se presentan las condiciones experimentales de las valoraciones de Zn,-MT1 con Pb(ll)
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2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios et y i, y

la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

(Tabla 1 0). Este analisis se iniciara a partirde los re sultados obtenidos enla s
condiciones es tandar de trabajo, concentraciéon 10 uM, pH 4.5 y55 °C, y éstos se
compararan co n los obtenidos a pH7.0. Luego se dis cutiran las valoraciones de
concentraciones 20y 5 uM de proteinaaa mbos pHs. Por ultimo, se analizara la

valoraciéon en condiciones similares a las fisioldgicas.

10

20 55 45|70
5

10 37 7.0

Tabla 10. Condiciones experimentales de las valoraciones de Zn,-MT1 con Pb(ll) para el estudio
espectroscopico de DC y UV-vis.

El analisis de los datos espectroscopicos obtenidos en la valoracion de Zn,-MT1 con
Pb(CIO,), en las condiciones estandar de trabajo evidenci6 la coordinacion de Pb(ll) a
la isoforma MT1, observandose la aparicion d e diversas absorciones muy intensas vy
caracteristicas, tanto en los espectros de DC como en los de UV-vis (Fig. 38, Tabla 11).
El conjunto de datos espectroscépicos recogidos indica una variacion de los espectros
desde la adicién del 1° eq de Pb(ll) hasta llegar a la saturacién para el 5° eq de Pb(ll).
Los es pectros al canzan su max ima intensidad tras la adicion de 5 iones plomo(ll),
mientras que las adiciones pos teriores no modifican laforma y la intensidad de lo s
espectros, es decir, la muestra de proteina mantiene la quiralidad de las especies Pb-
MT1 formadas.

I e e PRl W W GE e0 Ew B0 &0 il D e PR W IR SE 0 AR U B0 I P PR B MR REE S N e A 4
Lt e Lt e EIE L e

Figura 38. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucién 10 yM de Zn,-MT1 a pH 4.5 y 55 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

225(-), 24  5-270(+), 317( ),
354-370(+), 395(-) nm

250, 330, 375, 400 nm 250, 330, 375, 400 nm

Tabla 11. Abso rciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-vis de la
valoracién de una solucion 10 yM de Zn,-MT1 a pH 4.5 y 55 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Los espectros de DC (Fig. 38A) muestran principalmente siete maximos (positivos y

negativos). E stas se fiales, presentes des de el inicio de la valoracion, aumen tan su
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intensidad a medida que se adicionan los sucesivos equivalentes de plomo(ll) a Zn;-
MT1, mediante tres puntos isodicroicos a 285, 347 y 385 nm, que podrian indicar un
proceso cooperativo en la coordinacion del ién Pb(ll) a la proteina. La elevada
intensidad de los espectros registrados indica un elevado grado de plegamiento de MT1
y la formacién de clusteres Pb-MT1 muy estructurados, y por ende, se entiende que hay
una mayor quiralidad en las nuevas especies de Pb(ll) formadas que en las iniciales de
Zn-MT1.

Los espectros de UV-vis registrados durante la citada valoracién (Fig. 38B) muestran
un comportamiento similar al observado por dicroismo circular. Estos espectros se
caracterizan por mostrar unas bandas anchas atribuidas al enlace Pb-MT1, que
permiten diferenciar cuatro absorciones (250, 330 (mas intensa), 375 y 400 nm), que
desde el 1° eq de Pb(ll) reflejan un aumento de la absorcién en el rango de longitudes
de onda entre 200 y 420 nm, tal como se puede observar en la grafica de absorbancia
(a 250 y 330 nm) vs. eq de Pb(ll) afnadidos a Zn,-MT1 (Fig. 39).

€250nm W330nm

Figura 39. Graficas de absorbancias vs.
eq de Pb(ll) a 250 (linea azul) y 330
(linea roja) nm, de la valoracion de una
solucion 10 yM de Zn,-MT1 apH 45y
55 °C hasta 12 eq de Pb(ll) ahadidos
con Max. tast.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Eq de Pb(ll)

Por su parte, el analisis de los espectros de dif. UV-vis registrados (Fig. 38C) ha
revelado que la contribucion por equivalentes de plomo(ll) anadidos a Znz-MT1
muestran absorciones analogas. Pero tras la adicién del 6° eq de Pb(ll) estas senales
disminuyen en intensidad, por lo que ya no se observan las cuatro bandas tan definidas
como las observadas para los anteriores iones afadidos, sino que aparecen levemente
mas desplazadas, que podria indicar un cambio en la coordinacién de los iones Pb(ll)
incorporados a Zn;,-MT1 o en el entorno de coordinacion de estos centros metalicos, asi
como en un ordenamiento de la proteina frente a estos iones.

Por lo tanto, la aparicidon de las cuatro absorciones correspondientes al enlace Pb-
MT1: 250, 330 (mas intensa), 375 y 400 nm se da preferentemente hasta el punto de
saturacion de las sefales (del 1° hasta el 5° eq de Pb(ll)) (Fig. 40), asi para una mayor
comprension de la lectura de esta Tesis, a estas sefales se les denominaran de “tipo /",
tal como se puede ver en la Fig. 40A, y a nuevos grupos de absorciones que puedan

aparecer a lo largo de este estudio se les asignara de manera consecutiva.
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Figura 40. Espectros de dif. UV-vis registrados durante la valoraciéon de una solucién 10 uM de
Zn;-MT1 con Pb(ll) a 55 °C y pH 4.5, donde se muestran las absorciones denominadas (A) fipo /
y (B) la evolucion de las absorciones por eq de Pb(ll).

Una vez evidenciada la coordinacion de los iones Pb(ll) a Zn;,-MT1 a 55 °C y pH 4.5,
y por consecuencia, la formacién de los clusteres Pb-MT1, se ha decidido estudiar si

estas especies son estables en funcion del pH.

Para investigar dicha estabilidad, se realiz6 la valoracion de Zn,-MT1 en condiciones
estandar (10 pM, 55 °C y pH 4.5) anadiendo hasta el 5° eq de Pb(ll) para completar la
saturacion de la proteina, y posteriormente, se aumenté el pHin icial (4.5)a 7.0, sin
observarse el plomo en solucion (Fig. 41). Esta variacion de pH provocé la disminucion
de la intensidad de las sefiales, indicativo de la pérdida de quiralidad de las especies
formadas. Al cabo de 1 hora se baj6 el pH de la misma solucién hasta un valor de 3.0
para obtener la forma apo-MT, tal como sucede en la mayoria de las metalotioneinas,
pero en este caso la desestructuracion de los complejos Pb-MT sélo se observd a pH
inferior a 1.5, momento enque se registro unes pectro pra cticamente pl ano,

correspondiente a la forma desmetalada, apo-MT1.
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Figura 41. Espectros de (A y C) DCy (B) UV-vis registrados a lo largo de la variacién del pH:
4.5 inicial — 7.0- 3.0 -1.5- 4.5 final de la valoracién de la solucion 10 yM de Zn;-MT1 hasta 5 eq
de Pb(ll) ahadidos, a 55 °C.

Posteriormente, se aumento el pH hasta 4.5y se observo un espectro analogo al
registrado inicialmente al mismo pH, si bien con intensidad mas baja, revelando una
cierta pérdida de la estructuracién de los complejos presentes a este pH. Para esta
misma solucion, cuando se registraron los espectros al cabo de siete dias, se observé
que la se fal es pectral aun no alcanzaba la intensidad d e las absorciones iniciales,
indicando que la v ariacion de pH provocd una pérdida de es tructuracion irre versible.

Estos res ultados mues tran que , el pH de la solucion Zn,-MT1 pue de influiren la
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estructuracion de los clusteres Pb-MT1 formados al afadir Pb(ll) a la solucion,

independiente del tiempo de estabilizacion.

En base a los datos recogidos, se realizd una valoracion manteniendo la
concentracion y temperatura consideradas estandar (10 uM, 55 °C), pero a pH 7.0 (Fig.
42). Los resultados obtenidos en estas nuevas condiciones experimentales permitieron
observar en los espectros de DC y UV-vis la aparicién de absorciones similares a las
observadas a pH 4.5, pero éstas presentan una evolucion espectral diferente a la

mostrada para la valoracién a pH 4.5.
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Figura 42. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de una solucién 10 uM de Zn,-MT1 a pH 7.0 y 55 °C hasta 11 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

La evolucién de los espectros de DC y UV-vis muestra la saturacion de las senales
alrededor de 9° eq de Pb(ll), siendo esta diferente a la observada a pH 4.5 que se da
para 5° eq de Pb(ll). Esta diferencia puede tener relacién con el hecho de que a pH 4.5
los iones Zn(ll) estan enlazados mas débilmente a los azufres cisteinicos (SCys),
siendo la especie mas abundante Zn,-MT1, por pérdida de algunos iones Zn(ll). En
cambio, a pH 7.0 el enlace Zn-SCys es mas fuerte, por lo que la descoordinacién de
Zn(ll) de la proteina esta mas impedida y por consecuencia, la entrada de los iones
Pb(Il) es mas lenta.

En los espectros de DC de la valoracion de Zn,-MT1 a pH 7.0 (Fig. 42A), la adicidon
del 1°y 2° eq de Pb(ll) no provocan practicamente la aparicion de nuevas senales, sino
que éstas aparecen a partir del 3° eq de Pb(ll), dando lugar a siete absorciones
similares a las observadas a pH 4.5, pero disminuidas en intensidad y con menos
puntos isodicroicos. Ademas, los espectros de UV-vis (Fig. 42B) sélo muestran
visiblemente tres absorciones (250, 330 y 375 nm) menos intensas, donde se destaca
casi ausencia de la absorcién a 400 nm observada a pH acido, sin embargo ésta si se
percibe en los espectros de dif. UV-vis.

En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 42C) se observd que la contribucién por cada
equivalente de Pb(ll) enlazado a la proteina es diferente al mostrado a pH 4.5. En la Fig.
43A se puede apreciar que la incorporacion del 1° y 2° eq de Pb(ll) a la proteina

muestran dos absorciones a 250 y 350 nm que corresponden al enlace Pb-MT1 que
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denominaremos de “tipo II’. Estas sefiales coinciden con las observadas en la
coordinacién de Pb(ll) a las proteinas de Zn(Il) (ALAD, dedos de zinc, CadC) en donde
preferentemente el i6 n Pb(ll) se coordina por medio de tres Cys en una geo metria
piramidal trigonal, Pb-SCys3, que provoca la aparicidon de dos absorciones alrededor de

250y 340 nm (Fig. 23, apartado /. Introduccion).
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Figura 43. Espectros de dif. UV-vis de la valoracién de una solucién 10 yM de Zn,-MT1, a pH
7.0 y 55 °C, que muestran las absorciones formadas por cada eq de Pb(ll) afadido: (A y C) tipo
11 (250 y 350 nm); y (B) tipo I (250, 330, 375 y 400 nm).

En cambio, la adicién del 3°, 5°, 7°y 8° eq de Pb(ll) provocan la aparicién de las
absorciones de tipo / (250, 330 (mas intensa), 375 y 400 nm), como se puede observar
en la Fig. 43B. Estos datos revelan que ambos tipos de absorciones, ya sean / o /I, son
caracteristicos del enlace Pb-MT1. Asi también, en estas valoraciones se ha podido
observar que la aparicion de estas bandas tienen directa relacién con el aumento (o
variacion) en la intensidad de las senales de DC, provocadas por la adiciéon de cada uno
de estos equivalentes de Pb(ll). Este fendmeno de variacion de las absorciones, podria
ser indicativo de la formacion de diferentes tipos de coordinacion alo largode la
valoracién, y al parecer provocan que las sefiales del UV-vis no sean tan intensasy
definidas como las observadas en la valoracion a pH 4.5.

Teniendoen cuenta elco njuntode datos obt enidos mediante lo s analisis
espectroscopicos de DC y UV-vis de las valoraciones de las soluciones 10 yM de Zns-
MT1 a 55 °C, apH 4.5 y pH 7.0, se ha evidenciado una diferencia en la evolucion de las
absorciones de cada equivalente afiadido. Ademas las intensidades de las sefiales (DC
y UV -vis) son dependientes del pH, siendo éstas mas intensas a pH acido que a pH
neutro. Est o nos in dica que el pro ceso de formacién de los clusteres Pb-MT1 es
diferente para ambos pHs, y por tanto, la interaccion y la estabilidad de los iones Pb(ll)

esta influenciada por el pH en el que se encuentre la proteina (ver apartado 3).

Otro de los factores que se ha estudiado es la concentracion de Zn ,-MT1, para asi
conocer el efecto que pueda tener en la interaccién de los iones Pb(ll) con una solucién
de proteina mas, o menos concentrada. Para esto se realizaron valor aciones a una
mayor y menor concentracion (de la considerada 6ptima de trabajo, 10 uM) de Zn,-MT1,

20 y 5 yM respectivamente, manteniendo las otras condiciones, pH 4.5 y 55 °C.
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En los espectros de DC y UV-vis de la valoracion a 20 yM (Fig. 44A-B), se observan
las mismas absorciones que para 10 uM, per o son levemente ma s intensas. Las
senales es pectroscopicas de DC se saturan para el 5° eq de Pb(ll) anadido, pero en
cambio en el UV-vis la saturacion se da para el 9° eq de Pb(ll). En los espectros de dif.
UV-vis, se observa la apariciéon de las absorciones caracteristicas de tipo /, desde la
adicién del 1° hasta el 5° eq de Pb(ll), de manera similar que a 10 uyM. En las siguientes

adiciones d e Pb(Il) se obs ervaron las sefiales de tipo Il (250 y 350 nm), como en

algunos casos anteriores (Fig. 44C).
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Figura 44. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo de la
valoracion de una soluciéon 20 uM de Zn,-MT1 a pH 4.5 y 55 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
max. test.

Por su parte, la valoracién de la solucion 5 yM de Zn,-MT1 con Pb(ll) provoca la
aparicion de nuevas absorciones en los espectros de DC y UV-vis (Fig. 45), analogas a
las mostradas anteriormente para 10y 20 uM, pero en este caso, la intensidad de las
bandas formadas es menor, aun teniendo en cuenta que se representa Ag, que deberia
ser independiente de la concentracién de la proteina. En los espectros de UV -vis se
observaron las absorciones de tipo / s6lo por la contribucion del 1°, 3° y 5° eq de Pb(ll),

en cambio en las valoraciones de 10 y 20 uyM de Zn;-MT1 estas sefiales han estado

presentes desde la primera adicion de Pb(ll) hasta la saturacion de la proteina (5 iones
Pb(ll)).
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Figura 45. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo de la
valoracion de una solucion 5 yM de Zn,-MT1 a pH 4.5 y 55 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

De igual forma , ser ealizaron las valoracionesde Zn,-MT1a 55 °Ca las
concentraciones 20y 5 uM, peroesta vez a pH7.0. Enla valoracion a 20 uM, los

espectros de DC y UV-vis (Fig. 46A-B) revelan absorciones similares a las observadas
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al valorar esta proteinaa 10 pM, pH 7.0 y 55 °C, pero muestran pequefnas diferencias
en la evolucién por cada equivalente de plomo anadido, y ademas la saturacién de las
sefales se da a partir del 7° eq de Pb(ll), mientras que a 10 uM para el 9° eq Pb(ll). En
los espectros de dif. UV-vis (Fig. 46C) existen diferentes tipos de absorciones, asi como
en la valoracion a 10 pM, la co ntribucion del 2°, 3°, 5°y 7°eq de Pb(Il) muestran
absorciones de tipo | (250, 330, 375y 400 nm) y en cambio para el 1°, 4°y 6° eq de
Pb(ll) se observan las sefales de tipo I (250 y 350 nm).
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Figura 46. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo de la
valoracién de una solucién 20 yM de Zn,-MT1 a pH 7.0 y 55 °C hasta 11 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

En la valoracion de Zn,-MT1 de concentracién 5 pM (pH 7.0 y 55 °C), los espectros
de DC y UV-vis (Fig. 47A-B) muestran absorciones similares pero menos definidas que
en las otras concentraciones y la saturacion de las sefales se da para siete iones Pb(ll).
Los espectros de DC son menos isodicroicos e intensos. Y en los espectros de dif. UV-
vis (Fig. 47C) se observan los dos tipos de abs orciones observadas enla sotras
valoraciones a pH 7.0, en donde el 1°, 2° y 6° eq de Pb(ll) presentan las de tipo /I, en
cambio las cuatro bandas tipicas de tipo / no son tan visibles excepto para el 7° eq de
Pb(ll).
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Figura 47. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo de la
valoracién de una solucién 5 yM de Zn,-MT1 a pH 7.0 y 55 °C hasta 11 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

Finalmente, el estudio de la habilidad coordinante de Zn,-MT1 frente a Pb(ll) se llevé
a cabo en condiciones si milares a las fisiolégicas, para un mayor entendimiento de
cémo podria actuar es ta proteina como un age nte det oxificante de Pb(ll)e n el
organismo. Para esto, se ha realizado una valoracién de la solucion de proteina 10 uM,

apH7.0ya 37 °C (Fig. 48), en donde se observaron que los espectros de DC y UV-vis
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son muy similares a los mostrados en la valoracion analoga pero a una temperatura de
55 °C, si bien las absorciones ahora registradas son menos definidas y se observan
menos puntos isodicroicos, aun asi en ambos experimentos las sefales

espectroscopicas se saturan alrededor de los nueve iones Pb(ll).

Ba il e

Figura 48. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de una solucién 10 uM de Zn,-MT1 a pH 7.0 y 37 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 49) se observaron absorciones de tipo Il (250 y
350 nm) por las contribuciones del 1°, 2°, 4°, 6° y 9° eq de Pb(ll), y en cambio el
conjunto de las cuatro absorciones, tipo /, s6lo se observan para el 3°, 5°, 7° y 8° eq de
Pb(ll), de manera similar que en la valoracion a 55 °C. Esta similitud, a pesar de la
variacion de temperatura, nos podria indicar que las especies Pb-MT1 formadas en
ambas valoraciones, tienen un mismo entorno de coordinacion, es decir, cromoéforos

semejantes.
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Figura 49. Espectros de dif. UV-vis del 1° hasta 9° eq de Pb(ll) afiadido en la valoracién de una
solucién 10 uM de Zn;-MT1 a pH 7.0 y 37 °C con max. tes;.

Asi la globalidad de los resultados espectroscépicos revelé que hay una serie de
factores que pueden afectar en mayor o menor grado la formacién de las especies Pb-
MT1, pero aun asi en todos los experimentos se observa una similitud en el conjunto de
las absorciones caracteristicas de los complejos Pb-MT1, siendo para el DC: 225(-),
246-271(+), 318(-), 358-375(+), 400(-) nm (para ambos pHs) y las absorciones
caracteristicas correspondientes al enlace Pb-MT1, a pH 4.5 sdlo las de tipo I 250, 330,
375 y 400 nm; y a pH 7.0 se le suman las de tipo II. 250 y 350 nm, que revelan la

formacion de una especie Pb-SCys; de geometria piramidal trigonal. Todas estas
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absorciones presentan algunas variaciones tanto en intensidad como en la definicién,

asi también en la evolucion y saturacion de las sefales.

2.1.1.2. Estudio por espectroscopia de masas, ESI-MS

En este apartado se presenta el analisis y comparacion de los resultados obtenidos
de la interaccion de Pb(ll) con Zn,-MT1 por espectrometria de masas (ESI-MS). Tal y
como se des cribio en la par te experimental, esta técnica nos p ermite obt ener
informacién sobre las especies que se forman al enlazarse el ié6n Pb(ll) a la proteina,

asi como la evolucion y estabilidad de las especies de Pb-MT1 respecto al tiempo.

Los experi mentos rea lizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: anadiendo la misma cantidad de Pb(Il) que el contenido de Zn(ll) inicial;
es decir, 7° eq de Pb(ll); y afadiendo un gran exceso de plomo, 35 equivalentes de
Pb(ll), a la s correspondientes soluciones 10 uyM de Zn,-MT1 a 25 °C y pH 7.0. Estas
muestras fueron analizadas a lo largo de 24 horas con el fin de observar la evolucion de

las especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos en estas condiciones muestra que, la adiciéon
de siete iones Pb(ll) a la solucién proteica da lugar a la formacion de especies de Pb(ll),
tanto homometalicas como heterométalicas Pb,Zn-MT1, como se puede observar en la
Fig. 50, donde ademas se puede apreciar que en un primer momento (10 min) tras la
adicién de Pb(ll), el pico mas intenso corresponde a la especie de partida Zn,-MT1 y
aparecen o tros picos de menor intensidad identificados co mo especies mixtas de
Pb,Zn-MT1.

A partirde 1 hora, laintensidad relativa de lo s pi cos | as especies de Pb -MT1
aumenta considerablemente, siendo Pb o-MT1 la es pecie mayoritaria, junto a PbgZn-
MT1, que coexisten con es pecies de menor intensidad (P b1o-, PbsZns- y Pb;Zn-MT1,
entre otras). A medida que avanza el tiempo de reaccién hasta las 6 horas, la especie
inicial de Zn,-MT1 va disminuyendo en intensidad hasta desaparecer, y a su vez van
aumentando las especies Pbg- y Pb,Zn,-MT1. Tras 24 horas se observa que la cantidad
de Zn(Il) unido a MT1 es cada vez menor, mostrando las siguientes especies de Pb(ll)
en solucion, Pbg-, Pb4g-, Pbg-, PbsZn,- y Pb;Zn-MT1, por orden de intensidad.

El hecho de que hay una formacion de una gran variedad de especies tiene relacion
con lo obs ervado ant eriormente por DC y UV-vis, endon de no ha yun proceso
cooperativo en la formacion de las especies Pb-MT1. También se puede observar en
los es pectros de masa s reg istrados la formacion de u na es pecie intermedia muy
importante, Pb 42Zn,-MT1, que a medida que pas a el tiempova disminuyendo su

abundancia.
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IV. Resultados y Discusion

Cabe men cionar que las especies Pb -MT1 formada s, ya sean homou

heterometalicas, suman un totalde 8 y 9 iones,y se observa como excepcion la

especie Pb1o-MT1, una de las mas abundantes a las 24 h, asi como otras excepciones

de especies minoritarias a lo largo de la reaccién como son PbyZns-, Pb.Zn,-, PboZns-

MT1.

24 h

6h

4h

2-3h

1h

10°

Zn=

Zn;-MT1 + 7 eq Pb(ll)
Pbg

Pb, by

Flh‘_jzﬂ_: Ph-£n, . ‘FI‘_IJI-LI-I-

2 A

Figura 50. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucién de una
solucion de Zn,-MT1 10 uM, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicién de 7 eq de Pb (Il). Los espectros
muestran est ado de carga +5, sefalando sololas es pecies identif icadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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A diferencia de lo observado anteriormente, los espectros de masas registrados de
Zn,-MT1 en presencia de un exceso de iones Pb(ll) (Fig. 51), muestran que la especie
inicial (Zn ,-MT1)des aparece y solo se observala formac i6bn de especies
homometalicas de Pb( IlI), como Pbg-, Pb 10-, Pb - y Pb .-MT1, si endo la mayoritaria
inicialmente Pb o-MT1 y a partirde las 6 horas, la espec ie Pb 1(--MT1 esla mas

abundante hasta las 24 horas.

Zn,-MT1 + 35 eq Phb(ll)

Pb Pt?'
6-24 h
Pb.
o g Pb,
i A i, A s L.A_n._..uj_...--‘_.l._u._
4h
i i 'y 1 ha L@.L..JM.__,-._.._
2-3h
A i u Ak il-.L_:._-L
1h
g ry
10’

Figura 51. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de una
solucion de Zn,-MT1 10 pM, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 35 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran est ado de carga +5, sefialando sololas es pecies identif icadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.

En ambos experimentos los espectros de masas registrados muestran la formacién
de las especies Pbg- y Pb4-MT1, siendo éstos los mas abundantes indiferentes de la
cantidad de iones Pb(ll) que se anadieran, y esto coincide con la saturacion de las
sefales espectroscdpicas de DC y UV-vis observadas a pH 7.0, que se da a partir del 9°
eq de Pb(ll) afadido.
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IV. Resultados y Discusion

También se realizé un experimento de una solucion 10 uM de Zn-MT1 que se llevo a
cabo en condi ciones fisioldgicas, a pH 7.0y 37 °C, en donde se anadieron 10 eq de
Pb(Il) suficientes para la saturacion de la proteinay se registraron hasta las 8 h (Fig.

52).
Zn;-MT1 + 10 eq Pb(ll)

2N+
i Pb-Zn, PbgZn,
8h Pb-Zn Fhb.
Pb.Zn, ' Pbg " Pb
Pb.Zn; PbsZn, 10
Pb,Zn; Pb,Zn,
Pl Pb.Zns
4-7 h
B 7T O T Sty o e B W O
3h
2h
1h
10°
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Figura 52. Espectros de ESI-MS registrados durante 8 horas que muestran la evolucién de una

solucién de Zn,-MT1 10 uM, a pH 7.0 y 37 °C, tras la adicién de 10 eq de Pb(ll). Los espectros

muestran el estadod e carga +5, senalando sélolas especies identificadas, obviando los

correspondientes aductos de perclorato y amonio.

77



2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios et y i, y

la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

Los espectros de masas registrados (Fig. 52) revelan que a tiempo inicial, la especie
de partida Zn ,-MT1 des aparece y solo se for man las siguientes esp ecies: Pb g-MT1
mayoritaria, seguida por Pb;Zns- y Pbo-MT1, y menos abundantes PbgZns- y PbgZn,-
MT1. Pero a partir de 1 hora la especie Zn,-MT1 pasa a ser la mas abundante, mientras
que unagra n variedad de es pecies que contie nen Pb(ll) , tanto homo - como
heterometalicas Pb,Zn-MT1, disminuyen drasticamente su intensidad alo largo del
tiempo hasta practicamente desaparecer.

Cabe destacar que la mayoria de las especies formadas de Pb(ll), sean mixtas como
homometalicas, contienen entre 8 y 9 iones metalicos (excepto PbsZne-, Pb,Zns- y Pbyo-
MT1), taly como se obs ervd en los experimentos ant eriormente des critos. Asi, el
conjunto de datos parece indicar que en estas condiciones, se forman inicialmente un
conjunto de especies Pb,Zn,-MT1 (x+y=8 6 9) que no son estables en el tiempo, que

dan lugar a la especie inicial Zn;-MT1 al cabo de tan sélo 2 horas.

2.1.1.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

Con el fin de obtener dat os termodi namicos refe rentes al desplazamiento de los
iones Zn (II) por Pb(ll) al valora rla pro teina Zn;-MT1, s e realizaron dos tipos de
experimentos mediante ITC (Tabla 4): uno e n las condiciones estandar de trabajo
definidas para el estudio espectroscépico, es decir, una soluciéon 10 uM de proteina, pH
4.5y a una temperatura de 55 °C; y el otro estudio se ejecuté de manera similar pero
so6lo variando la concentracién de proteina, a 5 pM, para asi obtener informacién sobre

el posible efecto de la concentracion en la formacién de las especies Pb-MT1.

A continuacién en la Fig. 53 se muestran las curvas obtenidas de las valoraciones
Zn-MT1 con iones Pb(ll) y los correspondientes valores sobre el proceso termodinamico
de la sustitucién del ién Zn(ll) por Pb(ll) se encuentran recogidos en la Tabla 12.

En la valoracion de una solucién 10 yM de Zn,-MT1 (Fig. 53A), la sustitucion de los
iones Zn(l1) por Pb(ll) sellevé a cabo en un proceso termodinamicamente favorecido
con un AG de -8930 cal/mol, en donde la diferencia de entropia (AS) de 10.3 cal/molK
indica que la formacion de los nuevos clusteres de Pb(ll) formados presentan un mayor

desorden molecular que los de Zn(ll).

10 uM 9.0+£0.78 -8930 -5545 + 43 10.3 8.5+0.04
5 uM 2.2+0.68 -9513 -5105 + 134 13.4 8.2+0.13

Tabla 12. Datos termodinamicos obt enidos a p artirdelo s experimentos de ITCd e las
valoraciones de las soluciones de 10 y 5 uM de Zn,-MT1, ambas a pH 4.5y 55 °C, con Pb(ll). El
resultado de AG se ha obtenido a partir de la formula AG = -RT InK.
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Figura 53. Termogramas (arriba) y representaciéon del calor desprendido (abajo) frente a los
equivalentes de Pb(ll) afiadidos a una solucién (A) 10 yM y (B) 5 uM de Zn,-MT1 apH 45y
55 °C, de acuerdo con la metodologia descrita en los apartados Il y VI-2.

Asi también, la diferencia de entalpia (AH) de -5545 cal/mol revela un proceso
energéticamente favorable, siendo una reaccion exotérmica. El numero de sitios de
coordinacion (N) corresponden a 8.50 + 0.04 iones Pb(ll) que se puede aproximar a 9,
que a su vez coinciden con el punto de saturacién observado en los experimentos
espectroscoépicos de DC y UV-vis en condiciones de pH 7.0, y también es similar a la
formacion de la especie Pby-MT1 observada por ESI-MS. La curva tedrica no coincide
totalmente con la experimental al comienzo de la valoracién, por lo que podria indicar
que hay mas de un sitio de coordinacién y éstos no son idénticos.

Por otra parte, en la valoracion con Pb(ll) de una solucién 5 yM de Zn;-MT1 (Fig. 53B)
el proceso es favorecido termodinamicamente, con un AG igual a -9513 cal/mol, asi
también el proceso entrépico como entalpico son favorables (AS de 13.4 cal/molK y AH
de -5105 cal/mol). El numero de iones Pb(ll) coordinados es aproximadamente 8 (N=8.2
1+ 0.13), y se observd que la curva tedrica no coincide con la experimental, mostrando
en las primeras adiciones un desorden de puntos.

Los resultados obtenidos a partir de ambos experimentos muestran un
comportamiento similar frente a Pb(ll), indicando que MT1 enlaza aproximadamente
entre 8 y 9 iones Pb(ll) en sitios de coordinacién no idénticos, en donde la
concentracion no muestra un mayor efecto, pero si al comparar las constantes de
afinidad (K), en donde para 10 uyM esta es menor que para 5 uM, por lo que podemos

decir que hay una menor afinidad frente a Pb(ll) cuando la proteina esta mas
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concentrada. A su vez la entropia es levemente mayor para 5 uM, revelando que los
clusteres formados a menor concentracion son m as des ordenados que cu ando la
proteina estd mas concentrada, mientras que la entalpia es levemente menor, por lo
que la reaccién es menos exotérmica que a 10 uM.

Al comparar estas dos valora ciones se observdo que la mayor diferencia que
presentan e s precisamente enlas curvas experimentalesy termogramas (Fig. 53),
mostrando para 10 uM sélo una leve diferencia con la tedrica, en cambio para 5 yM hay
un mayor desigualdad de puntos al comienzo de la curva de la valoracién, esto podria
indicar que hay una evolucion distinta entre ellas.

Ambas valoraciones revelan que existe mas de un sitio de coordinacién de Pb(ll),
observandose en las dos curvas un punto importante cercano al 5 ° eqde Pb(ll) ,
analogo al punto de saturacion observado en los espectros de DC y UV-vis a pH 4.5,
ademas se obs ervd en los es pectros de dif. UV-vis que estos iones presentanlas
mismas absorciones (tipo /, las cuatro bandas caracteristicas), que podria indicar que
tienen un sitio de unién de Pb(ll) idéntico en MT1.

De manera similar el punto de saturacion de Zn,-MT1 tuvo lugar para 9 eq de Pb(ll)
afadidos en condiciones de pH 7.0, observado anteriormente por espectroscopia de
DC y UV-vis, y en los espectros de dif. UV-vis aparecen mas de un tipo de absorciones
que revelan mas de un entorno de coordinacién de los iones Pb(ll) en MT1. A pesar de
que la condicion experimental de pH es diferente, la relaciéon del N° de eq de P b(ll)
puede ser debido aun menort.y de estosiones enlos experimentos de ITC y esto
podria ser comparable a la valoracion a pH 7.0, en donde los iones plomo les cuesta

mas entrar y estabilizarse en la proteina.

2.1.2. Dominio aMT1

2.1.2.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

El presente estudio de la habilidad coordinante de Zn,-tMT1 frente a Pb(ll), se ha
llevado a cabo media nte las valoraciones rea lizadas en diferentes co ndiciones
experimentales registradas por espectroscopia de DC y UV-vis, recogidas en la Tabla
13.

25 45|70
37 7.0

20

Tabla 13. Condiciones e xperimentales de las valoraciones de Zn 4-zMT1 con Pb(ll) para el
estudio espectroscopico de DC y UV-vis.
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IV. Resultados y Discusion

Asi como se puede observar en esta tabla, la condicion estandar de trabajo es una
solucion 20 uM de proteina, apH 4.5y 25 °C, que sera el primer analisis. Luego se
comparara con los resultados al variar elpH a 7.0y por ultimo, se analizaran las

condiciones similares a las fisiolégicas (37 °C y pH 7.0).

El analisis de los datos espectroscopicos de la valoracion de Zn 4-aMT1 con Pb(ll)
en condiciones estandar revela la coordinacion de este idn a este fragmento, mostrando
la aparicion de nuevas absorciones muy diferentes a la inicial (Fig. 54, Tabla 14), que
indican un mayor plegamiento de este dominio frente a Pb(ll) y a su vez estas sefales
no son semejantes a las observadas para Pb-MT1, que evidencia una estructuracion

diferente frente a este metal.
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Figura 54. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucion 20 uM de Zn4,-zMT1 a pH 4.5 y 25 °C hasta 11 eq de Pb(Il) ahadidos
con max. test.

1°-2° 244(+), 270(-), 306(-), 328(-), 350(+) nm
250, 350 nm
3°-5° 244(+), 263(+), 306(+), 370(+) nm 250, 340 nm
6° 265(+), 306(+), 337(-), 370(+), 405(-) nm (5°) 250, 300, 330 nm

Tabla 14. Absorciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-visde la
valoracién de una solucion 20 yM de Zn4,-zMT1 a pH 4.5 y 25 °C hasta 11 eq de Pb(ll) ahadidos
con max. tegt.

La saturacioén de las sefiales espectroscoépicas, tanto para el DC como el UV-vis, se
observan a partir del 6° eq de Pb(ll) afiadido a este dominio.

En los espectros de DC (Fig. 54A) se observa que la valoracion transcurre en dos
etapas. La primera comprende la adicion de los cuatro primeros equivalentes de Pb(ll),
en donde aumenta la absorcién inicial de 244 nm hasta el 4° eq de Pb(ll) y ademas
aparecen absorciones a 270(-) nm que se va desplazando a medida que aumentan los
iones Pb(ll) en solucion, otraban da a 306(+) nm vaaumen tando,y hayun
desplazamiento de las senales. La segunda etapa se da a partir del 5° eq de Pb(ll) en
donde se observa que la absorcién a 244(+) disminuye y aparece una a 263(+)nm y se
forman nuevas bandas a 270 (+), 337(-) y una 370 (+) nm que so n diferentes a las

observadas anteriormente y con un proceso que tiene cuatro puntos isodicroicos a 255,
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326, 350 y 390 nm desde la adicion 4° eq de Pb (Il) hasta la saturacion de las senales
de DC.

En los espectros de UV-vis (Fig. 54B) se observan dos absorciones a 250 y 340 nm,
similares a las descritas para el cluster Pb-SCys; encontrado en las proteinas de zinc
con una geometria piramidal trigonal. Estas sefiales van aumentando en intensidad a
medida que se adicionan los iones Pb(ll) hasta saturarse, asi como se puede ver en las
graficas de absorbancia a 340 nm vs. equivalentes de Pb(ll) afadidos que muestran

puntos de equivalencia entre 5 y 6 iones Pb(ll) (Fig. 55).

2,5
y=0,3298x+
2 R?=0,99
3
Figura 55. Grafica de absorbancia vs. eq de §5 1
Pb(ll) a 340 nm de la valoracion de Zn,-aMT1a |2, | /
20 yM a pH 4.5 y25 °C hasta 11eq Pb(ll)| 2 /
afiadidos, concediendo max. teg: 0,5 1
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Eq de Pb(Il)

En los espectros de dif. UV -vis (Fig. 54C) se observa que hay mas de un tipo de
absorciones que varia n respecto a los equivalentes de Pb(ll) afa didos. El pri mer
equivalente genera el mayor aporte en intensidad de las absorciones tipo Il (Fig. 56A),
luego para el 3° y 4° eq se van desplazando (Fig. 56B) y aparece otro grupo de bandas
para el 5° y 6°eq (Fig. 56C),y porultimo a partirdel 7°eq ya no se obs ervan
absorciones intensas y definidas, reflejando la saturacion de la proteina. Esto corrobora
que este proceso de formacién de las especies Pb-atMT1 no es cooperativo, y por tanto,

hay especies intermedias.
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Figura 56. Espectros de dif. UV-vis del (A) 1°y 2°; (B) 2°, 3° y4°; y (C) 4°, 5° y 6° eq de Pb(ll)
afnadido en la valoracién de Zn,-zuMT1 a 20 yM a pH 4.5y 25 °C.

En la valoracion de Zn-itMT1 a pH 7.0, tras la adi cién de los primeros iones Pb(ll)
tanto a 25 como a 37 °C, se observan nuevas absorciones manteniéndose el espectro
inicial (Fig. 57), indicando asi que el ion Pb(ll) no se coordina a la proteina, al contrario

que a pH 4.5.
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IV. Resultados y Discusion
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Figura 57. Espectros de (A y D) DC, (B y E) UV-vis y (C y F) dif. UV-vis registrados a lo largo de
la valoracion de una solucion 20 uM de Zns-:MT1 a pH 7.0, a 25 y 37 °C hasta 27 y 12 eq de
Pb(ll) ahadidos, respectivamente, con max. teg,

No obstante, se ha podido observar (Fig. 57) que a partir del 7° eq de Pb(ll) hay un
leve cambio en la absorcidén a 240 (+) nm correspondiente al enlace Zn -SCys, y a
medida que aumenta la cantidad de Pb(ll) en solucion esta senal va disminuyendo y
desplazandose a mayor longitud de onda. Ademas aparecen nuevas absorciones a
271(-) y una leve absorcion a 302(+) nm. Al afadir un exceso de aproximadamente 12°
eq de Pb(ll) (Fig. 57A) se observd la aparicion de cinco nuevas sefiales en el DC: a
260(+), 271 (-), 302 (+), 340(-) y 380(+) nm, qu e muestran un espectro de di croismo
similar al observado para el 1° eq de Pb(ll) anadido a Zn-:MT1 a pH 4.5 (Fig. 58).
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Figura 58. Espectros de DC de las adiciones del 9° eq de Pb(ll) a 25 y 37 °C, del 12° eq de Pb(ll)
a 37 °C, en las valoraciones de una solucién 20 uM de Zn4-zMT1 a pH 7.0, comparados con el 1°
eq de Pb(Il) afadido a pH 4.5.

Por su parte, en los espectros de UV-vis (Fig. 57B) se observan dos absorciones a
260 y 350 nm semejantes a las observadas a pH 4.5. Finalmente, con un exceso de 17
y luego 27 iones Pb(ll), se obs erva una variaciéon de las senales de DC,y enlos
espectros de UV-visla s dos bandas obs ervadas son mas intensas. Los d atos

espectroscépicos (DC y UV-vis) evidencian la co ordinacién delion Pb (Il) en el
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fragmento Zn-aMT1 y la posible sustitucién de los iones Zn(ll) inicialmente enlazados,

pero este proceso no es favorable como a pH acido.

Asi el conjunto de resultados obtenidos por DC y UV-vis, indican que la adicion de
los io nes Pb(ll) al dominio Zn-uMT1 a pH 4.5, éstos se coordinan a la proteina y
muestran la saturacion es pectroscopica par a Pb s-tMT1. En cambio, cuando es te
fragmento estd a pH 7.0, s6lo se evidencia una interaccién con un exceso de Pb(ll),
observandose un proceso de metalacion lento, y esto es contradictorio si se tiene en
cuenta la escala de afinidad de los tiolatos metalicos, en donde el ién Pb(ll) tiene una
mayor afinidad que el Zn(ll) por los sitios de coordinacion de la MT. Esto podria apoyar
la idea de que el fragmento «tMT1 por tener un caracter mas cercano a una Zn-tioneina,
prefiere seguir coordinando el Zn(ll) con el cual se estructura de manera mas estable y

so6lo frente a un exceso de Pb(ll) en el medio se favorece su coordinacion.

2.1.2.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Los experi mentos rea lizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: afadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de Zn(ll) inicial;
y afadiendo un gran exceso de Pb(ll). En un primer estudio se llevé a cabo la adicion
de 4 equivalentes de P b(ll) a una solucién 20 uM de Zn,-zMT1a 25 °C y pH 7.0. En
otro experi mento similar, se afiadieron 16 iones Pb(ll) a la misma proteina bajolas
mismas condiciones experimentales. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de 12

horas con el fin de observar la evolucion de las especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos en estas condiciones muestra que, la adicion
de cu atro equivalentes de Pb(ll) a la solucion proteica da lugar ala formacion de
especies, tanto homometalicas de Pb-uMT1 como heterométalicas Pb,Zn-ttMT1, como
se puede observar en la Fig. 59. En un primer comienzo se observé la formacion de
especies homo- y heterometélicas de Pb(ll) y Zn(ll) de menor abu ndancia, siendo el
clusterin icial Zn 4-tMT1 el mas abundante. Otras es pecies formadas de menor
abundancia son: Pb1Zn;-, Pbs-, seguidas de PbsZns-, PbsZn,-, Pbs- y PbsZny-itMT1 que
se mantienen presentes durante el resto del tiempo (12 horas), pero pierden intensidad

a medida que transcurre el tiempo hasta casi desaparecer.

En el segundo experi mento, los espectros d e masas registrados (F ig. 60) tras la
adicion de un exceso de 16 eq de Pb(ll) a la proteina Zn4-itMT1, muestran la formacion
de especies tanto homo- y heterometalicas Pb,Zn-zMT1. El cluster mas abundante es
Zn4~tMT1 que se mantiene es table en el tiempo, y las es pecies de plomo(ll) mas

importantes son Pb:Zn;- y Pbs-itMT1. También se forman otros clusteres de menor
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abundancia como son: Pbg-aMT1, PbsZn,-, P by-, Pb 4Zn-atMT1, cu yos picos pierden

intensidad a medida que transcurre el tiempo hasta desaparecer.

Zn,-aMT1 + 4 eq Pb(ll)
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Figura 59. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evolucion de una
solucién de Zny-zMT1 20 yM, a pH 7.0y 25 °C, tras la adicién de 4 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estado d e carga +3, sefalando sololas especies identificadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.

En ambos experimentos de ESI-MS (Fig. 59 y 60), tanto al afiadir 4 como 16 iones
Pb(ll) a Zns;-tMT1, los resultados obtenidos muestran que la especie de may or
abundancia es el cluster inicial Zns-iiMT1y las es pecie de Pb(ll) fo rmadas so n de
menor abu ndancia, corroborando lo observado por DC y UV-visap H 7.0, revelando
que este fragmento es una clara Zn-tioneina y prefiere mantenerse es tructurada con
iones Zn(ll).

La formacién de especies homo y heterometélicas de Pb,Zn-¢MT1 con un contenido

entre 5 y 6 iones, como son: PbsZn,-, PbsZn,-, Pbs- y Pbg-tMT1, muestran un aumento
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del numero de iones coordinados en comparacion con los 4 iones Zn(ll) iniciales, que
podria indicar que los sitios de unién del ion Pb(ll) son diferentes a los del iébn Zn(ll) en

la proteina.

Zn,-aMT1 + 16 eq Pb(ll)
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Figura 60. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evolucion de una
solucién de Zng-:MT1 20 uM, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 16 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estadod e carga +3, sefalando sélolas especies identificadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.

Ademas, se observé que Zn4-itMT1 en presencia de exceso de plomo formé hasta la
especie Pbe-tMT1, que como se observé en los espectros de DC y UV-vis (Fig. 54) es
el punto de saturacion en la valoracién con Pb(ll) de Zns,-tMT1a pH 4.5. Aun asi, a
pesar que el exceso de Pb(ll) genera nuevas absorciones observadas en los espectros
de DC y UV-vis, indicando una incorporacion de este metal a la proteina, las especies
Pb-MT que se forman no son estables, tal y como se puede observar media nte el

experimento realizado por ESI-MS.
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IV. Resultados y Discusion

2.1.2.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

Mediante la técnica de ITC se realiza la valoraciéon con Pb(ll) de Zn,-tMT1, para esto
se prepara un experimento en las condiciones estandar de trab ajo definidas para el
estudio espectroscopico, es decir, una concentracion 20 yM de este dominio,apH 4.5y
25 °C y se le afade consecutivamente iones Pb(ll) hasta completar la saturacién de la
proteina.

Los valores termodinamicos del proceso de intercambio de los iones Zn(ll) por Pb(Il)
se presentan en la Tabla 15, mientras que la representacion grafica de esta valoracion

en la Fig. 61.

5.09 +0.786 -7776 -6083 + 88 5.76 6.38 + 0.07

Tabla 15. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracion con
Pb(Il) de una solucién 20 uM de Zn,-zMT1, a pH 4.5y 25 °C. El resultado de AG se ha obtenido
a partir de la formula AG = -RT InK.

Time (min)
0 20 40 60 80 100 120

ycal/sec
P
1
1

kcal/mole of injectant

Molar Ratio

Figura 61. Termograma (arriba) y representacion del calor desprendido (abajo) frente a los eq
de Pb(Il) afadidos a una soluciéon 20 yM de Zns-zMT1 con Pb(ll) a pH 4.5y 25 °C, de acuerdo
con la metodologia descrita en los apartados Il y VI-2.

El analisis de lo s dato s obt enidos de esta valoracion, indican que el proceso de
sustitucion de los iones Zn(ll) por Pb(ll) es e spontdneo mostrando un AG de -7776
cal/mol, y también termodinamicamente favorable, tanto entrépico como entalpico. La
diferencia de entropia (AS) revela que los nuevos co mplejos Pb -iiMT1 formados
presentan un mayor desorden molecular que los iniciales clusteres Zn,-tMT1. Y por su
parte,el AH muestra quela reaccidbn es exotérmica, 0 se a, energéticamente

favorablemente. Se obtiene un numero de equivalencia ( N) apr oximadamente de 6
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iones Pb(Il), similar a lo observado por espectroscopia de DC y UV-vis en las mismas
condiciones. Por otra parte, se pudo observar que la curva experimental y la teérica (Fig.
61) no coinciden, revelando que hay mas de un sitio de coordinacion para estos 6 iones
Pb(Il), corroborando asi la presencia de mas de un tipo de absorcion dependiendo de la
contribucién por equivalentes de Pb(ll) afadidos, obs ervado ant eriormente en los

espectros de dif. UV-vis.

2.1.3. Dominio MT1

2.1.3.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

El presente estudio de la habilidad coordinante de Zn;-fMT1 frente a Pb(ll), se ha
llevado a cabo media nte las valora ciones con Pb(ll) en di ferentes co ndiciones

experimentales (Tabla 16) registradas por espectroscopia de DC y UV-vis.

25 4.5
20 37 7.0
55 45 (7.0

Tabla 16. Condiciones experimentales de las valoraciones de Znz-fMT1 con Pb(ll') para el
estudio espectroscopico de DC y UV-vis.

Tal como se puede observar en la tabla anterior, las condiciones estandar de trabajo
son: una solucién 20 pM de proteina, a pH 4.5 y 25 °C, que se analizara en primer lugar.
A partir de estos resultados se ha observado una falta de t.s; por eq de Pb(ll), por lo que
se aumenta latemperaturaa 55 °Cy se analizan los resultados a pH 4.5y luego se
compararan con los obtenidosa pH 7.0 . Finalmente, se completa este estudio con
experimentos en condiciones similares a las fisiologicas (37 °C y pH 7.0).

El analisis de los datos espectroscépicos de DC y UV-vis de la valoracion con Pb(ll)
de Zns-f{MT1 en condiciones estandar de trabajo (Fig. 62, Tabla 17), muestran que la
adicion del 1° eq de Pb(ll) provoca la aparicion de nuevas absorciones analogas a las
observadas en la valoracion de Zn,-MT1 con Pb(ll), que revelan la coordinacion de Pb(ll)
a la proteina.

En los espectros de DC (Fig. 62A) se observan siete maximos correspondientes a la
coordinaciéon Pb-BMT1: 226 (-), 246 y 270(+), 316(-), 354(+) y 369(+) y 395(-) nm. Asi
también, en los espectros de UV-vis (Fig. 62B) aparecen las cuatro absorciones 250,
330 (mas intensa), 375 y 400 nm que denominamos de tipo I. En ambos espectros, DC
y UV-vis, se ha observado que el conjunto de absorciones forman una huella espectral
casi id éntica a lade Pb-MT1, evidenciando que estas proteinas se estructuran de la

misma forma frente a Pb(ll).
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IV. Resultados y Discusion
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Figura 62. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucién 20 uM de Zn;-BMT1 a pH 4.5 y 25 °C hasta 9 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

igg?;,246-270(+),320(0,358-375(+% 250, 330, 375, 400 nm 250, 330, 375, 400 nm
-) nm

Tabla 17. Abso rciones correspondientes a los e spectros de D C, UV-vis y dif. UV-vis de la
valoracion de una soluciéon 20 uM de Zn3;-MT1 a pH 4.5y 25 °C hasta 9 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Por su parte, los espectros de dif. UV-vis (Fig. 62C) mues tran dos conjuntos de
absorciones, para el 1° eq de Pb(ll) aparecen las de tipo | caracteristicas del enlace Pb-
MT1 y reflejadas en el UV-vis, pero al adicionar el 2° eq de Pb(ll) estas se hacen menos
intensas. A partir del 3° eq de Pb(ll) las absorciones varian a las de tipo /I, 250 y 340
nm.

Las senales espectroscopicas de DC y UV-vis muestran una saturacion a partir de la
adicién del 2° eqde Pb(ll), perolas absorciones siguen aumen tando levemente su
intensidad hasta el 4° eq de Pb(ll). En la grafica de la absorbancia vs. eq de Pb(ll) (Fig.

63) se observan dos puntos de equivalencia cercanos al 2° y otro al 4° eq de Pb(ll).

6
5 - y= ,315X+3,1841—+——.,_.’r——.
E, | / y=0,0904x +4,0629
o / R2=/0,9925
N3
821 7
<
1 y=1,5578x +0,3879
) R%=0,9954
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Eq Pb(ll)

Figura 63. Grafica de absorbancia a 250 nm vs. eq de Pb(ll), de la valoracion de una solucién 20
MM de Zns;-pMT1 a pH 4.5 y 25 °C hasta 9 eq de Pb(ll) anadidos concediendo max. teg,

Ademas, en esta valoracion se observo, tanto en los espectros de DC y UV-vis (Fig.
64), que el tiempo de estabilizacion de los dos pri meros equ ivalentes de Pb(ll) era
bastante largo (para el 1° eq de Pb(ll) unas 20 horas y para el 2° eq de Pb(ll) cerca de 2
horas), y en cambio a partir del 3° eq de Pb(ll) afadido ya no hay variacion de la huella

espectral respecto al tiempo. Los tes largos para el 1°y 2° eq de Pb(ll) tienen relacién
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con la coordinacion que presentan en la proteina mostra ndo absorciones de tipo |,
revelando que el sitio donde se unen estos iones en la proteina requiere un mayor

estabilidad y/o estructuracion.
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Figura 64. Espectros de (A y C) DC y (B y D) UV-vis de la valoracién de una solucion 20 uM de
Zn3;-BMT1 a pH 4.5y 25 °C, que muestra la evolucion espectral respecto al t.;para el 1° eq de
Pb(ll) (arriba) y 2° eq de Pb(ll) (abajo) afadido.

En relacion al gran tiempo de estabilizacién que exis te para los dos pri meros
equivalentes de Pb(ll) se decidi6 realizar una nueva valoracion de Zn;-fMT1 a pH 4.5,
pero aumentando la temperatura a 55 °C, al igual que en el caso de Zn,-MT1. En los
espectros de DC y UV-vis (Fig. 65) se observo la aparicion de las mismas absorciones
que a 25 °Cy asimismo la saturacién de las sefales espectroscopicas, se da primero

parcialmente para el 2° eq de Pb(ll) y finalmente, para el 4° eq de Pb(ll). El aumento de

temperatura disminuyo el t.: del 1° eq de Pb(ll) de unas 20 horas a 2 h 30'.
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Figura 65. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y ( C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucion 20 uM de Zn;-BMT1 a pH 4.5 y 55 °C hasta 7 eq de Pb(Il) afiadidos
con max. test.

En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 64C) se puede observar que el 1° y 2° eqde
Pb(Il) presentan las cuatro absorciones caracteristicas de tipo I y a partir del 3° eq de
Pb(Il) hay una variacion en el tipo de coordinacién. En cambio, en la valoracién a 25 °C,

sélo la contribucién del 1° eq de Pb(ll) muestra las absorciones de tipo I bien definidas.
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Por su parte, al comparar los espectros de DC y UV-vis de ambas valoraciones, se
puede observar que la entrada del 1° y 2° eqde Pb(ll) lleva un t.s especifico en la
proteina (Fig. 64 y 66), en donde las sefiales espectroscopicas aume ntan (positiva y
negativamente) de manera isodicroica durante el tiempo, de manera analoga a Zn;-MT1
en pre sencia de Pb(ll). Ademas en los espectros de dif. UV -vis, se obs ervan para
ambos equivalentes las mismas absorciones. Esto revela que los dos primeros iones
plomo(ll) podrian tener un sitio de coordinacion idéntico y especifico dentro del dominio
Zn;-BMT1, y por esto sonlos Unicos que requieren un mayor tie mpo para que la

proteina se estabilice frente a ellos.
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Figura 66. Espectros de DC y UV-vis que muestra la evolucion espectral respecto al tiempo de
estabilizacién parael(Ay B)1°y (C y D)2° eq de Pb(ll) afiadido en la valoraciéon de una
solucién 20 uM de Znz-pMT1 a pH 4.5y 55 °C.

Al igual que en Zn,-MT1 y en Zn4-tMT1, se estudid la interaccion de los iones Pb(ll)
en Zn3;-BMT1 a pH neutro, para esto se realizé la valoracion de una solucién 20 yM de
este dominio, a 55 °C (Fig. 67).
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Figura 67. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de una solucion 20 uM de Zn3;-pMT1 a pH 7.0 y 55 °C hasta 7 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

Los espectros de DC muestran que la adicién del 1° eq de Pb(ll) provoca la aparicion
de absorciones caracteristicas de |a coordinacion de Pb(ll) en el dominio Zns-fMT1,

pero éstas no reflejan una huella espectral definida e isodicroica, como en la valoracion

91



a pH 4.5. El maximo aporte se da para el 4° eq de Pb(ll) afiadido y luego disminuye la
intensidad de la s se Aales tras la adicion del 5° eqde Pb(ll), debido a la posible
desestructuracién de la proteina al tener un exceso de iones plomo (ll).

En los espectros de dif. UV-vis se observa que hay diferentes grupos de absorciones
(tipo 1 y Il) dependiendo de la contribucidn de los equivalentes de Pb(ll) ahadidos, que
indican que el ién Pb (ll) se coordina a la pro teina de div ersas maneras, por lo que la
formacion de las especies Pb-fMT1 no se da por un proceso cooperativo, es decir, no
hay una sola especie, sino especies intermedias.

Una vez observadas las se Aales espectroscopicas del dominio Zn s-fiMT1 frente a
Pb(ll)a pH 4.5y 7.0, éstas muestran una diferencia en la definicidn e intensidad de las
absorciones, que revelan que a pH 4.5 hay una mayor estructuracién de los clusteres
Pb-BMT1 formados, esto se puede obs ervaren la Fig. 68 donde se comparan los

espectros de DC y UV-vis del 4° eq de Pb(ll) anadido a este fragmento a ambos pHs.
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Figura 68. Espectros de (A) DC y (B) UV-vis del 4° eq de Pb(ll) afadido en las valoraciones de
una solucion 20 yM de Zn3-pMT1apH 7.0y 4.5, a 55 °C

Por otra parte, la valoracion de una solucion 20 uM de Zn 3-BMT1 en co ndiciones
similares a las fisiolégicas, apH 7.0 y 37 °C, reveld que la adicién de los iones Pb(ll)
provoca una nueva estructuracion de este dominio, mostrando la aparicién de senales
(Fig. 69A) semejantes alas observadas en la valoracion de Zn,-MT1 con Pb(ll) en

iguales condiciones.
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Figura 69. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucion 20 yM de Zn;-fMT1 a pH 7.0 y 37 °C hasta 10 eq de Pb(Il) afadidos
con max. tegt.

Los espectros de DC muestran algunos puntos isodicroicos que varian dependiendo

de los equivalentes de Pb(ll) afadidos. En los espectros de UV-vis (Fig. 69B) sélo se
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observan tres absorciones: 250, 330, 375 nm, a diferencia de lo observado a pH 4.5 en
donde aparecen las cuatro bandas, denominadas de tipo /, que incluyen la absorcion a
400 nm. La saturacion de las senales espectroscopicas de DC y UV-vis se da tras la
coordinacién del 3° eq de Pb(ll).

Enlo s espectros de dif. UV -vis (Fi g. 69C), se obs erva una variacién de las
absorciones dependiendo del niumero de iones Pb(ll) afiadidos: en donde el 1° eq de
Pb(ll) muestra se fiales de tipo /I, mientras que el 2° eq de Pb(ll) presenta las tres
bandas que se observan por UV-vis. La incorporacién del 3° eq de Pb(ll) provoca un
cambio notable en las sefales y tras la adicion del 4° eq de Pb(ll) ya no se observa un
aporte en la s se fAales del UV-vis. Asi también en el DC |os maximos disminuyen su
intensidad i ndicando una di sminucién dela quiralidad de la s espec ies Pb -[iMT1
formadas.

En esta valoracion los tes; son largos al igual que en las valoraciones anteriores en
las diferentes condiciones, en la Fig. 70 se muestra un ejemplo de la evolucién de los

espectros respecto al tiempo para el 3° eq de Pb(ll) afadido a Zn;-fMT1.
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Figura 70. Evolucion respecto al t.; de los espectros de (A) DC y (B) UV-vis registrados para el
3° eq de Pb(ll) anadido en la valoracién de una solucién 20 yM de Zn;-BMT1 apH 7.0 y 37 °C.

Asi el conjunto de resultados obtenidos en los espectros de DC y UV-vis, nos indican
que al adi cionarlo s iones Pb(ll)a Zns-fMT1, éstos se coordinan pro vocando la
aparicion d e absorciones caracteristicas similares a las observadas en Zn -MT1 en
presencia de Pb(ll). Las sefales espectroscopicas de las especies formadas se saturan
entre2y 4iones Pb(ll),tanto a pH4.5 comoa pH7.0. Esto se di ferencia del
comportamiento de Zns;-iMT1 frente a Pb(ll) en condiciones fisiolégicas, que se satura

para el 3° eq de Pb(ll) afiadido.

2.1.3.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Los experi mentos rea lizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: la primera afiadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de
Zn(ll) in icial, o se a, 3 iones Pb(ll); y la segunda afadiendo un gran exces o, 12

equivalentes de Pb(ll), cada una a las correspondientes preparaciones de una solucién
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20 uM de Zn;-fMT1 a 25 °C y pH 7.0. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de
12 horas con el fin de observar la evolucién de las especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos en estas condiciones muestran que, la adicion
de 3iones Pb(ll) ala solucién proteica da lugarala formacién de especies, tanto
homometalicas como het erométalicas Pb,Zn-BMT1 (Fi g. 71A). De sde un primer
momento se observé que la especie mas abundante es Pb,-[{MT1, seguida de otras de
menor abundancia: PbsZn,-, Pb1Zny-, Pb,-, PboZn,-, Pbs-, PbsZny-, PbsZny-, Pbs-BMT1 y
el cluster inicial Zn3;-fMT1 es casi nulo. A medida que pasa el tiempo, el pico de Pby-
BMT1 manti ene su in tensidad y las otra s es pecies homo y heterometalicas est an
presentes d urante 12 horas. A partir de 1 horala especie de partida Zn;-fMT1 va

aumentando en abundancia hasta las 8 horas y luego disminuye.

Zn;-BMT1 + 3 eq Pb(ll) Zn;-BMT1 + 12 eq Pb(ll)
. Ph Fo, Ph
12h __“f.i, Zn Ph.Zn. | Fi 7n *’1:-_ 1
Ph.Z .. it ' T
6-8 h
1-3 h
6’
MLM-JL—L.‘L—&A— A _1. Al ‘J‘LLA_.

Figura 71. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evolucion de una
solucion de Zn3-BMT1 20 uM, a pH 7.0y 25 °C, tras la adicibnde 3y 12 eqde Pb (ll). Los
espectros muestran el estado de carga +3, sefialando soélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio, con excepcion de Pb,(HCIO,).

En el se gundo experimento al afiadir 12 eq de Pb(ll),los espectros de mas as

registrados mues tran la formacién de especies homo y heterometalicas Pb,Zn -EMT1
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IV. Resultados y Discusion

(Fig. 71B) . Desde un primer momento se obs ervo may oritariamente es pecies
homometalicas de Pb(ll), siendo la mas abundante Pbs-fMT1y se mantiene estable
hasta las 12 horas, y luego de menor abundancia Pbs-BMT1. Los otros clusteres son:
Pb.Zn,-, Pb »-, Pb 2Zn,-, Pb 3Zn,-, Pb 4Zns-, Pbs-BMT1. A partirde 1 h, estas es pecies
varian su abundancia y se mantienen hasta las 3 horas, y a las 12 h oras se observa
mayoritariamente clusteres homometalicos de Pb(ll) y la especie inicial Zn ;-fMT1 es

casi nula.

Los res ultados obt enidos por ESI -MS de ambos experim entos mues tran que la
especie mas abundante es Pb4-fMT1, que se puede relacionar con la saturacion de las
sefiales por espectroscopia de DC y UV-vis observadas para el 4° eq de Pb(ll) ahadido,
en similares condiciones experimentales, pH7.0 y 25 °C. La principal di ferencia
provocada por la cantidad de Pb(ll) anadida, es la abundancia de la especie inicial Zns-
BMT1, s6lo casi nula en exceso de plomo. En ambas condiciones se forman especies
heterometalicas Pb,Zn-EMT1 que coordinan un total de 3 0 4 iones y las homometalicas

coordinan como maximo 5 iones Pb(ll).

2.1.3.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

En el estudio por ITC se realizé la valoracién con Pb(ll) de Zns;-fMT1 para obtener
parametros termodinamicos de la incorporacién de los iones Pb(ll) a la proteina, para
esto se lleva a cabo un experimento en las condiciones fijadas como estandar para el
estudio espectroscépico, es decir, una muestra de solucion 20 uM de proteina a pH 4.5
y a 25 °C y se afiaden consecutivamente los equivalentes de Pb(Il) hasta completar la

saturacion del domino Zns-fMT1.

2.43+0.178 -7339 -8986 + 148 -5.41 2.02+0.03

Tabla 18. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracién de
Zn3-BMT1 a 20 pM, a pH 4.5y 25 °C, con Pb(ll). El resultado de AG se ha obtenido a partir de la
férmula AG = -RT InK.

Los resultados obtenidos a través de la valo racién por | TC (Fig. 72, Tabla 18)
sefalan que el proceso de intercambio de los iones Zn(l1) por Pb(ll) esta favorecido
termodinamicamente con un AG de -7339 cal/mol, se da en un proceso entropicamente
negativo (AS=-5.41 cal/molK), es decir, que los nuevos clusteres de Pb(ll) formados
presentan un mayor orden que los iniciales de Zn(ll), por lo que el proceso de formacion
requiere mayor energia o calor, que se corrobora con el valor de diferencia de entalpia

(AH) de -8986 cal/mol, reflejando asi un proceso exotérmico.
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27 ] Figura 72. Termograma (arriba) y representacion del
calor desprendido (abajo) frente a los equivalentes de
Pb(Il) afadidos a una solucion 20.06 yM de Zn;-BMT1
91 ] con Pb(ll) apH 45 y 25 °C, deac uerdocon la
metodologia descrita en los apartados Il y VI-2.

kcal/mole of injectant

Molar Ratio

La curva de ITC muestra un numero de equivalencia (N) de 2 iones Pb(ll), donde se
observé que la curva experimental y la tedrica (Fig. 72) coincidian, indicando asi que el
numero de sitios de coordinacién son idénticos para los dos iones Pb(ll) incorporados a
la pro teina, es to corrobora lo observado en lo s es pectros de DC  y UV -vis ymas
claramente en los de diferencia de UV-vis, que muestran el mismo tipo de absorciones
para el 1°y 2° eq de Pb(ll), es decir, un mismo entorno de coordinacion. Asi también en
la curva de la valoracion se observd un cambio para el 4° eq de Pb(ll) afadido, que
podria in dicar un pun to de saturacion dela proteina, este nimero de io nes ya se
observé en los espectros de DC y UV-vis, ademas en los espectros ESI-MS se observo

que la especie mas abundante corresponde a Pb,-iMT1.

2.1.4. Andlisis global del estudio de la habilidad coordinante de la isoforma

MT1 y sus dominios « y 3 frente a Pb(ll)

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de la interaccion de Pb(ll) con Zn;-
MT1 y sus dominios Zns-aMT1 y Zns-fMT1 por las espectroscopias de DC y UV-vis,
espectrometria de masas y por ITC, podemos sefalar que:

En la isoforma MT1 se observd la saturacién de las senales espectroscépicas a partir
del 5° y 9° eq de Pb(ll), a pH 4.5y a pH 7.0, respectivamente. En condiciones de pH 4.5,
los procesos son isodicroicos, indicando que probablemente los complejos Pb-MT1 se
forman de manera cooperativa, o sea, que hay una evolucion del agregado inicial al
final sin formacién de es pecies intermedias. Ademas, se pudo observar que todos los
equivalentes de Pb(ll) hasta la saturacion de la proteina contribuyen a formar cuatro

absorciones caracteristicas denominadas ‘tipo I”, es decir, s6lo hay un mismo entorno
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de coordinacién de los iones Pb(ll). En cambio a pH 7.0, se observé que la formacion
de los clusteres Pb-MT1 siguen un proceso diferente, mostrando mas de un tipo de
absorcion en el espectro de dif. UV-vis, de “tipo I” al igual que a pH 4.5 y de “tipo II”
(similar a las de la es pecie Pb -SCys; de geometria pi ramidal trigonal), mostrando
entornos de co ordinacion diferentes frente al ié n Pb (II). Est o se corrobord conlo s
experimentos de ITC, en donde las curvas muestran que existe mas de un si tio de
enlace de Pb(ll) en MT1, y que se coordinan aproximadamente entre 8 y 9 iones Pb(ll).
Adicionalmente, los espectros de ESI-MS muestran la formaciéon de especies homo- y
heterometalicas de Pb(ll)y Zn(ll), revela ndo que Zn -MT1 enl aza los io nes Pb(ll)
desplazando algunos iones Zn(ll), pero no necesariamente libera todo el Zn(l1) inicial.
Se observé una es pecie import ante PbsZn,-MT1 que apoya la idea de un pro ceso
menos cooperativo a pH 7.0. El hecho de que al sustituir un Zn(ll) por uno o mas iones
Pb(ll), revela que este metal no se enlaza en el mismo sitio ni de la misma forma que
los iones Zn(ll) iniciales. Las especies formadas mas abundantes son Pbg-MT1 y Pb4o-
MTA1.

En el dominio «MT1 se observo la saturacion de las sefiales espectroscopicas para 6
iones Pb(ll) en condiciones de pH 4.5, con un proceso no cooperativo, en donde hay
formacion de especies intermedias antes de la saturacién de la proteina. En cambio a
pH 7 .0, se ne cesitade un exceso de iones Pb(ll) para evide nciar la formac ién de
enlaces Pb -tMT1. Aun as i, los espectros de masas muestran que la especie mas
estable es la inicial Zn4-«MT1, pero también se observan especies mixtas de Pb(Il) y
Zn(Il) menos abundantes y especies homometalicas de hasta Pbg-:MT1.

La valoracion por ITC muestra un niumero de 6 iones Pb(ll) coordinados, pero estos
no tienen el mismo sitio de coordinacion como se refleja por espectroscopia de UV-vis.
Por su parte, lo s res ultados por ESI-MS muestran que las especies formadas mas
abundantes son diferentes dependiendo del pH de la reaccion: a 4.5 es Pbe-tMT1 y a
pH 7.0 se mantiene la especie inicial Zn,-aMT1.

En el dominio fMT1 la saturacion de las sefales espectroscopicas se da entre 2y 4
iones Pb(ll), tanto a pH 4.5 como a 7.0, y los dos primeros equivalentes presentan las
absorciones de ‘tipo I”, que indican un mismo tipo de coordinacion en la proteina. Esto
se corrobord con la valoracién por ITC que mues traunnumero de sitio s de
coordinacion id énticos para los dos primeros equivalentes de Pb(ll). Ademas en los
espectros d e masas, se obs erva la formaciéon de especies Pby-fMT1 como lam as
abundante, que coincide con la saturacion de las senales es pectroscopicas de DC y
UV-vis, para 4 iones Pb(ll), tanto a pH acido como neutro.

Finalmente, el estudio de la habilidad coordinante de la isoforma MT1 de mamifero y

sus dominios « y [i frente a Pb (Il) muestran que | os fragmentos se comportan de
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manera dependiente en la proteina entera, y el fragmento [} tiene un plegamiento similar
a MT1 frente a Pb(ll) que se evidencia por las mismas absorciones del DC, que podria

indicar que este es el dominio mas dominante dentro de la proteina entera.

. 5 Pb Zn_MT1
100+ Zn_pMT1(*

In odV|T1
; .

50*

(M -em Y

Lhe
$

-150+

-200 .
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Wavelength (nm)

Figura 73. Espectros de DC del 5° eq de Pb(ll) de las valoraciones de Zn-MT1, Zn-az:MT1y Zn-
BMT1 con Pb(ll) a pH 4.5y 37 °C, que muestra las absorciones formadas para cada proteina.
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IV. Resultados y Discusion

2.2.Habilidad coordinante de la isoforma MT2 de mamifero y sus

dominios « y 3 frente a Pb(ll)

2.2.1. Isoforma MT2 de mamifero

2.2.1.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

De acuerdo a los antecedentes pr esentados anteriormente en la m etodologia de
trabajo, se haes tudiado Zn,-MT2 fren te a Pb(ll) media nte las correspondientes
valoraciones reg istradas por espectroscopiade DC y UV-vis, fijando las si guientes

condiciones experimentales:

10 37 45|70
20
37 7.0
5
25
10 7.0
55

Tabla 19. Condiciones experimentales de las valoraciones de Zn,-MT2 con Pb(ll) para el estudio
espectroscopico de DC y UV-vis.

El analisis de los resultados obtenidos en las valoraciones de Zn;-MT2 frente a Pb(ll)
se ha realizado a partir del experimento en las condiciones estandar; una solucién 10
MM de proteina, a pH 4.5 y 37 °C, para asi continuar analizando los otros experimentos
con la variacion de los diferentes factores descritos anteriormente.

Los datos e spectroscopicos de la valoracion Zn,-MT2 con Pb(ll) bajo las variables
estandard e trabajo, revelan| aapa ricion de nuevas abs orciones intensasy
caracteristicas, tanto enlo s es pectros de DC y UV -vis, correspondientesa la
coordinacién de este ién metalico a la metalotioneina (Fig. 74, Tabla 20), siendo estas

sefales analogas a las observadas en la valoracién de Zn,-MT1 en presencia de Pb(ll).
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Figura 74. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracion de una soluciéon 10 uM de Zn,-MT2 a pH 4.5 y 37 °C hasta 10 eq de Pb(ll) anadidos
con max. test.

B Yim
e A E]

228(-), 248-271(+), 316(-), 358-374(+),
400(-) nm

250, 330, 375, 400 nm 250, 330, 375, 400 nm

Tabla 20. Abso rciones correspondientes a los espectros de D C, UV-vis y dif. UV-vis de la
valoracién de Zn,-MT2 a 10 uyM, pH 4.5 y 37 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos con max. test.

99



Las senales espectroscopicas de DC y UV-vis, indican una variacion espectral desde
la adicion del 1° eq de Pb(ll) hasta llegar a un punto de saturacién para el 6° eq de
Pb(ll), talco mo se puedever enla Fig.75. Los es pectros al canzan su max ima
intensidad tras la adicion de 6 iones plomo(ll), mientras que las adiciones posteriores no
modifican la forma y la intensidad de los espectros, es decir, la muestra de proteina

mantiene la quiralidad de las especies Pb-MT2 formadas.
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Figura 75. Grafica de absorbancia a 330 nm vs.
eq de Pb(Il) de la valoracién de una solucién 10
10! MM de Zn,-MT2 a pH 4.5y 37 °C hasta 10 eq de
Eq Pb(ll) Pb(ll) afadidos con max. tes;.
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Los es pectrosde DC (Fig. 74A) muestran siete abs orciones analogas ala s
observadas en Zn;,-MT1 tras la adicion de Pb(ll), pero algunas de estas bandas son
menos definidas y sus maximos se desplazan levemente (358(+) y 374(+) nm). Ademas,
se pue de observar la aparicién d e un peq uefio hombro a 303 (-) nm en el se gundo
maximo negativo. Las sefales de DC muestran un proceso isodicroico con tres puntos
a 286, 346 y 380 nm, muy semejante al observado en Zn;-MT1 en presencia de Pb(ll),
indicando asi un proceso cooperativo al coordinarse el ion Pb(ll) a Zn,-MT2.

Por supar te, en los espectrosd e UV-vis (Fig. 74B) se obs ervan las cuatro
absorciones (250, 330, 375 y 400 nm) asignadas anteriormente como las de tipo /, que
evidencian la formacion del enlace Pb-MT2. En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 76) se
observan que desde el 1° hasta el 6° eq de Pb(ll) se mantienen las mismas absorciones,
pero sélo la contribucion del 3° eq de Pb(ll) (Fig. 76A) provoca bandas mas intensas y
bien definidas analogas a las de Zn;-MT1 a pH 4.5 al enlazar Pb(ll). Una vez saturada
la proteina no se observan nuevas absorciones, como se puede ver en la Fig. 76C.

A N B ~ Cc
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Figura 76. E spectros de dif. UV -vis del (A) 1° al 3°,(B) 4°al 6°y (C) 7° al 10° eqde Pb(ll)
afiadidos en la valoracion de una solucién 10 uM de Zn,-MT2 a pH 4.5 y 37 °C con max. teg;.

Asiuna vez evidenciada la co ordinacion de Pb(ll)a Zn,-MT2a pH 4.5, se ha

decidido estudiar el efecto que tiene el pH en la formacion de las especies Pb-MT2.
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Para esto se ha realizado una valoracién de Zn;-MT2 con Pb(ll) en condiciones
analogas a las estandar pero variando el pH a 7.0 (Fig. 77). El analisis de los datos
espectroscépicos reveld la coordinacion de Pb(ll) a Zn,-MT2 provocando en los
espectros de DC la aparicion de absorciones semejantes (Fig. 77A) a las observadas
anteriormente a pH 4.5, pero con algunas variaciones como bandas menos definidas y
una evolucion distinta de las sefales por cada equivalente de Pb(ll) afadido. En cambio,
los espectros de UV-vis (Fig. 77B) muestran absorciones diferentes a las obtenidas a
pH 4.5.
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Figura 77. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracién de una solucion 10 yM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y 37 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Los espectros de DC (Fig. 78) muestran un proceso
parcialmente isodicroico; ya que se observa una
evolucion de las absorciones en mas de una etapa,
siendo la primera desde el 1° al 4° eq de Pb(Il) donde se
observa el segundo maximo positivo (358 nm). A partir

del 5° eq de Pb(ll) este espectro no varia, pero al anadir

mas iones plomo los maximos negativos se hacen mas
intensos. La adicion del 7° eq de Pb(ll) provoca un leve "‘=
desplazamiento de las sefales, éstas siguen

aumentando su intensidad hasta el 9° eq y a medida que .. I.'f A
se afiaden mas Pb(ll) las bandas se desplazan hacia | | Y 7 N—71
arriba, que es consecuencia de la saturaciéon de la 1 .

proteina.

Figura 78. Evolucion de los espectros de DC de la valoracion
de una solucion 10 pM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y 37 °C hasta 12 .
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eq de Pb(Il) anadidos con max. tes. Wraibength o)

En los espectros de UV-vis (Fig. 79A) se observaron sélo dos absorciones a 258 y
350 nm similares a las de tipo /I, (reflejando segun los antecedentes bibliograficos la

posible unién de Pb(ll) por medio de tres SCys con una geometria piramidal trigonal).
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Los espectros de dif. UV-vis (Fig. 79B) muestran una variacion de las absorciones por
iones Pb(ll) afiadidos, siendo similares desde el 1° hasta el 5° eq de Pb(ll) mostrando
bandas de fipo Il (258 y 350 nm) y a partir del 6° eq de Pb(ll) aparecen otras sefales,
revelando una posible variacién del entorno de coordinacion de los clusteres Pb-MT2

formados.
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Figura 79. Espectros de dif. UV-vis de la valoraciéon de una solucion 10 uM de Zn,-MT2 a pH 7.0
y 37 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos con max. tes;.

Las sefales espectroscépicas muestran una saturacion a partir del 10° eq de Pb(ll),
que se puede observar en la grafica de absorbancia en funcién de los equivalentes de
Pb(Il) afiadidos a la proteina (Fig. 80), mostrando un punto de equivalencia para Pbqo y

mientras se adicionan mas iones plomo(ll) la saturacién de la proteina es mas visible.

. s
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5 3 R? = 0,9943
52 . //’ y #0,0788x + 3,0897 Figura 80. Variacion de la absor cion a
1 - />/‘ R?=0,9232 una A determinada (350 nm) vs. ndmero
/ de equivalentes de Pb(ll) afiad idos alo
0 largo de la valoraciéon de una solucién 10
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12| yuyMde Zn;-MT2 con Pb(CIO4),, apH 7.0y

Eq Pb(ll) a 37 °C.

Otro de los fac tores que se ha analizado es la concentraciéon de Zn,-MT2, par a
conocer el posible efecto sobre la habilidad coordinante de Pb(ll) en esta proteina, para
esto se realizaron dos nuevas valoraciones con Pb(ll); una solucién 20 yM de Zn,-MT2
y otra de menor concentracion, a 5 yM, ambas en condiciones de pH 7.0 y 37 °C. En
ambos exp erimentos se obs ervaron la apa ricibn de absorciones similaresa la s
observadas a 10 uM, pero la evolu cidon espectral e s diferente para cada una de las

concentraciones.
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Asi, cuando se adiciona Pb(ll) a una solucion 20 uM de Zn,-MT2 los espectros de
DC y UV-vis (Fig. 81A-B) muestran sefiales caracteristicas de la coordinacion de estos

iones a la metalotioneina.
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Figura 81. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracién de una solucién 20 uM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y 37 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afadidos
con max. test.

En los espectros de DC (Fig. 81A) se observan bandas mas intensas que en la
valoracién a 10 uM vy, en los espectros de UV-vis (Fig. 81B) aparecen nuevas
absorciones a partir del 5° eq de Pb(ll), asi como también se observé en los espectros
de dif. UV-vis (Fig. 81C).

En la valoracion de Zn,-MT2 a 5 yM la adicién de los equivalentes de Pb(ll) provoca
la aparicion de absorciones poco definidas e intensas en el DC (Fig. 82A), incluso no se
observa la absorcién a 375(+) nm, que se diferencia de las valoraciones anteriores. Sin
embargo, los espectros de UV-vis (Fig. 82B) muestran bandas similares a las
observadas en las otras concentraciones.

En ambas valoraciones, a concentraciones 5y 20 uM, las sefales espectroscopicas

de DC y UV-vis se saturan a partir de la adicion del 10° eq de Pb(ll).
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Figura 82. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de una soluciéon 5 yM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y 37 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

Por medio de los datos de DC y UV-vis recogidos en estas valoraciones se ha
observado que los t.s; de los iones Pb(ll) en Zn,-MT2 son largos para los primeros
equivalentes afiadidos, superior a 4 horas. Por esta razén se ha decidido aumentar la
temperatura para asi acelerar la reaccién y estudiar el posible efecto de ésta en la

coordinacion de Pb(ll) a esta MT, tal y como se menciond en la metodologia. Para esto
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se han realizado las valoraciones con Pb(ll) de soluciones 10 uM de Zn,-MT2, a pH
neutro, a dos temperaturas diferentes: una a 25 °C y otra a 55 °C.

El anadlisis de los datos espectroscépicos de | a valoracién a temperatura ambiente
muestra que al adi cionar Pb(ll) a Zn,-MT2 apa recen absorciones ana logas a las
observadas en el experimento a 37 °C, pero se diferencian en que las bandas del DC
alrededor de 358(+) y 375(+) nm son menos definidas (Fig. 83A). Esto revela que hay
una menor estructuracion de la proteina y disminuye la quiralidad de los agregados Pb-
MT2 formados, pudiendo ser efecto que a menor temperatura no se facilite la entrada
del ién Pb(ll) a Zn,-MT2.
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Figura 83. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y ( C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucion 10 yM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y 25 °C hasta 14 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Los es pectros de DC y UV-vis ( Fig. 83A -B) mues tran una pri mera saturacion
alrededor del 10° eq de Pb(ll) afiadidoy luego un aumento en laintensidad delas
sefnales tras la adicion del 11° eq de Pb(ll) y su posterior saturacién. Esto se debe a un
mayor tiempo de es tabilizacion dejado (1 noche) al re gistrar el 1 0° eq de Pb(ll),
revelando que la coordinacion de Pb(ll) a Zn,-MT2 es lenta a temperatura ambiente.

Por su parte, el enlace de Pb(ll) a Zn;,-MT2 a 55 °C, muestra absorciones analogas a
las observadas a 37 °C (Fig. 84). El aumento de temperatura disminuyo los test por eq
de Pb(ll), sin embargo, esto provocé una pronta saturacién de la proteina a partir de la
adicién del 5° eq de Pb(ll) en el DC (Fig. 84A), observandose una solucion turbia y un
precipitado. Aunque los espectros de UV-vis (Fig. 84B) no muestran saturacion de las
sefales. Y en los espectros de dif. UV-vis (Fig. 84C) se observan las absorciones de

tipo Il, pero al dejar un mayor tes; por equivalente de plomo(ll) anadido aparecen otras

bandas.
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Figura 84. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo de la
valoracién de una solucion 10 yM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y 55 °C hasta 14 eq de Pb(ll) afadidos
con max. test.
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Los resultados espectroscopicos obtenidos revelan la coordinacion de Pb(ll) a Zns-
MT2 y las especies formadas pueden ser diferentes dependiendo del pH de la reaccion:
a 4.5 las mas importantes son PbgZn,~MT2 y a pH 7.0 Pb4Zn,-MT2, donde y= 0-7. La
incorporacion de Pb(ll) a la MT2 se pudo ver afectada por la temperatura y la
concentracion, esto se profundizara posteriormente en el apartado 3 (“Analisis de los

factores que afectan la capacidad coordinante de las MTs de mamifero frente a Pb(ll)”).

2.2.1.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

En este estudio se presenta el analisis y comparacion de los resultados obtenidos
por espectrometria de masas de la interaccion de Pb(ll) con Zn,-MT2. Tal y como se
describié en la parte experimental, esta técnica nos permite obtener informacién sobre
las especies que se forman al enlazarse el i6bn Pb(ll) a la proteina, asi como la

evolucion y estabilidad de las especies Pb-MT2 respecto al tiempo.

Los experimentos realizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: afiadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de Zn(ll) inicial;
es decir, 7 eq de Pb(ll); y otra afadiendo un gran exceso de 35 eq de Pb(ll), a las
correspondientes soluciones 10 yM de Zn,-MT2 a 25 °C y pH 7.0. Estas muestras
fueron analizadas a lo largo de 24 horas con el fin de observar la evolucion de las

especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos al adicionar 7 iones Pb(ll) a la solucion
proteica mostré que la incorporacion de plomo(ll) da lugar a la formacién de especies
tanto homometalicas Pb-MT2 como heterométalicas Pb,Zn-MT2, como se puede
observar en la Fig. 85.

En un primer momento (3 min) se puede apreciar que tras la adicion de Pb(ll), el pico
mas intenso corresponde al complejo Pb;Zn+-, seguido de Pbg-, PbgZn,-MT2 y del inicial
Zn;-MT2, ademas aparecen otros picos de menor intensidad identificados como
clusteres mixtos. A partir de 1 hora hasta las 3 horas, la especie Zn;-MT2 desaparece y
la intensidad relativa de los otros picos de Pb-MT2 aumenta considerablemente, siendo
Pbe-MT2 la especie mayoritaria, seguida de unas de menor intensidad como son
PbgZn—, PbsZn4- y Pb4-MT2, que coexisten entre otras.

A medida que avanza el tiempo de reaccién hasta las 8 horas, el cluster Pbg-MT2
sigue siendo el mas abundante y se mantiene la relacion con las otras especies, pero el
pico de Zn,-MT2 va aumentando en intensidad, mientras que Pb;-MT2 va
disminuyendo. Tras 12 horas, el cluster inicial Zn,-MT2 aumenta su abundancia, sin
embargo la especie Pbg-MT2 se mantiene como la mayoritaria y por su parte, los

complejos heterometalicos se hacen mas visibles. Y al cabo de 24 horas, la especie
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2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios et y i, y

la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

Zn;-MT2 di sminuye le vemente y Pbg-MT2 se hace mas abu ndante, mient ras las

especies heterometalicas se mantienen en solucién sumando entre 8 y 9 iones.

Zn;-MT2 + 7 eq Pb(ll)

24h <M Bh _EEE__L,EH. Pb,Zn,
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Figura 85. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucién de una
solucién 10 yM de Zn,-MT2,a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 7 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estadod e carga +5, sefalando sélolas especies identificadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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En el segundo caso, cuando se adiciona un exceso de iones Pb(ll) a Zn,-MT2 (Fig.
86) se observé que el cluster inicial (Zn,-MT2) desaparece y se forman nuevas especies
homo y heterometalicas Pb,Zn-MT2, siendo la mas abundante Pby-MT2, se guida de
PbsZn,- y Pb1o-MT2. A partir de 1 hora, se da la siguiente relacién Pbg-, Pb1o- y PbgZn;-
MT2 que se mantienen como las especies mas abundantes y son estables hasta las 24
horas de reaccion.

Zn;-MT2 + 35 eq Pb(ll)

Pb,
Pb-Zn. PbgZn, ... Pb'ﬂ
2-24h o ._,zr.F:h"'-zﬁl?'m'I ' F“'IJ,_I |
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Figura 86. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de una
solucion 10 uM de Zn,-MT2, a pH 7.0y 25 °C, tras la adicién de 35 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estadod e carga +5, sefalando sélolas especies identificadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.

También se realizé un experimento de una solucién 10 uM de Zn,-MT2 que se llevd
a cabo en co ndiciones fisiolégicas, a pH 7.0y 37 °C, en donde se anadieron 10
equivalentes de Pb(ll) y la reaccion se registré hasta las 8 h.

Los espectros de masas registrados (Fig. 87) revelan que la especie de partida Zn,-
MT2 mantiene su abundancia respecto al tiempo y se forman las siguientes especies:
Pb;Zn-MT2 es la mayoritaria, seguida por Pbyo-MT2, y menos abundantes son PbgZn;-
y PbsZn,-MT2 y las correspondientes heterometalicas Pb,Zn-MT2. A partir de 1 hora el
cluster Pb4-MT2 pasa a ser el mas abundante seguido de Pbg- y PbgZn-MT2 y también
se observa una gran variedad de complejos, tanto homo- como heterometalicos Pb,Zn-
MT2. A las 2 h comienza a disminuir en abundancia la especie Pb,-MT2, mientras que

las otras se mantienen es tables, perola especie Pb7Zn,-MT2 va aumen tando su

107



2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios et y i, y
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abundancia. Tras las 8 horas de reaccién las especies mas abundantes son: Pb;Zn;-,

Pb7Zn2-, Pngm-, Pbg- Yy PbGan—MTZ.

Zn;-MT2 + 10 eq Pb(ll)

Pb. 2ﬁ_l:; g

8h Zny; Pb.Zn, i
1041 F'l.l.|zll.-. .

5-7h
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Figura 87. Espectros de ESI-MS registrados durante 8 horas que muestran la evolucion de una
solucién 10 yM de Zn,-MT2, a pH 7.0y 37 °C, tras la adicién de 10 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estadod e carga +5, sefalando sélolas especies identificadas, obviando los

correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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IV. Resultados y Discusion

La formacion de las especies hasta con 10 iones Pb(ll), como Pb,-MT2, muestra
una relacién con la saturacion de Zn,-MT2 tras la adicién del 10° eq de Pb(ll) observada
por las sefales espectroscépicas de DC y UV-vis. Por su parte, estos espectros de
masas revelan que la especie Pbg-MT2 presenta una gran estabilidad y abundancia a lo
largo de la reaccion, en todas las condiciones ensayadas. Ademas, las especies
heterometalicas Pb,Zn-MT2 mas abundantes suman entre 8 y 9 iones, manteniendo

coordinado principalmente entre 1y 2 iones Zn(ll).

2.2.1.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

Con la finalidad de obtener datos termodinamicos referentes al desplazamiento de
Zn(ll) por Pb(ll) al valorar Zn;-MT2, se realizd un experimento mediante ITC, en
condiciones analogas a las definidas para el estudio espectroscépico, es decir,
concentracién 10 uM de proteina, pH 4.5y 37 °C.

Los resultados obtenidos de esta valoracion por ITC (Fig. 88, Tabla 21), nos muestra
que el desplazamiento de Zn(ll) por Pb(ll) se da en un proceso termodinamicamente
favorable con un AG de -8179 cal/mol, asi también esta favorecido tanto entrépico como
entalpicamente, donde la diferencia de entropia (AS) es de 9.84 cal/molK indica que la
formacion de los nuevos clusteres de Pb(ll) es favorable y presentan un mayor
desorden molecular que los de Zn(ll). Asi también la diferencia de entalpia (AH) es -
5136 cal/mol revela un proceso energéticamente favorable, es decir, una reaccién

exotérmica.

5.89 +1.29 -8179 -5136 + 121 9.84 13.3+0.17

Tabla 21. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracién de
una solucién 10 yM de Zn,-MT2, a pH 4.5y 37 °C, con Pb(ll). El resultado de AG se ha obtenido
a partir de la férmula AG = -RT InK.

El ndmero de iones Pb(ll) (N) que se coordinan a Zn,-MT2 corresponden a
aproximadamente 13, este resultado no coincide con la saturacién observada en los
experimentos espectroscopicos de DC y UV-vis en condiciones de pH 4.5, y no se
relaciona con las especies observadas por ESI-MS. La diferencia puede deberse a que
la curva experimental no se ajusta a la curva tedrica, ya que al comienzo de la curva
(Fig. 88) se observa otra pendiente que podria indicar que existe mas de un sitio de
coordinacién y éstos no son idénticos. No obstante, este nimero de iones podria tener
relacién con el maximo de iones que puede coordinar esta proteina, ya que incluso para
12 eq de PDb(Il) afiadidos (en condiciones de pH 7.0) se observo en la grafica abs. vs.

eq de Pb(ll) una pendiente (Fig. 80), revelando que Zn,-MT2 no se satura totalmente.

109



Time (min)
20 40 60 80 100 120

1 T T T T T T

’ T
6]
8 4 ]
T
g

24 4

'3 T T T T T
-— 04 |
c = 3 I
®
§ -2 » 4
bS] 7 Figura 88. Termograma (arriba) y representacién del calor
2 desprendido (a bajo) frente a los equivalentes de Pb(ll )
£ 44 - 1 afadidos a una solucién 10 uM de Zn,-MT2a pH45 y
§ LY = 37 °C, de acuerdo con | a metodolo gia descrita en los

5 apartados Il y VI.2.

0 I5 1|0 1|5 2|0 2‘5
Molar Ratio

2.2.2. Dominio «MT2

2.2.2.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

El presente estudio de la habilidad coordinante de Zn,-MT2 frente a Pb(ll), se ha
llevado a cabo mediante las valoraciones con Pb(ll) seguidas por espectroscopia de DC
y UV-vis. De acuerdo con los datos recogidos en el estudio de Zn,-MT2 con Pb(ll), se
evidencia que las valoraciones a pH 4.5 y 7.0 no muestran un patrén del todo similar.
Es por esto que se ha decidido e studiar los dos fragmentos (- y fMT2) séloa pH

neutro, en las siguientes condiciones experimentales:

25
20 7.0
55

Tabla 22. Condiciones e xperimentales de las val oraciones de Zn,-ttMT2 con Pb(ll) para el
estudio espectroscopico de DC y UV-vis.

Asi la valoracién en las condiciones estandar de trabajo corresponde a una solucion
de concentracion 20 uM de Zn,-aMT2, apH 7.0 y 25 °C, que sera el primer analisis.
Luego se comparara con los resultados obtenidos a 55 °C.

El analisis de los datos espectroscopicos de la valoracion con Pb(ll) de Zns-tMT2 en
las condiciones estandar, ha revelado la coordinacion de los iones Pb(ll) a este dominio,
observandose la aparicion de nuevas abs orciones diferentes a lainicial, tanto enlos

espectros de DC como en los de UV-vis (Fig. 89, Tabla 23).
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Figura 89. Espectros de (A)D C, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracion de una solucion 20 uM de Zns-zMT2 a pH 7.0 y 25 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

[EqdePb) [  DC [ UV-vis [ dif. UV-vis |

10 228(-), 245(+), 260(+), 288(-), 303, 340(-),
380(+), 401(-) nm

20_70 260(+), 288(-), 303(+), 340(-), 380(+), 401(-) 260, 350 nm | 250, 350 nm

nm

243(-), 262(+)-275(+), 290(-), 303(+), 340(-)-

366(-)-400(-) nm

Tabla 23. Abso rciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-vis dela
valoracién de una solucién 20 uM de Zng-zMT2 a pH 7.0 y 25 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

8°-12°

Los espectros de DC (Fig. 90) muestran una serie de absorciones que aparecen a
medida qu e se adicionan los iones Pb(ll) mostrando mas de una eta pa, donde
aumentan, desaparecen y se desplazan estas sefales.

Se observé que al adicionar el 1° eq de Pb(Il)la TN
sefal inici al del cr oméforo Zn(l 1)-Cys ce ntradaa
240(+) nmyva disminuyendo su in tensidad ;"‘
mostrandose neg ativa hasta desaparecery )
mientras tanto, surge una nueva absorcion centrada
a 260(+) nm. En esta evolucion se observa un punto

isodicroico a 250 nm.

La primera etapa comprende desde el 1° hasta el

6° eq de P b(ll), y la segunda etapa a partir del 7° TR ey
hasta el 10° eq de Pb(ll) anadido, y al adicionar el 8 Figura 90. Evolucion de los

eqde Pb(ll) algunas sefiales pierden in tensidad espectros de DC de la valoracion de

. una solucién 20 uM de Zny-zMT2 a
entre el rango de 350 y 440 nm, mientras que ofras 4 7.0y 25 °C con 12 eq de Pb(ll)
siguen evolucionando entre 250y 290 nm, h asta anhadidos con max. te.

saturarse definitivamente para el 10° eq de Pb(ll).

Los es pectros de UV-vis (Fig. 89B ) muestran dos abs orciones a 260y 350 nm,
ademas inicialmente se observa una leve absorcion a 280 nm que va aumentandoy

finalmente parece como un hombrode lase fAalm asanc ha a 260 nm. Est as
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absorciones se sa turan en una pri mera eta pa a partirdel 6°eq de Pb(ll)y una
saturacion total para el 10° eq de Pb(ll). En los espectros de dif. UV -vis (Fig. 91) se
observan las absorciones de tipo /I, desde el 1° hasta el 8° eq de Pb(ll) afiadido y tras

adiciones posteriores aparecen otras sefiales.
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Figura 91. Evolucion de los espectros de dif. UV-vis del (A) 1°-4°, (B) 4°-7°y (C) 7°-9° eq de
Pb(ll) de la valoracién de una solucién 20 uM de Zns-aMT2 a pH 7.0 y 25 °C con max. test.

En la grafica de absorbancia en funcion de los iones Pb(ll) afiadidos a Zn,-uMT2 se

puede observar la saturacién a partir del 10° eq de Pb(ll).

EL WELLL
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Figura 92. Graficas absorbancia 350 nm vs. eq de Pb(ll) de la valoracion de una solucién 20 uM
de Zns-aMT2 con Pb(ll) a pH 7.0 y a 25 °C concediendo max. teg

Por su parte, la adicion de Pb(ll) a Zn4-ctMT2 a una temperatura mas elevada, 55 °C,
provocé la aparicién de nuevas absorciones en los espectros de DC y UV-vis (Fig. 93),

revelando la coordinacion de Pb(ll) a este dominio.
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Figura 93. Espectros de (A)DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lo largo dela

valoracién de una solucion 20 uM de Zng-:MT2 a pH 7.0 y 55 °C hasta 5 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

La valoracion en estas condiciones reveld una rapida estructuracion de Zn,-alMT2

frente a Pb(ll) mostrando una huella espectral de DC semejante a la observada en la
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valoracién de Zn,-MT2 con Pb(ll) a temperatura ambie nte. Asi como en Zn;-MT2, la
adicién del 5° eq de Pb (Il) provocé la formacién de precipitado, pero éste no afecto la
intensidad de la s se nales espectroscopicas. En los es pectros de DC (Fig. 93A) se
observa un grupo de absorciones a 228(-), 247(+), 261(+), 275(-), 303(+), 338(-), 380(+)
y 405(-) con un proceso isodicroico de cinco puntos a 256, 293, 310, 365 y 395 nm. La
absorcion inicial 240(+) nm disminuye su intensidad a medida que se afnaden los iones
Pb(ll).

En los espectros de UV -vis (Fi g. 93B) se observan las abs orciones a 280 nm
presente des de el inicio de lava loracion (que podrian se r sulfuros, pero esto se
descarté con los datos de ICP) y otra a 350 nm que aparece por la formacion del enlace
Pb-atMT2. Los espectros de dif. UV-vis (Fig. 93C) muestran sélo absorciones de tipo /I.

La saturacién de las sefales espectroscopicas se observa entre el 4° y 5° eq de Pb(ll).

Asi el conjunto de resultados espectroscopicos obtenidos en estas valoraciones, nos
indican que tras la adicion de Pb(ll) a Zn 4-zMT2, es tos i ones se coordinan a este
dominio en condiciones de pH neutro. Ademas, se observé un efecto de la temperatura
en la saturacioén de las sefnales, siendo a 25 °C para 10° eq de Pb(ll) y a 55 °C para 5°
eq de Pb(l 1). Esto podria revelar que los clus teres Pb-uMT2 formados a may or
temperatura presentan una estructura mas compacta y estable dentro de la proteina
impidiendo la entrada de mas iones Pb(ll) , mostra ndo algunas diferencias enla s
absorciones, como se puede ver enla Fig. 94. Asu vez, el aumento de temperatura

provoco que los tes por equivalentes de Pb(ll) anadidos a este dominio sean mas cortos.
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Figura 94. Comparacion de los espectros de (A) DC y (B) dif. UV-vis del 4° eq de Pb(ll) afiadido
en la valoracion de una solucion 20 uM de Zng-zMT2 a pH 7.0, a 25 y 55 °C, con max. teg.

2.2.2.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Los experi mentos rea lizados medi ante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: una, afiadiendo la m isma cantidad de Pb(ll) que el contenido de Zn(ll)
inicial en el dominio Zn,-MT2, es decir, 4 eq de Pb(ll); y la otra afiadiendo un exceso

de 16 iones Pb(ll), cada adicion a las correspondientes soluciones 20 uM de Zn4-c:MT2
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a 25 °Cy pH 7.0. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de 12 horas con el fin de
observar la evolucion de las especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos en estas condiciones muestra que la adicion
de 4 eq de Pb(ll) a la solucién proteica da lugar a la formacién de especies de Pb (I1),
tanto homometalicas como heterométalicas Pb,Zn-aMT2, como se puede observar en

la Fig. 95.

Zn,~aMT2 + 4 eq Pb(ll)

ZNg
Pb-
Pb,Zn,  PbyZn, Pbs Bh.
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Figura 95. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucién de una
solucién 20 uM de Zn,-:MT2, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicién de 4 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estadod e carga +3, sehalando sélolas especies identificadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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En un principio (4 min) se observa la especie inicial Zn,-itMT2 con gran abundancia
y la aparicién de otro s pi cos mino ritarios de complejos de Pb(ll), como son: Pbs-,
Pb1Zn;- y Pbg-ttMT2.

Al cabo de 1 hora, el cluster Pbe-atMT2 iguala su abundancia a la Zn,-zMT2 siendo
ambas las mayoritarias y Pbs-tMT2 se mantiene. Entre las 2 y 4 horas de reaccion la
especie mas abundante es Pbg- seguida de Zn ;- y Pbs-tMT2. Al cabo de 6 horas, los
picos mas abundantes de Pbg- y Zn,-aMT2 son similares y la especie Pbs- comienza
aumentar su abundancia, mient ras la se nal de la es pecie Pb s-MT2 empieza a
disminuir en intensidad. Tras 12 horas, el e spectro de masas muestra que el cluster
inicial Zns-tMT2 es el mas abundante y siguen presentes las especies homometalicas

Pbs- y en mucho menor abundancia Pbg-aMT2.
Zn,-aMT2 + 16 eq Pb(ll)

Pb-
Phb,
24 h _ PbuZn, j~::|J 7n. Pb:
- Ph.Zn Pb.Zn, m
Zn, ! Ph

r IL i \l- .II: .J-!.h‘ " l...

12 h

2 A | | 1-* TV T ——
6-8 h

N .Il- l..._i_g___nl-lu-.l..-..-..ﬁ.. : -

1-4 h
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4
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Figura 96. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de una
soluciéon 20 uyM de Znyg-zMT2, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 16 eq de Pb(ll). Los espectros
muestran el estado de carga +3, sefalando sélolas especies identificadas, obviando los
correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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En el se gundo experimento, los es pectros de masas registrados (F ig. 96) revelan
que la adicién de un exces o de 16 eq de Pb(ll) a la proteina Zn4-itMT2, provoca la
formacion de es pecies tanto homo- como het erometalicas Pb,Zn -cMT2 y la especie
inicial Zn,-xMT2 desaparece a lo largo de la reaccién. Las especies mas abundantes
son Pbs- y Pbs-itMT2, y aparecen otras de abundancia minima como son PbsZn;-, Pby-,
PbsZn,-ctMT2. Al cabo de 1 hora, la especie Pbg-tMT2 es la mas abundante seguida de
Pbs- y éstas se mantienen hasta las 8 horas. Tras 12 horas, el cluster mas abundante
es Pbs-tMT2 seguido del pico Pbs-tMT2 que comienza a diminuir en intensidad. A las
24 horas, el espectro de masas muestra como Unica especie mayoritaria a Pbs-cMT2 y
se observan en menor abundancia otras como Pbg-, Pby-, Pb3Zns- y PbyZn-aMT?2.

Los res ultados obt enidos por ESI-MS en ambos experi mentos mu estran que las
especies de Pb(ll) mas import antes for madas son Pbs- y Pb6-itMT2, que se puede
relacionar con la saturacion parcial de las sefiales espectroscépicas de DC y UV-vis. La
principal diferencia provocada por la cantidad de Pb(ll) afadida, es la desaparicion de la
especie inicial Zn,-aMT2 en exceso de plomo(ll). En ambas co ndiciones se for man
especies heterometalicas Pb,Zn-uMT2 que coordinan un total de 4 o 5 iones entre Zn(ll)

y Pb(ll) y las homometalicas coordinan como maximo 6 iones Pb(ll).

2.2.3. Dominio BMT2

2.2.3.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis
El presente estudio de la habilidad coordinante de Zn;-BMT2 frente a Pb(ll), se ha

llevado a cabo mediante valoracionesco n Pb(ll) endi ferentes co ndiciones

experimentales (Tabla 24) registradas por espectroscopia de DC y UV-vis.

25
20 37 7.0
55

Tabla 24. Condiciones experimentales de las valoraciones de Znz-BMT2 con Pb(ll') para el
estudio espectroscopico de DC y UV-vis.

Asi como se puede observar en la tabla anterior, las condiciones estandar de trabajo
son:; una solucién 20 M de Zn;-pMT2,apH 7.0 y 25 °C, que sera el primer analisis.
Luego se comparara con los resultados de la variacion de temperatura, a 37 °C y 55 °C.

El analisis de de la valoracién de la solucion de Zn;-EMT2 con Pb(ll) en condiciones

estandar (Fig. 97, Tabla 25),revela nla coordinacién de Pb(ll) aes te dominio
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IV. Resultados y Discusion

provocando la aparicidon de absorciones similares a las observadas en los espectros de
DC y UV-vis de Zn;-MT2 en presencia de Pb(ll).
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Figura 97. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados a lolargo dela
valoracién de una solucién 20 uM de Zn3-BMT2 a pH 7.0 y 25 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

240(+) y 280(+); 310(-) ancha;
112 | ) 260, 350 nm 250, 350 nm
120_t 421322-2)7r?r$1+); 322(-), 360-376(*). | 260, 330,380 nm | 260, 330, 380, 400 Nm

Tabla 25. Absorciones correspondientes a los e spectros de D C, UV-vis y dif. UV-vis de la

valoracién de una solucién 20 yM de Zn3;-BpMT2 a pH 7.0 y 25 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

Los espectros de DC (Fig. 97A) muestran una evolucién espectral desde el 1° hasta
el 8° eq de Pb(ll), por medio de tres puntos isodicroicos: 295, 337 y 350 nm. A partir del
9° eq de Pb(ll) hay un leve desplazamiento a 260(+) nm y aparece un pequefio hombro
alrededor de 400(-) nm.
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Figura 98. Espectros de dif. UV-vis del (A) 1°-4°, (B) 4°-7° y (C) 7°-9° eq de Pb(ll) afiadidos en
la valoracion de una solucién 20 uM de Znz-pMT2 a pH 7.0 y 25 °C.

En los espectros de UV-vis (Fig. 97B) aparecen dos absorciones una a 260 y otra a
350 nm, asignadas como las de tipo II. Por su parte en los espectros de dif. UV-vis (Fig.
98) se observan que estas sefales aparecen visiblemente desde el 1° hasta el 8° eq de
Pb(ll), per o sesa turan para el4°de Pb(ll). La saturac i6n de las se Aales
espectroscopicas de DC y UV -vis se da a partir del 10° eq de Pb(ll) anadido a Zn;-
EMT2.

En esta valoracion tras adicionar el 12° eq de Pb(ll) y registrar los espectros, se dejo

un test de 20 horas (1 noche) y se volvieron a medir. Este mayor tiempo de estabilizacion
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provocé la aparicion d e nue vas absorciones analogas alas de Zn,-MT2 a 37 °Cen
presencia de Pb(Il) (Fig. 99A), revelando una mayor estructuracion de este fragmento
frente a Pb(ll). Esto conllevaa deducir que la reaccién a temperatura ambie nte es
demasiado lenta y hacen falta t.st mucho mayores por equivalentes de plomo(ll). Es por
esto que se ha decidido estudiar la coordinacion de Pb(ll) a temperaturas mas elevadas
como a 37y 55 °C.
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Figura 99. Evolucion de los espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis del 12° eq de Pb(ll)
afiadido con max. t.s €n la valoracion de una solucién 20 yM de Znz-pMT2 a pH 7.0 y 25 °C.

En la valoracién con Pb(ll) de Zn;-pMT2 apH 7.0 y 37 °C, los iones provocan la
aparicion d e nue vas a bsorciones en los es pectros de DC y UV -vis (Fig. 1 00), que
evolucionan a medida que se van incorporando los equivalentes de Pb(ll). La saturacion
de las sefales espectroscépicas se da a partirdel 10° eq de Pb(ll) afadido a este

dominio.
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Figura 100. Espectros de (A) DC y (B) UV-vis registrados a lo larg o de la va loracion de una
solucion 20 yM de Zn3-BMT2 a pH 7.0 y 37 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afadidos con max. te.

Los espectros de DC (Fig. 100A) reflejan un proceso isodicroico desde el 1° hasta el 7°
eq de Pb(ll), pero a partir de la adicion del 8° eq de Pb(ll) las senales se desplazan y se
hacen mas intensas. En los espectros de UV-vis (Fig. 100B) se observa la aparicion de
nuevas absorciones cuando se satura la proteina. Asi también, en los espectros de dif.
UV-vis (Fig. 101) se puede ver que la contribucion por equivalente de Pb(ll) muestra
distintas absorciones, en donde para el 1° y 3° eq de Pb(ll) se observan sefales de tipo
I, en cambio para el 2° y 4° eq de Pb(ll) se asemejan mas a las cuatro absorciones de
tipo 1.
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afiadidos en la valoracion de una solucién 20 uM de Znz-BMT2 a pH 7.0 y 37 °C con max. teg;.

En la Fig. 102, se puede observar que al dejar un
mayor test por eq de Pb(ll) anadido a Zn;-pMT2, hay
una variacion en las senales, tal y como se puede ver
para el 2° y el 8° eq de Pb(ll) en los espectros de DC.
Esto revela que la proteina requiere un mayor tiempo
de estabilizacion al in corporar los iones Pb(ll), para
asi alcanzar una estructuracion mas compacta de la
proteina frente a este metal. Debido a esto se decide
seguir aum entando la temperatura de la valoracién
las

para llegara unam axima es tructuracién de

especies Pb-IMT2 formadas.
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Figura 102. Evolucion de los
espectros de DC (A) del 2° eq de
Pb(ll) y (B) del 8°eqde Pb(ll)
afadidos en la valoracion de una
solucién 20 yM de Zn3;-pMT2 a
pH 7.0y 37 °C.

En la valoracion con Pb(ll) de Zns;-BMT2 a 55 °C se observo que el aumento de la

temperatura tiene un efecto en la estructuracién de la proteina, provocando la aparicion

de absorciones mas intensas con todos los maximos

una estructuracion analoga a como lo hace Zn,-MT2

y minimos (Fig. 103), mostrando

en presencia de Pb(ll), debido a

que la in corporacién de cada ion Pb(ll) es mas rapida ylo s agregados Pb-MT2

formados son mas estables.
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Figura 103. Espectros de (A)DC, (B) UV-vis y (C) dif.

UV-vis registrados alo larg o de la

valoracién de una solucion 20 uM de Zn3;-BMT2 a pH 7.0 y 55 °C con 5 eq de Pb(ll) afiadidos con

max. test-
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Asi como en las valoraciones con Pb(ll) de Zn,-ttMT2 y de Zn,-MT2 a 55 °C, en este
fragmento tambi én se observd la formacion de precipitado (ap ariencia de pelusas
amarillas) en la solucion a partir de la adicion del 5° eq de Pb(ll). Este precipitado afecta
la intensidad en las sefales de DC y UV-vis que se saturan al anadir el 2° y el 4° eq de
Pb(ll), res pectivamente. Para mostrar claramente el efecto de este precipitado enlos
espectros de DC, se registraron; uno en presencia de precipitado y otro una vez agitada
la solucién, para asi observar la variacion en la intensidad de las sefales, tal como se

puede ver en la Fig. 104.
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Figura 104. Espectros de DC del 5° eq de Pb(ll) anadido en la valoracién de una solucién 20 uM
de Zn;-BpMT2a pH 7.0 y 55 °C. (5Pb_2h con pp y luego se agitdé registrando 5Pb_2h10’; otro
ejemplo es 5Pb_4h registrado con pp y se agité para 5Pb_4h10’).

Una vez analizados los datos e spectroscopicos se puede decir que la temperatura
tiene un efecto directo en la estabilizacion de los iones Pb(ll) en la proteina, por lo que a
mayor temperatura disminuye el tost de cada ion Pb(ll) incorporado a este dominio y la
coordinacién es mas rapida, permitiendo una mayor estabilidad de los agregados Pb -
BMT2, por tanto una mayor estructuracién de estos clusteres en la proteina, que reflejan
absorciones definidas e intensas similares a las observadas en Zn;,-MT2 en presencia
de Pb(ll). Porlo que la variacion d e temperatura afecta a la evolucién espectral y la
saturacion de las sefiales espectroscopicas de DC y UV-vis.

En la Fig. 105, se puede observar |la diferencia en las absorciones de los espectros

de DC mas intensos de cada valoracion, a tres temperaturas diferentes; 25, 37 y 55 °C.

w{ S ] Xih
| LA "
ol T i \ Figura 105. Co mparacion de espectros de DC d el
3 oY k! 12°,10°y 5° eq de Pb (Il) de las valoraciones de una
: 77 solucion 20 uM de ZnBMT2, a pH7.0 y 25,37 y
2 Fd e 55 °C, respectivamente.

X0 Mg M A0 30 336 30 M0 380 400 420 4df
Blarebrag i

Los resultados espectroscopicos obtenidos en las valora ciones realiz adas nos
indican q ue tras la adici 6n de Pb(ll)a Zns;-BMT2 es tos iones se coordi nan a este

dominio a pH 7.0 y dependen directamente de la temperatura.
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2.2.3.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Los experi mentos rea lizados m ediante ES I-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: la primera afiadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de
Zn(ll) inicial, o sea, 3 iones Pb(ll); yla segunda afna diendo un gran exceso de 12
equivalentes de Pb(ll), cada una a las correspondientes preparaciones de solucién 20
MM de Zns;-BMT2 a 25 °Cy pH 7.0. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de 12
horas con el fin de observar la evolucién de las especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos tras la adicion de 3 iones Pb(ll) a la solucion
proteica en estas condi ciones nos muestra la formacion dees pecies tanto
homometalicas Pb -fMT2 como heterométalicas Pb,Zn-fMT2 (Fig. 106 ), donde se ha
podido observar que la especie mas abundante es Pb4-fMT2, seguida de la inicial Zn;-
FMT2 y se di stinguen en menor abundancia los co mplejos PbsZns- y Pb s fMT2. A
medida que pasa el tiempo, la especie Pb4,-fMT2 se mantiene como la mas abundante
y la especie Zns- disminuye. Tras 24 horas las especies Zns- y Pb4-BMT2 son las mas

abundantes y las otras especies heterometalicas Pb,Zn son minoritarias.

Zn;-BMT2 + 3 eq Pb(ll)

Zn, Pb,
Pt‘.-:,.{nl f-':]_.r_’."‘.1
24 h Pb, Pb, Pb.

112 h

1333
I o pa T LR .
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Figura 106. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucién de
una solucion 20 pyM de Zn3;-BMT2,a pH 7.0y 25 °C, tras la adicion de 3 eq de Pb(ll). Los
espectros muestran el estado de carga +3, sefalando sélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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En el se gundo experimento al a Aadir 12 eqde Pb(ll), los es pectros de masa s
registrados muestran la formacion de especies homo y heterometalicas Pb,Zn -pMT2
(Fig. 107 ). En  un primer momento se observd una Uni ca especie may oritaria
homometalica, Pbs-fMT2, ylu ego con mucho menor abundanciaPb s- yla
heterometalica Pb 3Zn;-[iIMT2. Estas especies se mantienen estables durante las 24

horas de reaccion y no hay formacion de la especie inicial Zn;-BMT2.

Zn;-BMT2 + 12 eq Phb(ll)

Pb,
Ph, 13303
Pb,Zn 7
1-24 h pb.zn. P22 L Pbsyn
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Pb.
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Figura 107. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de
una solucién 20 uM de Zn;-pMT2,a pH 7.0y 25 °C, tras laadicionde 12 eq de Pb(ll). Los
espectros muestran el estado de carga +3, sefalando soélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.

Los res ultados obt enidos por ESI-MS e n ambos experim entos mues tran que la
especie mas abundante es Pb4-fMT2, que se puede relacionar con la saturacion de las
sefales tras el 4° eq de Pb(ll) afadido observada en los espectros de dif. UV-vis, en
similares condiciones experimentales, y también en el DC y UV-vis a 55 °C.

La principal diferencia pro vocada por el nim ero de iones Pb(ll) afadid os esla
formacion de la especie inicial Zn;-pMT2, que es nula en presencia de exceso de plomo.
En ambas condiciones se forman especies heterometalicas Pb,Zn-fMT2 que coordinan
un total de 3 o0 4 iones entre Zn(ll) y Pb(ll) y las homometalicas coordinan como maximo
5 iones Pb(ll).
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2.2.4. Analisis global del estudio de la habilidad coordinante de la isoforma

MT2 y sus dominios i« y 3 frente a Pb(ll)

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de la habilidad coordinante de Zn -
MT2 ysu s dominios Zn -aMT2 y Zn -BMT2, por es pectroscopia de DC y U V-vis,

espectrometria de masas y por ITC (sélo para Zn-MT2), podemos sefalar que:

El estudio de la habilidad coordinante de la isoforma MT2 frente a Pb(ll) ha mostrado
que esta proteina coordina los iones Pb(ll) estructurandose de manera analoga como lo
hace MT1 en presencia de Pb(ll), si guiendo procesos isodicroicos, indicando q ue
probablemente los clusteres Pb-MT se forman de manera cooperativa, o sea, que hay
una evolucién del agregado inicial al final sin formacién de especies intermedias.

La saturacion de Zn,-MT2 se da a partir del 6° y 10° eq de Pb(ll) afiadido, a pH 4.5y
a 7.0, respectivamente. Las abs orciones que aparecen por co nsecuenciade la
contribucion de cada equivalente de Pb(ll) anadido a Zn;-MT2 dependen del pH, a 4.5
s6lo se observan de “tipo I”, in dicando que hay un sodlo sitio de unién a Pb(ll). En
cambio a pH 7.0, para los 4 primeros equivalentes Pb(ll) se observaron principalmente
las absorciones de “tipo II”, semejantes a las observadas en la coordinacién de Pb(ll) a
proteinas de zinc por medio de tres Cys con una geometria piramidal trigonal. Ademas
se observan otras bandas similares a las de tipo I, que revelan otro sitio de union de los
iones Pb(ll) en Zn;,-MT2.

Esto se corroboré con lo observado por ITC que revela dos procesos de union de
Pb(ll) en la proteina, con una media estequiométrica de 13 iones Pb(ll).

Adicionalmente, los espectros de masas muestran la formacion de especies homo y
heterometalicas de Pb(ll) y Zn(ll), la especie mas importante es Pbg-MT2 y se observa
que la proteina es capaz de unir hasta 10 iones Pb(ll) y formar clusteres mixtos entre 7
y 9 iones, desde la especie Pb4Zn;- hasta PbgZn,-MT2, esto revela que el Pb(ll) se une

en otros sitios de union dentro de la proteina.

Por su parte, el estudio de la habilidad coordinante de Zn,-zMT2 frente a Pb(ll)
revelé que los iones plomo se enlazan a este dominio, mostrando una huella espectral
de DC diferente a la observadaen Zn,-MT2 en pre sencia de P b(ll), en don de
desaparece la se fial in icial Zn,-SCysy se forman nuevas ban das. Las senales
espectroscopicas muestran una saturacion parcial de la proteina para el 6° eq de Pb(ll)
y otra total tras la adicion del 10° eq de Pb(ll) afadido. La formacion del enlace Pb-
aMT2 reveld absorciones de fipo Il. En este dominio la reaccion de intercambio metalico
es lenta, por lo que el aumento de la temperatura provocé la disminucién de los tes de
los iones Pb(ll) y una saturacion total de Zn,-tMT2 para el 5° eq de Pb(ll) afiadido a
55 °C.

123



En los espectros de masas se observan que los clusteres mas importantes que se
forman son Pbs- y Pbs-tMT2, reflejando que la proteina es capaz de unir entre 1y 2
iones mas de los inicialmente coordinados a Zn4-atMT2, indicando que estos nuevos
agregados de Pb(ll) f ormados tienen si tios de uni 6n di ferentes a los io nes Zn(ll)

provocando una nueva estructuracion de este dominio.

En el caso del estudio de Zn;-BMT2 frente a Pb(ll), este revelé la coordinacién de los
iones Pb(ll) a este dominio, provocando la aparicion de nuevas absorciones analogas a
las obs ervadas en Zn ;,-MT2 tras enl azar plomo, siguiendo un proceso par cialmente
isodicroico. Las se fiales espectroscopicas mues tran una sa turacion de este dominio
para el 10° eq de Pb(ll) anadido a 25 °C, y a 55 °C una parcial para el 2° y una total
para el 4° eq de Pb(ll). A temperatura ambiente la reaccion de intercambio de Zn(ll) por
Pb(ll)es le ntay elaumen to de ésta hace di sminuir lost ot de los io nes P b(ll),
provocando una pronta saturacién de Znz-fiMT2.

Los nuevos enlaces Pb-iMT2 originan la aparicién de absorciones de tipo Il a 25 °C,
que pod ria indicar un sodlo sitio de uniéon a Pb(ll) por medio de tres Cy s en una
geometria piramidal trigonal y en cam bio a 37 y 55 °C, las bandas son de tipo I y I,
revelando mas de un entorno de coordinacion.

Por espectrometria de masas se obs ervo que la es pecie mas importante es Pb 4-
BMT2, indicando asi que este frag mento au menta el ndmero de i ones co ordinados
inicialmente a Zn;-BMT2, mostrando una nueva estructuracion de la proteina frente a

estos iones.

Finalmente, el estudio de la habilidad coordinante de la isoforma MT2 de mamifero y
sus dominios « y [} frente a Pb(ll) muestran que | os fragmentos se comportan de
manera in dependiente dentro de la pro teina ent era, de ac uerdo ala capacidad
coordinante de los iones plomo(ll), ya que los clusteres formados mas importantes son
Pbs-MT2y Pbys-fMT2 y en lapro teina enteraes Pb ¢-MT2. De ac uerdo ala
estructuracion fren te alo s iones Pb(ll), el fragmento PMT2 presenta absorciones
semejantes a MT2, reflejando un plegamiento analogo en presencia de Pb(ll). Ademas
al comparar las reacciones de incorporacién de Pb(ll), se pudo observar que en aMT2
es mas lenta que para fMT2, indicando asi que este ultimo fragmento tiene una mayor
habilidad coordinante, ya que sus es pecies Pb-MT2 se mantienen estables en el
tiempo y presentan un mayor estructuracion que las Pb-utMT2. Por lo que el fragmento
BMT2 seria el dominante dentro de la proteina entera Zn-MT2, reflejando esta gran

capacidad coordinante frente a Pb(ll).
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IV. Resultados y Discusion

2.3.Habilidad coordinante de la isoforma MT3 de mamifero y sus

dominios a y [ frente a Pb(ll)
2.3.1. Isoforma MT3 de mamifero

2.3.1.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

En este apartado se ana lizaran y discutiran lo s resultados obtenidos en las
valoraciones de la preparacion Zn-MT3 con Pb(ll) mediante DC y UV-vis en diferentes

condiciones experimentales que se muestran a continuacion:

37 7.0
5

55 4.5

25

45|70

10 55

37 7.0

55 4.5
20

37 7.0

Tabla 26. Condiciones experimentales de las valoraciones de la preparacion Zn-MT3 con Pb(ll)
para el estudio espectroscépico de DC y UV-vis.

El analisis de los datos obtenidos en el estudio espectroscépico de la valoracion con
Pb(CIO,), de Zn-MT3 en la s co ndiciones e standar de trab ajo (solucion 10 uM de
proteina, a pH 4.5, 25 °C), evidencian que los iones Pb(ll) se coordinan a la proteina
provocando la aparicion de nuevas absorciones en los espectros de DC y UV-vis (Fig.
108, Tabla 27).
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Figura 108. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados alolarg o de la
valoracién de la preparacion 10 yM de Zn-MT3 a pH 4.5y 25 °C hasta 11 eq de Pb(ll) afadidos
con max. test.

254(+), 340(-), 375(+), 404(-) nm 260, 350 nm 250, 350 nm

Tabla 27. Absorciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-vis de la
valoracioén de la preparacion 10 uM de Zn-MT3 a pH 4.5y 25 °C hasta 11 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.
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El conjunto de datos es pectroscépicos de DC y U V-vis (Fig. 108) muestran una
variacion espectral desde la adicién del 1° eq de Pb(ll) hasta llegar a un punto de
saturacion entre el 5° y 6° eq de P b(ll) anadido, como se puede ver en la grafica de
absorbancia (a 260 y 350 nm) vs. equivalentes de Pb(ll) anadidos a Zn-MT3 (Fig. 109),
asi también se pudo observar que a partir del 10° eq de Pb(ll) empieza a disminuir la

intensidad de las sefiales espectroscopicas.
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Figura 109. Graficas de absorbancias vs. eq de Pb(ll) a 250 y 350 nm, de la valora cion de la
preparaciéon 10 uM de Zn-MT3 a pH 4.5 y 25 °C hasta 11 eq de Pb(ll) afadidos con max. teg.

Los es pectros alcanzan su maxima intensidad tras la adicién de 6 iones plomo(ll),
mientras que para el 7° eq de Pb(ll) anadido se observa unle ve cambioenla s
absorciones de DC entre 370-420 nm (Fig. 108 A), las adi ciones posteriores no
modifican la forma y la intensidad de los espectros, es decir, la muestra de proteina
mantiene la quiralidad de las especies Pb-MT3 formadas.

Los espectros de DC (Fig. 108A) muestran cu atro absorciones anchas: entre 240 -
300(+), 320-360(-), 360-380(+) y una centrada a 400(-) nm. Estas sefnales, presentan
una primera etapa desde el 1° hasta el 3° eq de Pb(Il) aumentando la intensidad con los
siguientes puntos isodicroicos: 318, 358 y 390 nm, y una segunda etapa, a partir del 4°
eq de Pb(ll ) donde las abs orciones son mas definidas y so6lo mantienen los pun tos

isodicroicos 358 y 390 nm.

Por otrola do, en los es pectros de UV-vis (Fi g. 108B) se obs ervan sélo dos
absorciones: a 260 y otra a 350 nm denominadas de tipo /I, que se hacen mas intensas
a medida que se adicionan los iones Pb(ll) hasta la saturacién de la proteina.

En cambio, | os espectros de dif. UV -vis (Fig. 110) muestran mas d e un tipo de
absorciones: para el 1° y 2° eq de Pb(ll) las de tipo /I, y luego para el 3° eq de Pb(ll) hay
leve desplazamiento de la absorcion de 350 a 360 nm. La mayor diferencia se observé
para el 4° eq de Pb(ll) anadido que provoca la aparicién de tres nuevas absorciones a
270, 315y 390 nm. A partir de la adicién del 5° eq de Pb(ll) se observa una absorcién a

340 nm poco definida. Esto indica que la coordinacion de plomo a la proteina se da en
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mas de un proceso de union dependiendo del numero de equivalentes de Pb(ll)

anadidos, es decir, mostrando diferentes sitios de coordinacion.

'
Bt

PSP

F: e
v —— o — B e e—

I B DB S 350 139 B8 380 A0 ADS 4P aal T PE) JBO DEN B0 IIT A0 A0 0 BN AN A5 I PRS00 DO BOA 130 BED B M AN 43T kb
Wi g P s mmmgry s W b gy

Figura 110. Evolucion de los espectros de dif. UV-vis de la valoracion de la preparaciéon 10 uM
de Zn-MT3 a pH 4.5y 25 °C hasta 11 equivalentes de Pb(ll) afiadidos con max. tes.

Una vez evidenciado la coordinacién de los iones Pb(ll) a la preparacion Zn-MT3 en
condiciones estandar, se realizd una nueva valoracion aumentando la temperatura a
55 °C. Los espectros de DC y UV-vis (Fig. 111A-B) muestran la aparicién de

absorciones similares pero menos intensas que en la valoraciéon a 25 °C.
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Figura 111. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de la preparacion 10 yM de Zn-MT3 a pH 4.5 y 55 °C hasta 8 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

Los espectros de DC (Fig. 111A) muestran un aumento de la intensidad de las
absorciones desde el 1° hasta el 7° eq de Pb(ll), manteniendo en todo momento un
proceso isodicroico. A diferencia de la valoracion a 25 °C, no se observa una
desestructuracion de la proteina tras la adicion del 7° eq de Pb(ll).

Los espectros de UV-vis (Fig. 111B) se saturan totalmente para el 6° eq de Pb(ll),
pero cada equivalente afadido sigue una evolucion diferente como se observé en los
espectros de dif. UV-vis (Fig. 111C). La contribucién del 1° y 2° eq de Pb(ll) muestran
absorciones a 250 y 350 nm como las observadas a 25 °C, para el 3° y 4° eq de Pb(ll)
se observa un desplazamiento de la absorcion a 350 nm, y en cambio para el 5° y 6° eq
aparecen bandas a 260, 310 y 390 nm. Por ultimo, para el 7° y 8° eq de Pb(ll) afiadido
no se observan absorciones definidas.

Las sefales espectroscopicas muestran una saturacion de Zn-MT3 entre 6 y 7 iones
Pb(ll). El aumento de la temperatura provocdé una disminucién en los te por
equivalentes de Pb(ll) que igualmente no son muy largos en comparacion a los
observados en Zn;-MT1 y Zn,-MT2.
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Otro de los factores que se estudid es la concentracion de la preparacion Zn-MT3,
para asi conocer el efecto que pueda tener en la interaccién de los iones Pb(ll) con una
solucion de proteina mas o menos concentrada. Para esto se realizaron valoraciones
con Pb(Il) de Zn-MT3 a una mayor y menor concentracion, 20 y 5 yM, respectivamente,
manteniendo las otras variables en condiciones estandar (pH 4.5y 55 °C).

En los espectros de DC y UV-vis (Fig. 112A-B) obtenidos de la valoracién con Pb(ll)
de Zn-MT3 a 20 pM, se observaron que las absorciones son analogas a las observadas
en la valoracion a 10 yM, pero éstas son mas intensas y muestran una saturacion de la

proteinas entre 7 y 8 equivalentes de Pb(ll).
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Figura 112. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados alolarg o dela
valoracion de la preparacion 20 yM de Zn,-MT3 a pH 4.5 y 55 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

Las senales de DC mantienen tres puntos isodicroicos (318, 358 y 390 nm) similares
a los observados en las valoraciones con las otras condiciones. Los espectros de dif.
UV-vis (Fig. 112C) presentan absorciones con algunas diferencias a las observadas en
Zn-MT3 a 10 uM en presencia de Pb(ll).

Por su parte, en los espectros de DC y UV-vis (Fig. 113) obtenidos en la valoracién
de Zn-MT3 a 5 pM frente a Pb(ll), se observé que las absorciones son semejantes a las
mostradas en las valoraciones a 10 y 20 yM, pero éstas son poco intensas y definidas.
Los espectros de DC (Fig. 113A) siguen un proceso con menos puntos isodicroicos y
presentan una saturacién parcial de Zn-MT3 para el 4° eq de Pb(ll) afiadido y una total
tras la adicion de 7 iones plomo(ll). Las sefales en los espectros de UV-vis (Fig. 113B)
muestran la saturacién de la proteina entre 4 y 5 iones Pb(ll) afiadidos a diferencia de

las otras valoraciones.
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Figura 113. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alo lar go de la
valoracioén de la preparacién 5 yM de Zn-MT3 apH 4.5 y 55 °C hasta 8 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.
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En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 113C) se observé un proceso diferente a las
otras valoraciones, ya que la incorporacion del 1° eq de Pb(ll) a Zn-MT3 provoca la
aparicion de tres absorciones: 250, 340 y 380 nm, similares a las de fipo | observadas
anteriormente cuando Zn-MT1 enlaza Pb(ll). Mientras que, tras la coordinacion del 2° y
3° eq de Pb(Il) aparecen las absorciones a 250 y 350 nm, asignadas de tipo /. A partir
del 4° eq de Pb(ll) enlazado aparecen otras senales poco intensas. Esto indica que la
formacion de las especies Pb-MT3 sigue un proceso diferente al observado en las otras

condiciones.

Otro de los factores que se ha estudiado es el pH, para esto se realizé una
valoracion con iguales condiciones estandar de concentracion y temperatura (10 pM,
25 °C), pero a pH 7.0 (Fig. 114).
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Figura 114. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la

valoracion de la preparacion 10 yM de Zn-MT3 a pH 7.0 y 25 °C hasta 9 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. teg.

Los resultados obtenidos a pH neutro muestran absorciones analogas a las
observadas a pH 4.5, pero no son tan definidas revelando una menor estructuracion de
Zn-MT3 en presencia de Pb(ll). Las sefales espectroscopicas de DC muestran una
saturacion parcial de la proteina a partir del 6° eq de Pb(ll) y una total para 9 eq de Pb(ll)
afadidos. En cambio, en los espectros de UV-vis se observa una saturacion tras la
incorporacion del 5° eq de Pb(ll) a Zn-MT3.

Los espectros de DC (Fig. 114A) muestran dos absorciones positivas centradas a
260 y 380 nm bien definidas, en cambio las sefales negativas no se forman del todo,
especialmente la sefal a 410(-) nm, que se diferencian a las observadas a pH acido.

En los espectros de UV-vis (Fig. 114B) se observan dos absorciones a 260 y 350 nm
similares a las de Zn-MT3 a pH 4.5 frente a Pb(ll). En los espectros de dif. UV-vis (Fig.
114C) se observé que el 1° eq de Pb(ll) afiadido muestra dos absorciones a 250 y 340
nm, y la coordinacién del 2°, 3° y 4° eq de Pb(Il) mantienen la absorcién a 250 nm pero
la segunda sefial se desplaza levemente a 350 nm. Para las adiciones posteriores del 5°
y 6° eq de Pb(ll) ya no se observan absorciones definidas, y a partir de los 7 iones
plomo(ll) afiadidos no hay mas contribuciones.

De igual manera que el experimento anterior, se realiz6 una nueva valoracion en

condiciones similares de concentracion de proteina y pH (solucién 10 yM de la
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preparacion Zn-MT3, pH 7.0) pero aumentando la temperatura a 55 °C, para ver si ésta
influia en la estructuracion de la proteina o en el tes; requerido para cada equivalente de
Pb(Il) anadido. En los espectros de DC y UV-vis (Fig. 115A-B) se observé la aparicion
de abs orciones bi en definidas e intensas, que son indicativas de una mayor
estructuracion de la proteina frente a Pb(ll), es decir, las es pecies Pb-MT3 formadas

tienen una mayor quiralidad.
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Figura 115. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alolarg o dela
valoracion de una solucién 10 uM de la preparacion Zn-MT3 apH 7.0y 55 °C hasta 10 eq de
Pb(ll) afadidos con max. tes;.

Los espectros de DC (Fig. 115A) muestran un conjunto de absorciones que siguen
un proceso isodicroico bien definido, diferente al obtenido en similares condiciones pero
a temperatura ambiente, sin embargo es analogo al observado a pH 4.5. Las sefales
espectroscépicas muestran la saturacion de Zn-MT3 en dos etapas: una parcial, sobre
los 360 nm, a partir del 7° eq de Pb(ll) ahadido; y otra total tras la adicion del 9° eq de
Pb(ll).

Los espectros de UV-vis (Fig. 115B) presentan dos absorciones asignadas como de
tipo I, que sefialan la saturacion de Zn-MT3 tras el 7° eq de Pb(ll) afiadido. Y en los
espectros de dif. UV -vis (Fig. 115C) se obs ervan diferentes senales a lolargode la

valoracion.

Por otra parte, siguiendo con este estudio se realizd una valoracion de la preparacién
Zn-MT3 con Pb(ll) en condiciones similares a las fisiologicas: pH 7.0 y 37 °C (Fig. 116).
El analisis detallado de los datos espectroscopicos revelo la coordinacion del ion Pb(ll)

a la proteina.
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Figura 116. Espectros de (A) D C, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados alolarg o dela
valoracion de una solucién 10 uM de la preparacion Zn-MT3 apH 7.0 y 37 °C hasta 13 eq de
Pb(ll) anadidos con max. test.
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En los espectros de DC (Fig. 116A) se observo la aparicion de cuatro absorciones:
280(+), 330(-), 375(+) y 400(-) nm, con un proceso isodicroico bien definido, analogas a
las observadas en las valoraciones anteriores de Zn-MT3 frente a Pb(ll). En los
espectros de UV-vis (Fig. 116B) se observan dos absorciones a 250 y 350 nm, de tipo /I.
En ambos espectros se observé que la incorporacion de Pb(ll) transcurre en dos etapas:
la primera, desde el 1° al 6° eq de Pb(ll) y la segunda, a partir del 7° al 11° eq de Pb(ll),

una vez afadidos estos iones la proteina comienza a saturarse.
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Figura 117. Espectros de dif. UV-vis de la valoracién de una solucién 10 uM de la preparacion
Zn-MT3 a pH 7.0 y 37 °C hasta 13 eq de Pb(ll) ahadidos con max. teg.

En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 117) se observé que las absorciones no varian
notoriamente a medida que se anaden los equivalentes de Pb(ll) a Zn-MT3,
manteniéndose las de tipo I/ desde el 1° hasta el 5° eq de Pb(ll), pero la adicién del 6°
eq Pb(ll) provoca un desplazamiento de la absorcién 350 nm, y a partir del 7° hasta el
11° eq de Pb(Il) aparece una leve absorcion a 380 nm. Después de los 12 iones plomo
afiadidos las absorciones son negativas.

Las sefiales espectroscopicas de DC y UV-vis muestran que se llega a una situacion
de saturacion parcial de la proteina para el 6° eq de Pb(ll) afiadido y una final para la
adicién del 11° y 12° eq de Pb(ll). Esto a su vez se pudo observar en la grafica de Abs.
a 250 nm vs. Eq de Pb(ll) anadidos (Fig. 118), que ademas muestra que tras la

incorporacion de 12 eq de Pb(Il) a Zn-MT3 comienza a disminuir la absorbancia.
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Figura 118. Variacion de la absorcion a una A ii |
determinada en funcion del numero de
equivalentes de Pb(ll) anadidos a lo largo de
la valoracion de una solucion 10 yM de la
preparacién Zn-MT3 con Pb(CIO,),, a pH 7.0

y a 37 °C.
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Para seguir co n el e studiode Zn-MT3 en c ondiciones de pH7.0 y 37 °C, se
realizaron otras valoraciones, p eroes ta vez aumentando yd isminuyendo Ila

concentracion respecto a la estandar, es decir, a 20 y 5 uM.

En los espectros de DC y UV-vis (Fig 119) obtenidos en la valoracion con Pb(ll) de la
preparacion Zn-MT3 a 20 uM, se observaron la aparicion de absorciones analogas a las

antes vistas en las otras condiciones ensayadas.
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Figura 119. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alolarg o de la
valoracién de una solucién 20 uM de la preparacion Zn-MT3 apH 7.0 y 37 °C hasta 12 eq de

Pb(ll) afiadidos con max. tes.

En los espectros de DC (Fig. 119A) se observd una gran diferencia de intensidad a
partirdel 1 1° eq de Pb(ll) afadido que pue de ser efecto de un mayor tiempo de
estabilizacion (mas de 12 horas). En los espectros de UV-vis (Fig. 119B) se observo un
cambio en las absorciones tras la adicion de 11 iones plomo(ll). En los espectros de dif.
UV-vis (Fig. 119 C) se observa la variac ion de estas sefial es, en donde aparecen
(espectro azul) nuevas absorciones. Las sefial es es pectroscopicas mues tran| a

saturacion de Zn-MT3 a partir del 11° eq de Pb(ll) afiadido.

Por su parte, los espectros de DC y UV-vis (Fig. 120) registrados de la valoracion
con Pb(ll)de Zn-MT3 a5 uy M mostraron un conjunto d e ban das semejantes alas
observadas anteriormente, pero éstas son menos intensas que las obtenidas en Zn -

MT3 a 10 uM en presencia de plomo(ll).
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Figura 120. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alo lar go de la
valoracion de una solucion 5 M de la preparacion Zn-MT3 a pH 7.0 y 37 °C hasta 12 eq de Pb(ll)
afiadidos con max. tegt.
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La saturacion de las sefiales espectroscépicas se da para 11 iones Pb(ll) afadidos a

Zn-MT3. En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 120C) se observa la mayor contribucion
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para el 1° eq de Pb(ll) que muestra dos absorciones de tipo Il y para el 11° eq de Pb(ll)
aparecen absorciones similares a las observadas en los experimentos con

concentracion 20 yM de proteina.

Los datos obtenidos de los espectros de DC y UV-vis nos indican que al adicionar
iones Pb(ll) a la preparacion Zn-MT3, éstos se coordinan a la proteina provocando la
aparicion de un conjunto de absorciones que muestran una huella espectral
caracteristica y diferente a las observadas para las especies Pb-MT1 y Pb-MT2. La
formacion de los complejos Pb-MT3 se pueden ver afectada levemente por algunos
factores como la concentracion, temperatura y pH, estos efectos se expondran mas
adelante en el apartado 3. (Analisis de los factores experimentales que afectan la

capacidad coordinante de las MTs de mamifero frente a Pb(ll)).

2.3.1.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

En este apartado se presenta el analisis y comparacion de los resultados obtenidos
de la interaccién de Pb(ll) con Zn-MT3 por espectrometria de masas (ESI-MS). El
analisis de estos espectros permiten obtener informacion sobre las especies que se
forman al enlazarse el i6bn Pb(ll) a la proteina, asi como la estabilidad y evolucion de
éstas en el tiempo.

Los experimentos realizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: afiadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de Zn(ll) inicial;
y afadiendo un gran exceso de Pb(ll). En un primer estudio se llevé a cabo la adicién
de 7 eq de Pb(Il) a una solucion 10 uM de la preparacién Zn-MT3 a 25 °C y pH 7.0. En
otro experimento similar, se afiadieron 35 eq Pb(ll) a esta proteina bajo las mismas
condiciones experimentales. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de 24 horas
con el fin de observar la evolucién de las especies formadas. En ambos experimentos
los espectros de masas muestran la formacion del mismo patron de especies con
algunos aductos de amonio y percloratos correspondientes a ellas.

El analisis de los resultados obtenidos tras la adicion de 7 eq de Pb(ll) a la solucion
proteica muestra que estos iones dan lugar a la formacién de especies tanto
homometalicas Pb-MT3 como heterométalicas Pb,Zn-MT3, como se puede observar en
la Fig. 121, donde ademas se puede apreciar que en un primer momento (10 min) tras
la adicion de Pb(ll), el pico mas intenso corresponde a la especie Pbg-MT3 y aparecen
otros picos de menor intensidad identificados como PbgZns- y Pb4-MT3 de igual
abundancia, seguidos por PbgZns- y Pbg- ,y otras menos abundantes como Pb;Zns- y
PbeZno-MT3, manteniéndose hasta las 2 horas. A partir de las 4 horas de reaccién los
espectros de masas muestran una disminucién de las especies homometalicas Pb-MT3

y un aumento de especies mixtas, siendo la mas importante PbgZn- y luego sigue
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Pb;Zns- y Pbg-MT3, y otras especies menos abundantes que suman entre 7 y 10 iones.
A medida que avanza el tie mpo de reaccién hasta las 8 horas, se forma la es pecie
inicial Zn .-MT3 y cambian las in tensidades de la s otra s es pecies, en don de la

mayoritaria es Pb;Zn,-MT3, siguiendo en abundancia PbsZns-, PbgZn,-, PbgZn,- y Pb7-,
y menos abundantes Pb ;Zns-, Pb 5Zn4-, Pb 4Zn4-, Pb 3Zn4-, Pb 5Zns-, y una especie
homometalica Pb -, Pb 1Zng-, Pb oZn,-MT3. Finalmente a las 24 horas, la e specie Zns-
MT3 se hace mas intensa y la especie mayoritaria es PbsZn;-MT3 y le siguen PbgZn,- y
luego las otras especies como: Pb;Zn,-, PbsZn4-, PbgZn,-, Pb;Zn-MT3 y otras menos
abundantes como las mencionadas anteriormente.

A diferencia de lo observado anteriormente, en el experimento de la preparacion Zn-
MT3 en presencia de un exceso de 35 iones Pb(ll) se observé en los espectros de
masas (Fig. 122) que la formacién de especies homometalicas Pb-MT3 tiene un mayor
numero de iones de hasta Pb4,-MT3, y menos especies mixtas Pb,Zn-MT3. Al registrar
los es pectros del tiempo inicial (10 min) se observo la formacion de la s e species
mayoritariamente homometalicas como Pby-, Pbg-, y la es pecie mixta PbgZn-, Pb g
hasta Pb4,-MT3, en orden de abundancia, esto se mantiene hasta las 2 horas. A partir
de las 4 horas de reaccion se observan mas especies mixtas como: PbgZns-, PbgZn;-,
Pb;Zn-, Pb7Zn,- y PbsZn,-MT3 en orden de abundancia, pero las mas intensas son las

homometalicas: Pbg- y Pb1o-MT?3.

Tras 8 horas la es pecie mayoritaria es PbgZn,-MT3 seguida de Pbg-MT3, mientras
las otras especies se mantienen con similares intensidades, observandose un aumento
de las especies mixtas. A medida que avanza el tiempo de reaccion hasta las 24 horas,
se observé que las especies formadas con mayor intensidad son Pbg-, PbgZn;-, Pb1g- y
PboZn,- y luego con menor intensidad estan las especies Pbs;Zn,-, Pb;Zn,-, PbeZn,-,
Pbs-, PbsZns-, PbsZn,-MT3.

De todas estas observaciones se puede inferir que la preparacién Zn-MT3 al estar a
pH 7.0 mantiene coordinados sus iones Zn(ll) y en presencia de Pb(ll) se forman las
especies mi xtas de contenido de Pb(ll) y Zn(l1), en donde al cabo de 24 horas de
reaccion al anadir una baja cantidad de iones plomo se mantienen las especies con 5y
6 plomos coordinados: PbsZns- y PbgZn,-MT3, en cambio en presencia de un exceso de
plomo las especies mas abundantes son Pbg-, Pb4o- y PbgZn-MT3 donde se coordinan
a la proteina 9 y 10 iones metalicos, con mayoria en contenido en plomo. También se
observé una estabilidad del contenido de plomo(ll) en la proteina en un largo tiempo de
reaccion (24 horas).

En relacion a los resultados observados anteriormente por espectroscopia de DC y
UV-vis, se puede recordar que la saturacion de Zn-MT3 se da entre 5 y 6 iones Pb(ll)

afiadidos en similares co ndiciones (10 uM de proteina, pH 7.0 y 25 °C). Yen
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condiciones de 55 °C se observaron sa turaciones entre el8°y 9°eq de Pb(ll)

adicionado, por lo que los resultados espectroscopicos tienen cierta concordancia con

los observados por ESI-MS.

Zn-MT3 + 7 eq Pb(ll)

Pb:Zn,
Ph
PbeZn, PbeZn,

Ph.Zn, Pb-Zn- :
O % Bh

En_-_ : Eh,,LI ¥l j| - Pb.Zn

o AP PbyZn, Pb.Zn Pb,,
24 h s i
o
I
8 h 194 45
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4h

i 11 5
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Figura 121. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de
una solucion 10 uM de la preparacion Zn-MT3, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 7 eq de Pb(ll).
Los e spectros muestran el es tado de carga +5, sefialando sélo las e species ide ntificadas,
obviando los correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

Zn-MT3 + 35 eq Pb(ll)

Pb : II'-"l JgN

Pb:Zn- 17723
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Figura 122. Espectros de ESI-MS registrados durante 8 horas que muestran la evoluciéon de una
solucion 10 uM de la preparacion Zn-MT3, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 35 eq de Pb(ll).
Los e spectros muestran el es tado de carga +5, sefalando sélo las e species ide ntificadas,
obviando los correspondientes aductos de perclorato y amonio.

También se realizé un experimento que se llevo a cabo en condiciones fisioldgicas, a

pH 7.0y 37 °C, con una concentracion 10 yM de la preparacién Zn-MT3, en donde se

afiadieron 10 eq de Pb (ll), por ser una cantidad suficiente para saturar esta proteinay

se midié hasta un maximo de 24 horas.
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Zn-MT3 + 10 eq Pb(ll)

Pb.Zn,
Pb:Zn, _ Pbs
Pb-Zn
Pb,Zn, =l Phedn
PbeZn, *beZn,
24h PbZ0s ppzn,  Pbezn, P2 1e00.5
- Pb,Zn, 8] Pb;q
Iy [ k]

12h G " s
38h
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Figura 123. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucién de
una solucion 10 uM de Zn,-MT3,a pH 7.0 y 37 °C, tras la adicibnde 10 eq de Pb(ll). Los
espectros muestran el estado de carga +5, sefalando sélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

Los es pectros reg istrados (Fig. 123) revelan quela es pecie inici al Zn,-MT3 se
mantiene, pero ademas aparecen especies homometalicas Pb-MT3 y heterometalicas
Pb,Zn-MT3, siendo la mas abundante la especie PbgZn,-, seguida por Pb;Zn,-, PbsZns-,
PbgZn4-, PbsZn,-, Pb7Zny- y Pbg-MT3, entre otras. A partir de 1 hora la especie Zn;-MT3
mantiene su intensidad, pero las especies formadas ant eriormente varianensu s
intensidades siguiendo un patron de especies mixtas con un contenido metalico entre 7
y 10 iones en su mayoria de Pb(ll) como son: PbsgZns-, Pb;Zn,-, PbeZn,-, PbsZns-MT3
siendo éstas las mas abundantes, PbsZn,-, PbsZns-, Pbg-, PbgZns-, PboZns-, Pb1Zng- y
Pb1o-MT3 en orden de intensidad. Alca bo de 2 hor as la es pecie inicial Zn7-MT3
disminuye en intensidad,y se manti ene el mismo patron de especies formadas
anteriormente. A medida que transcurren 3 horas se observa casi la desaparicion de la
especie Zn,-MT3, mientras las especies Pbg- y Pb1o-MT3 se hacen mas intensas. Tras
las 5 hor as comienza avariar la abundancia de las especies formadas, pero se
mantiene como la es pecie mas importante PbgZn4-, seguida por Pb -, PbgZn,-, Pb 4o,
PbsZn4-, Pb7Zn,- y Pbe-MT3, hastalas 8 horas. A las 12 horas comienza a formars e
nuevamente la es pecie Zn;-MT3 y las otras especies se mantienen tras 24 horas de

reaccion.

Asi, el co njunto de datos par ece indicar que en estas co ndiciones, se forman
inicialmente un conjunto de especies Pb,Zn,-MT1 (x+y= 8, 9 6 10) que son estables en
el tiempo (24 horas) y que mantienen un equilibrio con la es pecie Zn,-MT3 al inicio
(hasta 2 horas) y final (a partir de las 12 horas) de la reaccion.

Cabe destacar que en los tres experimentos de ESI-MS, la mayoria de las especies
formadas, sean mixtas como homo metalicas de Pb(ll), contienen entre 8 y 10 iones

metalicos (excepto PbsZng-, PboZns-MT3, entre otras).

2.3.1.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

Con lafinalidad de obtener datos te rmodinamicos refe rentes al des plazamiento de
Zn(ll) por Pb(ll) se valora Zn-MT3 con Pb(ll) mediante un experimento de ITC, en
condiciones estandarde trabajo analogas a las utilizadas par a eles tudio

espectroscopico, es decir, una concentracion 10 uM de proteina, pH 4.5y 25 °C.

4.23+0.35 -7667 -8709 = 105 -3.41 5.64 £ 0.05

Tabla 28. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracién con
Pb(ll) de la preparacion Zn-MT3 a 20 uM, pH 4.5 y 25 °C. El resultado de AG se ha obtenido a
partir de la formula AG = -RT InK.
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Los res ultados obtenidos en esta valoracién por ITC (Fig.124, Tabla 28), muestra
que el desplazamiento de Zn(ll) por Pb(ll) se da en un proceso termodinamicamente
favorable, tanto entropica como entalpicamente, con un AG -7667 cal/mol. La diferencia
de entropia (AS) es de -3.41 cal/molK indica que la formacién de los nuevos clusteres
es desfavorable y ademas revela que éstos presentan un menor desorden molecular
quelo s de Zn(ll). Ademas la diferen cia de entalpia (AH) denota una rea ccién
exotérmica.

Asi también esta valoracion muestra que el numero de iones Pb(ll) que se enlazan a
Zn-MT3 es aproximadamente 6 iones Pb(ll) (5.64 £ 0.05) con sitios d e co ordinacion
idénticos, ya que al comparar la curva tedrica con la experimental estas coinciden (Fig.
124). Esto puede ser comparable con la saturacién parcial de Zn-MT3 para el 6° eq de
Pb(Il) observada en los espectros de DC y UV-vis. Asi también, en los es pectros de

masas se muestra una especie mixta PbgZn,-MT3 que se mantiene en el tiempo.

2.3.2. Dominio oMT3

2.3.2.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

El presente estudio de la habilidad coordinante de Zn,-:MT3 frente a Pb(ll), se ha
llevadoa cabo media nte las valora ciones con Pb(ll) en di ferentes co ndiciones
experimentales registradas por espectroscopia de DC y UV -vis, que se detallan en la

tabla siguiente.
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25 45|70
37 7.0

20

Tabla 29. Condiciones experimentales de las valoraciones de Zn-titMT3 con Pb(ll ) para el
estudio espectroscopico de DC y UV-vis.

El primer analisis se realizara a partir de la valoracién con Pb(ll) de Zn,-ctMT3 en las
condiciones es tandar d e trabajo: una concentracion 20 yM de proteina, apH 4.5y
25 °C. Luego se comparara con los resultados al variar el pHa 7.0 y por ultimo, se

analizaran las condiciones similares a las fisioldgicas (37 °C y pH 7.0).

El estudio espectroscopico dela valoracion de Zn 4,uMT3 frentea Pb(ll) en
condiciones de trabajo, reveld la coordinacion de los iones Pb(ll) a este dominio, por
medio de la aparicion de absorciones en el DC y en el UV-vis (Fig. 125, Tabla 30), que

muestran la estructuracion y formacion de los enlaces de los clusteres Pb-ctMT3.
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Figura 125. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alo larg o de la
valoracién de una solucién 20 uM de Zn,-zMT3 a pH 4.5 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

230(-), 2 61(+,-), 2 75(-), 300(+ ),

330(-), 375(+), 410(-) nm 250, 340 nm 250, 340 nm

Tabla 30. Absorciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-vis de la
valoracion de una solucion 20 yM de Zn-zMT3 a pH 4.5 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Los espectros de DC (Fig. 126) muestran absorciones negativas y positivas: 260(- y
+), 270(-) y 300(+), 330(-) ancha, 375(+) ancha y 410(-) nm, estas sefales aumentan en
intensidad hasta el 4° eq de Pb(Il) afiadido, mostrando una evolucion espectral con tres
puntos isodicroicos: 285, 310 y 358 nm (Fig. 126A, circulos). A partir de la adicion del 5°
eq de Pb(ll) hay un cambio en la estructuracion de la proteina, que se observa en el
desplazamiento de las senales e ntrelos 250 y 300 n m (Fig. 126B, circulo verde),
ademas de una variacion de una sola banda ancha a dividirse en dos a 325 y 343 nm
(Fig. 125B, circulo gris). Las sefiales muestran la saturacién total de Zn,-aMT3 para el 6°
eq de Pb(ll) anadido.
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Figura 126. Espectros de DC: (A) del 1° al
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Los espectros de UV-vis (Fig. 125B) presentan dos absorciones una a 250y otra a
340 nm, tipo I, que aumentan en intensidad hasta el 6° eq de Pb(ll) afadido, la adicion
de mas iones plomo no reflejan ningun cambio en los espectros.
En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 127) se observa que la incorporacion del 1° eq
de Pb(ll) anadido a Zn,-ctMT3 muestra tres absorciones 250, 330 y 375 nm, mientras
que para las adiciones desde el 2° hasta el 5° eq de Pb(ll) aparecen las sefales de tipo

1, esto evidencia dos entornos de coordinacion diferentes.
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Figura 127. Evolucion de los espectros de dif. UV-vis de (A) 1°-4°, (B) 4°-7° y (C) 7°-10° eq de
Pb(ll) de la valoracién de una solucién 20 pM de Zn,-zMT3 a pH 4.5y 25 °C.

La saturacion de las sefales espectroscopicas, ®250 nm ®340 nm
tanto para el DC y el UV-vis, se observan para el 3
5° eq de Pb(ll) y para el 6° eq de Pb(ll) afiadido, Eg
respectivamente, asi como muestra la grafica de g :
absorbancia vs. eq de Pb(ll) (Fig. 128) el punto f
de equivalencia para 6 iones plomo(ll). 0 1 2z 3 4 5 6 7 8 9 10
Eq de Pb(ll)

Figura 128. Grafica de abs vs. eqde
Pb(ll) a 250 y 340 nm de la valoracién
de una soluciéon 20 yM de Zn4-zMT3 con
10eqdePb(ll ) apH 45 y 25 °C,
concediendo max. test.
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En la valoracion de u na so lucion 20 yM de Zns;-tMT3 con Pb(ll)a 25 °C, en
condiciones de pH 7.0, se observé un conjunto de espectros relativamente similares a
los obtenidosa pH 4.5, tanto en el DC como en el UV-vis (Fig. 129). Las se fales
espectroscopicas de DC y UV-vis revelan la saturaciéon de este dominio a partir del 5°
eq de Pb(ll) afiadido.
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Figura 129. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alolarg o dela
valoracién de una solucion 20 pM de Zn,-zMT3 a pH 7.0 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(lIl) afadidos
con max. test.

Los es pectrosde DC (Fig. 130) mues tran

absorciones que aumentan en intensidad (negativa
y positivamente) desde el 1° hasta el 5° eq de Pb(ll)
afadido, manteniendo tres puntos isodicroicos. A
partir de la incorporacion del 6° eq de Pb(ll) a Zn,-
uMT3 las sefales disminuyen su intensidad a causa
de la desestructuraciéon de la proteina, ademas tras

la adicién del 8° eq Pb(ll) se observa un cambio

entre 320 y 350 nm y aparecen dos nuevos puntos
Figura 130. Evoluciénde los o .

espectros de DC de la valoracion isodicroicos, que pod ria revelaruna nue va
de unaso lucion 20 uMde Zny-
aMT3 apH7.0 y 25 °C hasta10
eq de Pb(Il) afiadidos con max. test.

estructuracion de los clusteres Pb-:MT3.

Los espectros de UV-vis (Fig. 129B) muestran dos absorciones a 250 y 340 nm, de
tipo I, que alcanzan su maxima intensidad para el 5° eq de Pb(ll) afadido, y en los
espectros de dif. UV-vis registrados (Fig. 129C) se observan las mismas absorciones a
250, 340y unadébila 380 nm, des de el 2° eq de Pb(ll) hasta la saturacion de la
proteina para 5 io nes plomo(ll), mientras que para las adiciones posteriores aparecen
nuevas absorciones (290,400 nm entre otras) que pod rian indicar un cambio en la

coordinacion de Pb(ll) a este dominio.

Una vez evidenciada la coordinacion de Pb(ll) a Zn,-ctMT3 en ambos pHs, 4.5y 7.0,
se observéd que las absorciones de DC son semejantes manteniendo algunos puntos
isodicroicos, pero la banda entre 260-270(-) nm muestra una mayor intensidad a pH

neutro que a 4.5 (Fig. 131). La saturacion de Zn4-itMT3 a pH neutro se da después del
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5° eq de Pb(ll) afiadido, mientras que a pH acido esto ocurre para el 4° eq de Pb(ll).
Estas observaciones revelan una leve influencia del pH en la coordinacién de Pb(ll) a

este dominio, aunque no afectd a los tes de los iones Pb(ll), siendo éstos cortos.
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Figura 131. Comparacién de espectros de (A) DC y (B) dif. UV-vis del 4° eq de Pb(ll) afiadido
en las valoraciones de una solucion 20 yM de Zn,-uMT3 a pH 7.0y 4.5, a 25 °C.

El dltimo analisis de la valoracion de Zn,-:MT3 frente a Pb(ll) en condiciones similares
alas fisiologicas, pH 7.0y 37 °C, revelo la coordinacion de plomo a este dominio,
observandose sefales espectroscopicas an alogas a las obs ervadas a 25 °C. Los
espectros de DC y UV-vis (Fig. 132) muestran la saturacion de Zng-«tMT3 a partir del 5°
eq de Pb(ll) anadido.

I I i PR T N 030 340 N0 B mW AW A
A mmge

AT
[YET e

Figura 132. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV-vis registrados alolarg o de la
valoracién de una solucion 20 uM de Zn,-zMT3 a pH 7.0 y 37 °C hasta 10 eq de Pb(ll) ahadidos
con max. test.

Los espectros de DC (Fig. 132A) muestran absorciones caracteristicas de Pb-uMT3
que aumentan en intensidad desde la adicion del 1° hasta el 5° de Pb(ll) manteniendo
puntos isodicroicos. A partir del 6 ° eq de Pb(ll) afadido la abs orciéon a 270(-) n m
disminuye su intensidad, revelando la desestructuracion de la proteina, como sucedi6 a
25 °C.

Las senales espectroscopicas de U V-vis (Fig. 132B) muestran la saturacion parcial
de Zn4-tMT3 sobre los 340 nm para el 5° de Pb(ll) anadido y de manera total tras la
adicion del 7° eq de Pb(ll). Los espectros de dif. UV-vis (Fig. 132C) son analogos a los
observados en la valoracion a 25 °C, para el 1° eq de Pb(ll) enlazado a este dominio
aparecen dos absorciones a 250 y 340 nm que se reflejan en el UV-vis. Las adiciones
del 2° hasta el 5° eq de Pb(Il) muestran tres absorciones: 250, 340 y 380 nm.

En base a los resultados anteriores, la comparacion de las valoraciones a 25y 37 °C,

revelan que la tempera tura no tiene ningun efe cto enla coordinacion de Pb (ll) y
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saturacion de este dominio, ademas la estructuracién de Zn,-:MT3 frente a Pb(ll) es
similar en los dos ca sos, como se puede observar en la Fig. 133. Asi también, la

evolucion espectral indica que la formacion de las especies Pb-zMT3 siguen el mismo

proceso.
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Figura 133. Comparacion de los e spectros de (A) DC y (B) dif. UV-vis del 5° eq de Pb (ll)
anadido en las valoraciones de una solucién 20 yM de Zn,-zMT3 a pH 7.0, a 25y 37 °C.

El conjunto de los resultados obtenidos de los espectros de DC y UV-vis, revelan la
coordinacién de los iones Pb(ll) a Zn,-zMT3 vy las es pecies formadas, tanto a pH 4.5

como a pH 7.0, pueden ser PbsgZn,-itMT3, donde y= 0-4.

2.3.2.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Los experi mentos rea lizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: afiadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de Zn(ll) inicial;
y afiadiendo un gran exceso de Pb(ll). En un primer estudio se llevé a cabo la adicién
de 4 eqde Pb(ll) a una solucién 20 uM de Zn ;~aMT3 a 25 °C y pH 7.0. En otro
experimento similar, se anadieron 16 eq de Pb(ll) a la misma proteina bajo las mismas
condiciones experimentales. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de 12 horas

con el fin de observar la evolucidn de las especies formadas.

El analisis de los espectros registrados al afadir 4 eq de Pb(ll) a la solucién proteica
muestra que estos iones provocan la formacion de es pecies de Pb(ll), tanto homo
como heterométalicas Pb,Zn -tMT3, como se pue de observar en laFig. 134. En el
primer es pectro se observo que la es pecie i nicial Zn 4-«MT3 si gue si endo la mas
abundante, mientras que las especies Zns-, Pb,Zn4-, Zn4-, Pb4Zn,-, Pbs- y Pb4-aMT3
son menos intensas (éstas dos ultimas casi desapercibidas), ademas de la formacién

de la especie apo-uMT3.
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Zn,~aMT3 + 4 eq Pb(ll)

6-12 h oy

4h

2-3h

1h
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Figura 134. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evolucién de
una solucién 20 uM de de Zn 4-zMT3,a pH 7.0y 25 °C, tras la adiciéon de 4 eq de Pb (ll). Los
espectros muestras el estado de carga +4, sefialando sélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.

A partir de los 40 minutos de reaccién se observé un leve aumento de la intensidad
de la mayoria de las especies formadas anteriormente (apo-, Zns-, PboZn4-, Zno-, Zns- y
Pb;-itMT3), mientras que la especie inicial Zn,-:MT3 se mantiene estable hasta las 4

horas, siendola mas intensa. Al cabode 4 horas, las especies a po- y Zn -cMT3

disminuyen, pero las otras especies se mantienen estables. Tras 6 horas de reaccion, la
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especie mas intensa es la apo-itMT3 y hay una minima fraccion de Zn;-itMT3 (con sus
aductos de amonio), que se mantienen hasta las 12 horas, mientras que la e specie

inicial Zn,-xMT3 y las otras especies han desaparecido.

Zn,-aMT3 + 16 eq Pb(ll)
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Figura 135. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evolucién de
una solucién 20 yM de Zng-zMT3,a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicién de 16 eq de Pb (ll). Los
espectros muestran el estado de carga +4, sefialando sélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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IV. Resultados y Discusion

En el segundo experimento, al anadir un exceso de 16 eq de Pb(ll) a la proteina Zn,-
MT3 se observo en los espectros de masa s registrados (Fig. 135), la formacién de
especies tanto homo- y heterometalicas Pb,Zn-uMT3. Las especies mas abundantes
son homometalicas de Pbs- y Pbg- seguidas por la especie mixta PbsZn4-MT3. Siguen
en orden de in tensidad PbsZn4-, un aducto de amonio de PbgZni- y Pb4-ctMT3, y por
ultimo las e species Pb 7-, Pb 3Zn4- y Pb 3-aMT3. Al cabo de 40 minutos de rea ccién
desaparecen la mayoria de las especies mas abundantes dando lugar a unas de menor
contenido metal ico desde Pb,- hasta Pb -cMT3 y es pecies mix tas, ade mas de la
especie apo-aMT3. A medida que avanza el tiempo (tras 1h 30’), la especie Pbs-ctMT3
se hace cada vez menos intensa y las es pecies de Pb 3-, Pb - y P by-tMT3 y sus
correspondientes es pecies mixtas Pb 3Zns-, Pb 2Zns- yPb 4Zn;-cMT3so n mas
abundantes. Entre las 2 y 6 horas de reaccidn la mayoria de las especies se mantienen
estables, y a las 12 hor as la espec ie Zn ¢- sigue siendola mas intensa, perolas
especies de Pb 4- y Pb,-MT3 y sus correspondientes mixtas PbZn4- y Pb,Zn,-aMT3

intercambian en orden, siendo éstas Ultimas levemente mas intensas.

2.3.2.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

Se realizé un experimento por ITC en condiciones analogas a las fijadas estandar
para el estudio por espectroscopia; solucion 20 yM de Zns,-eMT3, pH 4.5y 25 °C y se

afiadié consecutivamente los iones Pb(ll) hasta completar la saturacion de la proteina.

5.11 £ 0.58 -7779 -7249 + 98 1.85 3.44 +0.03

Tabla 31. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracién de
Zn,-uMT3 a 20 uM, a pH 4.5y 25 °C, con Pb(ll). El resultado de AG se ha obtenido a partir de la
férmula AG = -RT InK.

Los resultados obtenidos de esta valoracion por ITC (Fig. 136, Tabla 31) muestran
que el proceso de sustitucion de los iones Zn(ll) por Pb(ll) es termodi namicamente
favorable, con un AG de -7779 cal/mol, a su vez se observé una diferencia de entropia
(AS) de 1.85 cal/molK que revela un mayor desorden de los nuevos clusteres de Pb(ll)
formados que los anteriores de Zn(ll), ademas la diferencia de entalpia AH de -7249
cal/mol indica un proceso exotérmico. El numero de equivalencia (N) nos muestra una
coordinaciéon de aproximadamente 4 iones Pb(ll) (3.44 + 0.03). La curva experimental y
la teérica no coinciden antes de la adicion del 2° eq de Pb(ll), indicando que existe otro
proceso en la primeras incorporaciones de Pb(ll) a la proteina, por lo tanto estos sitios

no son idénticos. Este numero de iones coincide con lo observado en los espectros de
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DC (Fig. 126A) en estas mismas condiciones, que muestran que hasta el 4° eq de Pb(ll)
la proteina sigue un proceso totalmente isodicroico manteniendo tres puntos en comun
y una huella espectral que soélo varia en su intensidad a medida que aumentan los iones
Pb(ll). En los es pectros de di ferencia de UV -vis desde el 2° al 5° eq de Pb(ll) se
observan las mismas a bsorciones, porlo g ue coincide co n los cuatro sitios de

coordinacién que ha revelado el ITC.
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é ) Figura 136. Termograma (a rriba) y representacion
5 del calor desprendido (a bajo) frente a los
2 equivalentes de Pb(ll) afiadidos a una solucién 19.99
£ uM de Zn,-uMT3 a pH 4.5y 25 °C, de acuerdo con la
8 metodologia descrita en los apartados Il y IV-2.
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2.3.3. Dominio BMT3

2.3.3.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis
El presente estudio de la habilidad coordinante de Zn;-BMT3 frente a Pb(ll), se ha

llevadoa cabo med iante valoracionesco n Pb(ll) endi ferentes co ndiciones

experimentales (Tabla 32) registradas por espectroscopia de DC y UV-vis.

25 45|70
37 7.0

20

Tabla 32. Condiciones e xperimentales de las valora ciones de Zns-[fMT3 con Pb (ll) para el
estudio espectroscopico de DC y UV-vis.

El primer analisis se realizd so bre la valora ciéon en las condiciones estandar de
trabajo: una solucién 20 uM de proteina, pH 4.5y 25 °C. Luego se comparara con los
resultados al variar el pHa 7.0y porul timo, se ana lizaran los experimentos en

condiciones similares a las fisiologicas (37 °C y pH 7.0).

148



IV. Resultados y Discusion

El analisis de la valoracion de Znz;-fMT3 frente a Pb(ll) en co ndiciones estandar,
evidencian la coordinacion de Pb(ll) a este dominio provocando la aparicion de nuevas
absorciones poco intensas y definidas en los espectros de DC y UV-vis (Fig. 137, Tabla
33), diferentes a las observadas para Zn-MT3 y Zn,-ctMT3 en presencia de Pb(ll). Estas

sefales revelan una baja estructuracion de los clusteres Pb-EMT3.
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Figura 137. Espectros de (A) DC, (B) U V-visy ( C) dif. UV -vis registrados a lo lar go de la
valoracién de una solucién 20 yM de Zn;-BMT3 a pH 4.5 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

250(+), 290(+), 330(+), 375(+) nm 260, 335 nm 260, 335 nm

Tabla 33. Absorciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-visde la
valoracién de una solucién 20 yM de Zn3;-BMT3 a pH 4.5 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

= A T Los e spectros de DC (Fig. 138A) muestran las

siguientes a bsorciones: una intensaa 250(+) nm

con un hombro a 285(+) nm, y otra menos intensa

a 325(+) nm que aumentan desde el 1° hasta el 4°
eq de Pb(ll) anadido. La adicion del 5° eq de Pb(ll)
(Fig. 138B) pro voca la aparicion de una nueva

absorcion a 375(+) nm.

Figura 138. Evolucién de los e spectros de DC (A) del

T g MRS o g0y del ( B)4° -9° eqde Pb(Il ) afiadido en la
valoracion de una solucién 20 yM de Zn;-BMT3 a pH 4.5
y 25 °C con max. teg.

En los espectros de UV-vis (Fig. 137B) se observaron dos absorciones a 260y 335
nm, como las de tipo /I, y los espectros de dif. UV-vis (Fig. 137C) muestran las mismas
absorciones desde el 1° hasta el 4° eq de Pb(ll) incorporado a Zn;-BMT3, indicando que
el sitio de coordinacién de estos iones en la proteina es idéntico. La adiciéon de mas
equivalentes de Pb(Il) no provocan una mayor contribucién de las senales.

Tal y como se pudo observar en los espectros de DC y UV-vis, la saturacion de las

sefales espectroscopicas se da a partir del 4° eq de Pb(ll) afadido, asi también en la
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grafica de Abs. vs. numero de eq de Pb(ll) afadidos (Fig. 139) se muestra un punto

importante para los 4 iones plomo(ll).

. m250 nm ®W333 nm
6 <
;4 i Figura 139. Variacion de la absorcion a una
2 3 A determinada a 250 (linea azul) y 333 (linea
2 roja) nm vs. el nimero de equivalentes de
11 Pb(ll) afadidos a lo largo de la valoracion de
0 6 1 2 5 4 + 6 7 8 o 10| una solucion20 uM de Zn 3-BMT3 co n
Eq de Pb(ll) Pb(ClO4),, apH 4.5y a 25 °C.

Asi también, en la valoracién de Znz-iMT3 con Pb(ll) en condiciones estandar, pero
variando el pH a 7.0, se observan espectros similares al experimento anterior (Fig. 140),
aunque la evolucion por equivalente de Pb(ll) afiadido es diferente, apareciendo todas
las absorciones desde el 1° eq de Pb(ll), incluyendo la de 375(+) nm. Los espectros de
DC y UV -vis se saturan a partir de la adicion del 4° eq de Pb(ll), al igual que en

condiciones de pH 4.5.
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Figura 140. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados alolarg o dela
valoracién de una solucién 20 uyM de Zn3;-BMT3 a pH 7.0 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

Los espectros de DC (Fig. 140A) muestran a partir del 2° eq de Pb(ll) afadido la
aparicion d e cu atro absorciones 250, 300, 330 y 375 nm y aumentan en intensidad
hasta la entrada del 4° eq de Pb(ll).

En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 140C) las absorciones son de tipo //, similares
desde la adicion del 1° has ta el 4° eq de Pb(ll), indicando que estos iones plomo se

incorporan a este dominio en sitios de coordinacion equivalentes.

Tras comparar ambas valoraciones, se pudo observar que la mayor diferencia se da
en la evolucion de las absorciones de DC (Fig. 141), en donde a pH 4.5 no aparece la
ultima absorcién hasta el 4° eq de Pb(ll), al contrario de lo que sucede a pH 7.0. A partir
del 5° eq de Pb(ll) afnadido algunas sefiales de DC son similares. Esto indica que el pH

tiene una influencia en la geometria de coordinacion de Pb-EMT3.
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Figura 141. Comparacion de los espectros de DC (arriba) y UV-vis (abajo) del (A) 4° y (B) 5° eq
de Pb(ll) de las valoraciones de una solucién 20 uM de Zn;-pMT3 apH 7.0y 4.5, a 25 °C

Por otra parte, en la valoracion con Pb(ll) de Zn;-fMT3 en condiciones semejantes a
las fisiologicas, pH 7.0 y 37 °C (Fig. 142), se observaron absorciones analogas a las
obtenidas en la valoracion a 25 °C. Las sefiales espectroscopicas de DC (Fig. 142A) se
saturan a partir del 4° eq de Pb(ll) afiadido, pero la adicion del 8° eq de Pb(ll) provoca
un aumento de la intensidad de la sefial a 245 nm. En los espectros de UV-vis (Fig.
142B) se da una primera saturacion tras la incorporacion del 3° eq de Pb(ll). En ambos
espectros | as abs orcionesent re 220y 340 nm aumentan en intensidad. E n los
espectros de dif. UV-vis (Fig. 142C) se observan las absorciones a 260 y 340 nm para
el 1° y 2° eq de Pb(ll) afadido, y mientras que para el 3° eq de Pb(ll) éstas son menos

intensas.
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Figura 142. Espectros de (A) DC, (B) U V-vis y (C) dif. UV -vis registrados alolarg o de la
valoracion de una soluciéon 20 uM de Znz-fMT3 a pH 7.0 y 37 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Al comparar los correspondientes espectros de DC y de dif. UV-vis (Fig. 143) de las
valoraciones a 25y 3 7 °C a pH 7.0 se observd quela temperatura no afecta la
saturaciony la estructuracion de la pro teina, y solo se di ferencian en que la

incorporacién del 4° eq de Pb(ll) a Zn;-pMT3 a 37 °C no contribuye a formar nuevos

agregados Pb-BMT3, tal y como se muestra en el espectro de dif. UV-vis.
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Figura 143. Comparacion de los espectros de (A) DC y (B) UV-vis del 4° eq de Pb(ll) afiadido en
las valoraciones de una solucion 20 uM de Zn;-pMT3 a pH 7.0, a 25y 37 °C.

En todas las valoraciones la incorporacion de los iones Pb(ll) a Zns-fMT3 tienen teg

cortos, entre 20 minutos y 1 hora aproximadamente.

2.3.3.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Los experi mentos rea lizados mediante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo dos
metodologias: afiadiendo la misma cantidad de Pb(ll) que el contenido de Zn(ll) inicial;
y afadiendo un gran exceso de Pb(ll). En un primer estudio se llevé a cabo la adicion
de 3 eqde Pb(ll) a unasolucion 20 uM de Zn ;-fMT3a 25 °C y pH 7.0. En otro
experimento similar, se afiadieron 12 eq de Pb(ll) a la misma proteina bajo las mismas
condiciones experimentales. Estas muestras fueron analizadas a lo largo de 12 horas

con el fin de observar la evolucién de las especies formadas.

El analisis de los resultados obtenidos en estas condiciones muestra que la adicion
de 3 eq de Pb(ll) a la solucién proteica da lugar a la formacién de es pecies de Pb(ll),
tanto homo como heterométalicas Pb,Zn-MT3, como se puede observar en la Fig. 144,
donde en un primer momento se puede observar que la especie mas abundante es la
mixta P b1Zn,-, se guida por Pb.-, Pb3-EMT3 y en menor i ntensidad se formaron otras
especies como Pb,Zn;-, Pb4- yZn4-, Zn,-, PbsZns- apo- y Zn;-BMT3. Al cabo de 1 hora
se observan las mismas especies, pero algunas varian en intensidad, manteniéndose
estable Pb,Zn4- seguida por Zn,-, Pb,- y Pb4-BMT3, entre otras. A medida que avanza el
tiempo la especie Zn4- pasa a ser la mas intensa, seguida por Pb1Zn4-, Zn,-, Znz- y apo-
BMT3, mientras las especies d e homometalicas de Pb(ll) disminuyen en in tensidad
hasta desaparecer con el tiempo. A las 12 horas de reaccion el orden de intensidades

son Zny-, Zny-, Zns- y la Unica especie con contenido en Pb(ll) es Pb1Zn4-fMT3.

En el segundo experimento, al afiadir un exceso de 12 equivalentes de Pb(ll) ala
proteina Znz;-fMT3 se obs ervd en los es pectros de masa s registrados (Fig. 145) la

formacion de especies tanto homo- y heterometalicas Pb,Zn-EMTS3.
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Figura 144. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evolucién de
una solucion 20 uyM de Zn;-BMT3,a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicién de 3 eqde Pb(ll). Los
espectros muestran el estado de carga +3, sefalando soélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.

En un primer momento (10 min) la especie mas intensa es Pbs-, seguida por Pb,Zn;-,

Pb,-, Pb4Zn4-,Pbs-, PbsZn,-, Pb4- y menos desapercibidas apo- y Zn-BMT3. Al cabo de
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2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios et y i, y

la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

1 hora de reaccion se observan las mismas especies, pero varian algunas en intensidad

como por ejemplo ahora es mas intensa la especie Pb,-, que la mixta Pb,Zn,-fMT3.

Zn;-BMT3 + 12 eq Pb(ll)
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Figura 145. Espectros de ESI-MS registrados durante 12 horas que muestran la evoluciéon de
una solucién 20 yM de Zn;-pMT3,a pH 7.0 y 25 °C, tras laadicionde 12 eq de Pb(ll). Los
espectros muestran el estado de carga +3, sefialando sélo las especies identificadas, obviando
los correspondientes aductos de perclorato y amonio.
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IV. Resultados y Discusion

Tras 2 horas, laespec ie Pb ;-fMT3 di sminuye n otablementey aumenta la
homometalica Pbo-IMT3 y asi también las especies mixtas y homo con bajo niumero de
iones como Pb 4- y Pb 4+Zn;-, Zn - y la apo-PMT3. A medid a que avanza el tiempo la
evolucion de las especies indica que la proteina va perdiendo especies homometalicas
de Pb(ll) consecutivamente. A partir de las 6 horas las especies mas intensas son Zn;-

y Pb4Zn;- seguidas por Zn,-, Pb4-, apo- y finalmente Pb,-fMT3, hasta las 12 horas.

2.3.3.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

En el estudio por ITC se realizdé una valoracion con Pb(ll) de una solucion de Zn ;-
EMT3 en las condiciones experimentales estandar, 20 uM de proteina, pH 4.5y a 25 °C,

hasta la saturacion de la muestra.

3.44 +0.180 -7544 -8815 + 64 -4.16 3.53 +0.02

Tabla 34. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracion de

Zn3-BMT3 a 20 pM, a pH 4.5y 25 °C, con Pb(ll). El resultado de AG se ha obtenido a partir de la
férmula AG = -RT InK.

Los resultados obtenidos de la valoracién por Time (min)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10C
T T T

ITC (Fig. 146, Tabla 34) reveld que el proceso de T T T

intercambio de los iones Zn(l 1) por Pb(ll) es ::” Wwwwwmm
favorecido termodinamicamente, con un AG de - o ™7 ]
7544 cal/mol, asi tambiénla di ferencia de §;5 _
entropia (AS) de -4.16 cal/molKindica que los 22

nuevos cluster de Pb(ll)  presentan un mayo r 30—

orden que los de Zn(ll). Ademas la diferencia de
entalpia (AH) de -8815 cal/mol revela un proceso
exotérmico.

El numero de equivalencia (N) esta entre 3y 4
iones Pb(ll) (3.5 3 +0.0 2), cuyos sitiosd e 10

coordinacién en la proteina son idénticos, ya que Molar Ratio

kcal/mole of injectant

al comparar la curva tedrica con la experimental

estas coincide n. Estores ultados se pue den  Figura 146. Termograma (arriba)y
representacion del calor desprendido

relacionar con lo s observados anteriormente por  (abajo) frente alo s equivalentes de
Pb(ll) afiadidos a una solucion 20.23
MM de Zn3-BMT3 a pH 4.5y 25 °C, de

sefiales se saturan a partir del 3° 0 4° eq de Pb(ll) acuerdo con la metodologia descrita
en los apartados Il y VI-2.

los es pectros de DC y UV-visendon del as

anadido.
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Asi también enlo s espectros de ESI-MS al afadirun exceso de Pb(ll)a la
proteina, se observan | as especies Pbs-fMT3 y Pb 3-BMT3, és ta u Itima es la mas

abundante desde el inicio de la reaccion hasta 1 hora.

2.3.4. Andlisis global del estudio de la habilidad coordinante de la isoforma

MT3 y sus dominios @ y 3 frente a Pb(ll)

Asi el conjunto de resultados obtenidos en los espectros de DC, UV-vis y ESI-MS,
ademas de la valoracién por ITC, indican que al adicionar los iones Pb(ll) a Zn,-MT3, y
sus dominios Zn,-ctMT3 y Zns-IMT3, éstos se coordinan a las proteinas provocando la

aparicion de absorciones caracteristicas correspondientes al enlace de Pb-MT3.

La isoforma MT3 fren te a Pb(ll) mues tra una hue lla espectral d iferente a las
observadas para MT1 y MT2 en presencia de plomo(ll). Las sefiales de DC siguen un
proceso isodicroico, revelando que probablemente los complejos Pb-MT3 se forman de
manera cooperativa, es decir, que hay una evolucion del agregado inicial al fin al sin
formacion de especies intermedias. La saturacion de la s sefiales espectroscopicas se
dan a partir del 6° eq de Pb(ll) anadido a pH 4.5, mientras que a pH 7.0 se da una
parcial para el 6° eq de Pb(ll) y total para el 10° eq de Pb(ll) adicionado. Los enlaces
Pb-MT3 provocan la aparicion de absorciones de tipo Il a pH acido y neutro, revelando
un so6lo entorno de coordinacion de los iones Pb(ll). Asi también, por ITC se obtiene un
numero de equivalencia para 6 iones Pb(Il) que ocupan sitios de union idénticos dentro
de la proteina, esto es comparable al primer punto de saturacion.

Los espectros de masas revelan la formacion de especies homo y heterometalicas
de Pb(ll), desde PbZng- hasta Pb1-MT3 (y en exceso hasta Pbq,-). Los clusteres mas
abundantes son PbgZn;-, Pbo- y Pb4-MT3, y ademas se observan las especies PbgZn;-
y PbsZn,-MT3, con gran estabilidad a lo largo del tiempo (24 horas). La proteina en

presencia de exceso de Pb(ll) aumenta su capacidad para enlazar éstos iones.

EnZn 4,aMT3 laadic ion de plomo(ll) pro vocéla aparicion de absorciones
caracteristicas que revelan la coordinacion de Pb(ll) en el dominio. Estas sefiales de
DC siguen un proceso isodicroico y la evolucién espectral muestra que, mientras unas
bandas desaparecen, otras nuevas aparecen. La saturacion de Zn,-atMT3 se da a partir
del 6° eq de Pb(ll) afiadido, tanto a pH 4.5 y como a pH 7.0. Los enlaces de los nuevos
clusteres Pb-MT3 provocan la aparicion de absorciones diferentes al tipo I y Il (250,
340y 380 nm). Por ITC se observo un numero de equivalencia aproximado a 4 iones
plomo, pero con mas de un sitio de union de Pb(ll) a la proteina, probablemente siendo

el 1° eq de Pb(ll) enlazado de manera diferente, como se puede ver en los espectros de
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dif. UV -vis. Los espectros de ma sas mues tran la formacion de es pecies homo vy
heterometalicas de Pb(ll) y Zn(ll), ademas de la presencia de la apo-MT como una de
las mas abundantes. Mientras que en exceso de Pb(ll) se observan los clusteres desde
Pb,- hasta Pbe-itMT3, siendo las mas abundantes en un comienzo Pbs- y Pbg-, y al final
Zn4-aMT3. Esto revela que este dominio en presencia de Pb(ll) libera casitodos los

iones de Zn(Il) coordinados inicialmente.

El dominio Zn ;-pMT3 e n presencia de los iones pl omo(ll) presenta abs orciones
caracteristicas de la estructuracion de la proteina frente a este metal, la huella espectral
no sigue un proceso isodicroico y no aparecen maximos y minimos como en las otras
MTs frente a Pb(ll), revelando una baja quiralidad de las especies Pb-fMT3 formadas.
El enl ace Pb -BMT3 refleja absorciones si milaresa lasde tipo I, 260y 335 nm,
indicando un sélo sitio de coordinacion, semejante al cluster Pb-S; con una geometria
piramidal trigonal. La saturacién de este dominio se da a partir del 4° eq de Pb(ll)
afiadidoa pH 4.5 y 7.0. Esto se corrobora con lo observado por ITC que revela un
numero de equivalencia aproximado a 4 io nes Pb(ll) y cada uno de ellos con sitios de
unién idénticos dentro de la proteina. Los espectros de masas muestran en un inicio la
formacion de los clusteres Pbs- y Pby-BMT3 vy finalmente las mas abundantes son apo-,
Zn4-, Zno-, Pb4Zn4-MT3, esto revela que no tiene mucha capacidad coordinante para
enlazar Pb(ll) y sélo se observa la presencia de un iéon Pb(ll), ain en presencia de un

exceso de plomo.

Finalmente, el estudio de la habilidad coordinante de la isoforma MT3 de mamifero y
sus fragmentos i« y [ frente a Pb (Il) muestran que éstos se co mportan de manera
dependiente en la proteina entera. El dominio Zn,-ctMT3 tiene una mayor estructuracion
y capacidad coordinante fren te a Pb(ll), g ue serefl ejaen un mayor tie mpo de
estabilizacion de los iones plomo incorporados. Mientras que Zns-fMT3 presenta una
baja estructuracion y menor capacidad para enlazar Pb(ll), con tey de los eq de Pb(ll)
cortos. En MT3, el dominio it seria el mas dominante, ya que tiene una alta capacidad

para coordinar los iones Pb(ll).
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2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios et y i, y

la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

2.4.Habilidad coordinante de la isoforma MT4 de mamifero frente a Pb(ll)
2.4.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

En este apartado se ana lizaran y discutirdan lo s resultados obtenidos en las
valoraciones de Zn -MT4 co n Pb(ll)e n diferentes condiciones experi mentales

registradas por DC y UV-vis, que se muestran en la Tabla 35.

25-37-55 4.5

10 37
7.0

55

Tabla 35. Condiciones experimentales de las valoraciones de Zn;-MT4 con Pb(ll) para el estudio
espectroscopico de DC y UV-vis.

La primera valoracion de Zn,-MT4 frente a Pb(ll) se realizé en condiciones estandar
de trabajo: una solucién 10 uM de proteina, a pH 4.5 y 25 °C, pero la temperatura se
modificé a lo largo de la valoracion para que la incorporacion de los iones Pb(ll) fuese

mas rapida.

El analisis de los resultados espectroscépicos (Fig. 147, Tabla 36), reveld que l0s te
por eq de Pb(ll) eran largos, asi que se decididé aumen tar la tempe ratura de esta
valoracién, primero de 25 a 37 °C,y finalmente a 55 °C, para hacer mas rapida la
incorporacion de Pb(ll) a la proteina. La coordinacién de los iones Pb(ll) a Zn,-MT4
provoca que és ta se estructure de manera analoga aco mo lohace Zn,-MT1 en

presencia de Pb(ll).
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Figura 147. Espectros de (A)DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV -vis registrados alolarg o de la
valoracién de una solucion 10 pM de Zn,-MT4 a pH 4.5 y 25/37/55 °C hasta 9 eq de Pb(ll)
afiadidos con max. tegt.

421588’ 246-271(+), 318(-), 358-375(*), | 250, 330, 375, 400 nm | 250, 330, 375, 400 nm
=) nm

Tabla 36. Absorciones correspondientes a los e spectros de DC, UV -vis y dif. UV-vis de la
valoracién de una solucién 10 yM de Zn,-MT4 apH 4.5 y 37 °C hasta 9 eq de Pb(ll) afadidos
con max. tegt.

En los espectros de DC (Fig. 148A) se observan un grupo de absorciones: 228(-),
246(+) y 271(+), 318(-), 358(+) y 375(+) y 400(-) nm que aumentan su intensidad (tanto

positiva como negativa) a medida que se adicionan los sucesivos equivalentes de Pb(ll)
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generando tres puntos isodicroicos a 285, 347 y 385 nm. Asi también, en los espectros
de UV-vis (Fig. 148B) se observan cuatro absorciones correspondientes al enlace Pb-
MT4: a 250, 330, 375 y 400 nm, asignadas como tipo /.
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Figura 148. Evolucién de los espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo
largo de la valoracion de una solucion 10 uM de Zn,-MT4 a pH 4.5 y 25/37/55 °C (Fig. 147) en
funcién del n° de eq de Pb(ll) afiadidos.

Las senales espectroscopicas de DC y UV-vis muestran que se llega a una situacién
de saturacion parcial de la proteina para el 4° eq de Pb(ll) afiadido. La saturacion final
se consigue para el 7° eq de Pb(ll). Esto podria indicar que el proceso de coordinacion
de los iones plomo(ll) a Zn,-MT4 se da en dos etapas. Esto tiene relacion con lo
observado en los espectros de dif. UV-vis (Fig. 148C), en donde se observan dos tipos
de absorciones, las de tipo I; 250, 330, 375 y 400 nm, desde el 1° hasta el 4° eq de
Pb(Il) y luego a partir del 5° eq hasta el 7° eq de Pb(ll) aparecen las absorciones de tipo
I; una 250 y otra de 350 nm, indicando un cambio en la conformacién de las especies
Pb-MT4.

A diferencia de lo que sucede en la valoracién a pH 4.5, cuando se valora una
solucion 10 yuM de Zn,-MT4 con Pb(ll) en condiciones similares a las fisioldgicas, pH 7.0
y a 37 °C (Fig. 149), la adicién de los iones plomo(ll) no provoca un cambio en el
espectro inicial, indicando asi que este metal no se coordina a la proteina. Debido a
esto se aumentd la temperatura a 55 °C, pero no hubo ningun cambio en la huella
espectral, por lo que se aumentdé a 70 °C, para facilitar el intercambio metalico, pero
aun asi no hubo ninguna variacion. Ademas se afiadié un exceso de iones Pb(ll), ya

que anteriormente se habia observado un comportamiento similar en el dominio Zn,-
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tMT1 en presencia de Pb(ll), pero al contrario a éste, en Zn;-MT4 la adiciéon de mas
iones Pb(ll) no provoco la aparicion de ninguna absorcion, por lo tanto, el Pb(ll) no se

coordina a esta proteina.
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Figura 149. Espectros de (A) D C, (B) UV-vis y (C) dif. UV -vis registrados alolarg o dela
valoracién de una soluciéon 10 yM de Zn,-MT4 a pH 7.0y 37 °C/55-70 °C hasta 13 eq de Pb(ll)
afiadidos con max. tegt.

2.4.2. Estudio por espectrometria de masas, ESI-MS

Serealiz6 un experimento media nte ESI-MS que se llevd a cabo en condiciones
fisiologicas, pH 7.0 y 37 °C, con una concentracion 10 yM de Zn,-MT4, en donde se
afadieron 10 equivalentes de Pb(ll) y se registré durante un maximo de 24 horas de

reaccion.

Zn,-MT4 + 10 eq Pb(ll)

£

24 h

112 h

10’

2 o
e PR =" o nFeg " P AR T e

Figura 150. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la no evolucién de
la solucion 10 yMde Zn,-MT4,a pH 7.0 y 37 °C, tras laa dicionde 10 eq de Pb(ll). Los
espectros muestran el estado de carga +4.
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IV. Resultados y Discusion

Los espectros de masas registrados (Fig. 150) revelan que durante el experimento la
especie de partida Zn,-MT4 se mantiene estable y no hay formacién de especies de
Pb(Il), ni siquiera se observan complejos heterometalicos Pb,Zn-MT4.

Estos resultados corroboran lo observado anteriormente por espectroscopia de DC y
UV-vis en condiciones similares a las fisiolégicas, en donde los iones Pb(ll) afadidos a
Zn-MT4 no provocan la aparicién de nuevas absorciones, indicando que este ién no se

coordina a esta proteina a pH neutro.

2.4.3. Estudio por microcalorimetria ITC

En el estudio por ITC se realizé una valoracién con Pb(ll) de Zn;-MT4 para asi
obtener datos termodinamicos sobre el intercambio de Zn(ll) por Pb(ll). Para esto se
prepara un experimento en las condiciones estandar de trabajo definidas para el estudio
espectroscoépico, es decir, una muestra de solucién 10 yM de proteina a pH 4.5 y a

37 °C y se anaden consecutivamente iones Pb(ll) hasta la saturacién de la proteina.

2.44 + 0.51 -7637 -5713 £ 168 6.21 10.7 £ 0.22

Tabla 37. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracién de
una solucién 10 uM de Zn,-MT4, a pH 4.5y 37 °C, con Pb(ll). El resultado de AG se ha obtenido
a partir de la férmula AG = -RT InK.

El analisis de los datos obtenidos de esta valoracion (Fig. 151, Tabla 37), indican que
el proceso de sustitucion de los iones Zn(ll) por Pb(ll) estd termodinamicamente
favorecido mostrando un AG de -7637 cal/mol, y también es favorable tanto entrépica
como entélpicamente, en donde la diferencia de entropia (AS) de 6.21 cal/molK indica
que la formacion de los nuevos complejos Pb-MT4 presentan un mayor desorden
molecular que los anteriores clusteres de Zn,-MT4. La diferencia de entalpia (AH) revela
una reaccién exotérmica, o0 sea, energéticamente favorablemente. Se obtiene un
numero de equivalencia (N) de 10.7 + 0.224, que no concuerda con la saturacion
observada por las espectroscopias de DC y UV-vis. Al comparar las curvas
experimental y la tedrica se observa que éstas no coinciden, ya que la forma de la curva
experimental en los 4 primeros equivalentes afadidos revela que hay mas de un sitio de
coordinacion, al igual que lo observado anteriormente en los espectros de dif. UV-vis
que muestran mas de un tipo de absorcion dependiendo del niumero de iones Pb(ll)
afiadidos (Fig. 148).

161



Time (min)
0 20 40 60 80 100 120 140 160

0 Wmmwwwww YT
o 1
2
© -1 i
o
a3
2 T T T T T T T T T T T T
c
8
(&)
2
£
g Figura 151. Termograma (arriba) y re presentacion
g ) del calor desprendido (a bajo) frente a los
= equivalentes de Pb(ll) ahnadidos a una solucién 10
e MM de Zn,-MT4 a pH 4.5y 37 °C, de acuerdo con la
% metodologia descrita en los apartados Il y VI-2.

T T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Molar Ratio

o

N
o
o
oo

2.4.4. Analisis global del estudio de la habilidad coordinante de la isoforma
MT4 frente a Pb(ll)

El estudio de la habilidad coordinante de la isoforma MT4 de mamifero frente a Pb(ll)
ha mostrado que esta proteina es incapaz de enlazar plomo(ll) en condiciones similares
a las fisiologicas, pH 7.0 y 37 °C, prefiriendo mantenerse enlazada a Zn(ll), a pesar de
su caracter de Cu-tioneina. Estos res ultados pueden indic ar que MT4 no tiene una
funcién de det oxificadora frente a Pb(ll), sino que para pod er co ordinarlos necesita

disminuir el pH de 7.0 a pH 4.5, donde los iones Zn(ll) estan mas débilmente enlazados.
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IV. Resultados y Discusion

2.5. Habilidad coordinante de la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)
2.5.1. Estudio por espectroscopia de DC y UV-vis

Analogamente al estudio del comportamiento de las MTs de mamifero frente a Pb(ll)
también se ha examinado la habilidad coordinante de la isoforma de levadura, Cup1,
clasificada como una Cu-tioneina por excelencia, de esta manera se pretende
determinar las similitudes y diferencias de la coordinacién metalica del i6n Pb(ll) entre
las MTs estudiadas respecto al caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada una de ellas.

De acuerdo a los antecedentes presentados anteriormente en la metodologia de
trabajo, se ha estudiado la preparacion Zn-Cup1 en presencia de Pb(ll) mediante las

espectroscopias de DC y UV-vis, fijando las siguientes condiciones experimentales:

25 45|70
20 45 4.5
25 7.0
10 45 4.5
5 25 7.0
45 4.5

Tabla 38. Condiciones experimentales de las valoraciones de la preparacion Zn-Cup1 con Pb(ll)
para el estudio espectroscopico de DC y UV-vis.

El analisis detallado de los datos espectroscépicos (Fig. 152, Tabla 39)
correspondientes a la valoracién de la preparacion Zn-Cup1 con Pb(ll) en las
condiciones estandar de trabajo: concentracién 20 uM de proteina, pH 4.5 y 25 °C,
revelan que la adicién del metal provoca la aparicién absorciones caracteristicas de la

coordinacioén del ién Pb(ll) a la proteina.
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Figura 152. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis de la valoracion de una solucion
20 pM de Zn-Cup1 a pH 4.5y 25 °C hasta 12 eq de Pb(ll) con max. teg.

1040 264(+), 295(-), 320(+) y 350(-), 4°:390(+) 243(2°-4°)-252(1°)(+),
nm 338(+) nm

5060 257(+), 295(+), 318(+), 348(-), 367(+) 260, 350  [227(+),257(-)(s6lo 6°),
) nm nm 318(+) nm

7°-12° 253(+), 295(+), 315(+), 368(+)ancha nm 8°: 236(-), 340(-) nm

Tabla 39. Absorciones correspondientes a los espectros de DC, UV-vis y dif. UV-vis de la
valoracién de la preparacion Zn-Cup1 a 20 pM, pH 4.5 y 25 °C hasta 12 eq de Pb(ll) afadidos
con max. test.
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Los es pectros de DC (Fig. 153A) muestran cuatro wpA o et
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(295 y 350 nm) y aparece una sefal positiva a 368 nm,  Figura 153. Evolucion de los
espectros de DC del (A) 1 °-4°,
(B)4° -7° y( C)7° -12°eq de
desestructuracion de las especies Pb-Cup1 formadas Pb(ll) de lavalora cionde la
o preparacion Zn-Cup1a?2 0 uM,
inicialmente. pH 4.5y 25 °C con max. teg.

estas variaciones es  pectrales sugieren la

Los espectros de UV-vis (Fig. 152B) muestran un incremento de las absorciones a
240-250y 340 nm desde el1 ° hasta el4 ° eqdePb(ll) afadido, as ignadas
anteriormente co mo tipo Il que re velan pos iblemente la co ordinacion de Pb(ll) por
medio 3 Cys con una geometria piramidal trigonal. A partir de la incorporacion del 5° eq
de Pb(ll) las senales de UV -vis practicamente no varian, si bien los espectros de dif.
UV-vis muestran pequefias pérdidas de algunos croméforos (bandas negativas). Esto
sugiere la saturacion de la proteina y la posible pérdida de los iones Zn(ll) inicialmente
coordinados o cambios en la coordinacion de Pb(ll). Por lo tanto, los datos analizados
podrian indicar en un inicio la formacién de la especie PbsZn,-Cup1 (en la que x puede

estar entre 0 y 4), que posteriormente se desestructura al anadir un exceso de Pb(ll).
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Figura 154. Espectros de dif. UV-vis del (A) 1° hasta 4°, (B) 4°- 7° y (C) 7° a 12° eq de Pb(ll)
afnadido en la valoracioén de la preparacion Zn-Cup1 a 20 yM, pH 4.5y 25 °C.

Una vez evidenciada la coordinaciéon de Pb(ll) a Zn-Cup1, se realizé una valoracion
en condiciones analogas, pero aumentando la temperatura a 45 °C (Fig. 155). En este
experimento se observo un conjunto de absorciones similares a las observadas a 25 °C

y se obtuvieron t.,; de cada equivalente de Pb(ll) afiadido igualmente cortos, pero aun
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asi se decidi6 trabajar a temperatura elevada para facilitar una mayor estabilizacién de

los iones Pb(ll) en Zn-Cup1.
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Figura 155. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracioén de la preparacion Zn-Cup1 a 20 uM, pH 4.5 y 45 °C hasta 7 eq de Pb(ll) afiadidos con
max. test.

Los espectros de DC (Fig. 155A) muestran absorciones que aumentan su intensidad
desde la adicion del 1° hasta el 4° eq de Pb(ll) a Zn-Cup1, manteniendo tres puntos
isodicroicos 287, 307 y 334 nm. A partir del 5° eq de Pb(ll) afiadido las sefales se
desplazan hacia arriba, mostrando una desestructuracién de la proteina.

Los espectros de UV-vis (Fig. 155B) presentan las absorciones de fipo I/ analogas a
las observadas en Zn-Cup1 en presencia de Pb(ll) a temperatura ambiente,
correspondientes a los clusteres Pb-Cup1. Estas sefales se observaron en los
espectros de dif. UV-vis (Fig. 156) por la contribucién de los primeros cuatro

equivalentes de Pb(Il) afhadidos.
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Figura 156. Espectros de dif. UV-vis del 1° hasta el 4° eq de Pb(ll) anadido en la valoracién de
la preparacion Zn-Cup1 a 20 uM, pH 4.5y 45 °C.

Las senales espectroscopicas de DC muestran la saturacion de la proteina para el 4°
eq de Pb(ll) afadido y a partir del 5° eq de Pb(ll) en el UV-vis.

Asi, al comparar los resultados espectroscopicos de la interaccion de Pb(ll) con la
preparacion 20 uM de Zn-Cup1 a diferentes temperaturas, 25 y 45 °C (Fig. 157), se
observd que las sefales presentan intensidades diferentes y ademas varian en la

evolucion de los espectros a partir del 4° eq de Pb(ll) afadido.
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Figura 157. Comparaciéon de los espectros de DC del (A) 3° y(B)4° eq dePb(ll)de la
valoracién de una solucion 20 uM de Zn-Cup1 a pH 4.5, a 25 y 45 °C.

Asi, se ha observado que la temperatura de trabajo afecta al nUmero de eq de Pb(ll)
que Zn-Cup1 puede enlazar. Para T2=25 °C se satura entre 3 y 4 eq de Pb(ll) afadidos,
mientras que a 45 °C se pueden enlazar hasta 4 y 5 iones Pb(ll).

Sin embarg o, la temperatura no afecta a los tet para cada eq de Pb(ll) anadido,
siendo éstos cortos (20’-1h).

En conclusion, la variacion de te mperatura afecta a la saturacion de las sefales
espectroscopicas y ala evolucion de las especies Pb-Cup1 en solucién a medida que
se afiaden los iones Pb(Il) a Zn-Cup1.

Para estudiar con precision el efecto del te; en la formacion de los complejos Pb,Zn,-
Cup1 se realizé la valoracién de la preparacién 20 uM de Zn-Cup1 a 25 °C y pH 4.5, se
registraron sus espectros de DC y UV-vis (Fig. 158), a un tiempo inicial (lineas sélidas)

y al cabo de 12 horas (lineas punteadas) desde la adicion de cada equivalente de Pb(ll).
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Figura. 158. Superposicion de los espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis del 1° al 4°
eq de Pb(ll) registrados a tiempo 0 y 12 h desde la adicién de cada eq de Pb(ll) a una solucion
20 uyM de Zn-Cup1 apH 4.5y 25 °C.

Como se puede observar en la Fig. 158A, los espectros de DC varian minimamente
con el tiempo con excepcién de la adicion del 4°, 5° y 7° eq de Pb(Il) que experimentan
variaciones mas importantes. En ca mbio, los espectros de UV-vis (Fig. 158 B) son
semejantes para cada eq de Pb(ll) afadido. Respecto al punto de saturacién, éste tiene
lugar para el 4° eq de Pb(ll) afadido, tanto a t=0 h como a t=12 h, indicando que l0s t.
de los iones Pb(ll) no afectan a la estequiometria de las especies Pb-Cup1, pero si a su
estructuracion, ya que para ts largos (=12 h) y en presencia de exceso de Pb(ll) se

observa (Fig. 159) la pérdida de cromoforos.
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Figura 159. Grafica de absorbancia a 340 nm vs. eq de Pb(ll) de Pb-Cup1 a tiempo 0 y 12 horas
de estabilidad.

Otro de los factores que se estudid es la concentracién de Zn-Cup1, para asi
conocer el efecto que pueda tener en la interaccion de los iones Pb(ll) con la proteina
menos concentrada. Para esto se realizaron las valoraciones con Pb(ll) de Zn-Cup1, a
10 y 5 yM, manteniendo las otras condiciones estandar (pH 4.5 y 45 °C).

En Zn-Cup1 a 10 yM en presencia de Pb(ll) (Fig. 160), se observé la aparicién de
absorciones en el DC y UV-vis similares a las observadas en el experimento a 20 uM.
Estas sefiales aumentan en intensidad desde el 1° hasta el 3° eq de Pb(ll) afadido y
con las siguientes adiciones de Pb(ll) la proteina comienza a desestructurarse. La
saturacion de las senales espectroscopicas se da a partir del 3° eq de Pb(ll) afadido a
Zn-Cup1.
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Figura 160. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de la preparacion Zn-Cup1 a 10 pM, pH 4.5 y 45 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

Asi también, en Zn-Cup1 a 5 uM frente a Pb(ll) (Fig. 161) se observé un conjunto de
espectros de DC y UV-vis andlogos a los obtenidos al adicionar Pb(ll) a la proteina a 10
MM, pero estas absorciones son mas intensas. A partir de la adicién del 4° eq de Pb(ll)

la proteina llega a una saturacion parcial.
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Figura 161. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV -vis registrados alolarg o de la
valoracioén de la preparacion Zn-Cup1 a 5 pM, pH 4.5 y 45 °C hasta 9 eq de Pb(ll) afadidos con
max. fest.

La Fig. 162 muestra lo s res ultados dela valoracion de Zn-Cup1conPb (Il) a
diferentes concentraciones, dejando el t.t necesario para cada equivalente (1 hora). En
este caso, y a diferencia de lo observado en Zn,-MT1 en presencia de Pb(ll), se aprecia
a simple vista que la evolucion de las valoraciones dep ende de la conce ntracion de
proteina. La intensidad de las sefales de DC de las tres valoraciones no son idénticas,

pero si del mismo orden.
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Figura 162. Comparacion de los espectros de DC del 4° eq de Pb(ll) de las valoraciones 5,10 y
20 uM de Zn4-Cup1 apH 4.5y a 45 °C.

Asi, se puede concluir que en general, la concentracién de Zn-Cup1 afecta a como
ésta co ordina el Pb(ll), ya que segun su conce ntracion varia la quiralidad de lo s
complejos f ormados y el pun to de saturacion. A mayor concentracion de Zn-Cup1
menor sera la intensidad de las absorciones, tanto en los espectros de DC como en los
de UV-vis. Respecto al punto de saturacion de la proteina se puede establecer que se
alcanza para el 4° eq de Pb(ll) afiadido a Zn-Cup1 5 pM, entre el 3° y 4° eq de Pb(ll)
para soluciones 10 uM y para el 5° eq de Pb(ll) a 20 pM.

Otro de los factores estudiados es el pH, para conocer el efecto que tiene sobre la
coordinacién de Pb(ll) a Zn-Cup1, para esto se valoré una solucién 20 yM de Zn-Cup1
apH4.5 y 45 °C hasta la adicion de 7 eq de Pb(ll) (Fig. 163, arriba). LIegado a este
punto, se aumenté el pH a 7.0, dejandolo estabilizar la preparacion y se registraron los
espectros. Posteriormente, se bajé el pH a 3.0 (o hasta obtener la forma apo-MT), se
repitié el proceso anterior (estabilizacion y toma de espectros) y finalmente se volvié a
subir el pH hasta 4.5 para observar si las especies formadas después del ciclo de pH

recuperaban su estructura inicial.
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Figura 163. Variacion del pH de la valoracion de una solucién 20 yM de Zn-Cup1 a pH 4.5
registrada en los espectros de (A) DC y (B) UV-vis del 7° (arriba) y 4° (abajo) eq de Pb(ll), a45y
25 °C, respectivamente.

El experimento realizado no condujo a practicamente ningun cambio espectral ni de
DC (Fig. 163A) ni de UV-vis (Fig.163B) entre pH 4.5 y pH 7.0 y se consiguié facilmente
la apo-Cup1 acidificando hasta pH 3.0, reflejando el comportamiento diferencial entre
Zn-MT1 y Zn-Cup1 frente a Pb(ll). En cambio, cuando se repiti¢ el experimento a 25 °C
pero después de anadir tan sélo 4 eq de Pb(ll), si que se observaron variaciones en los
espectros de DC y UV-vis (Fig. 163, abajo). Curiosamente, el paso de pH 4.5 a 7.0
provoca la desestructuracion de las especies Pb-Cup1 muy probablemente por la
precipitacién de Pb(ll). A pH 3.0 se obtienen los espectros correspondientes a la apo-

Cup1 y basificando hasta pH 4.5 practicamente se recuperan los espectros iniciales.

En base a los resultados anteriores, se realiz6 una valoracién con iguales

condiciones estandar, 20 uM y 25 °C, pero variando el pH a 7.0 (Fig. 164).
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Figura 164. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de la preparacion Zn-Cup1 a 20 pM, pH 7.0 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. test.

La adicion de Pb(ll) a la preparacion Zn-Cup1 provoca la aparicién de cuatro
absorciones en los espectros de DC: 260(+), 298(+), 320(+) y 350(+) nm que

incrementan su intensidad de manera gradual e isodicroica hasta el 3° eq de Pb(ll)
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afiadido (Fig. 164 ). Sélo la adicion del 3° eq de Pb(ll) muestra un ma ximo negativo a
350(-) nm y laincorporacién del 4° eq de Pb(ll) desplaza las absorciones hacia arriba
revelando la desestructuracion de la proteina.

Los espectros UV-visy de dif. UV-vis (Fig. 164 B-C) muestran un incremento de la
intensidad de las absorciones a 240-250 y 340 nm, de tipo Il desde el 1° hasta el 3° eq
de Pb(ll) afadido. Tras la adicién del 4° eq de Pb(ll) las sefales no varian, sugiriendo
que la presencia de mas iones Pb(ll) no genera nuevos croméforos.

La saturacion de Zn-Cup1 en estas condiciones se da para el 3° eq de Pb(ll) anadido.
Por lo tanto, lo s dat os obtenidos i ndican la formacion de una o mas es pecies que

contengan como maximo 3 iones Pb(ll) y tal vez algunos Zn(ll) residuales.

Al comparar las valoraciones con Pb(ll) de Zn-Cup1 a diferentes pHs, 7.0y 4.5 (en
presencia/ausencia d e Zn(l 1)) (Fig. 165 ) se observan pequefias variac iones en los
espectros de DC atribuidas a la e structuracién de la proteina. Sin e mbargo, en los
espectros de UV-vis se observan absorciones analogas, de tipo I/, que revela un mismo

entorno de coordinacion en ambos pHs.
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Figura 165. Comparacion de los espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a
lo largo de la valoraciones de una solucion 20 yM de Zn-Cup1 a pH 7.0 y 4.5, a 25 °C hasta 10
eq de Pb(Il) con max. teg.

Los res ultados obtenidos en estas nuevas condiciones experimentales per mitieron
observar que, a pH neutro la huella espectral es diferente a la observada anteriormente
a pH 4.5, siendo la may or diferencia el hec ho de que las absorciones son menos
intensas y no alcanzan a tener los maximos negativos. Esto indica que la proteina a pH
7.0 tiene una estructuracion menos compacta frente a los iones Pb(ll), y sélo a partir de
la adicion del 2° eq de Pb(ll) aparecen las sefales caracteristicas del cluster Pb-Cup1,

pero éstas no se muestran tan definidas como a pH acido.

Siguiendo con el estudio del efecto de la concentracion de proteina en la interaccion
de Pb(ll) se realizaron las valoraciones con plomo(ll) de Zn-Cup1apH 7.0y 25 °C a las
concentraciones, 10 y 5 yM. La preparacién Zn-Cup1 a 10 yM en presencia de Pb(ll)

(Fig. 166) provocé la aparicion de absorciones analogas a las observadas en Zn-Cup1 a

170



20 uM al enlazar Pb(ll), pero menos intensas y definidas. La saturacion de las sefales
espectroscoépicas se da a partir del 4° eq de Pb(ll) afiadido, mientras que para 20 uM se

dio tras la adicién del 3° eq Pb(ll).
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Figura 166. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la

valoracion de la preparacion Zn-Cup1 a 10 pM, pH 7.0 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos
con max. tegt.

En el caso de la valoracién con Pb(ll) de la soluciéon 5 pM de Zn-Cup1 (a pH 7.0 y
25 °C) aparecen absorciones de DC menos definidas que en los otros experimentos a
mayores concentraciones. Los espectros de DC (Fig. 167A) revelan una baja
estructuracion de los clusteres Pb-Cup1 formados. En los espectros de UV-vis y dif. UV-
vis (Fig. 167C) se observan absorciones de tipo /. La saturacion de las senales

espectroscoépicas de DC y UV-vis se da para el 4° eq de Pb(ll) afiadido.
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Figura 167. Espectros de (A) DC, (B) UV-vis y (C) dif. UV-vis registrados a lo largo de la
valoracion de la preparaciéon Zn-Cup1 a 5 uM, pH 7.0 y 25 °C hasta 10 eq de Pb(ll) afiadidos con
max. test.

En las valoraciones con las diferentes condiciones ensayadas no se observan
pérdidas de UV-vis a 240 nm, pudiendo indicar que no hay salida de los iones Zn(ll)
inicialmente coordinados. En cambio, si que se puede descartar la participacién del
residuo de histidina en la coordinaciéon de Pb(ll), ya que los espectros de UV-vis
registrados en la formacion de las especies de Pb-Cup1 son analogos a los registrados
para los complejos modelo Pb-dedos de Zn (Fig. 23) los cuales presentan dos bandas:
una intensa a 255-260 nm (¢=16000 M”'cm™) y otra, menos intensa, entre 300-350 nm
(€=4000 M'ecm™) descritos por Godwin,?** en donde se demuestra que el Pb(ll) prefiere
adoptar una coordinacion de piramidal trigonal a través de 3 Cys.

De acuerdo con los datos de DC y UV-vis el numero de iones Pb(ll) que se enlazan
a Zn-Cup1 se ve afectado por dos factores: la temperatura y el pH. En cambio, las otras

variables estudiadas como el tiempo de estabilizacion de los iones Pb(ll) y la
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concentracién de Zn-Cup1 no muestran ningun efecto en el nimero de iones Pb(ll) que
se incorporan a la proteina, pero si algunos en la estructuraciéon de los complejos Pb-

Cup1 formados.

2.5.2. Estudio por espectrometria de ESI-MS

En este apartado se presentael analisis de los resultados obtenidos por
espectrometria de masas (ESI-MS) de la interaccién de Pb(ll) con Zn-Cup1. Tal y como
se describié en la parte experimental, esta técnica nos permite obtener in formacion
sobre las especies que se forman al enlazarse el i6n Pb(ll) a la proteina, asi como la
evolucion y estabilidad de las especies de Pb-Cup1 respecto al tiempo.

Los experi mentos realizados medi ante ESI-MS se llevaron a cabo siguiendo d os
metodologias: u n gra n exces o de plomo, 12 eq de Pb(ll) ala s correspondientes
preparaciones 20 uM de Zn -Cupl1a pH7.0 a25 °C.Y ademas serea lizd otro
experimento con 10 eqde Pb(ll) a37 °C. Entod os los casos se registraron | os
espectros de masas durante el tiempo.

El analisis de los resultados obtenidos en estas condiciones muestra que la adicion
de un exceso de iones Pb(ll) a la solucion proteica a temperatura ambiente da lugar a la
formacion d e es pecies tanto homo como het erometalicas de Pb(ll), como se p uede
observar en la Fig. 168. Se puede apreciar que en un primer momento (10 min) tras la
adicién de los 12 eq d e Pb(ll), hay una mezcla de especies con abundancia similar:
PbsZn;-, Pb 3Zn;-, Pb ,Zn,-Cup1, y otros picos de menor intensidad como son Pb,-,
Pb,Zn;-, PbsZn,- y Pbs-Cup1, que se mantienen estables transcurrida 1 hora. A partir de
las 2 horas las es pecies Pby-, Pbs-, PbsZns- y Pb3Zns-Cup1 se mantienen durante el

tiempo.

En el segundo experimento, al adicionar un exceso de 10 eq de Pb(ll) a Zn-Cup1 a
37 °C, lo s es pectros de masa s reg istrados (Fig. 169) mostraron la formac i6on de
especies homo y het erometalicas de Pb,Zn -Cup1 analogas a las observadas en el
experimento anterior (incluidos los aductos de amonio y perclorato). En un comienzo (4
min) se observo que las especies formadas con picos mas intensos son: Pby-y PbsZn;-
Cup1 y con menor abundancia las especies Pb,Zn,-, PbsZn,-, Pb,Zn,- y Pbs-Cup1. Al
cabode 1 hora varia la abundancia de estas especies siguiendo el siguiente orden:
Pb,Zn,- ~ PbsZn,-, Pbys-, PboZny-, PbsZny-, Pb1Zns- y Pbs-Cup1. A partir de las 2 horas
la especie Pb4-Cup1 se muestra como la mas abundante, seguida de Pb 3Zns- y Pbs-
Cup1. Y a las 24 horas las especies Pb3Zn;- y Pbs- son las mas abundantes junto a

otros picos de menor intensidad Pb,Zn4- y Pb,Zn,-Cup1.
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Figura 168. Espectros de ESI-MS registrados durante 5 horas que muestran la evolucion de una

solucién 20 uM de la preparacion Zn-Cup1, a pH 7.0 y 25 °C, tras la adicion de 12 eq de Pb(ll).
Los espectros muestran el estado de carga +4.
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2. Estudio de la habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus dominios

la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)

24 h

5-12 h

3h

2h

1h

Zn-Cup1 + 10 eq Phb(ll)
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Figura 169. Espectros de E SI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de
una solucion 20 uyM de la preparaciéon Zn-Cup1, apH 7.0 y 37 °C, tras la adicion de 10 eq de
Pb(ll). Los espectros muestran el estado de carga +5.
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IV. Resultados y Discusion

Al comparar ambos experimentos se pudo observar que las especies mas
importantes tienen un contenido metalico entre 4 y 5 iones, siendo los clusteres mas
importantes Pby- y PbsZn4-Cup1, corroborando asi lo observado en las valoraciones a
pH 7.0 seguidas por DC y UV-visible donde Zn-Cup1 se satura alrededor de esta
cantidad de Pb(ll) afiadido. Asi también, el nimero de equivalentes adicionados a la
proteina y la temperatura no tiene un mayor efecto en la formacion de las especies y a
la estabilidad de éstas durante el tiempo.

De todas estas observaciones, se puede inferir que Zn-Cup1 a pH 7.0 en presencia
de Pb(ll) mantiene coordinado entre 1 o 2 iones Zn(ll) y se forman las especies mixtas
como Pb,Zn,, siendo x=5, 4, 3,2, 1 e y=0, 1, 2.

2.5.3. Estudio por microcalorimetria, ITC

Con la finalidad de obtener datos termodinamicos referentes al desplazamiento de
Zn(ll) por Pb(ll) al valorar Zn-Cup1, se realizd un experimento mediante ITC de una

solucién 10 uM de proteina, en condiciones de pH 4.5 y a una temperatura de 45 °C.

3.15+0.39 -7995 -7731 £ 200.5 0.855 3.96 + 0.07

Tabla 40. Datos termodinamicos obtenidos a partir del experimento de ITC de la valoracién de
Zn-Cup1 a 10 pM, a pH 4.5 y 45 °C, con Pb(ll). El resultado de AG se ha obtenido a partir de la
férmula AG = -RT InK.

Los resultados obtenidos de esta valoracion por ITC (Fig. 170, Tabla 40), muestran
que el desplazamiento de Zn(ll) por Pb(ll) se da en un proceso espontaneo con AG de -
7995 cal/mol, asi también termodinamicamente favorable, tanto entrépica como
entalpicamente, tal como se puede observar en la Tabla 40, en donde la diferencia de
entropia (AS) es de 0.855 cal/molK indica que los nuevos clusteres de Pb(ll) formados
presentan un mayor desorden molecular que los iniciales de Zn(ll). Asi también la
diferencia de entalpia (AH) es -7731 cal/mol revela un proceso energéticamente
favorable, siendo una reaccion exotérmica. El numero de sitios de coordinacion (N)
corresponden a aproximadamente 4 iones Pb(ll), éste coincide con el punto de
saturacion observado en los experimentos espectroscopicos de DC y UV-vis en
condiciones de pH 7.0. Asi también, en los espectros de dif. UV-vis se observé que la
adicién de los cuatro primeros equivalentes de Pb(ll) a Zn-Cup1 provoca la aparicién de
absorciones de tipo /I, revelando un mismo entorno de coordinacion. También se puede
relacionar este N con la formacién de la especie Pb,-Cup1 observada por ESI-MS. La

curva experimental no se ajusta en un comienzo a la curva tedrica, que se puede deber
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a una mayor entalpia del proceso, no como en los otros experimentos que indica sitios

de coordinacion diferentes en la proteina.
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< Figura 170. Termograma (arriba) y representacion
5 | | del calor desprendido (a bajo) frentea los
2 equivalentes de Pb(ll) afadidos a una solucién 10
£ 5 | uMde Zn-Cupla pH4.5 y 45 °C con Pb(ll), de
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2.5.4. Analisis global del estudio de la habilidad coordinante de la isoforma
Cup1 frente a Pb(ll)

A partirde los resultados obt enidos en este es tudio podemos sefialar que, por
espectroscopia de DC y UV -vis se obs ervé que la in corporacién de los iones P b(ll)
provoca la aparicion de absorciones caracteristicas que revelan la coordinacion del ién
Pb(ll)a Cup1. L aformacién de las es pecies Pb;Zn,-Cup1, no req uiere de mayo res
tiempos de estabilizacién, siendo estos cortos e iguales entre los eq de Pb(ll) anadidos,
entre 20’ y 1 h. Asi también, se demostré que la temperatura no afecta los test, pero en
algunos casos si afecta a la evolucion de la muestra.

La estructura de Pb,Zn,-Cup1 se ve drasticamente afectada por el pH, siendo 4.5 el
pH 6ptimo. A pH 3.0 se obtiene la apo-Cup1. Enel rango 4.5 < pH < 7.0 el cluster
Pb,Zn,-Cup1 pierde en grado de estructuracion.

La concentracion de Zn-Cup1 sélo afecta al punto de saturacién de la proteinay de
manera leve las intensidades de las absorciones de DC y UV-vis de las especies Pb-

Cup1 formadas.

Por ESI-MS se pudo observar la formacion de especies homo y heterometalicas de
Pb(Il) que varian con el tiempo, y tanto al afadir 4 eq de Pb(ll) como un exceso de

iones Pb(ll) a pH 7.0, se forman las mismas especies: Pbs ~ Pbs > Pb,.
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Asi también por ITC se pudo observar que el numero de equivalentes coordinados a
Zn-Cup1 es aproximadamente 4 iones Pb(ll) (3,96 + 0,07).

En general, se observa un punto de equivalencia para 4 iones Pb(ll) y Zn-Cup1 se
satura aproximadamente a partir de 7 y 8 equivalentes de Pb(ll), corroborando asi que
tedricamente Cup1 podria coordinar hasta 8 eq de Pb(ll). De acuerdo a los datos
presentados en la introduccion, las absorciones de tipo I/l observadas en los espectros
de dif. UV-vis reveld que el Pb(ll) podria estar coordinado a la proteina por medio de
tres Cys con una geometria piramidal trigonal y por tanto, se descarta la participacion

de la histidina.
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3. Analisis de los factores experimentales que afectan la

capacidad coordinante de las MTs de mamifero frente a Pb(ll)

El conjunto de resultados presentados en el apartado anterior “Estudio de Ila
habilidad coordinante de las diferentes isoformas de MT de mamifero, sus
dominios a y B y la isoforma Cup1 de levadura frente a Pb(ll)” nos permite realizar
un analisis de los factores experimentales que pueden afectar a la coordinacién del i6n
Pb(ll) al enlazarse a cada una de las metalotioneinas de mamifero estudiadas, MT1,
MT2, MT3 y MT4, principalmente a través de los estudios espectroscopicos de DC y
UV-vis.

Como se detallé anteriormente en la metodologia, y en vista de los datos obtenidos,
los factores estudiados son: el pH de la solucion, la concentracion de la proteina, la
temperatura a la que se realiza el experimento, y el tiempo de estabilizacion por
equivalente de Pb(ll) afiadido. Asi, también se ha observado el efecto del exceso de

iones Pb(ll) en las MTs estudiadas.

3.1. Efecto del pH

Este factor es relevante ya que, como se comento en la introducciéon y metodologia,
el pH afecta a las MTs que se evidencia en que su estructura metalada (pH neutro) y en
la forma apo (pH acido) son diferentes. Por otro lado, para trabajar con plomo(ll) se
requiere un pH ligeramente acido para evitar su hidrélisis, por lo que a priori se trabajo a
pH 4.5, pero mas tarde se vié que en algunas ocasiones, los resultados a pH 4.5y 7.0
no son equivalentes, y por tanto, se determiné a que pH es conveniente trabajar en

cada una de las MTs.

3.1.1. Isoforma MT1

La primera evidencia del efecto del pH en la estructuraciéon de las especies Pb-MT se
pudo observar en un experimento con Zn,-MT1, descrito anteriormente, donde una vez
afiadidos 5 iones plomo(ll) a una solucion de Zn,-MT1 a 55 °C y pH 4.5, se vari6 el pH
de la solucion, observandose diferencias en los espectros de DC registrados en los
diferentes valores de pH (por orden 4.5, 7.0, 3.0, 1.5 y finalmente 4.5) (Fig. 41),
revelando asi que el pH de la solucién afecta a la proteina cuando esta coordinada con
Pb(Il).

El efecto del pH también se pudo observar al comparar dos valoraciones de Zn,-MT1
con Pb(Il) en idénticas condiciones de temperatura (55 °C) y concentracion de proteina

(5, 10 6 20 uM), pero estando tamponadas una a pH 4.5 y la otra a pH 7.0 (ver Tabla 2).
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Cuando se comparan los resultados obtenidos en las condiciones estandar, 10 yM y
55 °C, las diferencias mas importantes entre los espectros registrados a ambos valores
de pH fueron que: a pH 4.5 (Fig. 38) éstos son mas intensos que a pH neutro (Fig. 42).
Ademas los maximos de absorcion de DC no son exactamente los mismos,
observandose que la evolucion de las sefales es diferente para los dos pHs. La
saturacion varia con el pH, a 4.5 se da a partir del 5° eq Pb(ll) (Fig. 171A), mientras que
a pH 7.0 se satura tras el 9° eq de Pb(ll) afiadido (Fig. 171B). Los mismos efectos del
pH se han podido observar al comparar las valoraciones realizadas a otras

concentraciones de proteina (5 y 20 uM).
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Figura 171. Espectros de dif. UV-vis (A) del 5° eq de Pb(ll) afiadido a Zn,-MT1 a pH 4.5 (linea
negra y pH 7.0 (linea roja), (B) espectros de DC del 5° y 9° eq de Pb(ll) a pH 4.5y 7.0,
respectivamente.

Asi, el pH provoca un efecto interesante en

B o A Zn-MT1_p1l-|éi?
la evolucion de los espectros de DC al adicionar 5o 153
= | 5Pb
plomo(ll) a la proteina. En el caso de las F.EO
S50
valoraciones de Zn;-MT1 a pH 4.5 se observé = |
un incremento gradual de las absorciones a  -1504
20 B Zn-MT1_pI-1|'tl':;g
partir del 1° eq Pb(ll) afadido, observandose 26D
exactamente los mismos maximos y minimos a
las mismas longitudes de onda a lo largo de
toda la valoracion mediante un proceso

completamente isodicroico (Fig. 172A). En
cambio, en las valoraciones a pH 7.0 (Fig. 172B)
se necesita hasta 3 iones Pb(ll) para llegar a
obtener una huella espectral anadloga a la
observada a pH acido, si bien con una

intensidad muy inferior.

220 240 260 280 300 320 340 380 380 400 420 440
‘Wavelength (nm)

Figura 172. Espectros de DC de la
valoracién de una solucion 10 yM de Zn;-
MT1 a (A) pH 45y (B) pH 7.0 a 55 °C
con 5 eq de Pb(Il) con max teg;.

El mismo efecto se puede ver reflejado en los espectros de dif. UV-vis, a pH 4.5 se

pueden apreciar claramente las diferentes absorciones desde el 1° eq de Pb(ll) afadido,

apreciandose las denominadas bandas de “tipo I’ (Fig. 173A). En cambio, a pH 7.0 los
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incrementos de intensidad son inferiores, por lo que las senales apenas se pueden
apreciar, ademas de observarse varios tipos de absorciones en los primeros iones Pb(ll)
afiadidos, principalmente de “tipo /1” (Fig. 173B), indicando probablemente diferentes

tipos de coordinacion del catién Pb(ll).
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Figura 173. Espectros de dif. UV-vis correspondientes al efecto de los primeros 5 eq Pb(ll)
afiadidos en la valoracion de una solucién 10 uM de Zn,-MT1 a 55 °C, pH (A) 4.5y (B) 7.0.

Se debe tener en cuenta que la diferencia mas significativa entre las valoraciones a
pH neutro y pH acido es la fuerza del enlace Zn-SCys en la especie inicial Zn,-MT1. A
pH 4.5 se puede observar en los espectros de DC (Fig. 174) la disminucién de la senal
a 240 nm del croméforo Zn-SCys, y por ESI-MS la formacién de especies con menor
contenido metalico en Zn(ll), siendo Zn,-MT1 la mas abundante y le siguen en orden; la
apo-MT1 > Zns- ~ Zns > Zn4- > Zny- ~ Zng- > Zn-MT1 (Fig. 37). Es por esto que las
diferencias observadas en las valoraciones a ambos valores de pH parecen indicar que
la presencia de Zn(ll) fuertemente enlazado dificulta en cierta medida la coordinacion
del i6n Pb(ll) a MT1. Asi a pH ligeramente acido, donde los iones Zn(ll) son faciimente
desplazados por Pb(ll), se obtienen especies Pb-MT1 bien estructuradas desde la
primera adicion, mientras que a pH neutro, los iones Zn(ll) estan fuertemente enlazados,
por lo que hace falta afadir una cierta cantidad de Pb(ll) para poder apreciar las
sefiales tipicas de la coordinacion de Pb(ll) a las MTs, si bien con una intensidad muy

inferior a la registrada a pH 4.5, indicativo de un estructuracién muy pobre.
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Figura 174. Espectros de DC correspondientes al efecto de la variaciéon de pH de 7.0 a 4.5 de
una solucion 10 uM de Zn,-MT1 a 55 °C.
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3.1.2. Isoforma MT2

En la isoforma MT2, se observé que el pH influye en la estructuracién de los
agregados Pb-MT2 (Fig. 175), por un lado a pH 4.5 las absorciones aparecen desde la
adiciéon del 1° eq de Pb(ll) y éstas son definidas alcanzando todos los maximos, en
cambio a pH 7.0 éstas no aparecen al comienzo de la valoracion, sino a partir del 3° eq
de PDb(ll) revelando una menor estructuracion de las especies formadas.
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Figura 175. Espectros de DC del (A) 1° y (B) 3° eq de Pb(ll) afiadido a Zn,-MT2 a 37 °C a pH
45y7.0.

Asi también el pH afecta a la evolucion iy
espectral por equivalente de Pb(ll) afadido,
por lo que la saturacion de Zn,-MT2 es /7
diferente; a pH 4.5 se da para 6 iones Pb(ll) y ff

a pH 7.0 a partir del 10° eq de Pb(ll) afadido. :
T20 240 200 200 300 330 30 IS0 280 400 420 440
En la Fig. 176, se puede observar que a pH Pareatargih ik

Figura 176. Espectros de DC del 6° y
7.0 las absorciones de DC no alcanzan la 10° eq de Pb(ll) afiadido a Zn,-MT2 a

intensidad de las sefiales a pH 4.5, y los 37°CapH 4.5y 7.0, respectivamente.
maximos son menos definidos.

Ademas, en los espectros de dif. UV-vis (Fig. 177) se puede observar que a pH 4.5
las absorciones son de tipo Il, en cambio a pH 7.0 aparecen las cuatro bandas de tipo |,
que revela que los clusteres Pb-MT2 formados a ambos pHs no son idénticos,

probablemente dando lugar a entornos de coordinacion diferentes.
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Figura 177. Comparacion de espectros de dif. UV-vis del (A) 1° y (B) 3° eq de Pb(ll) afiadido en
las valoraciones 10 yM de Zn;-MT2,apH 4.5y 7.0 a 37 °C.
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3.1.3. Isoforma MT3

En esta proteina al adicionar los iones Pb(ll) el pH no muestra ningun efecto en la
estructuracion final de las especies Pb-MT3 formadas, tal y como se puede observar en
los espectros de DC (Fig. 178A). Sin embargo, si influye en la evolucion de las sefales
de DC para cada equivalente de Pb(ll) incorporado a Zn-MT3 (Fig. 178B), que podria

indicar un efecto en la quiralidad de los clusteres Pb-MT3 y como evolucionan las
especies intermedias.
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Figura 178. Comparacion de los espectros de DC (A) del 7° eq de Pb(ll) afiadido y (B) la

evolucion espectral del 4° al 9° eq de Pb(ll) afadido en las valoraciones de Zn-MT3 a 55 °C, pH
45y7.0.

3.1.4. Isoforma MT4

El pH tiene un efecto determinante en la coordinaciéon de Pb(ll) a Zn,-MT4, ya que
esta interaccion solo es posible a pH 4.5 provocando la aparicion de las absorciones
caracteristicas de la formacion de las especies Pb-MT1, tal y como se pudo observar
anteriormente en la Fig. 147 del apartado 2.4. En cambio, a pH 7.0 los 7 iones Zn(ll)
iniciales se mantienen coordinados a MT4 impidiendo la formacién de los clusteres Pb-

MT4. A continuacién en la Fig. 179 se muestran los espectros de DC y UV-vis del 7° eq
de Pb(ll) afnadido a Zn,-MT4.
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Figura 179. Comparacion de los espectros de (A) DC y (B) UV-vis del 7° eq de Pb(ll) afadido en
la valoracion de una solucién 20 yuM de Zn;-MT4 a55°CapH 4.5y 7.0.

183



3. Analisis de los factores experimentales que afectan la capacidad coordinante de las MT de mamifero
frente a Pb(ll)

3.2. Efecto de la concentracion de la proteina

Otro de los factores que se ha investigado es la influencia de la concentracion de la
proteina en la coordinacion de Pb(ll).

3.2.1. Isoforma MT1

En el casode MT1, serea lizaron valoraciones conPb(ll) a diferentes
concentraciones de proteina, 5, 10 y20 pM, manteniendo las otras co ndiciones
consideradas estandar para este estudio (pH 4.5 y 55 °C). Los espectros de DC y UV-
vis registrados para las tres valora ciones (Tabla 42) muestran una evolucion de lo s
espectros muy similar entre si, si bien la intensidad de los espectros no es la misma,
variando de forma directamente proporcional a la concentracién (a mayor concentracion

mayor es la intensidad de las senales) (Tabla 41).
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Tabla 41. Comparacién de los espectros de DC vy dif. UV-vis registrados a 55 °C, al adicionar: el
5° eq de Pb(ll) a pH 4.5; y el 9° eq de Pb(ll) a pH 7.0, variando la concentracién de proteina (5,
10 y 20 pM).

Asi mismo, cuando se valora esta proteina con Pb(ll) a pH 7.0, 55 °C y variando la
concentracién (5, 10y 20 uM), los espectros de DCy UV-vis (Tabla 42 ) mue stran
absorciones s emejantes en todas ellas, y sucede que a may or co ncentracion las
sefiales son mas intensas, al igual que en condiciones de pH 4.5.

En los espectros de DC y UV-vis se puede observar una relacion directa entre la
intensidad de las sefales espectroscopicas y la concentracion de proteina, a med ida
que aumenta la co ncentracion de Zn,-MT1 las absorciones se hacen mas intensas.
Esto esrelevante ya que se esta representando una magnitud de la diferencia de
coeficientes molares (4g) que no depende de la concentracién, por lo que esta variaciéon
de intensidad resulta significativa que estaria directamente relacionado con un efecto de

la concentracion de proteina. Este efecto no se habia observado anteriormente en las
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IV. Resultados y Discusion

MTs estudiadas en nuestro grupo y no se ha encontrado literatura que hable de este

efecto.
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Tabla 42. Comparacion de los espectros de DC y UV-vis registrados al adicionar 12 eq de Pb(ll)
a 55 °C,apH4.5y 11 eq de Pb(ll) a pH 7.0, variando la concentracién de Zn,-MT1 (5, 10 y 20

pUM).
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3. Analisis de los factores experimentales que afectan la capacidad coordinante de las MT de mamifero
frente a Pb(ll)

3.2.2. Isoforma MT2

Los resultados obtenidos en las valoraciones a diferentes concentraciones muestran
que la concentracion influye en la coordinacion de Pb(ll) a Zn,-MT2, causando un efecto
en la evolucién de los espectros de cada adicion de Pb(ll) y en la estructuracion de las
especies Pb-MT2 formadas. Pero en cambio la saturacion de las senales
espectroscoépicas no se ve afectada, saturandose la proteina alrededor de los 11 iones
Pb(ll) afiadidos para las tres concentraciones (5, 10 y 20 uM) estudiadas (Tabla 43), por
lo que no influye en la cantidad de iones Pb(ll) que pueda coordinar MT2, sino en el

proceso de entrada de este metal.
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Tabla 43. Comparacion de los espectros de DC, UV-vis y dif. UV-vis registrados al adicionar 12
eq de Pb(ll) a 37 °C a pH 7.0, variando la concentraciéon de Zn,-MT2 (5, 10 y 20 uM).

En los espectros de DC (Fig. 180) se pudo ~ #*7  — _ LT
[ Ay 11 PE_20 pM

observar una de las diferencias mas visibles e b
entre las concentraciones, en donde a menor

concentraciéon de proteina las absorciones

entre 330 y 380 nm (de la segunda M) no

220 140 30 TA0 300 300 30 M0 B0 400 420 £4C

alcanzan los maximos y minimos observados Wavsherygh irem)

a 20 uyM, principalmente la absorcién a 375 Figura 180. Espectros de DC del 11° eq

nm. de Pb(ll) afiadido de la valoracién de una
solucién 10 yM de Zn,-MT2 a pH 7.0 y
37 °C.
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IV. Resultados y Discusion

3.2.3. Isoforma MT3

En el estudio de Zn-MT3 la incorporacion de los iones Pb(ll) es levemente afectada
por la variacion de la concentracion. Al comparar los espectros de DC y UV-vis (Tabla
44) se ha observado que a medida que aumenta la concentracion de Zn-MT3, la
saturacion de las sefiales espectroscopicas indica una mayor capacidad de la proteina
para coordinar iones Pb(ll); a 5 uM se satura a partir del 5° eq de Pb(ll) ahadido; a 10
MM tras la adicidn del 6° eq de Pb(ll) y a 20 uM de Zn-MT3 para el 8° eq de Pb(ll).
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Tabla 44. Comparacion de espectros de DC, UV-vis y dif. UV-vis de las valoraciones 5,10 y 20
MM de la preparacion Zn-MT3 a pH 4.5y a 55 °C.

En los espectros de DC se observan absorciones similares independientes de la
concentracién, pero mientras mas concentrada es la preparaciéon Zn-MT3 las senales
son mas intensas y definidas, que podrian indicar una mayor estructuracion de los
clisteres Pb-MT3. Asi también se observa un proceso mas isodicroico a mayor
concentracion.

En la Fig. 181 se muestran las senales de DC del 4° y 7° eq de Pb(ll) ahadidos a Zn-
MT3 en las diferentes concentraciones, donde se puede observar que hay pequefas
variaciones antes de la saturacion de Zn-MT3 (como para el 4° eq de Pb(ll)). En cambio,
una vez saturada la proteina (para el 7° eq de Pb(ll)) la huella espectral es analoga
para las diferentes concentraciones y so6lo se observa que la absorcién 260(+) nm es

mas intensa mientras mas concentrada sea la proteina.
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3. Analisis de los factores experimentales que afectan la capacidad coordinante de las MT de mamifero
frente a Pb(ll)
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Figura 181. Comparaciones entre las concentraciones del 4° y 7° eq de Pb(ll) afiadido a Zn-MT3
apH4.5.

En los espectros de UV-vis se muestran absorciones semejantes y no se da una
relacidon de intensidad de las sefiales respecto a la concentracion. Pero si se diferencian
en las bandas que aparecen por cada aporte de equivalentes de Pb(ll) afadidos, tal
como se observé en los espectros de dif. UV-vis. En éstos, la contribucion del 1° eq de

Pb(Il) a 5 uM muestra tres absorciones similares a las de tipo I/, en cambio a 10 y 20 uM
se observan las bandas de tipo /.

En relacion al efecto de la concentracién en la coordinacion de Pb(ll) a Zn-MT3 a pH
7.0, si esta aumenta o disminuye, se puede observar que las absorciones son similares
y la saturacién de las senales espectroscépicas no se ve afectada. Pero si se observa
un efecto en la intensidad de las sefales de los espectros de DC y UV-vis, a mayor
concentraciéon éstas son mas intensas. También hay un efecto en la evolucién de los

espectros de cada adiciéon de Pb(ll), como se puede ver en la Tabla 45.
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Tabla 45. Comparacion de espectros de DC, UV-vis y dif. UV-vis de las valoraciones 5, 10 y 20
MM de la preparacion Zn-MT3 apH 7.0y a 37 °C.
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3.2.4. Isoforma MT4

En el estudio de MT4 con Pb(ll), los resultados obtenidos han mostrado que esta
proteina no coordina Pb(ll) a pH 7.0, pH fisiolégico. Si bien si que se observd
coordinacién a pH acido (4.5), pero como el objetivo de esta Tesis es estudiar el posible
papel de las MTs de mamifero como agentes detoxificadores de Pb(ll) por su
importancia en los seres vivos, se estimo que no tenia sentido examinar el efecto de la

concentracion a un pH dificilmente alcanzable en condiciones fisioldgicas.

3.3. Efecto de la temperatura

Es bien sabido que la temperatura puede provocar variaciones en la estructura
terciaria de la gran mayoria de proteinas existentes, afectando asi su funcionalidad. En
el caso de las MTs este efecto no es tan importante, ya que son proteinas muy
termoestables, soportando temperaturas hasta 80 °C sin desnaturalizarse. Este hecho
es debido particularmente a que su estructura tridimensional viene determinada por la
coordinacién metalica. Por lo tanto, a priori, la temperatura no deberia afectar de
manera significativa a la coordinacion metalica de las MTs. También es ampliamente
conocido que los parametros termodinamicos asociados a cualquier reaccion quimica

dependen directamente de la temperatura.

En el caso de la interaccion de las MTs con Pb(ll), en trabajos anteriores®* se pudo
apreciar que la variacion de los espectros de DC cuando se adiciona Pb(ll) a una
solucién de Zn,-MT1 puede tener lugar a lo largo de mas de 24 horas si se realiza a
25 °C, en cambio, cuando se aumenta la temperatura considerablemente, ésta tiene
lugar en cuestion de 1 6 2 horas.

En este apartado se compararan los resultados obtenidos en las valoraciones de las
proteinas estudiadas al adicionar Pb(ll) a diferentes temperaturas, con el fin de
observar si la temperatura de reaccion tiene otros efectos en la coordinacion de Pb(ll) a
las MTs, ademas de disminuir el tiempo de estabilizacion de las especies Pb-MT

formadas.

3.3.1. Isoforma MT1

Con el fin de observar detalladamente los efectos debidos a la temperatura
asociados al enlace de Pb(ll) a la isoforma MT1 de mamifero, se realizé un experimento
muy peculiar: se valoré con Pb(ll) una solucion 20 yM de Zn,-MT1 en condiciones
estandar (pH 4.5 y 55 °C) anadiéndose hasta 6 eq de Pb(ll), de 1 en 1; en este punto, y

una vez el espectro de DC se mostrd invariante, se disminuyé la temperatura hasta
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25 °C vy se registraron sus espectros de DC y de UV-vis; y posteriormente, se aumentd

la temperatura a 45 °C, y se volvieron a registrar los espectros (Fig. 182).

Zn,-MT1 + 4 eq Pb(ll)
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Figura 182. Espectros de (A) DC y (B) UV-vis registrados tras la adicion del 5° eq de Pb(ll) a
una solucion de Zn,-MT1 20 uM, a pH 4.5 y donde se vari6 la temperatura a 25 (negro) ,45 (rojo)
y 55 °C (verde) en la misma valoracion.

Los espectros registrados (tanto de DC como de UV-vis) a diferentes temperaturas
(25, 45 y 55 °C) son practicamente idénticos, demostrando que la variacion de la
temperatura, una vez se han formado las especies Pb-MT1 correspondientes, no afecta
ni a la estructuracion de dichas especies ni a las absorciones asociadas a ellas,
indicando asi que no se produce ninguna variacion del entorno coordinante alrededor
del centro metalico, por lo que se corrobora la estabilidad térmica de los clusteres
metal-MT formados. Analizando los espectros registrados con mayor detenimiento se
puede apreciar una ligera disminucion en la intensidad de los espectros de DC al
aumentar la temperatura (Fig. 182A), que se atribuye a la mayor movilidad de la cadena
polipeptidica a temperatura elevada, lo cual afecta levemente la estructuracion de la

proteina alrededor del i6n Pb(ll).

En otros experimentos, cuando se compararon dos valoraciones con Pb(ll) de una
solucion 10 uM de Zn,-MT1 a pH 7.0, a diferentes temperaturas, 37 y 55 °C (Fig. 183),
se observo que a la temperatura inferior, las sefales espectroscopicas de DC y UV-vis

son menos intensas y menos definidas.
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Figura 183. Comparaciones de los espectros de DC y de dif. UV-vis del (Ay B) 5°y (C y D) 9°
eq de Pb(ll) de la valoracion a 10 uM de Zn,-MT1 a 37 y 55 °C a pH 7.0.

Ademas no se observan algunas de las absorciones presentes a 55 °C, como la de
290 nm en el espectro de DC o la de 400 nm del espectro de UV-vis en los primeros
equivalentes anadidos (Fig. 183A-B). En cambio, hacia el final de la valoracion (Fig.
183C-D) no existen diferencias significativas, ni en intensidad ni en las absorciones
observadas. Esto puede ser debido a una diferencia en el plegamiento de la proteina
alrededor de los iones Pb(ll) afadidos al principio de la valoracién, cuando los iones
Zn(ll) todavia estan coordinados a la proteina, mientras que una vez los iones Zn(ll)
han sido desplazados, las especies formadas se muestran invariables con la
temperatura.

Estos resultados obtenidos, juntamente con el hecho de que la variacion de
temperatura no provoca una diferencia en la saturacién de la proteina, observada a
partir del 9° eq de Pb(ll) anadido, son indicativos de que la temperatura aparentemente
no afecta a las especies Pb-MT1 formadas. Sin embargo, si favorece a la facilidad de
desplazar los iones Zn(ll) inicialmente coordinados a la proteina, de manera que a
temperaturas elevadas estos iones son mas faciles de desplazar, dando lugar a

especies Pb-MT1 con una mayor quiralidad.

Evidentemente, como ya se ha comentado anteriormente, se pudo observar que el
aumento de temperatura provoca que la proteina se pliegue mas rapidamente alrededor
del i6on Pb(Il) afiadido y, por consecuencia, hay una disminucién considerablemente del
tiempo de estabilizacién de los primeros equivalentes de Pb(ll) incorporados a Zn,-MT1,

tal y como se vera mas adelante en el siguiente apartado.
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3.3.2. Isoforma MT2

En las valoraciones de Zn,-MT2 con Pb(ll) se observé que la variaciéon de
temperatura tiene un efecto en la estructuracién de las especies Pb-MT2 formadas y
por tanto, en la evolucion de los espectros al afadir Pb(ll), en donde en condiciones de
pH neutro a menor temperatura (25 °C) el t.s; por eq de Pb(ll) afiadido es corto (entre 20
min y 1 hora) y la proteina no alcanza la estructuracién maxima esperada, provocando
que soélo aparezcan algunas absorciones. En cambio, al aumentar la temperatura a
37 °C aparecen nuevas absorciones y el tet por eq de Pb(ll) aumenta. A estas dos
temperaturas las sefales se saturan tras la adicion del 10° eq de Pb(ll) a Zn,-MT2.
Mientras que a 55 °C la proteina se satura para el 5° eq de Pb(ll) y se observa que la
solucion se torna turbia, posiblemente por la precipitacion de Pb(ll).

Al comparar los espectros de DC (Fig. 184A-B) a las tres temperaturas: 25, 37 y
55 °C se observa que la proteina MT2 necesitaba mas que 25 °C para estructurarse
mayormente, pero tampoco una temperatura muy superior como 55 °C, ya que provoca

una mayor saturacion de la solucion de proteina y termina precipitando el Pb(ll).
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Figura 184. Comparacion de los espectros de DC del (A) 10° eq de Pb(ll) y (B) 5° eq de Pb(ll)
afiadido en la valoracién de una solucién 10 pM de Zn,-MT2, a pH 7.0 a diferentes temperaturas
25, 37 y 55°C.

3.3.3. Isoforma MT3

En la valoracion de Zn-MT3 con Pb(ll) el
aumento de temperatura provocd una disminucién
en el tsx por eq de Pb(ll), que se puede observar
en la Fig. 185 al comparar la evolucién del 4° eq de
Pb(ll) anadido a Zn-MT3 a 25 °C que durd

aproximadamente 14 horas (dejandolo una noche)

y, en cambio, a 55 °C no hay una variacién en la

As(M-1em-1)

huella espectral respecto al teg.

Figura 185. Espectros de DC de la evolucién del 4° eq
de Pb(ll) anadido a una solucion 10 uM de Zn-MT3 a pH 20 240 260 2650 300 %20 240 830 380 400 420 440
45a(A)25y(B)55 °C.
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IV. Resultados y Discusion

En la Fig. 186, se puede observar que la variacién de temperatura afecta a la
intensidad de las sefales espectroscopicas de DC en los primeros eq de Pb(ll)
afiadidos, en cambio una vez saturada la proteina no se observa una notable diferencia
en los espectros. Esto revela que la estructuracion final de los clusteres Pb-MT3 no se
ve afectada por el cambio de temperatura, tanto a pH 7.0 como a 4.5, que podria ser

consecuencia de tener te; cortos para cada eq de Pb(ll) afadido a Zn-MT3.
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Figura 186. Espectros de (A) DC y (B) de UV-vis correspondientes al 4° (arriba) y 7° (abajo) eq
de Pb(ll) ahadido a una solucion 10 pyM de Zn,-MT3 en dos valoraciones a diferentes
temperaturas 25y 55 °C a pH 4.5.

En las condiciones de pH 7.0 se pudo observar que a 37 °C se obtiene la mayor

intensidad de las absorciones por DC y UV-vis.
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Figura 187. Espectros de (A) DC y (B) de UV-vis correspondientes al 9° eq de Pb(ll) afiadido a
una solucién 10 uM de Zn-MT3 en tres valoraciones a diferentes temperaturas 25, 37 y 55 °C a
pH 7.0.
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3.3.4. Isoforma MT4

En el estudio de Zn;-MT4 con Pb(ll) en condiciones de pH 4.5, se observd que el
aumento de temperatura favorecia a la estabilizacion de las especies Pb-MT4 y esto
llevé a una mayor estructuracion de la proteina alrededor del i6n Pb(ll), tal y como se
muestra en la Fig. 188. Mientras que, en condiciones similares a las fisiolégicas (pH 7.0,
37 °C), el Pb(ll) no se enlaza a MT4, incluso aumentando la temperatura sobre los
60 °C.

A B

il = InMT4+4eqPb(l)_37°C | * Zn-MT4 + 4 eq Pb(l) 37 °C
o0 f*/\ Zn-MT4 + 4 eq Pb(ll)_55 °C Zn-MT4 + 4 eq Pb(ll)_55 °C
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Figura 188. Comparaciones de los espectros de (A) DC y (B) UV-vis del 4° eq de Pb(ll) afadido
a una solucion 10 yM de Zn,-MT4 a pH 4.5 registrado a dos temperaturas diferentes: 37 y 55 °C.

3.4. Efecto del tiempo de estabilizacion (test)

El tiempo de estabilizacién se entiende como el tiempo necesario para que las
sefiales de DC sean constantes tras una adicion de solucion metdlica. En estudios
anteriores, donde se estudiaba la interaccién de MTs con iones como Cd(ll) o Cu(l), los
test €ran relativamente cortos, entre 15 min y poco mas de una hora. En cambio, en los
estudios de la interaccién del catién Pb(ll) con la isoforma MT1 de mamifero®® ya se
pudo observar que estos tiempos eran mucho mas largos, incluso mas de 24 horas en
algunas adiciones. Como ya se ha comentado antes, estos tiempos pueden disminuir
aumentando la temperatura, aun a riesgo de variar el comportamiento de la proteina.
Pero es necesario estudiar los t.st observados en las diferentes valoraciones realizadas,
anteriormente descritas en el apartado V.2, para poder relacionar este factor con el

comportamiento de las mismas frente al cation Pb(ll).

3.4.1. Isoforma MT1

En la valoracion de una soluciéon 10 yM de Zn,-MT1 a pH 4.5 y 25 °C, se observd
que al adicionar el 1° eq de Pb(ll) las senales espectroscépicas (tanto de DC como de
UV-vis) no se estabilizaban, aumentando su intensidad a medida que pasaba el tiempo

hasta mas de 12 horas después de la adicion metalica (Fig. 189A-B).

194



IV. Resultados y Discusion

Zn-MT1 + x eq Pb(ll)
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Figura 189. Espectros de (A) DC y (B) UV-vis correspondientes a la evolucion del 1° a 25 °C, 2°
y 3° eq de Pb(ll) afadido a una solucién 10 uM de Zn,-MT1 a pH 4.5, a 55 °C.

Al aumentar la temperatura de trabajo de 25 a 55 °C, tal y como se mencioné en la
metodologia, se acelero la reaccion (la estabilizacion del ién Pb(ll) en la proteina), como
era de esperar. A pesar de esto, los te sSiguen siendo largos; de alrededor de 24 h para
el 1° eq de Pb(ll), 4 h para el 2° eq de Pb(ll), 6 h para el 3° eq de Pb(ll), al menos para
los tres primeros equivalentes de Pb(ll), ya que para las siguientes adiciones de plomo
(4° y 5° eq) estos tiempos disminuyen y una vez llegado al punto de saturacién (a partir
del 6° eq de Pb(Il)) pueden tardar de 20 min a1 h.

Este comportamiento se da marcadamente a concentraciones de 10 y 20 yM a pH
4.5, en cambio para 5 uM la estabilizacion de los iones Pb(ll) no requiere un mayor
tiempo. Asi también, se puede observar que a pesar de haber aumentado la
temperatura desde 25 hasta 55 °C los t.s para los tres primeros equivalentes de Pb(ll)
afiadidos siguen siendo mayor a las posteriores adiciones de plomo(ll) y también en
comparacion a las otras MTs (Fig. 190).

195



AeM-em ]
el e

I - . M + M 5 5 . " 3 P b - - B . = = = = = - - 4
IF0 G p0 M D0 3R JA0 360 380 4DD 430 440 480 FA0 JED JE0 300 IO FA0 JH1 JE 800 N $40 4B
Wavelength (rmj WavElengh jrmj

Figura 190. Espectros de (A) DC y (B) UV-vis correspondientes a la evolucién del 1° eq de Pb(ll)
afiadido a una solucién 10 uM de Zn,-MT1 a pH 4.5, a 55 °C.

En la mayoria de las valoraciones con Pb(ll) de Zn;-MT1 se observo que los tes de
los tres primeros equivalentes de Pb(ll) son mas largos a las posteriores adiciones de
Pb(Il) a la proteina, tanto a pH 4.5 como a pH 7.0, tal como se puede observar en la Fig.
191. Esto puede indicar una compleja estructuracion de Zn,-MT1 al afiadir los primeros
iones Pb(ll), provocando asi éstos no se estabilicen facilmente en la proteina. Una vez

incorporado el 3° eq de Pb(ll) la proteina se estructurara mas rapidamente.
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Figura 191. Espectros de DC de la
evolucién del tiempo de estabilizacién
del (A) 3°, (B) 4° y (C) 5° eq de Pb(ll)
de la valoracién de una soluciéon 10
MM de Zn,-MT1 apH 7.0 y 55 °C.
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3.4.2. Isoforma MT2

En las valoraciones con Pb(ll) de Zn,-MT2 en condiciones similares a las fisiologicas;
pH 7.0 y 37 °C, los tiempos de estabilizacién de los primeros equivalentes de Pb(ll)
afiadidos son largos (para el 1°, 3° y 4° eq de Pb(ll) se dejaron estabilizar una noche
(21 h), para el 2° eq de Pb(ll) hasta 6 horas), como también se observd para Pb-MT1.
Pero a medida que se adicionan iones Pb(ll) este tiempo disminuye; estabilizandose el
5° eq de Pb(ll) a las 2 horas. En Zn,-MT2 a pH 4.5 se observé que la adiciéon del 1°

hasta el 3° eq de Pb(ll) necesitan t. largos como se puede ver en la Fig. 192.
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IV. Resultados y Discusion
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Figura 192. Espectros de DC de la evolucion del tes; del (A) 1°, (B) 2°, (C) 3° y (D) 4° eq de Pb(ll)
afiadidos en la valoracion de una solucién 10 uM de Zn,-MT2 a pH 4.5y 37 °C.

Como se comentd anteriormente, a pH 7.0 se - f A o
observo que el aumento de temperatura contribuye ~ _* \
a una mayor estructuracion de los complejos Pb- :: 1"‘\._1_
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4° eq de Pb(ll) afadido a: 25 °C se estabiliza para \ - |

1 hora; para 37 y 55 °C sobre las 20 horas, pero en 12

I M ) JEF 300 XBD 340 3 383 400 470 44
W nderupss g

A il oty
L I ]

las condiciones similares a las fisioldgicas las
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Figura 193. Espectros de DC de la evolucion del t. del
4° eq de Pb(ll) a (A) 25, (B) 37 y (C) 55 °C de las

valoraciones de una soluciéon 10 yM de Zn,-MT2 a pH 20 w0 m el
7.0
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3.4.3. Isoforma MT3

Asi, al contrario de las isoformas MT1 y MT2, en MT3 los tiempos de estabilizacion
por cada eq de Pb(ll) afiadido son cortos (de 10 min a 1 hora), y no influye en la
estructuracion de los clusteres Pb-MT3 (Fig. 194). La variacion de temperatura no tuvo

efecto en los t.st de los iones Pb(ll) en la proteina.
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Figura 194. Espectros de DC de la evolucién del t.s; del 4° eq de Pb(ll) afadido en la valoracion
de una solucién 10 yM de Zn-MT3 apH 7.0y 37 °C

3.4.4. Isoforma MT4

En MT4 al igual que en MT1 y MT2, se observd que los tiempos de estabilizacion de
los iones Pb(ll) afiadidos a Zn;-MT4 son largos (20 horas para el 1° eq de Pb(ll)), si
bien éstos disminuyen al aumentar la temperatura, a pH 4.5, tal como se ha mostrado
anteriormente (Fig 188). En los tres primeros equivalentes de Pb(ll) se puede observar
que a medida que se deja un mayor t las sefiales se hacen mas intensas y definidas

(Fig. 195). A partir del 4° eq de Pb(ll) anadido el tes; disminuye drasticamente.
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Figura 195. Espectros de DC de la evolucion del
1° eq de Pb(ll) afiadido a una solucién 10 yM de
Zn;-MT4 apH 4.5y a 25 °C.
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3.5. Efecto del exceso de Pb(ll)

A las MTs se les han atribuido algunas funciones en relacion al transporte de
metales y como un mecanismo de detoxificacion de iones metalicos, como Pb(ll), Cd(ll),
Hg(ll), Ag(l), etc. Asi, es muy importante conocer su capacidad de enlazar dichos iones
metalicos, asi como estudiar su comportamiento frente a un exceso de iones metalicos

una vez se ha saturado la proteina, basicamente si se ve afectada la estructuracién de
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los clusteres metal-MT formados o si aumenta el nUmero de iones coordinados. En este
caso se estudio la interaccion del exceso de Pb(ll) en las MTs ensayadas en esta Tesis

Doctoral.

3.5.1. Isoforma MT1

En el caso de MT1 es importante indicar que el punto de saturacién varia en funcion
del pH, de manera que a pH 4.5 la proteina se satura tras el 5° eq Pb(ll) anadido,
mientras que a pH 7.0 se satura a partir del 9° eq Pb(ll). La adicion de una cantidad de
Pb(Il) superior al punto de saturacién en las valoraciones a 5, 10 y 20 uM a pH 7.0,
tanto a 37 como 55 °C, provoca una desestructuracion de la proteina y una disminucién
en la intensidad de las senales espectroscopicas de DC, mientras que en el UV-vis

éstas se mantienen.

En la Fig. 196A, se puede observar que en la valoracion a 5 pM, la saturacién se da
para 7 equivalentes de Pb(ll), pero al afadir un exceso de 8 iones Pb(ll) la sefial de DC
disminuye de intensidad, asi también sucede a 10 uM (Fig. 196B) en donde al adicionar
el 10° eq de Pb(ll) las sefales negativas pierden intensidad, por ultimo a 20 uM (Fig.

196C) esto se observa mas levemente.
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Figura 196. Espectros de DC que

C
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Asi también en la valoracién a una concentracién 5 uM de Zn,-MT1 a pH 4.5y 55 °C,
se muestra una disminucion de sus sefales de DC al anadir el 9° eq de Pb(ll), tal como
se puede ver en la Fig. 197. También se observé que la solucion de proteina se torna
un poco turbia debido a la precipitacion de PbO sélo cuando se trabaja a pH 7.0, la
diferencia de intensidades que se observan principalmente en los espectros de DC se

puede deber a la formacion de esta turbidez en la solucion de MT1.
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Figura 197. Espectros de DC y UV-vis de la valoracion de una soluciéon 5 pM de Zn,-MT1 con
Pb(ll)a pH 4.5y 55 °C.

Un dato importante que se observé en las valoraciones en todas las condiciones
experimentales ensayadas, es que una vez se afiade un exceso de iones Pb(ll) los test
son muy cortos. Como hemos visto el efecto del exceso de Pb(ll) se da en todas las
condiciones a pH 7.0, pero a pH 4.5 s6lo se da a una baja concentracion de proteina (5
MM), que podria tener relacién con la menor quiralidad de las especies Pb-MT, es decir,

la baja estructuracion de la proteina, que sucede solo en estos casos.

Por otra parte, en los experimentos de ESI-MS la adicion de un exceso de Pb(ll) (35
eq de Pb(ll)) provoca principalmente la formacion de especies homometalicas de Pb(ll):
desde Pb,-MT1 hasta Pb4o-MT1, las cuales son estables durante 24 horas (Fig. 51).

3.5.2. Isoforma MT2

En Zn,-MT2 al incorporar el 10° eq de Pb(ll) se observé un desplazamiento de las
sefiales de DC hacia arriba (Fig. 198A), que podrian indicar una leve desestructuracion
de la proteina o una disminucién de la quiralidad de las especies Pb-MT2 formadas. En
los espectros de UV-vis (Fig. 198B) no se muestra ningun efecto al anadir mas Pb(ll),
manteniendo la saturacion de las senales.
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Figura 198. Espectros de (A) DC y (B) UV-vis registrados para el 9° hasta el 12° eq de Pb(ll)
afnadido en la valoracion de una solucién 10 uM de Zn;,-MT2 a pH 7.0 y 37 °C con max. test.

En los experimentos de ESI-MS se pudo observar que el exceso de Pb(Il) provoca la
disminucion de especies heterometalicas de Pb,Zn-MT2 y se forman mayoritariamente
especies homometalicas de Pb(ll), Pbg- y Pb4-MT2 (Fig. 86).

200



3.5.3. Isoforma MT3

En esta proteina el exceso de Pb(ll) afadido no mostré ningun efecto en los
espectros de DC y UV-vis, manteniendo las senales de la saturaciéon en la mayoria de
los experimentos analizados. Pero en la valoraciéon de Zn-MT3 en condiciones estandar
de trabajo, 10 uM de proteina, a pH 4.5 y 25 °C, se ha observado que al adicionar el 7°
eq de Pb(ll) las absorciones del espectro de DC (Fig. 199) se desplazan hacia arriba y a
partir del 8° eq de Pb(ll) tiene lugar la saturacion de la proteina y para las posteriores

adiciones de Pb(ll) los espectros no varian.
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Figura 199. Espectros de DC desde el 4° al 11° eq de Pb(ll) de la valoracién de una solucién 10
MM de Zn-MT3 a pH 4.5 y 25 °C con max. teg.

En los espectros de masas de Zn-MT3 en presencia de un exceso de Pb(ll) se
observd que las especies mas abundantes son Pbg- y Pb4-MT3, y se forman mas

especies homometalicas con un mayor contenido de Pb(ll) (Fig. 122).
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Asi también, a pH 7.0 la adicion de exceso de iones Pb(ll) no provoca la
incorporacion de este catidén a Zn,-MT4, como se puede observar en sus sefales de DC
(Fig. 201).
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Figura 201. Espectros de DC del 1°, 7° y 13° eq de Pb(ll) afadidos a Zn,-MT4 apH 7.0 y 37 °C.

3.6. Analisis global de los factores experimentales que afectan la

capacidad coordinante de las MTs de mamifero frente a Pb(ll)

A partir de los resultados mostrados en este apartado se puede hacer un analisis
global de cuales son los factores que influyen mayormente en la capacidad coordinante
de estas proteinas frente a los iones Pb(ll).

De acuerdo a esto, se puede concluir que la variable mas influyente es el pH,
seguida de la temperatura que estad directamente relacionada con el tiempo de
estabilizacion de los iones Pb(ll) y por ultimo la concentracién de la proteina.

Se pudo observar que el pH afecta a la habilidad coordinante de las isoformas MT1,
MT2 y MT4, con excepciéon de la MT del cerebro, MT3. Pero sélo MT4 no presenta
coordinacion del ion Pb(ll) a pH 7.0.

Por su parte, la temperatura afecta a la cuatro MTs de mamifero, pero su efecto es
mas notable en MT2 en presencia de Pb(ll), mostrando una variacion de su huella

espectral a las diferentes temperaturas.

Asi también, el tiempo de estabilizacion de los iones Pb(ll) afiadidos influye en MT1,
MT2 y MT4, ya que estas MTs tienen reacciones lentas, observandose que a tes largos
hay una mayor estructuracion de los clusteres Pb-MT formados. Mientras que, en MT3
la incorporacién de los iones Pb(ll) sélo necesita tes; cortos, de manera similar que en la

isoforma de levadura, Cup1.

Otro de los factores que tiene efecto en la interaccion de Pb(ll) a las MTs es la
concentracion de la proteina, que influye principalmente en la estructuracion de los

clusteres Pb-MT formados, en el siguiente orden: MT1 > MT2 >>>>MT3.
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Por ultimo, el exceso de plomo(ll) anadido a las MTs estudiadas mostré un efecto
sobre la capacidad coordinante frente a Pb(ll) de manera importante en Zn;,-MT1 y Zns-
MT2, siendo mas leve para Zn-MT3. En cambio Zn,-MT4 no se ve afectada por el

exceso de Pb(ll), en ninguno de los pHs ensayados (pH 7.0 y 4.5).

Por otra parte, se pudo encontrar una relacién directa entre los tipos de absorcion
que aparecen tras la coordinacién de Pb(ll) a la metalotioneina, ya sea | y/o I, con los
test de cada equivalente de Pb(ll) anadido a las MTs. Los t. largos se dan
preferentemente en las MTs que presentan las sefales de fipo | (cuatro bandas), en

cambio los tes cortos se dan cuando aparecen las dos bandas asignadas de tipo /I.

De forma global, los espectros de UV-vis de la mayoria de las MTs estudiadas en
presencia de Pb(ll) no muestran un efecto del pH en el tipo de absorciéon que aparecen

al coordinar el ion Pb(ll).
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4. Definicién de un “modelo” de comportamiento fisiolégico de

cada isoforma de MT de mamifero frente a Pb(ll)

Como se ha mostrado anteriormente, la coordinacién de Pb(ll) a las MTs de
mamifero se puede ver afectada por una serie de factores (pH, temperatura,
concentracion de la proteina y tiempo de estabilizacion por eq de Pb(ll)) que varia en
funcién de la isoforma estudiada. De esta manera, es dificil establecer el posible papel
detoxificador de estas proteinas en los organismos en condiciones que no sean las
fisioldgicas. Es por esto que para determinar la capacidad para detoxificar Pb(ll) de las
cuatro isoformas de mamifero (MT1, MT2, MT3 y MT4) es necesario tener en cuenta los
resultados de los experimentos realizados en condiciones fisiolégicas (pH 7.0 y 37 °C)
ya descritos en el apartado 1V-2. Asi, en este apartado se comparan los resultados
obtenidos en las cuatro isoformas, en las condiciones descritas, mediante las técnicas
de espectroscopia (DC y UV-vis, Fig. 202) y espectrometria de masas (ESI-MS, Fig.
206).

Los resultados obtenidos por las espectroscopias de DC y UV-vis (Fig. 202)
evidencian que al adicionar Pb(ll) a las MTs de mamifero: Zn-MT1, -MT2 y -MT3 este
idon se coordina y provoca que cada una de las proteinas se estructure de una manera
especifica. También se puede apreciar que Zn,-MT1 y Zn;-MT2 tienen un
comportamiento analogo y a su vez diferente de la preparacién Zn-MT3 cuando enlazan
Pb(Il) bajo condiciones fisiolégicas. Sin embargo, al adicionar plomo a Zn,-MT4 no se
observa ningin cambio espectral, lo cual indica que no enlaza Pb(ll) a pH neutro. De
hecho, ya se ha descrito en el apartado anterior que MT4 si enlaza Pb(ll) a pH 4.5 (Fig.
147), ya que a este pH parte de los iones Zn(ll) ya no estan coordinados, siendo la
especie mayoritaria Zn,-MT4 (Fig. 37) .

Observando con detalle los espectros de dicroismo, se puede apreciar que Zn,-MT1
y Zn;-MT2 al coordinar Pb(ll) (Fig. 202A-D) muestran unas sefiales de DC
caracteristicas muy similares, si bien no idénticas del todo, siendo las registradas para
los clusteres Pb-MT1 significativamente mas intensas que las de Pb-MT2. En ambos
casos se observaron el mismo grupo de siete absorciones: 228(-), 246(+) y 271(+),
318(-), 358(+) y 375(+) y 400(-) nm. Estas aumentan su intensidad a medida que se
adicionan los sucesivos equivalentes de Pb(ll), observandose tres puntos isodicroicos:
285, 347 y 380 nm, en las primeras adiciones realizadas. Asi también, en los espectros
de dif. UV-vis (Fig. 202C-E) se observaron la aparicion de sefales similares al
enlazarse Pb(ll) a Zn,-MT1 y Zn,-MT2, mostrando principalmente absorciones de tipo /I:
a 250 y 340-360 nm, que revelan la formacién de los clusteres Pb-SCys; con una

geometria piramidal trigonal. Pero al anadir el 3° equivalente de Pb(ll) a Zn,-MT1 se
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4. Definicién de un “modelo” de comportamiento fisiol6gico de cada isoforma de MT de mamifero frente a
Pb(ll)

observan nuevas bandas a 330 y 380 nm, que indican un cambio del entorno de

coordinacién (ver siguiente apartado IV-5).
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Figura 202. Espectros de DC, UV vis y dif. UV-vis (hasta el 4° eq de Pb(ll)) registrados a lo largo
de las valoraciones con Pb(ll) de las soluciones 10 uM de Zn;-MT1 (A, B y C), Zn,-MT2 (D, E y
F), Zn-MT3 (G, He l) y Zn,-MT4 (J, Ky L), respectivamente, en condiciones fisiologicas pH 7.0 y
37 °C.

Los espectros de DC obtenidos en la valoracién de la preparacién Zn-MT3 con Pb(ll)
a pH 7.0 y 37 °C muestran un comportamiento diferente comparado con los observados
en Zn,-MT1 y Zn,-MT2 en presencia de Pb(ll) en las mismas condiciones. Los
espectros de DC (Fig. 202G) muestran basicamente cuatro absorciones muy anchas y
poco definidas: 225(-), 245(+), 340(-), 375(+) y 400(-) nm. Las sefales aumentan su
intensidad, a medida que se incorporan los iones Pb(ll) a Zn-MT3, mediante tres puntos
isodicroicos: 300, 360 y 390 nm. Cabe destacar que si bien el maximo a 245(+) nm es
muy intenso, mas que los registrados en las valoraciones con Pb(ll) de Zn,-MT1 y -MT2,
el resto de bandas tienen una intensidad menor, comparables a las obtenidas para MT2.
En los espectros de dif. UV-vis (Fig. 202l) se observan similitudes en las absorciones de
Zn-MT3 al enlazar Pb(ll) respecto a Zn,-MT1 y -MT2, tal como se puede observar en la
Fig. 203.

206



Zn-MT1 + 1 eq PRI
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Figura 203. Espectros de dif. UV-vis del 1° eq de Pb(ll) afiadido a una soluciéon 10 uM de Zn-
MT1 (linea negra), Zn,-MT2 (linea roja), Zn-MT3 (linea verde) a pH 7.0 y 37 °C.

Comparando las sefales observadas en los espectros de DC (Fig. 204) para las
valoraciones con Pb(ll) de las tres isoformas (MT1, MT2 y MT3) se puede apreciar que,
de hecho, existen una serie de absorciones comunes en todas ellas: 228(-), 246(+),
375(+) y 400(-) nm.
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Figura 204. Espectros de DC del 10° equivalente de Pb(ll) afiadido a una solucion 10 uM de
Zn;-MT1 (linea negra), Zn,-MT2 (linea roja), Zn-MT3 (linea verde), a pH 7.0 y 37 °C.

Esta coincidencia en las absorciones es indicativa de que la estructuracion de la
proteina alrededor de los cationes Pb(ll) enlazados tiene una cierta similitud en las tres
isoformas, probablemente utilizaran los mismos residuos coordinantes en posiciones
equivalentes. Las particularidades observadas para cada una de las isoformas
(intensidad y absorciones diferenciadas) son muy probablemente consecuencia de las
diferencias a nivel de estructura primaria de las mismas. Es por esto que en los
espectros de dif. UV-vis de las tres isoformas se pueden observar absorciones
semejantes entre ellas (Fig. 203). Comparando la evolucion de los espectros UV-vis a
longitudes de onda caracteristicas (Fig. 205), se puede observar que Zn;,-MT1, Zn;-MT2
y Zn-MT3 experimentan un cambio en la evolucién espectral para 6 eq de Pb(ll)
afiadidos, y saturan sus sefales espectroscépicas aproximadamente entre 9 y 10 iones
Pb(ll). Estos datos muestran una relacion con los obtenidos por ITC, descritos en los
apartados anteriores (2.1.1.3, 2.2.1.3, 2.3.1.3, respectivamente), en donde para Zns-
MT1 se observa que el numero de iones Pb(ll) coordinados son aproximadamente 9,

para Zn;-MT2 son 13, que revela un numero de coordinacién mayor, y para Zn-MT3 se
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da para 6 iones Pb(ll), similar al primer punto de saturacion de las sefiales de DC y UV-
vis.

Las semejanzas observadas por espectroscopia (DC y UV-vis) reflejan el hecho de
que los residuos de Cys son los mayores responsables en la coordinacién de Pb(l1), y
puesto que las tres isoformas tienen el mismo numero de Cy sy en pos iciones
relativamente similares, se saturan aproximadamente para el mismo numero de io nes
Pb(ll) (10° eq de Pb(ll)) (Fig. 205). El conjunto de resultados también indica que, si bien
otros residuos pueden participar en el enlace metalico, éstos no parecen determinar la
capacidad coordinante de las proteinas consideradas, y solamente afectarian al tipo de

coordinacion y los cromoéforos formados.
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Figura 205. Evolucion de las absorciones UV-vis a 340 nm para las valoraciones de Zn,-MT1,
Zn,-MT2y Zn-MT3 a 10 uMa pH 7.0 y 37 °C vs. eq de Pb(ll) afiadidos.

Como ya se ha visto en los apartados anteriores, los resultados es pectroscopicos
s6lo muestran una visién parcial de la coordinacion de Pb(ll) a las MTs. Para completar
estos datos cabe ten er en cu enta los experim entos de ESI -MS reg istrados en las
mismas condiciones (pH 7.0 y 37 °C) descritos en lo s apartados anteriores (2.1.1.2,
221.2,231.2,2.4.2) y que se recogen en la Fig. 206. Es importante recordar que el
seguimiento por ESI -MS de las valoraciones con Pb(ll) no es posible debidoa la
evolucién que experimentan las soluciones de MT que contienen Pb(ll).*? Por tanto, se
compara el resultado de la evolucién de los espectros de ESI-MS durante 24 horas tras
la adicionde 10 eqde Pb(ll) a las cuatro i soformas de mamifero, manteniendo la s
soluciones a pH 7.0 y 37 °C a lo largo de todo el experimento.

Los res ultados obt enidos en los experimentos seguidos por es pectrometria de
masas corroboran lo observado por DC y UV-vis, es decir, que mientras que MT1, MT2
y MT3 son capaces de coordinar Pb(ll), formando diversas especies Pb-MT, la isoforma
MT4 no coordina el Pb(ll) afadido, y su especie inicial Zn;,-MT4 se mantiene invariante

con el tiempo.
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Evolucian de las especies iniclales Zn-MT tras la adfcion de 10 eqg de Pb{ll}

Bh
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Zofih-T
Iraicial
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Figura 206. Espectros de ESI-MS registrados durante 8 horas que muestran la evolucién de las soluciones de Zn,-MT1, Zn;-MT2, Zn;-MT3 y Zn;—MT4 a 10 M, pH 7.0 y 37 °C, tras
la adicion de 10 eq de Pb(ll). Los espectros muestran el estado de carga +5. Los correspondientes aductos de perclorato y amonio no se identifican.
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Analizando con detalle los espectros de masas registrados tras la adicién de 10 eq
de Pb(ll) a las tres MTs que enlazan estos iones: Zn,-MT1, Zn,-MT2 y la preparacion
Zn-MT3, se ha podido observar que en todos los casos se produce la formacion de
especies tanto homometalicas, Pb-MT, como heterometalicas, Pb,Zn-MT. A partir de la
primera medida y sus posteriores, muestran que la evolucién en el tiempo de las
especies formadas depende de la proteina considerada.

Si se consideran las especies formadas a tiempo cero (primera medida justo
después de la adiciéon de metal) para las tres proteinas, se puede apreciar que,
mientras que MT1 forma las especies Pb;Zn-MT1, Pbg-MT1 y Pbe-MT1 (con total
desaparicion de la especie inicial de Zn,-MT1), en el caso de MT2 y MT3 se pueden
observar las correspondientes especies iniciales Zn-MT con una abundancia importante,
ademas de otras especies que contienen Pb(ll). Para MT2 las especies presentes en
solucion, ademas de la de partida, son Pb;Zn,-, Pbg-, PbgZn4-, Pbg- y Pb4-MT2. Por su
parte, la adicién de Pb(ll) a Zn-MT3 provoco la formacién de un gran numero de
especies con diversidad en el contenido metalico, mas de 10 especies diferentes, sin
observarse ninguna de especial abundancia. Asi, teniendo en cuenta el comportamiento
de estas proteinas en el primer contacto con el cation Pb(ll), se puede considerar que
MT1 es la que parece formar especies de mayor contenido en Pb(ll) tras liberar la
mayoria de sus iones Zn(ll) inicialmente coordinados.

Cuando se compara el comportamiento de las soluciones descritas a lo largo del
tiempo, las diferencias observadas todavia se acentian mas. En el caso de Zn,-MT1
s6lo después de 1 hora, las especies inicialmente formadas disminuyen su intensidad,
para dar lugar a especies de menor contenido en Pb(ll) y mayor contenido en Zn(ll).
Hasta que finalmente, al cabo de 2 horas el cluster inicial Zn,-MT1 es el mas abundante.
Mientras que, el comportamiento de Zn,-MT2 es totalmente diferente, ya que aumenta
la intensidad de las especies con mayor contenido en Pb(ll) las dos primeras horas, y
después de 24 horas Pb;Zns-, PbgZns- y Pbg-MT2 siguen siendo las mayoritarias. El
comportamiento de Zn-MT3 en las condiciones ensayadas es analogo al de Zn,-MT2 en
presencia de Pb(ll), si bien la cinética es mas lenta, ya que las especies observadas
inicialmente van evolucionando de manera que aumenta la intensidad de las especies
con mayor contenido en Pb(ll). Al cabo de 24 horas las especies mayoritarias son
PbgZn,., Pbg. y Pb1o.MT3. En base a estos resultados, se puede considerar que a pH 7.0
y 37 °C, la presencia de un exceso de Pb(ll) en las soluciones Zn-MT provoca que en
un primer momento la isoforma MT1 forme especies con un alto contenido en Pb(ll) que
solamente tendran existencia en un periodo de tiempo muy corto, mientras que MT2 es
capaz de enlazar Pb(ll) en un rango de tiempo ligeramente superior, entre 1 y 2 horas,
dando lugar a especies estables con el tiempo, sin embargo, MT3 necesita hasta 12

horas para dar lugar a especies con un alto contenido en Pb(ll).
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Considerando las especies formadas con un mayor contenido metalico, cabe
destacar que en todos los casos las especies Pbg- y Pb;-MT toman especial
importancia. Este hecho es especialmente interesante, ya que los pocos trabajos
existentes en la bibliografia consideraban que la especie formada al valorar MT1 o MT2
era la correspondiente Pb,-MT,*® analoga a la especie de partida Zn,-MT. También es
destacable la existencia de especies con alto contenido en Pb(ll) y sélo un i6n Zn(ll),
especialmente PbgZn-MT. La presencia de estas especies heterometalicas evidencia el
hecho de que el cation Pb(ll) no es capaz de desplazar totalmente el Zn(ll) inicialmente
coordinado a la proteina aun cuando existe un ligero exceso de Pb(ll) en solucion, con
lo cual, una vez mas, la existencia de una unica especie Pb,-MT pierde totalmente el
sentido.

Los resultados anteriormente descritos indican, una vez mas, que el comportamiento
de las diferentes isoformas no solamente obedece a su contenido en Cys y su posicion
relativa, sino que ademas es importante el resto de aminoacidos de las
correspondientes cadenas peptidicas.

El conjunto de los resultados obtenidos confirman que las MTs de mamifero, Zn-MT,
muestran un comportamiento bastante diferenciado cuando enlazan Pb(ll). Claramente,
Zn;,-MT4 no puede enlazar Pb(ll), mientras que, Zn,-MT1, Zn,-MT2 y la preparacion Zn-
MT3 pueden coordinar hasta 10 iones Pb(ll) facilmente. Estas tres proteinas a pesar de
tener una capacidad coordinante similar para formar complejos de Pb(ll), se observé
por medio de la monitorizacién por ESI-MS de las distintas reacciones Zn-MTx + Pb(ll)
que el diferente caracter de Zn- vs. Cu-tioneina de cada isoforma® influye en esta
habilidad de retener los iones Pb(ll) inicialmente enlazados. Interesantemente, entre
todas las isoformas de MT de mamifero, MT3 es la que exhibe mejor habilidad para
detoxificar Pb(ll), porque mantiene las especies Pb-MT3 a lo largo del tiempo (24 horas).
Este resultado es especialmente relevante si se tiene en consideracién que esta
isoforma esta presente unicamente en el SNC y los dafios que puede provocar el plomo
precisamente sobre sus estructuras fundamentales.

Asi también, esta diferente capacidad coordinante de MT4 respecto a las otras MTs
de mamifero y el hecho que MT4 es sintetizada en el tejido estratificado escamoso ha
llevado a concluir que probablemente MT4 desarrolla funciones diferentes a las que
realizan las otras MTs y que éstas no tienen relacién con la detoxificacion de Pb(ll)
especificamente, sino mas bien con el rol fisiolégico especifico del Cu dentro de este

tipo celular, por su capacidad de enlazar este metal.'®*%
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4.1. Estudios de competicion de las isoformas de MT de mamifero con
EDTA frente a Pb(ll)

De acuerdo a los antecedentes bibliograficos, los agentes mas comunes utilizados
en la terapia de quelacion para el tratamiento de envenenamiento con Pb(ll) (y también
con Hg) son: EDTA*® y DMSA. Ademas, la penicilina (PCA) y BAL son utilizados para
quelatar Pb(11).>*"3*® E| EDTA forma complejos especialmente fuertes con Mn(ll), Cu(ll),
Fe(lll), Pb(ll) y Co(lll).>*°

En base a los resultados obs ervados por es pectrometria de masas, se dec idiod
realizar otros experimentos de ESI-MS con las isoformas MT2 y MT3, ya que como se
observé anteriormente ( Fig. 206), éstas son las que pre sentan una mayor ca pacidad
detoxificadora frente a Pb(ll) en condiciones fis iologicas (pH 7.0y 37 °C), ya que
mantienen coordinados los iones Pb(ll) durante 24 horas.

Este nuevo estudio consistié en observar la interaccion que tiene cada una de estas
proteinas frente a Pb(ll) en presencia de un quelante, como el EDTA. Para esto se
realizaron dos experi mentos de competencia de coordinacién entre EDTA y las
isoformas MT2 y MT3 frente a Pb(ll):

El primer experimento (Fig. 207) consistié en preparar dos soluciones de EDTA con 10
eq de Pb(Il) (1:1) a pH 7.0. Estas se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente,
se afadieron las preparaciones Zn,-MT2 y Zn-MT3 a las corres pondientes soluciones
hasta una concentracién 10 uM, en condiciones de pH 7.0 y 37 °C. Se registraron los

espectros de masas durante 24 horas (Fig. 209 y 210).

Primer experimento

P Fig. 209
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Figura 207. Esquema del primer experimento del estudio de competicion de las isoformas de MT
de mamifero MT2 y MT3, frente a EDTA.

El objetivo del primer experimento fue observar la capacidad de las metalotioneinas
MT2 y MT3 para secuestrar los iones Pb(ll) que previamente forman un complejo con
EDTA.
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Los resultados obtenidos del primer experimento revelan que Zn,-MT2 (Fig. 209) no
compite por los iones Pb(ll) que estan en solucién con EDTA, ya que los es pectros de
masas muestran como especie mas abundante la inicial Zn,-MT2 y se forman especies
minoritarias co mo Pb 1Zne-MT2, y otra snot an visi bles como Pb3;Zn,-MT2 qu e se

mantienen estables durante las 24 horas.

A Zn,-MT2 + 10 eq Pb(ll)
T Pb.Zn;
PhZn, Ph.

Pbgins

Fb

Zn-
1l T Pb£n-
P'I:I.ZHF-'“-"“' o e
PbhsZng 4

Pbys

B Pb(l1)-EDTA+ Zn,-MT2

24 h .
pbf!‘l, pl-l"z“...-
PbyZny pp.zn

-‘-1J | P B AT
.
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Figura 209. (A) Espectro de ESI de Zn,-MT2 tras afiadir 10 eq de Pb(ll) (12 h)a pH 7.0y 37 °C
en ausencia de EDTA (Fig. 87). (B) Espectros de ES I-MS re gistrados durante 24 horas que
muestran la evolucién de una solucién 10 yM de EDTA con 10 eq de Pb(ll),a pH 7.0y 37 °C,
tras la adicion de Zn,-MT2 (hasta ser una solucién final de esta especie 10 yM). Los espectros
muestran el estado de carga +5, sefialando las especies mas importantes.

Al contrario, la pre paracion Zn-MT3 (Fig. 210) muestra una mayor capacidad para
coordinar losio nes Pb(ll)en solucion con EDTA, formand o especies homo vy

heterometalicas que van des de Pb,Zns- hasta Pb 7Zn;-MT3. Aunque la especie mas
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4. Definicién de un “modelo” de comportamiento fisiol6gico de cada isoforma de MT de mamifero frente a
Pb(ll)

abundante es una de las iniciales Zn;,-MT3, también se forman unas homometalicas de
Pb(ll), Pbs-MT3 y Pbs,-MT3 con abundancia considerable.

Tal Zn-MT3+ 10 eq Pb(ll)

PbaZn,

B Pb{Il)-EDTA + Zn-MT3

Pb
Pb.Zs s | 4

12h

4-8 h

1-3 h

15'

Figura 210. Espectros de ESI-MS registrados durante 24 horas que muestran la evolucion de
una solucién 10 yM de EDTA con 10 eq de Pb(ll), a pH 7.0y 37 °C, tras la adiciéon de Zn-MT3
(hasta ser 10 uM). Los espectros muestran el estado de carga +5, sefalando las especies mas
importantes.
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IV. Resultados y Discusion

Enlos espectros de masas se observd que, a medid a que pasael tiempo,las
especies de Pb(ll) se hacen mas abundantes y se forman clusteres con mayor nimero
de iones P b(ll). Esto nos indica que MT3 va incorporando iones Pb(1l) que estaban
previamente en solucion o coordinados a EDTA. Est e comportamiento puede ser
debido a una menor estabilidad de los clusteres Zn-MT3, en comparacion con Zn,-MT2,

que podria explicar la diferencia en su habilidad coordinante frente a Pb(ll).

El segundo experimento (Fig. 208) consistié en preparar dos soluciones 10 yM de Zns-
MT2 y Zn-MT3 apH 7.0, a las cuales se le afiadieron 10 equ ivalentes de Pb(ll) ,
dejandolas incubar a 37 °C durante 3 hor as y registrando los espectros de masas
correspondientes. Posteriormente, se agregaron 10 equivalentes de EDTA y se observé
la evolucion durante 5(MT2) y 7(MT3) horas por ESI (Fig. 211y 212).

Segundo experimento ngp
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Figura 208. Esquema del segundo experimento del estudio de competicion de las isoformas de
MT de mamifero MT2 y MT3, frente a EDTA.

Por su parte, la finalidad de este experimento fue conocer si las proteinas, ya sea
MT2y MT3, son capaces de mantener los iones Pb(ll) coordinados en presencia de
EDTA.

Los resultados obtenidos muestran que en ambas preparaciones; Zn,-MT2 (Fig. 211)
y Zn-MT3 (Fig. 212), el EDTA interacciona tanto con los iones Pb(ll) como los Zn(ll). En
un comienzo se observan especies heterometalicas Pb,,Zn,-MT (x+y = 7 y 8), similar a
la es peciacion caracteristica observada en otros experimentos de cada MT con Pb(ll)
(Fig. 87 y 123), pero a medida que pasa el tiempo de reaccion con EDTA, los clusteres
formados pasan a disminuir su contenido metalico, siendo los mas abundantes Pb,Zn;-
MT2 y Pb4Zn;-, PbsZn,-MT3. Ademas, se observan especies homometalicas con bajo

contenido en Zn(ll).
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4. Definicién de un “modelo” de comportamiento fisiol6gico de cada isoforma de MT de mamifero frente a
Pb(ll)

Pb(l1)-MT2+ EDTA

Iﬁll.l.li;
Zn,_ | PbZnypy
Zn; PbZn,
1 PL":E”. Pb-;.ZH.
Pb,
Ph.
PhsZni,
Lo L By
l 4 L8 Y

it

Tras la adicion de 10 eq de EDTA

2,20 P“-zg; JPbZn PbZn,
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Zng 183 et 4 oo
2h
1h
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3h

LEr 1308 (5 L (L 100

Zn,-MT2 +10 eq Pb(ll)

Figura 211. Espectros de ESI-MS registrados durante 5 horas que muestran la evoluciéon de una
solucion 10 yM de Zn,-MT2, a pH 7.0 y 37 °C, tras la adicion de 10 eq de Pb(ll) incubando hasta
la3 horas (cuadroro jo) yluego afadiendo 10 eqde E DTA (cuadro a zul). Lo s espectros
muestran el estado de carga +5, sefialando las especies mas importantes.
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IV. Resultados y Discusion

Pb{ll)-MT3+ EDTA
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Figura 212. Espectros de ESI-MS registrados durante 7 horas que muestran la evolucién de una
solucion 10 yM de Zn-MT3, a pH 7.0 y 37 °C, tras la adicién de 10 eq de Pb(ll) incubando hasta
la 3 horas (t0) y anadiendo después 10 eq de EDTA. Los espectros muestran el estado de carga
+5, sefialando las especies mas importantes.
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En el caso de Zn;-MT2, al cabo de 5 horas de reaccién, se observan pocas especies
que contengan Pb(ll), siendo éstas tanto homometalicas (Pbs-, Pby-, Pbs- y Pbs,-MT2)
como heterometalicas (Pb1Zn4-, PboZn4-, Pb3Zn,-MT2). Mientras que, en la preparacion
Zn-MT3 a partir de las 3 horas las especies heterometalicas (Pb1Zn.-, PbsZn3-, PbZny-,
Pb,Zn,-, Pb,Zns-, PbyZng-, PbsZn,-, PbsZns-y PbsZn,-MT3) mantienen su abundancia.
Estos resultados revelan que MT3 presenta una mayor estabilidad coordinante frente a

Pb(Il) que MT2, aun en presencia de un quelante de Pb(ll) como EDTA.

Estos resultados demuestran, una vez mas, que MT3 posee una mayor habilidad
para coordinar Pb(ll) en condiciones similares a las fisioldgicas, incluso en presencia de
EDTA. Mientras que MT2 limita su reactividad frente a Pb(ll) por tener un caracter de

Zn-tioneina que se refleja en una mayor estabilidad de la especies Zn-MT2.
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5. Comparacion del comportamiento de las diferentes MTs
estudiadas frente a Pb(ll). Discusion sobre el entorno de
coordinacién de este i6on y su correlacion con el caracter de

Zn- o Cu-tioneina de cada MT y con los datos bibliograficos.

Como ya se ha comentado en la introduccién, el i6n Pb(ll), a pesar de su
configuracion d'°, no es espectroscépicamente silencioso, al contrario que el Zn(ll). La
coordinacién de Pb(ll) a residuos de cisteinas en las proteinas muestra la aparicion de
varias bandas de absorcion intensas en el UV-vis. Estas bandas de absorcion se han
utilizado para monitorear las interacciones Pb-proteina, pero todavia no se ha realizado
un estudio detallado del origen de estas bandas electrénicas y su relacion con la
estructuracion y la coordinacién de plomo. La espectroscopia de fotoelectrones (XPS)
sugiere que la asignacion para la mayoria de las transiciones de compuestos Pb-tiolato
es la transferencia de carga ligando-metal (TCLM). Cabe destacar, como ya se sefiald
en la introduccion de esta Tesis, la elevada complejidad de la quimica de coordinacién
del cation Pb(ll) (diferentes atomos dadores, diversidad de tipos de coordinacién y
geometrias).

De acuerdo con lo reportado respecto a las proteinas de union a zinc, éstas se
estructuran en dominios donde este i6n adopta geometria tetraédrica. Cuando el Pb(ll)
se coordinaba a éstas se sugirié que inicialmente tenian una estructura tetracoordinada
hemidirigida distorsionada.?’® Pero los estudios de rayos X sobre la coordinacién de

plomo(ll) en sitios ricos en azufre,?#2243225:22

permitié concluir que, el modo de enlace
preferido del Pb(ll) es la tricoordinacion, por medio de 3 Cys con una geometria

piramidal trigonal (Fig. 34).

A continuacién se procede a la comparacién de los resultados obtenidos a lo largo
de esta Tesis Doctoral, comenzando con el comportamiento de las diferentes MTs
estudiadas frente a Pb(ll), para continuar con una comparacién exhaustiva con los
datos bibliograficos. Por ultimo, se realiza una correlacién entre el entorno de

coordinacion del ién Pb(ll) y el caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada MT.

5.1. Comparacion del comportamiento de las MTs estudiadas frente a
Pb(ll)

En este apartado se comparan los resultados espectroscopicos de DC y UV-vis, de
espectrometria de masas (ESI-MS) y microcalorimetria (ITC), obtenidos en el estudio

sobre el comportamiento de las diversas isoformas de MT de mamifero frente a Pb(ll).
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5. Comparacioén del comportamiento de las diferentes MTs estudiadas frente a Pb(ll). Discusién sobre el
entorno de coordinacién de este i6n y su correlacion con el caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada MT y

con los datos bibliograficos
5.1.1. Datos espectroscoépicos

5.1.1.1. DC

El conjunto de datos obtenidos ha permitido observar que la coordinacion de Pb(ll) a
las metalotioneinas da lugar a absorciones de DC particulares, mostrando en algunos
casos una gran estructuracion de la proteina cuando enlaza Pb(ll), a diferencia de lo
observado inicialmente en presencia de Zn(ll) (y con otros iones como Cd(lIl) y Cu(l)).
En algunas de las isoformas estudiadas las sefiales registradas pueden variar con el pH,
la temperatura o el teg.

A continuacién se pre senta una tabla que contiene las absorciones de DC de las

MTs estudiadas frente a Pb(ll) registradas en las condiciones dptimas de estructuracion

de la proteina, tanto a pH 4.5 como a pH 7.0.

Pb-MT1  225(-), 245-270(+), 317(-), 354-370(+), 395(-)  228(-), 250-275(+), 321(-), 361-376(+), 400(-)
Pb-aMT1 265(+), 306(+), 337(-), 371(+), 405(-) 228(-), 246(+), 273(-), 304(+), 343(-), 394(+)
Pb-BMT1  226(-), 246-270(+), 320(-), 358-375(+), 402(-)  228(-), 250-278(+), 325(-), 362-377(+), 406(-)

Pb-MT2 228(-), 248-271(+), 318(-), 358-374(+), 400(-)  228(-), 248-278(+), 318(-), 362-376(+), 402(-)

Pb-aMT2 e 260(+), 288(-), 303(+), 340(-), 380(+), 401(-)
Pb-BMT2 245(+)-276(+), 322(-), 360-376(+), 403(-)
Pb-MT3  254(+), 340(-), 375(+), 404(-) 254(+), 340(-), 375(+), 404(-)

Po-aWT3 270l 20107 278() 30001, 3340 375 23001, 26101, 273¢0), 297(+), 335(-), 375(+)
Pb-BMT3 250(+), 290(+), 330(+), 375(+) 250(+), 292(+)-300(+), 375(+)

Pb-MT4 228(-), 246-271(+), 318(-), 358-375(+), 400(-)  228(-), espectro plano
Pb-Cup1 264(+), 295(-), 320(+), 350(-), 390(+) 258(+), 298(+), 320(+), 350(-)

Tabla 46. Maximos (+) y minimos (-) de las absorciones observadas en los espectros de DC de
las MTs estudiadas frente a Pb(ll) en condiciones estandar de concentracion de MT, apH 4.5y
pH 7.0, a las temperaturas de maxima estabilizacién, una vez se ha saturado la proteina.

Algunas de las absorciones de DC provocadas por la coordinacion Pb-MT como en

el caso de Pb-MT1, -MT2, -pMT1y -MT4 coinciden con las observadas en el estudio

336,337,339 de

realizado por He la apo -MT2co n Pb(ll),co mo sepud o observar

anteriormente en la Fig. 35. Por su parte, el enlace de Pb(ll) a Zn-Cup1 muestra bandas

similares a las reportadas por Merha en el estudio de fitoquelatinas (ver Fig. 33-2ab).>*°
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Tal y como se puede observar en la Tabla 46, hay abs orciones que coinciden en
mas de una MT al coordinar Pb(ll), como los maximos positivos entre 234-283(+), otra
375(+), y una banda negativa cercana a 400(-) nm.

De acuerdo a esto, si comparamos los espectros de DC de Zn,-MT1, Zn,-MT2 y Zn;-
MT4 al enlazar Pb(ll) a pH 4.5 (Fig. 21 3A), se puede observar la aparicion de siete
absorciones similares a 225 (-), 246 (+)-271(+), 318(-), 358 (+)-375(+) y 400(-) nm, que
reflejan una hue lla espectral analoga para las tres MTs. En cambio para la MT del
cerebro, MT3, al coordinar los iones Pb(ll) ésta da lugar a otras sefales, indicando una
estructuracion diferente de las anteriores MTs, tal como se pue de ver en la Fig. 213A
(linea verde oliva). También se observo que a pH 7.0 (Fig. 21 3B) la coordinacion de
Pb(ll) a Zn,-MT1y Zn,-MT2 da lugar a las mismas absorciones, pero en cambio Zn ;-
MT4 aeste pH no enlaza Pb(ll), mientras que Zn-MT3 muestra un comportamiento
similar al observado a pH 4.5. Los espectros de DC de estas MTs en presencia de Pb(ll)
reflejan coincidencias en algunos rangos de longitud de onda, como las absorciones a
228(-), 246(+), 375(+) y 400(-) nm.
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Figura 213. Espectros de DC de las cuatro MTs: Zn;-MT1, Zn,-MT2, la preparacion Zn-MT3 y
Zn,-MT4 frente a los correspondientes iones Pb(ll) que saturan cada una de estas proteinas, (A)
a pH 4.5 en condiciones estandar de trabajoy (B) a pH 7.0 y 37 °C, (el espectro de MT3 (linea
verde) esta normalizado al multiplicarlo por 2.5 para alcanzar la intensidad de las otras sefiales).

Por otra parte, también se ha estudiado el comportamiento de los dominios Zn4-aMT
y Zns-BMT por separado de las isoformas, MT1, MT2 y MT3, frente a Pb(ll). Estos tras
coordinar Pb(ll) también muestran absorciones con ciertas similitudes.

Los es pectros de DC de Zn 4-itMT al enl azar Pb(ll) (Fig. 214) mues tran hue llas
espectrales diferentes que varian con el pH, revelando que ca da dominio tie ne su
particular estructuracion frente a Pb(ll). Pero si se observa una similitud a pH 7.0 (Fig.

214A) en los maximos positivos a 360-390(+) nm y otro negativo entre 306-355(-) nm.
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Figura 214. Espectros de DC registrados en las valoraciones de los dominios Zn,-zMT frente a
Pb(ll) en condiciones de (A) pH 7.0: el 12° eq de Pb(ll) afiadido a -zMT1, el 4° eq de Pb(ll) a -
aMT3 a 37 °C y el 5° eqde Pb(ll)a -uMT2a 55°C, (B)a pH4.5 y 25 °C, el 6° eq de Pb(ll)
adicionado a -zMT1 y -zMT3, con excepcion de -zMT2.

Los dominios Zn,-tMT2 y -aMT3 al enlazar Pb(ll) presentan una absorcién similar a
298(+) nm, y entre Zn,-cMT1 y -tMT3 se observa una banda negativa a 272(-) nm. Y a
pH 4.5 (Fig. 214B), Zn4-uMT1 y -aMT3 presentan maximos a 265(+), 340(-), 375(+) y
410(-) nm.

Sin embargo, en los correspondientes dominios Znz-fMT en presencia de Pb(ll) si se
observa una may or similitud en sus sefales de DC, donde Zn;-fMT1y -BMT2 (Fig.
215A) se es tructuran de manera analoga frente a Pb(ll) , mostrando abs orciones
semejantes a las de sus correspondientes proteinas enteras. En cambio, los espectros
de DC de Zn;-fMT3 (Fig. 21 5B) muestra se fiales diferentes revelando otra formade
estructurarse frente a Pb(ll), donde sdlo el maximo a 250(+) nm es comparable al de los

otros fragmentos [iMT.
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Figura 215. Espectros de DC de las dominios Zn;-BMT1, -BMT2 y -BMT3 frente a Pb(ll), (A) tras
la adicién de 3, 8 y 4 eq de Pb(ll), respectivamente, a pH 7.0 y 37 °C; y (B) superposicion de los
espectros de Zn3;-fMT1, -BMT2, Zn,-MT1 y -MT2 con los iones Pb(ll) en el punto de saturacion
de la proteina.

En la comparacion los espectros de DC obtenidos de las Zn-MT de mamifero y la Zn-
Cup1 en presencia de Pb(ll), conocida como la Cu-tioneina por excelencia, se pudo
observar (Fig. 216) que estas proteinas no presentan una huella espectral similar, pero

si muestran se Rales que coinciden, co mo son la banda negativa a 228(-) nm y un
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maximo cercano a 250(+) nm, que sugiere que podrian tener algunos sitios de unién de

Pb(Il) que son similares.
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Figura 216. Espectros de DC de las Zn-MT estudiadas -MT1, -MT2, -MT3 y -MT4; y -Cup1 frente
a Pb(Il) en condiciones similares a las fisioldgicas (pH 7.0, 37 °C) con excepcion de Cup1 a
25 °C, una vez saturadas.

5.1.1.2. UV-vis

El estudio por espectroscopia de UV-visible de la habilidad coordinante de las MTs
frente a Pb(ll) revel6 que el enlace Pb-MT da lugar a absorciones caracteristicas en los
espectros d e UV-vis,y éstos varianen funcionde la proteina considerada. Los
resultados obtenidos permitieron diferenciar dos gru pos de absorciones: fipo I, que da
lugara cuatro bandas a 250, 330,375 y 400 nm (Fig. 217A);y tipo Il, con dos
absorciones a 250 y 350 nm aprox. (Fig. 217B).
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Figura 217. Espectros de UV-vis de las Zn-MT frente a Pb(ll), (A) tipo I: MT1, MT2, MT4 y BMT1,
(B) tipo II: MT3, aMT1, aMT3, BMT3 y Cup1, en condiciones estandar de trabajo a pH 4.5y a
diferentes temperaturas: 55 (MT1, MT3 y MT4), 25 (azMT, BMT y Cup1) y 37 °C (MT2) con los
correspondientes equivalentes de Pb(ll) que saturan cada proteina.

Estas absorciones tambi én se observaron en algunos estudios pre sentados en la
introduccion, las de tipo I, aparecen en el estudio de la coordinacién de Pb(ll) a la apo-
MT1/2 a pH4.7 con cuatro se halesa 250,325, 375y unaban da débila 400
nm.33¢3%7:33% A gy vez las de tipo I, aparecen tras la coordinacién de Pb(ll) a la apo-MT2
a pH neutro, asi como se observaron en las fitoquelatinas, Pb-PC** (250 y 330 nm)y

también cuando se enlaza a las proteinas de zinc y algunos péptidos 24285286310
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En el siguiente esquema se puede ver la relacion del tipo de absorcién de UV-vis
que aparecen en cada una de las MTs tras la coordinacion de Pb(ll):

Tipo de absorcidn

pH [ I’ Il
MT1, MT2, MT4 MT3, Cup1
4.5 aMT1, aMT3
BMT1 BMT3
MT1 MT2 MT4, MT3, Cupf
7.0 aMT1, aMT2, aMT3
BMT1 BMT2, BMT3

Tabla 47. Tipos de absorcién, sea [, Il o variacion de II’, que se observan en los espectros de
UV-vis de las Zn-MTs estudiadas frente a Pb(ll) en condiciones de pH 4.5y 7.0.

En base a los datos recogidos en la Tabla 47, cabe destacar que, la mayoriade
estas pro teinas muestran el mismo tipo de absorciones, aun que alguna s de éstas
varian en funcion del pH (MT2 y MT4).

MT2 se muestra como un caso particular, ya que si bien la adicién de Pb(ll) a pH
acido da lugar a las absorciones de tipo I, mientras que a pH neutro se observan otras
bandas, a 260, 350 y una débil a 380 nm, que asignaremos como absorcion de tipo II’,
por ser similares a éstas.
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Figura 218. Comparacioén de los espectros de UV-vis de Zn;-MT2 a 37 °C tras la adicion del 9°
eq de Pb(ll) a pH 7.0 y del 6° eq de Pb(ll) a pH 4.5.

Como seha podido obs ervar por UV -vis, hay dos tip os de abs orciones
caracteristicas del enlace Pb -MT que nos podria indicar que este i6n dentro de la
proteina pre senta mas de un sitio de unién. Se pue den di ferenciar en el tipo de
coordinacién, ya sea tetraédrica como los clus teres in iciales de Zn(ll), o de forma
tricoordinada con una geometria piramidal trigonal como se ha visto en la mayoria de
las pro teinas di anas de Pb(ll) , diferenciandose enla cantidad de cisteinas que

participan en la coordinacion o incluso si intervienen otros ligandos.
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Para profundizar mas en la coordinacion de Pb(ll) en las MTs se realiz6 el estudio de
los espectros de dif. UV-vis, ya que en los de UV-vis sélo se observa el aporte total de
la coordinacion del ién Pb(ll) a las MTs y no se pueden apreciar las bandas que
aparecen por contribucién de cada uno de los equivalentes de Pb(ll) ahadidos a la
proteina.

Tal y como era de esperar, en la mayoria de los espectros de diferencia de UV-vis de
las valoraciones de las MTs estudiadas se observaron los dos grupos de absorciones,
de tipo I (250, 330, 378 y 400 nm aprox.) y Il (250 y 350 nm aprox.), pero el hecho de
eliminar la absorcion del conjunto de cromoéforos y solamente poder observar las
absorciones provocadas por cada adicidn en particular permite observar algunas
variaciones de éstas (Tabla 52, Fig. 219C-D).

Como se pueden observar en los espectros de dif. UV-vis que se muestran en la Fig.
219 hay diferentes absorciones que aparecen cuando el i6on Pb(ll) se coordina a las
MTs y éstas pueden variar en algunos casos segun las condiciones experimentales, los
dos tipos de senales, | y Il, reflejadas en los espectros de UV-vis se muestran en Fig.
219A-B, respectivamente. Y en C y D se muestran otro tipo de bandas que no son
visibles en el UV-vis.
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Figura 219. Diferentes tipos de absorciones observadas en los espectros de dif. UV-vis en las
valoraciones de diversas Zn-MT con Pb(ll). En (A) se muestran las cuatro bandas de tipo I (Zns-
MT1 a10 uM, pH 4.5, 55 °C); en (B) las dos absorciones de tipo Il (Zn,-MT2 a10 uM, pH 7.0,
25 °C; y algunas variaciones de estas absorciones en (C) 250, 315, 385 nm, (la preparcion Zn-
MT3 a 20 uM, pH 4.5, 55 °C) y (D) 255, 337, 381 nm (Zn,-MT1 a 20 uM, pH 7.0, 55 °C).

Los espectros de dif. UV-vis de Zn,-MT1 frente a Pb(ll) en las diferentes condiciones
ensayadas, presenta los dos tipos de absorciones, ya sea / y/o /I. Como se muestra en

la Tabla 48, a pH 4.5 se observan de preferencia las bandas de tipo /, aunque también
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algunas de tipo Il y otras sefales. Y a pH 7.0, para los dos primeros equivalentes de
Pb(Il) anadidos aparecen principalmente las de tipo Il y luego varian estas sefiales. Sin
embargo, la adicion del 3° y 5° eq de Pb(ll) son indiferentes a las condiciones de pH vy
siempre muestran las bandas de tipo /. Se puede ver que el pH afecta el modo de
coordinacién que pre fiere cada i6n Pb(ll) den tro de la pro teina, per o aun asi
independiente del pH las senales de tipo | son las que se reflejan en los espectros de
UV-vis.

MM [ °C [ pH [1-0[ 21 [32[43[54[65]76]|87]98
20 | 55 | 45 | N N N NS X N
10 | 55 | 45 | N N N VIV x N N
5 | 55 [45 | v | x N X VIV x X -
5 | 55 | 70 | «x x | VY| V[ V| x V| x| x
10 | 37 | 70 | «x X N X NEEY N N N
10 | 55 | 7.0 | x X N X N X N N X
20 | 55 | 70 | x N N X' N X N X X

Tabla 48. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afadido
en las valoraciones de Zn,-MT1 a diferentes condiciones experimentales. Las bandas de tipo I
250, 330, 375 y 400 nm se representan con el simbolo N y las de tipo 11, 250 y 350 nm con una x.
Otras variaciones son \’ que presentan una o dos sefiales de tipo /, sea 330 y/o 375 nm, asi
también x’ indica las bandas a 250 y/o 350, ademas de otra a 385 nm aprox.

En cuanto a los dominios de Zn,-MT1, se pudo observar que Zn4-ttMT1 presenta las
mismas absorciones (tipo /) que en el UV-vis, pero como excepcion se observo que la
incorporacion del 5° eq de Pb(ll) a pH 4.5 forma sefiales de tipo I. Por su parte, en el
dominio Zns-[iMT1 se observaron los dos tip os de absorciones y otras variaciones de
estas sefales, donde se puede destacar que el 1° eq de Pb(ll) coordinado revelé una
clarain fluenciadel p H en sumodo de coordinarse,ya quea pH4.5 m uestra
absorciones de tipo I, en cambio a pH 7.0 son de tipo /l. Sin embargo, para el 2° eq de

Pb(Il) enlazado sélo se muestran las de tipo /, independiente del pH.

Los espectros de dif. UV-vis de las valoraciones de Zn,-MT2 con Pb(ll) muestran que
la coordinacién de estos iones provocan la aparicion de dos grupos de absorciones (tipo
'y Il), tal como se puede observar en la Tabla 49. Ademas se puede ver un efecto del
pH en la variacion de | as sefales que aparecen, en donde a pH 4.5 se observan las
bandas de tipo I igualmente obs ervadas en el UV-vis, encambioa pH 7.0 son de
preferencia las de tipo /l. Sin embargo, a pH neutro se observé que algunas adiciones
de Pb(ll) presentan otras absorciones, como por ejemplo, el 5° eq de Pb(ll) afiadido a
37 °C (20 yM) muestra las bandas de fipo /.
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IV. Resultados y Discusion

MM | °C | pH |10 |21 |32 |43 |54 |65 |76 | 87 | 9-8
10 | 37 | 45 N J N N J V' J X X
10 | 37 | 7.0 X X X X X V' V' YA
20 | 37 | 7.0 X X V' X ~ X X X X
5 37 | 7.0 X X X X X X X X X
10 | 256 | 7.0 X X X X X X X X -
10 | 55 | 7.0 X NA X NA X X - - -

Tabla 49. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afadido
en las valoraciones de Zn,-MT2 a diferentes condiciones experimentales. Las bandas de tipo /I
250, 330, 375 y 400 nm se representan con el simbolo V' y las de tipo /I, 258 y 350 nm con una x.
Variaciones V: 255, 330 y 378 nm y x’: 250, 350, 370 nm aprox.

En los dominios de MT2 en presencia de Pb(ll), Zn,~-aMT2 no presenta variaciones
de la s absorc iones de UV-vis, pero siZn ;-fMT2 donde se obs ervaron nue vas
absorciones en los espectros de dif. UV-vis. En éstos se muestran de preferencia las
sefales de tipo I, especificamente en las condiciones de 25 °C, pero hay un efecto de
la temperatura en la variacién de las bandas, ya que a 37 y 55 °C aparecen los dos
tipos (/, Il y variacion I’) de sefales dependiendo de los equivalentes de Pb(ll) afiadidos.
Por ejemplo, la coordinacion del 2° eq de Pb(ll) a Znz-iMT2 mostré las bandas de tipo /

0 una variacioén de ésta (257, 332, 375 nm).

En los espectros de dif. UV-vis de la preparacion Zn-MT3 frente a Pb(ll) se observan
preferentemente las absorciones de tipo //, al igual que en el UV-vis (Tabla 50), y no
aparecen las de tipo I, pero si una variacion de éstas a 250, 340 y 380 nm (asignadas

como V).

MM | °C | pH | 10 | 21| 3-2 | 43| 54 | 6-5 | 7-6 | 8-7 | 9-8
5 55 | 45 | v’ X X o o o o - -
10 | 25 | 4.5 X X X o} VAR VA VAN VA -
10 | 55 | 45 X X X (o] o} o o} -
20 | 55 | 4.5 X X X X o o o a' o'
10 | 25 | 7.0 X X X’ X |V V' V'’ - -
10 | 37 | 7.0 X X X X X X o o o
10 | 55 | 7.0 X X X X X o o o} a'
20 | 37 | 7.0 X X X X X X X X X
5 37 | 7.0 X X X X X X X X o'

Tabla 50. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afadido
en las valoraciones de Zn-MT3 a diferentes condiciones experimentales. Las bandas de tipo I
250, 330, 375 y 400 nm se representan con el simbolo V' y las de tipo /I, 260 y 350 nm con una x
y otras a 270, 315 y 390 nm como ¢ y como ¢' 260, 310 y 390 nm. Y variaciones de las
absorciones de tipo / como V' (muestran una a 330 nm)
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Asi también otras absorciones entre 250-270, 315 y 390 nm (como o) y otras a 317 y
390 nm aprox. (como ¢'). En las condiciones de pH neutro se pudo obs ervar que
mayoritariamente se mantienen las mismas absorciones antes de la saturacién de las
sefales del UV-vis (marcada en rojo), en cambio a pH 4.5 antes de la saturacion ya se

observa mas de un tipo de sefales.

En relacion a los dominios de Zn-MT3, sélo Zn,-:tMT3 muestra una mayor diferencia
en las absorciones observadas en los espectros de UV-vis. Los espectros de dif. UV-vis
muestran que la incorporacion de Pb(ll) provoca absorciones de ambos tipos (/' 'y /I),
pero mas bien variac iones de éstas , dependiendo de cada equivalente de plomo
afiadido. A pH 4.5 se observa que la coordinacion del 1°eq de Pb(ll)a Zns-a«MT3
presenta absorciones similares a las de fipo I a 250, 330 y 375 nm, mientras que los
siguientes iones Pb(ll) adi cionados muestran las de tipo /l. En ca mbio a pH 7.0, la
adicién del 1° eq de Pb(ll) mostré las bandas de tipo Il y luego una variacién de tipo Il a
250, 340 y 380 (débil) nm (asignada como x’). Y una vez saturado este dominio (a partir
del 6° eq de Pb(ll) aparecen unas nuevas absorciones a 290 y 400 nm.

En cambio, en Zn;-BMT3 se observé que la adicion de los iones Pb(ll) provoco la
aparicion de absorciones de tipo I, desde el 1° hasta el 4° eq de Pb(ll), en condiciones
de temperatura ambiente a pH 4.5 y 7.0. Mientras que en condiciones de 37 °C a pH

7.0 se observo una variacion de estas absorciones.

Por otra parte, cabe recordar que en Zn,-MT4 (Tabla 51) la coordinacion de Pb(ll)
solo se da a pH 4.5. A este pH los espectros de dif. UV-vis muestran la aparicion de dos
tipos de absorciones: las de tipo I, desde el 1° hasta el 4° eq de Pb(ll) afiadido, como
las observadas en Zn,-MT1 en presencia de Pb(ll), y una variacion de las de tipo /I, a
partir del 5° hasta el 7° eq de Pb(ll) anadido.

uM °C pH|[10[21[32|43[54|65|76]87]9-8
10 | 253755 45| v | v | v | v | x | x | x - -
10 37 70| - - - - - - - - -
10 55 70| - - - - - - - - -

Tabla 51. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afadido
en las valoraciones de Zn,-MT4 a diferentes condiciones experimentales. Las bandas de tipo I
250, 330, 375 y 400 nm se representan con el simbolo V' y las de tipo /I, 260 y 335 nm con una x.
Y una variacion x'.

Por ultimo, los espectros de dif. UV-vis de Zn-Cup1 en presencia de Pb(ll) muestran
absorciones de tipo Il reflejadas en el UV-vis, revelando el mismo comportamiento de
coordinacién de este i6n a lo largo de la valoracion, pudiendo indicar un sélo modo de

coordinacién del iéon Pb(ll) en la proteina.
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Una vez presentadas las absorciones de los espectros de dif. UV-vis que aparecen
por la coordinacion de Pb(ll) a cada una de las MTs estudiadas, se puede indicar que
las se fales asignadas tipo | y Il se presentan tanto a pH 4.5 como a7.0.Pero se
observaron variaciones dependiendo de las MTs estudiadas y de algunas condiciones
experimentales como el pH y latempera tura. Las abs orciones observada s en los
espectros de dif. UV-vis de las proteinas Zn-MT frente a Pb(ll) se muestran en el Anexo
3.

Comparando el conjunto de absorciones observadas en los espectros de dif. UV-vis
se puede destacar el hecho de que uUnicamente se observan las bandas de tipo I alo
largo de la valoracién c on Pb(ll) de Zn ,-MT1 y Zn,-MT2 apH 4.5. Elrestode las
valoraciones registradas de las otras MTs muestran mezclas de tipo I y Il o sélo de tipo
1.

También se puede resaltar que las proteinas que dan lugar a absorciones sélo de
tipo Il a lo largo de toda la valoracién con Pb(ll) son los dominios Zng-ctMT y Zn3-BMT y
Zn-Cup1, con un contenido entre 9y 12 Cys. Este analisis se puede visualizaren el

siguiente esquema (Tabla 52):

Tipo de absorciéon

pH | I-1I P Il
MT1, MT2 MT4 MT3 Cup1
4.5 aMT1 oaMT3
BMT1 BMT3
MT1, MT2 MT3 Cup1
7.0 oaMT3 oaMT1, aMT2
BMT1, MT2 BMT3

Tabla 52. Tipos de absorcion, sea /, I/ 0 mezcla, que se observan en los espectros de dif. UV-vis
de las MTs estudiadas frente a Pb(ll) en condiciones de pH 4.5y 7.0.

Como se puede observar en la Tabla 52, lo s diferentes tipos de absorciones
encontrados a lo largo de la s val oraciones d e las MTs frentea Pb(ll) revelan la
complejidad de la formacién de los clusteres Pb -MT, y e stos datos indican que la
coordinacion de los iones Pb(ll) a las metalotioneinas puede darse de diferentes formas,
una compleja (tipo ) y/o una mas sencilla (tipo II), dependiendo de la proteinay a su
vez de las condiciones experi mentales, asi como también en algunos casos de qué

cantidad de Pb(Il) acaba coordinandose.
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5. Comparacioén del comportamiento de las diferentes MTs estudiadas frente a Pb(ll). Discusién sobre el
entorno de coordinacién de este i6n y su correlacion con el caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada MT y

con los datos bibliograficos
5.1.2. Datos de ESI-MS

El estudio por espectrometria de masas del comportamiento de cada una de las MTs
de mamifero estudiadas en presencia de Pb(ll) nos muestra las especies formadas al
afadir Pb(ll) a las soluciones correspondientes. Como ya se ha dicho anteriormente, las
especies Pb-MT observadas por ESI-MS experimentan una evolucién con el tiempo que
no se habia observado con otros iones metalicos.*’ Debido a limitaciones técnicas,
estos experimentos se realizaron a 25 y a 37 °C, anadiendo diferentes cantidades de
Pb(ll) al inicio y observando su evolucion a lo largo de varias horas, como ya se explico
en el apartado 2, donde se muestran los resultados que aqui se comparan y mas
adelante se discuten.

Los espectros de masas de las soluciones Zn-MT de mamifero tras la adicién de 7
eq de Pb(ll) muestran diferentes comportamientos para cada una de estas proteinas, ya
sea en la formacion de las especies Pb-MT, algunas s6lo homo- y/o heterometalicas de
Pb(Il) y también en la estabilidad de las especies iniciales Zn-MT, y como evolucionan
respecto al tiempo. La siguiente tabla resume el comportamiento de cada una de estas
MTs frente a Pb(ll):

10-1h Zn; Heterometalicas Pb,Zn Pb1Zng hasta Pbyq Zny
Disminuye . Pbg
MT1 2-4 h Zn, Heterometalicas, Pb,Zn | Pb;Zng hasta Pbyg PbZna(é h)

6-24h | = --—--- Homometalicas Pb(Il) PbsZn4 hasta Pbqq Pbg

10’ Zn; Heterometalicas Pb,Zn PbiZn; hasta Pbq Pb;Zn;
MT2 1-4h | - Homometalicas Pb(ll) Pb,Zn,4 hasta Pbyg Pbg
6-24 h Zn; Heterometalicas Pb,Zn Pb4Zn; hasta Pbqq Pbg
10-2h | == Homometalicas Pb(ll) PbsZn4 hasta Pbqq Pbg

MT3 4h | Heterometalicas Pb,Zn PbsZn, hasta Pbqq PbsgZn;

. PbiZng hasta PbsZns y
8-24 h Zn; Heterometalicas Pb,Zn PbsZn; PbeZn;

Tabla 53. Caracteristicas de la evolucion de las especies formadas en las MTs frente a Pb(ll)
observadas en los espectros de masas, cuando se adicionan 7 eq de Pb(ll) en soluciones 10 yM
de Zn-MT apH 7.0y 25 °C.

Tras la adicion de 7 eq de Pb(ll) a MT1 se observé en un inicio (10’) que la especie
de partida Zn,-MT1 se mantiene como la mas abundante y sélo aparecen especies
minoritarias de Pb-MT1, tanto homo- como heterometalicas Pb,Zn-MT1 (desde PbZns-
hasta Pb,,-MT1); en cambio para MT2, el cluster inicial Zn,-MT2 no es la mayoritaria y
se forman especies de Pb(ll) que son mas abundantes (desde PbZn;- hasta Pbg-MT2),
siendo el pico mas intenso el de la especie Pb;Zn-MT2. Por su parte, en la proteina

mas singular MT3, las especies de Zn iniciales son casi nulas y los picos mas intensos
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IV. Resultados y Discusion

corresponden a la formacién de las especies de Pb(ll) (desde PbgZn4- hasta Pbo-MT3),
siendo Pbgo-MT3 el cluster mas abundante. Para MT4, se observé que no forma

especies de Pb(ll) y mantiene su especie inicial Zn;-MT4 como la mas abundante.

Cada una de las MTs enteras sigue una evolucién diferente de las especies que
forman (Tabla 53), pero como se pudo observar en sus espectros de masas las tres
isoformas forman clusteres con similar contenido de iones Pb(ll), asi como la cantidad
total de iones, ya sean homo- u heterometalicos, esta entre 7 y 10 metales. Asi también,
se pudo observar que en MT1 y MT2 la especie mas abundante es Pby-MT, mientras
que en MT3 ésta solo es mayoritaria en un comienzo y finalmente las especies mas

abundantes son las heterometalicas PbeZns- y PbsZns-MT3.

En los experimentos con exceso de Pb(ll) al anadir 35 equivalentes a las soluciones
Zn-MT de mamifero se observé una mayor estabilidad de las especies formadas, tal

como se muestra resumido en la Tabla 54.

MT1 | 1024 h Homometalicas Pb(l) | Pby hasta Pby |+ °Y fht;m(e'
10 casl heterometalicas Pb,Zn Pb,Zns hasta Pby
nula Zn; Pb1g
MT2
1240 | e homometalicas Pb(l) Pb7ZFE‘Q hasta Pbe
10
10-2h | - homometalicas Pb(ll) PbGZFr,E hasta Pb+o
11
. PbsZn, hasta
MT3 4h | - heterometalicas Pb,Zn Pb, Pbg
Pbg, Pb101
8-24 h Zn, | heterometalicas Pb,zn | T P120s hasta PbeZn1y
Pb;
Pngn1

Tabla 54. Caracteristicas de la evoluciéon de las especies formadas en las MTs frente a Pb(ll)
observadas en los espectros de masas, cuando se adiciona un exceso de 35 eq de Pb(ll) en
soluciones 10 uyM de proteina a pH 7.0y 25 °C.

En los espectros de masas registrados para las tres MTs, la especie inicial Zn;-MT
desaparece (24 horas para Zn-MT1 y -MT2) por efecto del exceso de Pb(ll), pero en Zn-
MT3 ésta vuelve a formarse a partir de las 8 h. En el caso Zn,-MT1 se forman especies
mayoritariamente homometalicas de Pb(ll), siendo la mas abundante en un comienzo
Pbo-MT1 hasta las 4 horas y finalmente Pb;,-MT1. Mientras que en Zn;-MT2 en un
comienzo se forman mas variedad de especies heterometalicas, pero la especie Pbg-
MT2 es la mas abundante, al igual que en MT1. En ambas proteinas, el pico de la
especie Pbo-MT se hace mas abundante a medida que avanza el tiempo. Asi también,
en la preparacién Zn-MT3 se forman especies homometalicas (Pb;,- hasta Pb4;-MT3),

siendo la mas abundante Pb4,- seguida de Pbg-MT3. Pero se observa un cambio en la
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5. Comparacion del comportamiento de las diferentes MTs estudiadas frente a Pb(ll). Discusion sobre el
entorno de coordinacién de este i6n y su correlacion con el caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada MT y

con los datos bibliograficos

evolucion de las especies, apa reciendo picos de especies het erometalicas, que se
hacen mas intensos con el tiempo. A las 24 hor as las especies mas abundantes son
Pbg-, Pb1o-, Pngn1- y Pngn1-MT3.

En otro experimento por masas, al afadir 10 eq de Pb(ll) a las soluciones Zn-MT en
condiciones si milares a las fisiologicas se pudo observar que cada MT tie ne un
comportamiento diferente en presencia de Pb(ll), tal como se describié en el apartado 4.
Los es pectros de masas muestran una evolu cion diferente a la obs ervada en las

anteriores condiciones, como se puede observar en la Tabla 55.

10’ - Homometalicas Pb(ll) PbsZn, hasta Pbyg Pbsg
MT1 Zn;y
1-8 h Zny Heterometdlicas Pb,Zn | Pb;Zng hasta Pbyg | PbgZn4(sélo a
1h)
10’ Zn; heterometalicas Pb,Zn | PbZng hasta Pbyg | Pb7Zn;y Pbg
MT2 12 h Zn, homometalicas Pb(ll) | PbsZn hasta Pbi PbBZFr,‘g Pboy
10
. Pb
3-8 h Zn; Heterometalicas Pb,Zn | PbsZn4 hasta Pbyg Pb7Zr?1zl8h)
102 h Zn, | heterometalicas Pb,Zn | PbyZng hasta Pbyg | 202"
8£N1
MT3 3-5h | - heterometalicas Pb,Zn | Pb,Zng hasta Pbyq PbsZn,
8-24 h Zn, | heterometalicas Pb,Zn | Pb;Zng hasta Pbyg Pbezpnt;’ PDs,
10

Tabla 55. Caracteristicas de la evolucién de las especies formadas en las MTs frente a Pb(lI)
observadas en los espectros de masas, cuando se adiciona un exceso de 10 eq de Pb(ll) en
soluciones 10 uM de proteinaa pH 7.0y 37 °C.

En estos experimentos en un comienzo se observé que la adicion de 10 eq de Pb(ll)
a las MTs de mamifero no provocé que la especie Zn-MT inicial desapareciera, con
excepcion de MT1, pero al cabo de 1 hora vuelve a formar se y se mantienen como la
mas abundante en el tiempo, pero en cambio para MT2 y MT3 si se mantiene, aunque
no es la mas abundante (50% aprox.). Al cabo de 24 horas el cluster Zn,-MT3 aparece
con una abundancia minima.

Ademas la s especies formada s son mayoritariamente het erometalicas, desde
Pb,Zne- hasta Pb;o-MT. Y al final de lareaccién se observaron como especies mas
abundantes en MT2 y MT3 las heterometalicas: Pb7Zn4- y PbsZn,-, respectivamente, y

las homometalicas Pbg- (en ambas) y Pb;o-MT3.

Siguiendo con el analisis del estudio por espectrometria de masas de los dominios

Zn-oMT y Zn 3-pMT de MT1, MT2 y MT3, llevados a cabo en co ndiciones con y sin
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exceso de Pb(ll)a pH 7.0 y 25 °C, los espectros registrados mostraron que cuando se
adicionan 4 eq de Pb(ll) a lo s dominios Zn,-atMT se observo que el cluster inicial de
Zn(ll) se mantiene como el mas abundante en tMT1 y en aMT2 hasta las 8 horas. Pero
en «MT3 a partir de las 6 horas esta especie desaparece y se forma la apo-aMT. En
MT1 ademas se forman especies de Pb(ll) de minima abundancia (Pb4Zn;- hasta Pbs-
@MT1). En cambio en itMT2 se formaron especies de mayor abundancia como Pbg- y
Pbs-MT2. Por su parte, en «MT3 forma especies homo y heterometalicas de Zn(l 1)
como Zn4-y PbyZn-aMT3.

Por otro lado, cuando se adiciona un exceso de 16 eq de Pb(ll) a los dominios Zn-
wMT, se observo que itMT1 tienen un comportamiento similar al descrito anteriormente.
Mientras que en @tMT2 no se observé la especie inicial Zn,-tMT2 y se forman especies
homometalicas de Pb(ll) abundantes co mo son Pbs- y Pbs-tMT2. En «MT3 en un
comienzo se forman e species Pb s- y Pb ¢-itMT3 que después des apareceny luego
aumentan su abundancia otras especies con menos iones Pb(ll) (Pb; hasta Pb,), y el

cluster Zn4-iMT3 es el mas abundante y ademas aparece la apo-uMT3.

Por otro parte, en el estudio de los dominios Zn;-fMT al afiadir 3 eq de Pb(ll) los
espectros de masas registrados muestran que en las tres proteinas la especie inicial
Zn;-BMT esta pre sente, ademas de otras es pecies que se forman tanto homo como
heterometalicas de Pb(ll). En PMT1 y BMT2 el cluster mas abundante es Pb,- y aparece
hasta la especie Pbs-[iMT1/2. En cambio para fMT3 en un comienzo la especie mas
importante es Pb.Zn-BMT3 (hasta las 2 horas) y luego el pico de Zn,-pMT3 es el mas
intenso, ademas esta presente la apo-fMT3.

En los experimentos de Zn;-BMT en presencia de un exceso de 12 eq de Pb(ll), los
espectros de masas mostraron que en BMT1 y MT2 el cluster inicial (Zns-) desaparece
y la especie mas abundante es Pb4-fMT1/2. En cambio para [{MT3 se forman varias
especies homo y heterometdlicas de Pb(ll), ademas de la apo-[iMT3, siendo e n un

inicio la mas abundante Pb;-iMT3 y finalmente son PbsZns- y Zn-pMT3.

En todos estos experimentos se pudo observar que el exceso de iones Pb(ll) tiene
un efecto en la desaparicién de lo s cl usteres iniciales de Zn(ll) y ade mas en la
formacion de especies homometalicas de Pb(ll) con mayor abundancia, ya que al haber
mas iones plomo en solucién favorece la reacciéon de incorporacion de éstos por los de
Zn(ll) dentro de la proteina. Ademas este comportamiento es mas notable en aquellas

MTs que tienen un caracter menos cercano a una Zn-tioneina.
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5. Comparacioén del comportamiento de las diferentes MTs estudiadas frente a Pb(ll). Discusién sobre el
entorno de coordinacién de este i6n y su correlacion con el caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada MT y

con los datos bibliograficos
5.1.3. Datos de ITC

El estudio por microcalorimetria ITC de la habilidad coordinante de las diferentes
MTs estudiadas frente a Pb(ll) nos proporciona datos t ermodinamicos referentes al
desplazamiento de Zn(ll) por Pb(ll) al valorar las proteinas Zn-MT con Pb(CIO,),. Como
se ha indicado anteriormente las MTs estudiadas por ITC son: las de mamifero Zn,-MT1
y sus dominios @ y MT1, Zn;-MT2, Zn-MT3 y sus dominios @ y BMT3, Zn,-MT4; y la
MT de levadura Zn-Cup1. Debido araz ones téc nicas, basicamente por la baja
solubilidad del catiéon Pb(ll) a pH superiores a 4.5, los experimentos se realizaron todos

a pH 4.5. Los resultados obtenidos en las correspondientes valoraciones se resumen a

continuacion en la Tabla 56.

MT1 9.0+0.78 5.95 328 -8930 -5545 + 43 10.3 8.50 + 0.04

oMT1 | 5.09+0.786 | 5.71 298 -7776 -6083 + 88 5.76 6.38 + 0.06

BMT1 | 2.43+0.178 | 5.39 298 -7339 -8986 + 148 -5.41 2.02 +0.02

MT2 5.89+1.29 5.77 310 -8179 -5136 + 122 9.84 13.3+£0.17

MT3 4.23+0.35 5.66 298 -7667 -8709 = 105 -3.41 5.64 + 0.05

oMT3 | 5.11+0.58 5.71 298 -7779 -7249 + 98 1.85 3.44 +0.03

BMT3 | 3.44+0.180 | 5.54 298 -7544 -8815 + 64 -4.16 3.53 £ 0.02

MT4 2.44 £ 0.51 5.39 310 -7637 -5713 + 168 6.21 10.7 £0.22

Cup1 3.15+£0.39 5.50 318 -7995 -7731 £ 201 0.86 3.96 + 0.07

Tabla 56. Datos termodinamicos obtenidos a partir de los experimentos de ITC de la valoracion
conP b(ll) delas MTs de mamiferoy su s dom inios (con excepcion de wa- y PMT2)a
concentraciones estandar, a pH 4.5 y a las temperaturas indicadas. El resultado de AG se ha
obtenido a partir de la formula AG = -RT InK.

En un primer analisis de los datos termodinamicos obtenidos de las valoraciones con
Pb(ll)de cadaun a dela s MTs, se puede obs ervar que todos los pro cesos de
intercambio de Zn(Il) por Pb(ll) son espontaneos (AG<0) y exotérmicos(AH<0). Las

proteinas se pueden ordenar segun el valor de AH en la siguiente secuencia:

AH: MT2 > MT1 > MT4 >> aMT1 > ¢MT3 > Cup1 > MT3 > MT3 > fMT1

De acuerdo a los valores de entropia (AS) mostrados en la Tabla 56, se puede
proponer que la formacién de los nuevos clusteres Pb-MT tienen un distinto grado de
orden para cada MT. El AS>0 nos revela un mayor grado de desorden de los complejos
Pb-MT, como sucede en Zn-MT1, Zn-aMT1, Zn-MT2, Zn-cMT3, Zn-MT4 y Zn-Cup1 que
tienen mas de un proces o de inc orporacién de los iones Pb(ll) con sitios de u nién

diferentes, tal como se puede ver en la Fig. 220.
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En ca mbio, cuando AS<0 es indicativo de que los clusteres formado s son mas
estructurados que los iniciales, esto se ve claramente en la valoracion de Zn-MT3, Zn-
BMT3 y Zn-pMT1 (Fig. 221), en las que ademas sucede que todos los sitios de union de
Pb(ll) par ecen equivalentes (como se expli co a nteriormente, esto sucede cuando la

curva experimental coincide con la tedrica ajustada a un unico sitio de union).
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Figura 220. Termogramas correspondientes a las valora ciones de Zn-MT1, -MT2, -MT4, los
dominios Zn-zMT1y -zMT3 y Zn-Cup1, con Pb(ClO,), a pH 4.5y a las temperaturas indicadas
enla Tabla 56. Las curvas experimentales han sido ajustadas a las co rrespondientes curvas
tedricas considerando un unico sitio de union “one binding site”.

Al comparar los valores de entropia (AS) se tiene una relacion del grado de orden de
los agregados Pb-MT formados, de mas desorden a mas orden se tie ne la siguiente

secuencia:

AS: MT1 > MT2 > MT4 > «MT1 > aMT3 > Cup1 >>>> MT3 > fMT3 > BMT1
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En cuanto a la habilidad coordinante que tienen estas MTs frente a Pb(ll) se puede
mostrar que las especies Pb -MT formadas en ca da una de las proteinas siguen el
siguiente orden segun la cantidad de cisteinas:

N°5 Cys- Pb43-MT2 > Pb{1-MT4 > Pbo-MT1 > Pbg-MT3
N1 cys: Pbe-aMT1 > Pbs-Cup1 > Pbs-aMT3 = Pby-aMT3
N° cys: Pbs-EMT3 > Pbo-fMT1
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Figura 221. Termogramas correspondientes a las valoraciones de Zn-MT3, Zn-MT3 y Zn-BMT1,
con Pb (ClO,), apH 45 vy alas t emperaturas indicadas en laTabla 56 .Las curvas
experimentales han sido ajustadas a las correspondientes curvas teodricas considerando un unico
sitio de union “one binding site”.

Con los datos obtenidos se puede hacer una relacién entre el nimero de cisteinas de
cada MT y el niumero de equivalencia de Pb(ll) para asi calcular cuantas Cys podrian
participar en la coordinacion de cada i6n Pb(ll), partiendo del supuesto que los iones
Pb(Il) es tan co ordinados solo por azufres cisteinicos. El numero de ligandos d e

cisteinas coordinados al ion Pb(ll) lo asigharemos como L (los valores se recogen en la
Tabla 57), siendo:

L= N° Cys/ N° de eq Pb(ll)

En la siguiente grafica de AH vs. L (Fig. 222) se puede ver que mientras L es menor
a 2 Cys la diferencia de entalpia esta entre -5000 y -6000 calorias, en cambio a valores
de Lap roximadosa 3 Cys por eqdePb(ll) , la reacciones mas exotér mica
obteniéndose diferencias de entalpia sobre las -7000 ca lorias. También se puede
observar que tres de las proteinas, fMT1, MT3 y BMT3, que dan lugar a los procesos
mas exotér micos, son aqu ellas g ue muestran todos los sitios de uni 6n de Pb(ll)

equivalentes.
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IV. Resultados y Discusion

MT1 20 8.50 24 -5552
oMT1 11 6.38 1.7 -6083
BMT1 9 2.02 4.5 -8986

MT2 20 13.3 1.5 -5130

MT3 20 5.64 3.5 -8709
oaMT3 11 3.44 3.2 -7249
BMT3 9 3.53 2.6 -8815

MT4 20 10.7 1.9 -5713
Cup1 12 3.96 3.0 -7723

Tabla 57. Relacion entre el numero de Cys presentes en la proteinas analizadas, el nUmero de
equivalentes de Pb(ll) en el punto de saturacién (N, calculados a partir de los datos de ITC) y el
valor de entalpia calc ulados a partir la valoraciones con Pb(ll) de las diferentes p roteinas
analizadas a pH 4.5y 25 °C.

. BMT1
MT3
aMT3
Cup1
BMT3
| MT1
MT4
1.'i-— aMT1

-9000 -8000 -7000 -6000 -5000 -4000 -3000 -2000 -1000 0
AH

>
T

w

EF

F

L= N° Cys/N° eq Pb(ll)

=N SN N
N o B

Figura 222. Grafica que muestra la relacién entre los valores de AH calculados por ITC al
valorar las correspondientes Zn-MTs con Pb(ll) y el parametro. L (N° Cys/punto saturacién Pb).

Como la s valoraciones seguidas por ca lorimetria se rea lizaron cada unaa un
temperatura diferente, para poder comparar los valores de las constantes de afinidad (K)
yde las energias de Gibbs (AG) se realizé elcalc ulo de dichos par ametros

termodinamicos a 25 °C mediante la ecuacion de van’t Hoff:>*®°
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Los datos calculados se muestran en la siguiente tabla:

MT1 21.2x10° -8621
aMT1 5.09x10° -7776
BMT1 2.43x10° 7339

MT2 8.24x10° -8062

MT3 4.23x10° -7667
aMT3 5.11x10° 7779
BMT3 3.44x10° -7544

MT4 3.55x10° -7564
Cup1 7.16x10° -7979

Tabla 58. Datos termodinamicos (K'y AG) a 25 °C calculados a partir de los experimentos de ITC
de la valoraciones con Pb(ll) de las MTs de mamifero y sus dominios (con excepcién de -y
BMT2) a concentraciones estandar, a pH 4.5 y utilizando la ecuaciéon de Van't Hoff.

A partir de estos valores de K presentes en la Tabla 58, se pueden establecer el

siguiente orden:
K: MT1 >>> MT2 > Cup1 > «MT3 ~ «MT1 > MT3 > MT4 > MT3 > MT1

Teniendo en cuenta los valores obtenidos y la gradacién, se puede decir que MT1
presenta un valor de K muy superior al de las otras MTs, mientras que MT3 y MT4 tiene
valores muy similares. En relacion a los domin ios ai slados de estas MTs, se puede
observar que oMT3 y aMT1, tienen valores de K muy similares entre si, y presentan
una mayor afinidad por Pb(ll) que fMT3 y pMT1.

Por su parte, la MT de levadura Cup1 mues tra inesperadamente (sise tiene en
cuenta su menor numero de Cys en comparacioén con las MT de mamifero) una gran
afinidad por el ién Pb(ll), con un valor de K cercano al de MT2.

Evidentemente, larel acidon existente entre la ene rgiade Gibbsy la co nstante
asociada al proceso, hace que las relaciones observadas con los valores de K sean
perfectamente extrapolables si se consideran los valores de AG asociados al proceso
en estudio. Asi, MT1 es la MT de mamifero que tiene una reaccion mas espontanea y
por otro lado, MT4 es la que muestra un proceso menos favorable. Pero es importante
destacar que todos los valores son muy cercanos (entre -7.3 y -8.6 kcal), demostrando
que en todos los casos la coordinacion de Pb(ll) a las diversas MTs estudiadas sigue un
proceso termodinamicamente espontaneo.

En relacion a los dat os termodinamicos de MT2, éstos noco inciden con los
reportados en la literatura,®’ pero sila K es del mismo orden. Esto puede deberse a

que las condiciones de trab ajo son diferentes, ya que en este estudio se utilizé un pH
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4.7 y ademas un tampon de acetato de sodio (que podria participar en la coordinaciéon
de Pb(ll)).

5.2.Correlacion entre el comportamiento de las MTs estudiadas frente a

Pb(ll), su caracter Zn- o Cu-tioneina y los datos bibliograficos

5.2.1. Comparacion de las absorciones observadas por dif. UV-vis con los datos
bibliograficos reportados sobre la coordinacién de Pb(ll) a proteinas de

zinc

Como ya se indicé en la introduccion, existen muy pocos trabajos que correlacionen
la geometria de coordinacién del ién Pb(ll) con las sefales espectroscopicas. Entre los
pocos que si hacen referencia a esta relaciéon se encuentran los estudios de interaccién
de Pb(ll) con proteinas de zinc y péptidos.?*>285286310 Eny gstos se pone de manifiesto
que el ién Pb(ll) prefiere coordinarse por medio de tres cisteinas con una geometria
piramidal trigonal, aun habiendo otras Cys o His disponibles. Este tipo de coordinacion,
correspondiente a especies Pb-S3, provoca la aparicion de dos absorciones: una ancha
a 250-260 nm, y otra menor a 330-360 nm, dando lugar a un espectro UV-vis
caracteristico (Fig. 223 y Tabla 59). Estas bandas se ven influenciadas por la
temperatura, resultando en un leve desplazamiento de los maximos hacia el azul al

disminuir la temperatura.

Absorbamcs {arb. units)

] Ima el 2 [] 330 =0 En 00
Wawelength (nm)

Figura 223. Espectros de UV-vis de Pb-péptidos registrados a diferentes temperaturas, (T®
ambiente lineas solidas y baja temperatura lineas de guiones): Pb-CP-CCCC (azul), Pb-CP-
CCCH (verde), Pb-CP-CCHC (rojo), Pb-HIV-CCHC (negro), caracteristico de la coordinacion Pb-
S; con geometria piramidal trigonal.286

Relacionando estos datos bibliograficos con los resultados obtenidos en esta Tesis,
se observé la gran similitud entre las bandas reportadas y las asignadas como tipo I/
cuando el Pb(ll) se coordina a algunas metalotioneinas. Este hecho es indicativo de que

uno de los modos de coordinacién del ion Pb(ll) en las MTs estudiadas (que da lugar a
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5. Comparacion del comportamiento de las diferentes MTs estudiadas frente a Pb(ll). Discusion sobre el

entorno de coordinacién de este i6n y su correlacion con el caracter de Zn- o Cu-tioneina de cada MT y

con los datos bibliograficos

absorciones de tipo /) implica la participacion de tres Cys para formar un complejo Pb-

S3 con una geometria piramidal trigonal.

Pb-dedos Zn | \\
Pb-CPCCCC 255;330(298K) 1%
Pb-CP-CCHC 255-260(4K) I \
Pb-CP-CCCH 320-325 A
Pb-HIV-CCHC \-—-"_x.h_
Pb-GATA 263;336 (DF)
2685 325 385
Wawelength (nm) b
um‘h
Ly II%K‘-\
sod \\ ERE
Pb-CadC 278;346 1:_:
‘Eun-'
Pb-(TRI-L9CL19C);  240-250; 344 3
10000
m: _:‘-;:ma’k
oy PO, @ w1
5 | e
Pb-(GSH); 250;"334 2 «ooof\
20004
0' —— —_ e ——,
T 20 320 30 40
Wavelength (nm) e

Tabla 59. Conjunto de datos existentes en la bibliografia que relacionan la coordinacion de Pb(ll)
a proteinas de zinc y pé ptidos con las absorciones de los espectros de U V-vis. a.ref. 286
(registrados a diferentes temperaturas), b ref. 285 (DF: “double GATA finger’); ¢ y d ref. 310; e
ref. 243.

En relacion a las otras absorciones observadas (de tipo I: 250, 330, 375 y 400 nm)
tras la co ordinaciéon de Pb(ll) a las MTs, es importante destacar que sdlo se han

observado es tas se fAales par a elenl ace Pb-MT2a pH 4.3, pero no existeen la
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IV. Resultados y Discusion

bibliografia ningun dato que las correlaciones con algun tipo de coordinacion y
geometria. La ausencia de esta correlacion y la complejidad coordinativa del ion Pb(ll)

dificulta enormemente la asignacién de este tipo de absorciones a una geometria.

5.2.2. Comparacién de las absorciones observadas por dif. UV-vis con los

datos bibliograficos reportados en un estudio teérico

La escasez de datos experimentales que permitan asignar las absorciones de UV-vis
con la coordinacién de Pb(ll) a las MTs a dado lugar a la consideracién de un conjunto
de resultados utilizando calculos tedricos, aun teniendo en cuenta las grandes
limitaciones de éstas técnicas cuando estan implicados metales.

El estudio computacional de Jarzecki considera un modelo de complejos
mononucleares de plomo(ll) y modos de tri y tetracoordinacion (ver Fig. 18), y la
prediccion de sus espectros de UV-vis.®® Los modelos representan todas las
combinaciones de ligandos tiolato e imidazol, imitando la coordinacién de la cisteina y la
histidina al centro metdlico. Las geometrias moleculares computarizadas se
compararon con un conjunto de estructuras cristalinas de rayos X y mediciones de
EXAFS, tanto de complejos de Pb(ll) como de algunas proteinas coordinando Pb(ll).
Los espectros de UV-vis calculados se compararon con los experimentales del modelo
de péptidos de plomo reportados por Godwin??® y se corrigieron los datos teéricos para

adaptarlos a los experimentales.

En la prediccion de los espectros de UV-vis de los diferentes modos de coordinacién
(Tabla 60 y Fig. 224) se pueden diferenciar las absorciones que aparecen para cada
complejo de Pb(ll) estudiado, sea tri-coordinado y/o tetra-coordinado, asi como las

posibles mezclas de especies.

[PbS] 257, 303, 320, 355 [PbS,* 279, 330, 375

1 recle e [PbS;N] 245, 303, 343 [PbS3NJ 263, 285, 343
coordinacion [PbSN,]" 215, 248, 315 [PbS,N,] 259, 292
[PbN5]** 235, 305 [PbSNsJ 250, 320

Tabla 60. Absorciones obtenidas
de la prediccion de los espectros

[PbS;]/ [PbS4]* 263, 345 UV-viIS_ ded It;,sb(”;mt)qelost tde
2 modos de N complejos de ri- y tetra-
coordinacion [PoSNI/[PbS;N] 258, 325 coordinados, y mezcla de estos
[PbSN,]"/[PbS,N,] 254, 295 mismos.
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Figura 224. Comparacion de los espectros de UV-vis obtenidos a partir del estudio tedrico de
Jarzecki: (A) un s6lo modo de coordinacion de Pb(ll) y (B) mezclas de complejos (lineas solidas,
negra, PbS3/PbS,; roja, PbS,N/PbS;N; azul, PbSN,/PbS,N,).**

Algunas de las absorc iones obs ervadas en los es pectros de UV-vis de las MTs
estudiadas frente a Pb(l1) se pueden identificar en los datos tedricos publicados (Tabla
60). Lo primero que se pudo observar es que el espectro simulado de la especie de Pb-
tricoordinado [PbS3] (Fig. 224A) muestra cuatro absorciones: a 255 (100%), 303 (15%),
320 (10%) y 355 (5% ) nm (% intensidad relativa) que difieren de lo reportado en los
espectros de UV-vis de las proteinas dianas de Pb(ll) (banda ancha e intensa a 250-
260 (100%)y un hombroa 350 (25%) nm, como las de ftipo II). Sin embarg o, las
absorciones de tipo I/ son similares a las calculadas para las mezclas de Pb-S; y Pb-S,
(Fig. 224B), sugiriendo la posibilidad de que en los datos experimentales coexistan una

mezcla de especies.

Las senales asignadas en esta Tesis como de tipo | se pueden observar en el modo
de coordinacion de Pb-tetracoordinado, [PbS4]2', que presenta tres bandas a 279, 330,
375 nm, qu e podria indicarnos la pre sencia de Pb(ll) enlazado por medio de cuatro
cisteinas. Aunque el espectro simulado no presenta la absorcién a 400 nm, este modelo
de coordinacion es el Unico que muestra absorciones analogas a las observadas en las
de tipo I. Las bandas ausentes podrian ser indicativas de una distorsién en la geometria
tetraédrica o la pres encia de otro s tipos de coordinaciéon no con sideradas en este
estudio tedrico (numeros de coordinacion superiores a 4, otros ligandos dadores como
0, etc.).
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Finalmente, cabe destacar que algunas de las absorciones que se observan en los
espectros de dif. UV-vis de algunas metalotioneinas (como por ejemplo, a 315 nm), que
no son tan relevantes como las que se reflejan en los espectros de UV-vis, y no se han
asignado a ninguno de los dos tipos mayoritarios, se ven reflejadas enla Tabla 60.
Estas abs orciones, que no sep ueden asignar univocamente a un sélotip o de
coordinacion, so n in dicativas, una vez mas, de la gran co mplejidad asociadaa la
coordinacion del ion Pb(ll) cuando se enlaza a las MTs.

Segun nue stro analisis, cuando el Pb(l 1) se coordinade format etraédrical as
especies Pb-S, necesitan tie mpos de estabilizacion largos para conseguir una may or
estructuracion, presentando las absorciones de tipo I. P or el co ntrario, cuando es te
metal se coordina mostrando absorciones de tipo /I, segun los antecedentes, ya sea de
manera tri coordinado ( Pb-S3) o presenta mezclas de tri y tetr acoordinacién, las
especies Pb-MT se estructuran rapidamente con tes cortos. Pudiendo concluir que la

coordinacion de tipo I es mas compleja, mientras que la de tipo Il es mas sencilla.

5.2.3. Correlacion entre el entorno de coordinacion del ion Pb(ll) y el caracter

de Zn- o Cu-tioneina de las MTs estudiadas frente a Pb(ll)

Primero de bemos recordar que las MTs de mamifero estudiadas en presencia de
Pb(ll) ya han sido clasificadas segln su caracter de Zn - o Cu-tioneina.*”*%'%" Como
se ha descrito anteriormente en la introduccidn, las que presentan un mayor caracter de
Zn-tioneina son MT1 y MT2, ademas de sus dominios aMT1 y aMT2. Por otra parte, las
de mayor caracter de Cu-tioneina son las proteinas MT3, MT4 y la mas representativa
Cup1 de le vadura, ademas delos fragmentos FMT1, PMT2, fMT3y BMT4. C abe
destacar que para clasificar una MT entre Zn- o Cu-tioneina, uno de los parametros a
considerar es la estabilidad de las especies Zn-y Cu-MT, y por consiguiente la facilidad
para desplazar o liberar el Zn inicialmente coordinado en presencia de otro metal que
presente mayor afinidad, como es el caso de Cd(ll) y Pb(ll). También seria necesario
tener en cuenta que las MT que presentan caracter de Zn-tioneina tendrian una mayor
afinidad por los metales divalentes, como es el caso del ion Pb(ll).

Teniendo en cuenta el conjunto de datos obtenidos a lo largo de esta Tesis por las
diferentes técnicas (DC, UV-vis, ESI -MS e ITC) parece evidente que uno de los
parametros mas significativos son las constantes de afinidad (K) ca Iculadas por ITC.
Hay que tener en cuenta que con estos experimentos se evalué el desplazamiento de
Zn(Il) por Pb(ll) a pH 4.5, con lo cual no solamente se cuantificé la afinidad por Pb(ll)
sino también la facilidad de liberar el Zn coordinado a dicho pH, que difiere delas
condiciones fisiolégicas. Los valores de K calculados a 25 °C permitian rea lizar la

siguiente gradacion:
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MT1>>>MT2 > Cup1 > aMT3 ~ «MT1,> MT3 > MT4 > BMT3 > BMT1,
~ Y

Zn-tioneinas Cu-tioneinas

Relacionando la gradacion anterior con el caracter de Zn- o Cu-tioneina de las MTs
estudiadas, se puede observar que las proteinas que tienen una mayor constante de
afinidad por Pb(ll) (K) y, por tanto, un proceso mas espontaneo (AG<0) corresponden
preferentemente alas clasificadas como Zn -tioneinas: MT1, MT2 vy lo s frag mentos
aMT3 y aMT1, con excepcién de Cup1, considerada una Cu-tioneina. Y al contrario, las
que tienen una constante de afinidad menor son las clasificadas como Cu-tioneinas,
MT3, MT4, y los fragmentos fMT3 y BMT1.

La excep cién mas importante en esta gradacion es que la MT de levadura Cup 1
(marcada en rojo), Cu-tioneina por excelencia, tiene una constante de afinidad similar a
la de las Zn-tioneinas, semejante a la de MT2. Este valor inesperado, considerando la
correlacion observada con las otras proteinas, se puede justificar si se tiene en cuenta
la facilidad de esta proteina para liberar el Zn(ll) dado su elevado caracter de Cu-
tioneina, especialmente a pH acido.

Otro dato a tener en cuenta de los resultados obtenidos por ITC es el ajuste de las
curvas experimentales a las curvas tedricas, considerando un solo sitio de union (“one
binding site”). Sorprendentemente, se obs ervé que aqu ellas consideradas como Cu-
tioneinas (MT3, BMT3 y BMT1) muestran un buen ajuste entre dichas curvas, indicando
que todos los sitios de union de Pb(ll) son equivalentes. En cambio, en el resto de MTs
se obs ervo la pre sencia de procesos secundarios que dificultan el ajuste de ambas

curvas, indicando asi que existen diferentes sitios de unién de Pb(ll).

Los res ultados obt enidos por ESI-MS también permiten correlacionar el
comportamiento de las MTs al enlazar Pb(ll) con su caracter de Zn- o Cu-tioneina. Los
dos parametros mas indicativos del caracter metalico de una proteina en presencia de
Pb(Il) son, por un lado la persistencia de las especies Zn-MT iniciales, y por otro lado, la
formacion y persistencia de las especies homo (Pb-MT) y heterometalicas (Pb,Zn-MT)
formadas.

Todos los experimentos realizados por ESI-MS en diferentes condiciones dan lugar a
un m ismo comportamiento de cada unade las MTs estudiadas que se refleja
perfectamente en los experimentos a 37 °C.

En lo que se refiere a la persistencia de las especies iniciales Zn-MT en presencia de
Pb(Il), cabe destacar que la presencia de la especie Zn,-MT2 se observa durante todo

el experi mento (mas de 8 horas), mientras que la es pecie Zn ;-MT1 des aparece al
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afiadir Pb(ll) para reaparecer posteriormente (al cabo de 1 hora). Por su parte, las
especies Zn-MT3, son muy minoritarias en un inicio y desaparecen al cabo de 2 horas.
Y en cambio, la isoforma MT4 a pH 7.0 no es capaz de coordinar Pb(ll), por lo cual la
especie Zn;-MT4 se mantiene en el tiempo.

Considerando las especies formadas al afiadir Pb(ll), se pudo apreciar que MT1 da
lugar inicialmente a especies homometalicas Pb-MT (Pbg- y Pby-MT1, que tienden a
desparecer después de 2 horas), mientras que MT2 forma especies tanto homo como
heterometalicas (entre las que se destacan Pb;Zns-, PbgZns- y Pbge-MT2). En relacion a
MT3 se pudo observar que inicialmente se forman especies heterometalicas con bajo
contenido en Pb(ll) para dar lugar a especies homometalicas en alto contenido en Pb(ll)
a lo largo del tiempo (Pbg- y Pb1o-MT3).

En relacién con la persistencia de las especies iniciales Zn-MT (sin tener en cuenta

el comportamiento anémalo de MT4) se puede considerar la siguiente relacion:
(+)Zn-tioneina(-) (-)Cu-tioneina(+)
MT2 > MT1 > MT3

Esta gradacion concuerda perfectamente con los resultados recientemente

publicados, que muestran un mayor caracter de Zn-tioneina para MT2.%"%"

Teniendo en cuenta las especies de Pb(ll) formadas y su evolucién con el tiempo, se
puede considerar la especificidad por Pb(ll), tanto inicialmente como a lo largo del

tiempo:
Inicial: MT1 > MT2 > MT3
Final: MT3 > MT2 > MT1

La mayor facilidad de MT1 para coordinar Pb(ll) inicialmente se correlaciona con el
mayor valor de K calculado por ITC. Mientras que la mayor persistencia de las especies
Pb-MT3 con el tiempo concuerdan con su papel como detoxificador de este metal y la

importancia que esto conlleva, ya que esta MT se encuentra ubicada en el cerebro.

Por ultimo, los espectros de masas de la MT de levadura Cup1, considerada Cu-
tioneina por excelencia, muestran que esta proteina presenta habilidad coordinante
frente a Pb(Il), formando clusteres homometalicos y heterometalicos de Pb(ll) que se
mantienen estables en el tiempo, que suman la mayoria entre 4 y 5 iones (PbsZn;-, Pbs-,
Pbs-Cup1), y baja abundancia de las especies iniciales de Zn(ll). Las especies

formadas asi como la evolucion de éstas no se asemejan a ninguna de las otras
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proteinas clas ificadas com o Cu-tioneinas, revelando asi un comportamiento si ngular
frente a Pb(ll).

El co njunto de resultados co nsiderados de ESI-MS y las relaciones es tablecidas
entre las diferentes pr oteinas muestran que no hay una rel acién di recta entre el
comportamiento de las MTs al coordinar Pb(ll) y su caracter de Zn- o Cu-tioneina, ya
que como se habia dicho anteriormente, en estos experimentos se esta considerando

tanto el desplazamiento de Zn(Il) como la coordinacion de Pb(ll).

En relacién a los dominios Zn4-ctMT, teniendo en cuenta los dos parametros, ya sea
persistencia de la especies iniciales Zn-MT y la especies de Pb(ll) que se forman, se
puede indicar que: la especie Zns,-tMT1 se mantiene estable durante el tiempo y sélo
se observa una especie heterometalica minioritaria (Pb1Zn3;-tMT1). Por su parte, «MT2
esla que presenta may or especificidad por Pb(ll), ya que form a dos es pecies
homometalicas, Pbs- y Pbe-ttMT2, de mayor abundancia que se mantienen en el tiempo
(en condiciones de exceso de Pb(ll)) y la especie inicial de Zn(ll) desaparece. Y aMT3
forma clusteres homometalicos de Zn(ll), asi como especies homo y heterometalicas de
Pb(Il), pero al pasar el tiempo esta proteina libera todos los metales formando la apo-
MT3. En cuanto a la gradacion de Zn-tioneina de estos dominios, se puede proponer
que «tMT1 esla que tiene un mayor caracter de Zn-tioneina, de bido a que mantiene
coordinados los iones Zn(ll). Y la de menor caracter de Zn-tioneina seria «MT3, ya que
prefiere liberar sus metales que enlazar un metal divalente como Pb(ll). En base a estos
datos la gradacion seria la siguiente:

(+) Zn-tioneina (-)

aMT1 > aMT2 > aMT3

Por otro lado, los espectros de ESI-MS de los dominios Zn;-fMT, nos revelan que
BMT1y BMT2 presentan una mayor habilidad coordinante frente a Pb(ll), de manera
similar formando un cluster de mayor abundancia, Pb,-BMT. Mientras que, fMT3 forma
especies de bajo contenido en Pb(ll) y los clusteres como Zn4-, Pb1Zn4-BMT3 y la forma
apo-BMT3 son estables en el tiempo. En relacién ala gradacion del caracter de Cu-

tioneina entre estos fragmentos, se puede proponer lo siguiente:
(+) Cu-tioneina (-)
BMT3 > pMT1 ~ BMT2
Considerando lo s datos espectroscépicos registrados p or DC y UV-vis se ha

observado que las MTs al coordinar Pb(ll) presentan dos comportamientos diferentes:

las sefiales de tipo I, correspondientes a las cuatro bandas por UV-vis y a las siete
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absorciones por DC (doble M); y las de tipo Il, con dos absorciones en el UV-visy
espectros con poc as bandas y bajas intensidades en el DC. También se observé una
relacion entre lases peciesf ormadasyes tas sefiales: las proteinas que
mayoritariamente forman especies homometalicas de Pb(ll) presentan las absorciones
de tipo I; mientras que la s que forman especies de Pb(ll), tanto homo como

heterometalicas, presentan comunmente absorciones de tipo //.

Sorprendentemente, no se observo una correlacion directa entre las sefiales de DC y
UV-vis que aparecen al estructurarse las MTs frente a Pb(ll), y el caracter de Zn- o Cu-
tioneina de estas proteinas (Tabla 46 y 47). En este estudio se observaron sefales de
tipo 1, intensas y definidas (Fig. 213A, 215By 217A), analogas para MT1 y MT2 (Zn-
tioneinas) y también para BMT1, BMT2 y MT4 (que sélo coordina el ion Pb(ll) a pH 4.5)
que tienen un mayor caracter de Cu-tioneina, todas ellas con una gran habilidad por
coordinar Pb(ll). A su vez, los espectros de tipo Il se observaron para MT3, fMT3y
Cup1 consideradas mas proximas a las Cu-tioneinas (Fig. 217B), y también obtenidos
paralo s fragmentos «MT estudiados (un mayor ca racter de Zn-tioneina). Est os
resultados son indicativos de que la es tructuracion de las especies formadas y sus
absorciones caracteristicas dependen mas bien de la capacidad para enlazar Pb(ll) de

cada MT que de su especificidad metalica frente a Cu(l) y Zn(ll).
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V. Conclusiones

A partir del analisis de los resultados obtenidos mediante espectroscopia (DC y UV-
vis), espectrometria de masas (ESI-MS) y microcalorimetria (ITC), en el estudio del
comportamiento de las MTs de mamifero frente al idon Pb(ll) con la finalidad de entender
el posible papel de estas proteinas como agentes detoxificadores de plomo, se puede

concluir que:

» El comportamiento de las MTs de mamifero frente a Pb(ll) es muy complejo y
particular para cada una de las proteinas estudiadas, tanto por las caracteristicas
propias de éstas como por las propiedades de este idn metalico, de manera que no
se pueden hacer extrapolaciones del comportamiento de una determinada MT frente
a Pb(Il) para predecir como se comportarian otras isoformas en las mismas
condiciones. De las cuatro isoformas de mamifero MT3 es la que presenta un
comportamiento mas diferente al de las otras. En cambio, MT1 y MT2 son muy
similares, tanto en las especies de Pb(ll) que forman como en su estructuracion. Por

su lado, MT4 se asemeja a éstas unicamente cuando coordina Pb(ll) a pH 4.5.

» En condiciones fisiolégicas (pH 7.0 y 37 °C), la MT del cerebro, MT3, muestra la
mayor capacidad detoxificadora frente a Pb(ll), seqguida de MT2 y MT1, mientras que
MT4 no coordina Pb(ll) a pH neutro. Consecuentemente, MT1, MT2 y MT3 pueden

actuar como agentes detoxificadores de Pb(ll) en condiciones fisioldgicas.

Adicionalmente, al examinar los diversos factores que determinan la formacion y
estabilidad de las especies Pb-MT se puede concluir que entre los factores estudiados,
el que presenta una mayor influencia es el pH, ya que en algunos casos determina la
coordinacién de Pb(ll) a la proteina y el tipo de coordinacion que presenta el ién Pb(ll)
en la proteina. El segundo es la temperatura, relacionada con los tiempos de
estabilizacion de las especies Pb-MT formadas y su estructuracién, asi como el tipo de

coordinacion. La concentracién ejerce un efecto menor en la coordinacion de Pb(ll).

Por otra parte, respecto a la relacion del comportamiento de estas MTs frente a

Pb(Il) de acuerdo a su caracter de Zn- o Cu-tioneina, se puede concluir que:

> El caracter de Zn- o Cu-tioneina no determina de manera univoca la coordinacion de
las MTs frente a Pb(ll), sino que mas bien es la especificidad que tienen éstas por el

ion Pb(ll) lo que mas influye.
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Sin embargo, el caracter de Zn- o Cu-tioneina influye en el tipo de coordinacion del

ion Pb(ll) a las proteinas enteras estudiadas, aunque no al que muestra el Pb(ll) cuando

se coordina a los fragmentos:

>
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Las que tienen un mayor caracter de Zn-tioneina, como MT1 y MT2, coordinan
Pb(Il) dando lugar a absorciones de “tipo I” (250, 330, 375 y 400 nm en el UV-vis y
en el DC siete sefiales que forman una doble M), empleando un tiempo de
estabilizacion relativamente grande (superior a 3 horas).

Las de mayor caracter de Cu-tioneina, como MT3 y Cup1, prefieren un tipo de
coordinacion que requiere tiempos de estabilizacion cortos (entre 10 min y 1 hora),
observandose absorciones de “tipo /1" (dos bandas a 250 y 350 nm aprox. en el UV-

vis y en el DC sefiales de baja intensidad y poco definidas).
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VI. Parte Experimental y Técnicas Utilizadas

En es te apartado se expone n los procedimientos experi mentales y las técnicas
utilizadas que han permitido caracterizar las preparaciones de proteina utilizadas y los

complejos metal-MT obtenidos en esta Tesis Doctoral.

1. Procedimientos experimentales

En todas las valoraciones y analisis se ha utilizado agua ultrapura Mili-Q. Ademas,
todo el material de vidrio ha sido lavado con HNOj3 al 20% y luego con agua ultrapura.

Las diferentes metalotioneinas utilizadas en e ste trabajo fueron obtenidas de forma
recombinante y las preparaciones obtenidas fueron caracterizadas m ediante diversas
técnicas analiti cas: ICP-AES, E SI-TOF-MS, DC vy abs orcion UV-vis. El es tudio de
habilidad coordinante de las MTs seleccionadas frente a Pb(ll), asi como el estudio de
los factores experi mentales que p uedan afectar es ta coordinacion, se llevo a cabo
mediante el uso de DC, abs orcion UV -vis, ESI -TOF-MS e ITC. A continuacion se
detallan algunasde las caracteristicas mas importantesde las técnicasy

procedimientos utilizados.

- Obtencioén y caracterizaciéon de las metalotioneinas

La sintesis y purificacion de todas las MTs recombinantes estudiadas en esta Tesis
Doctoral ha sido llevado a cabo por el grupo de investigacion dirigido por la Dra. Silvia
Atrian, Catedratica de Genética de la Univ ersitat de Barcelona. Las MTs fueron
producidas mediante ingenieria genética con la técnica del ADN recombinante a través
de lain troduccion del gen que | as co difica en cé lulas dela bacteria E. coli. Las
proteinas utilizadas han sido las 4 isoformas de MTs de mam ifero, y sus dominios
constitutivos o y [}, ademas de lais oforma Cup1 de levadura. Tod as ellas f ueron
producidas en cultivos enr iquecidos co n Zn(ll) y pos teriormente purificadas por
cromatografia de afinidad y de exclusién por tamafo, siendo finalmente eluidas en una
solucion tampdn de Tris-HCIO, 50 mM a pH 7.0 y guardadas a - 80 °C hasta su uso.

En todas las producciones las proteinas fueron obtenidas con una pureza superior al
95% y unas concentraciones elevadas, alrededor de 10 M.

Para llevar a cabo la caracterizacion de las diferentes preparaciones Zn-MT, primero
se co mprobo6 lain tegridad de la cadena peptidica, reali zando el a nalisis de cada
preparacion por espectrometria de masas a pH acido, que permite observar la forma
apo de las proteinas y asi la determinacion de su peso molecular. Posteriormente, se

determinaron mediante ESI-MS a pH 7.0, el nUmero de especies presentes en solucion
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y su estequiometria. Las medidas de la concentracion de la proteina y de la cantidad de
metal presente en la preparacion tuvieron lugar via la determinacion de la concentracion
de azufre y zinc por ICP-AES. Por ultimo, el estudio del plegamiento de la proteina

alrededor de los iones Zn(ll) se llevé a cabo por DC.

- Caracterizacion de las especies Pb(ll)-MT formadas

La caracterizacién de las especies Pb-MT formadas bajo las diferentes condiciones
experimentales ensayadas en esta Tesis tuvo lugar basicamente por métodos
espectroscoépicos. El enlace de los iones Pb(ll) a las diversas MTs se observo por DC y
absorcion UV-visible. Las especies Pb-MT formadas fueron registradas por ESI-MS, y
ademas, en el caso de las proteinas enteras, los valores termodinamicos asociados al

desplazamiento de Zn(ll) por Pb(ll) fueron obtenidos por métodos calorimétricos, ITC.

2. Técnicas utilizadas

A continuacion se explican brevemente las caracteristicas de las técnicas utilizadas
para la caracterizacion de las especies Zn-MT vy el estudio de la habilidad coordinante
de estas MTs frente a Pb(ll).

- Espectrometria de emisiéon atémica de plasma acoplado por induccién (ICP-
AES)

Esta técnica espectroscépica permite analizar una gran variedad de elementos,
especialmente metales. Se basa en la atomizacion completa de la muestra mediante el
plasma utilizado, y posteriormente se irradia la muestra atomizada a la longitud de onda
adecuada para excitar los electrones de valencia del elemento que se quiere analizar.
Posteriormente, estos electrones se relajan de manera espontanea y la emisién
correspondiente se puede correlacionar con la cantidad del elemento en la muestra y su
concentracion.

En esta Tesis, mediante esta espectroscopia se ha cuantificado el contenido
metalico de Zn y Cu, asi como también se ha determinado la concentracion de proteina
mediante la medida de la concentracion de azufre. Ya que el contenido de S en las
proteinas estudiadas viene dado por la cantidad de Cys y Met presentes en su
estructura primaria, y como la secuencia de las proteinas utilizadas es perfectamente
conocida, se ha podido relacionar univocamente la concentracién de S en las muestras
con la de proteina.

Para la cuantificacién de los elementos considerados, S, Zn y Cu, se prepararon

soluciones con un volumen entre 75 y 200 pyL de muestra y afiadiendo HCIO, al 2%
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(v/v) has ta completarun total de 3 mL. Se pre pararon patrones de d iferentes
concentraciones de cadauno delo s elementos aanaliz ar a partirde patrones
estandarizados de 1000 ppm con el fin de construir las r ectas de calibrado de los 3
elementos (Zn, Cu y S). Se midi6 cada una de las soluciones patrones, que contenian
entre 0.3y 3 ppm de cada elemento, y se construyé una recta para cada elemento.
Posteriormente, en dicha recta se in terpolé la mues tra medida para as i obtener la
concentracion de cada elemento.

En todas las medidas realizadas, la masa de la proteina y la masa de la solucion
total han sido medidas en una balanza de precision.

El equ ipo uti lizado fue un espectrémetro Pol yscan 61E (Thermo Jarrel Ash
Corporation, Fran klin, MA, USA), de los Servicios Cientificotécnicos de la UB. Este
analizador, basado en una total atomizacién y ionizacion de la muestra en un plasma de
argon, trabaja en las longitudes de onda 182.04 nm (S), 213.85 nm (Zn) y 324.75 nm
(Cu).

Cabe mencionar que si bien los limites de cuantificacion (concentraciones minimas
de analito que se puede cuantificar) de esta técnica son bastante bajos para los metales
seleccionados, por debajo de 0.05 ppm, en el caso del S este limite es bastante mas
alto, de unos 0.5 ppm. Este hecho, que es una de las limitaciones de esta técnica
analitica, hace que algunas de las medidas cuantitativas tengan un error considerable,
pero los datos seleccionados siempre han mostrado unos valores de RSD inferior al
5%.

- Espectroscopia de absorciéon de UV-visible (UV-vis)

La espectroscopia de abs orcién UV-visible se bas a en la abs orciéon de luz con
energiaen elrango UV-vis (190-800 nm) por parte de una muestra que co ntiene
moléculas capaces de absorber dichaluz, ya que promueven el paso de electrones
desde orb itales ocupados de alta ene rgia a estados excitados de b aja energia. L a
separacion ene rgética entre estos orbitales, o sea el salto energético pro movido, se
encuentra en la zona de laluz UV-visible. Se denomina croméforo ala parte de una
molécula g ue absorbe rad iacion, en este casoenla zona UV-vis. Porlo tanto, la
espectroscopia de UV-vis mide las transiciones electrénicas de los cromoforos debidas
a la absorcién de luz en este rango de longitud de onda.

Las bandas de absorcion UV-vis observadas son normalmente anchas, debido a que
los niveles vibracionales y rotacionales de la molécula se encuentran superimpuestos
sobre los niveles electrénicos, de manera que habitualmente nos referimos a la longitud
de onda maxima de absorcion (max).

En el estudio de proteinas, los espectros de absorcion UV-vis muestran absorciones

que proporcionan informacién sobre el enlace peptidico (entre 190 y 220 nm) y sobre la
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presencia de aminoacidos aromaticos (cerca de 280 nm). Ademas, en el caso que
exista enlace metal-proteina, se pueden observar absorciones por encima de 220 nm
relacionadas con dicho enlace y sobre la estereoquimica de coordinacion de dichos
centros metalicos. La ausencia de aminoacidos aromaticos en las MTs consideradas
permite suponer que las absorciones que aparecen por encima de 220 nm son debidas
Unicamente a la coordinacién metal-MT. Si bien la informacién obtenida por los
espectros, que generalmente presentan bandas muy amplias, es limitada, sin embargo
la evolucion de las absorciones observadas cuando se produce una alteracion del
sistema (cambio de pH o temperatura, adicién de iones metalicos, etc.) permiten
obtener informacion adicional del sistema en estudio, como es el punto de saturacion de
la proteina, la formacion o destruccion de un cromoéforo o la formacidn de un
determinado tipo de enlace, entre otros.

Una estrategia alternativa utilizada en este trabajo es la representacion de lo que se
ha denominado “espectros de diferencia de UV-vis’, que consiste en restar los
espectros de absorcion de adiciones consecutivas, por ejemplo 4-3 Pb(ll) anadidos,
obteniéndose asi la contribucion del 4° eq de Pb(ll) a la especie formada. De esta
manera se puede observar el efecto provocado sobre el sistema por la adicion de un
determinado equivalente, independientemente de los croméforos que se hayan formado
o destruido con anterioridad. El resultado son bandas mas definidas que permiten
observar con mayor claridad los maximos y determinar si se ha producido la formacién
o la destruccion de un cromoéforo determinado. Ademas, se obtiene informacion
relacionada directamente con los cambios estructurales de las especies formadas a lo
largo de las valoraciones de las MTs con Pb(ll).

Los espectros de absorcién UV-visible se han registrado en un espectrofotometro
Hewlett-Packard, modelo HP-8453 de diode array (GMI Inc., Ramsey, MN, USA), que
pertenece al Servicio de Analisis Quimica de la UAB (SAQ). Todas las medidas se
realizaron en un rango entre 200 y 800 nm, con una resolucién de 0.5 nm, con una
cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Se utiliz6 como blanco una solucion 50 mM
de Tris-HCIO, (la misma concentracién de tampon de las muestras de proteina) a pH
4507.0.

- Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

La espectroscopia de DC se basa en la absorcién por parte de un cromoéforo
Opticamente activo de una luz incidente polarizada en un plano. Se puede considerar
que esta luz polarizada linealmente esta formada por dos haces de luz polarizadas
circularmente en sentidos opuestos. La absorcion desigual de los dos haces de luz por
parte de un croméforo oOpticamente activo se traduce en la existencia de dos

coeficientes de extincion molar, €; y €4, es decir, la luz polarizada circularmente en el
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sentido izquierdo (i) es absorbida con diferente intensidad que la del sentido derecho
(d). La variacién de los coeficientes de extincidn molar, Ae= |gi-€4|, en funcion de la
longitud de onda de la radiacion incidente constituye la base de los espectros de
dicroismo circular. Las bandas de los espectros de DC pueden ser de dos tipos:
gausianas y en forma de derivada. Una banda gausiana indica la existencia de
cromoforos idénticos pero independientes. En cambio, cuando dos o mas cromoforos
idénticos, conectados por enlaces o, se orientan adecuadamente para establecer
interacciones mutuas, apareciendo un acoplamiento denominado exciton coupling, que

transforma la banda gausiana en otra en forma de primera derivada (Fig. 225).
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En el caso de las MTs, los cromoforos [M(SCys),], que en principio no tendrian por
qué ser quirales, se convierten opticamente activos gracias a la transferencia de la
quiralidad propia de la cadena peptidica (L-aminoacidos) a los centros metalicos, hecho
que se denomina “quiralidad inducida”.

La espectroscopia de DC proporciona informacion sobre el plegamiento de la cadena
peptidica alrededor de los centros metalicos, sobre el entorno del croméforo y la
quiralidad de los agregados metalicos formados en el complejo metal-MT. Si bien un
espectro por si sélo es dificil de interpretar debido a su complejidad, la comparacion
entre espectros registrados a diferentes condiciones (pH, concentracion de proteina,
tiempo de estabilizacién y temperatura) puede proporcionar datos sobre la interaccién
metal-MT.

Los espectros de DC han sido registrados en un espectropolarimetro modelo J-715
(JASCO. Gross-Umstadt, Germany) y un software J-700 (JASCO) (SAQ). La
temperatura se controlé6 por un aparato Peltier PTC-351 (TE, Techonology Inc.,
Traverse City, MI, USA). Se ha utilizado una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz
para las medidas realizadas en un rango de 200 a 500 nm, a una velocidad de 50
nm/min, con una resolucién de 0.5 nm y a las diferentes temperaturas, 25, 37 y 55 °C,
segun fuese necesario. El blanco empleado es una solucion 50 mM de Tris-HCIO4 (la
misma concentracion de tampén de las muestras de proteina) a pH 4.5 o pH 7.0, en
funcién del experimento realizado. Todas las muestras fueron analizadas bajo una

atmaosfera de argon para evitar la oxidacion de las MTs.
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Los espectros de DC y UV-vis han sido tratados (offset, smoothing, correccién del
factor de dilucién, transformacién de absorcion a absortividad molar) por el programa
informatico GRAMS/32 (Thermo Fischer Scientific Inc. Waltham, MA, USA).

- Espectrometria de masas (ESI-TOF-MS)

La espectrometria de masas (EM) se basa en la caracterizacion de materia mediante
la separacion y deteccion de iones en fase gaseosa en base a su masa. La
espectrometria de masas comprende aquellas técnicas cuyo resultado final es un
espectro de masas donde se relacionan la intensidad (o abundancia) de especies con la
misma relacién de masa por carga (m/z) presentes en la muestra.

En esta Tesis se ha utilizado la espectrometria de masas con ionizacién por
electrospray (ESI-MS) y analizador de tiempo de vuelo (TOF), siendo ésta una técnica
ideal para analizar proteinas, que permite poder determinar el numero de especies
metal-MT presentes en la muestra y la estequiometria de las mismas.

La técnica de ionizacion por electrospray (ESI) es una técnica de ionizacién suave
que, en condiciones O6ptimas, no provoca la pérdida de los iones metalicos de los
complejos metal-MT. Se utiliza tipicamente para determinar los pesos moleculares de
proteinas, péptidos y otras macromoléculas biolégicas de hasta 200 kDa. Esta técnica,
a diferencia de otras técnicas de ionizacion, se caracteriza por la facilidad de obtener
iones multicargados (Fig. 226), es decir, moléculas con mas de una carga (+2, +3, +4,
etc.), lo cual permite obtener una serie de ventajas, principalmente determinar pesos de
moléculas muy grandes en un rango de m/z relativamente pequeno y observar diversos
picos de la misma especie con diferente carga, aumentando asi la precisién de la

medida de la masa molecular.

\ntens‘t +MS, 1.2-1.5min #(41-49)
xio 16522

2.0

1321.9

1101.8 12202 14523 m 6
00l TN s R . Al 19163

1100 1200 1300 1400 1500 1800 1700 1800 1900 miz

Figura 226. Espectro de masas de la MT de mamifero que muestra los picos Zn,-MT1 a
diferentes cargas +5 (1321.9) y +4 (1652.2)

Por otra parte, el uso del analizador TOF de alta resolucién permite determinar
relaciones m/z de manera muy precisa, observandose incluso el perfil (pattern)

isotopico de cada pico, de manera que para masas relativamente pequefias se puede
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confirmar o descartar la presencia de metales, especialmente para aquellos atomos que
tienen un perfil is otépico muy caracteristico. Ademas, la técnica permite acoplar una
bomba de HPLC que facilita poder trabajar bajo diferentes condiciones experimentales
de pH y soluciones de tampon.

En este estudio se ha trabajado a diferentes valores de pH y diferentes condiciones

experimentales:

« a pH 7.0(fas e movilac etato amoéni co 15 mM vy acetonitrilo, 95:5,
respectivamente), donde las especies metal-MT se mantienen inalteradas, para
la caracterizacion de | as proteinas Zn-MT inicialesy las especies Pb -MT
formadas bajo estas condiciones (cuando el Zn(ll) esta fuertemente unido a la
proteina);

= apH 4.5 (fase movil de agua Mili Q afadiendo acido acético hasta llegar a este
pH), donde la s es pecies Zn-MT presentes enlas MTs de mamifero forman
especies heterometalicas de Zn(ll), siendo la mas abundante Zn,-MT, seguidas
de Zns-, Zns-. Zno-MT, desplazando a este pH algunos iones Zn(ll) enlazados a
las MTs a pH neutro.

# apH 2.4 (fase moévil acido formico 5 mM y acetonitrilo 85:15, respectivamente),
condiciones en las cuales losres iduosd e cisteinas son parcialmente
protonados, desplazando los iones Zn(ll) coordinados a las MTs, observandose

asi las especies apo-MT que permite confirmar la secuencia de la proteina.

Los espectros de masas fueron registrados en el espectrofotometro Micro Tof-Q Il 28
(Bruker Daltonics Gm bh, Bremen, Germany), del Servicio de Analisis Quimica de la
UAB (SAQ), calibrado con una solucion de Nal (200 ppm Nal en H,O/isopropanol 1:1).
Este tiene acoplado una bomba de HPLC Series 1100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) equipado con un autosampler, ambos co ntrolados por el program a
informatico Compas s. Las co ndiciones experi mentales p ara analizar MTs enlazando
Zn(ll) y/o Pb(ll) han sido: 20 pL de proteina inyectada a través de un tubo largo de
PEEK (2.0 x 0.17 mm i.d.) a 45 uyL/min ; temperatura del inyector a 25 °C; voltaje del
capilar de 5000 V; temper atura zona de secado (dry Temp.) 90-110 °C; velocidad de
gas de secado (dry gas) 6.0 L/min; rango de m/z 800-2500. La fase movil consiste en
una mezcla de acetato de amonio 15 mM a pH 7.0 o pH 4.5, o una solucién de acido

férmico a pH 2.4.

- Microcalorimetria por ITC

La ca lorimetria isotérmica de titulacion (conocida como ITC por sus iniciales en

inglés: “Isothermal Titration Calorimetry”) es una técnica instrumental capaz de medir la

257



energia de un proceso de reconocimiento molecular entre una cierta macromolécula, M,

y un ligando, L:

donde M representa a la macromolécula (proteina, acido nucleico, etc) y L al ligando.

La técnica permite determinar un conjunto de parametros termodinamicos asociados
a la reaccion en estudio: tanto el cambio de energia libre de Gibbs, AG, como la
entalpia, AH, y la entropia,-AS, asociados a la reaccion.

Como cualquier método de titulacion, en un experimento tipico de ITC la solucién de
la macromolécula, M, contenida en la celda calorimétrica a una determinada
concentracion, [M]ee, se titula con una disolucién de ligando mediante una jeringa
externa, [L]sr. La celda calorimétrica tiene un volumen fijo y bien conocido de unos 1,4
mL a la que se afiaden, de forma secuencial, pequefios volumenes de ligando, viy, (2 —
15 pL) hasta que la concentracién total del ligando en la celda calorimétrica es
suficiente para saturar completamente los centros de unién de la macromolécula (hasta
que toda la macromolécula inicialmente libre, M, se ha convertido en el correspondiente
complejo, M-L). Como en cualquier técnica calorimétrica, el observable monitorizado es
la cantidad de energia en forma de calor, Qi, que se absorbe o se librera tras la adicion
de cada volumen de ligando, vi,, a temperatura y presion constante.

Un calorimetro isotérmico de titulacion esta construido por dos celdas calorimétricas
(una de referencia y otra de medida) dentro de un bloque termostatizado a la

temperatura deseada, que se mantiene constante (Fig. 227).

Ligamaic
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Figura. 227. Representacion esquematica de un instrumento de ITC.

La celda de referencia se llena de agua o de la disolucién tampdn correspondiente y
se mantiene cerrada a lo largo del experimento. La disolucién de macromolécula se

afiade en la celda de medida, ocupando todo el volumen disponible. Por su parte, la
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disolucién de ligando, L, se coloca en la jeringa especialmente disefiada para realizar
este tipo de experimentos, que posee una canula de inyeccidn que tiene forma de
agitador. Esta jeringa de inyeccion, que permite un volumen maximo de 300 L, esta
disefiada de tal manera que realiza un movimiento de rotacion, de velocidad constante
y controlable, que facilita, no sélo la adiciéon secuencial de volimenes conocidos de la
disolucion que hay en el interior, sino que ademas la agitacion permite homogeneizar la
disolucion a lo largo de todo el experimento, de manera que el efecto de cada adicion
del ligando se pueda apreciar rapidamente.

El instrumento mantiene el bloque termostatico, en el que se encuentran ambas
celdas, a una temperatura constante de forma rigurosa (éste es un requerimiento
esencial de la técnica y la menor variabilidad de la temperatura a la cual se mantiene el
bloque termostatico estd en relacién directa con la sensibilidad del instrumento). La
temperatura a la que se mantiene las celdas calorimétricas es ligeramente inferior a la
cual se va a llevar a cabo el experimento. Como ya se ha dicho, la técnica se basa en
medir la variacién de calor provocada por la adicién del ligando. El calorimetro dispone
de sondas de resistencias adosadas a cada una de las celdas calorimétricas (referencia
y medida) que le permiten enviar una determinada cantidad de potencia eléctrica a cada
una de ellas y mantener a ambas celdas a una misma temperatura. De manera que en
realidad, el parametro resultante del experimento es la potencia necesaria que ha sido
necesaria para que las dos celdas tengan la misma temperatura después de la adicion
correspondiente del ligando. En caso de un proceso exotérmico habra que calentar la
celda referencia, mientras que en caso de un proceso endotérmico se calentara la celda
de medida. Después es necesario un tiempo para que el sistema se reequilibre.

El equipo utilizado en los experimentos de ITC para la determinacién de las
constantes termodinamicas es el Microcal VP-ITC (Northampton, MA, USA). Los
experimentos realizados en esta Tesis se han llevado a cabo a pH 4.5, para evitar la
precipitacion de los iones Pb(ll), y a diferentes temperaturas (25, 37, 45y 55 °C) (ver
Tabla 4 en la Metodologia Experimental). Las muestras de Zn-MT valoradas tenian una
concentracion de 10 yM para MTs enteras y 20 uyM para los dominios aislados, todas
ellas en Tris-HCIO, 50 mM de pH 4.5. La solucién de Pb(CIO,), tenia una concentracion
final de 1200 yM, en Tris-HCIO, 50 mM pH 4.5. Todas las soluciones fueron preparadas
a partir de Tris-HCIO, 200 mM por diluciéon con agua Mili-Q, todas ellas previamente
sonicadas para evitar la presencia de gas disuelto.

Los parametros termodinamicos resultantes (constante de equilibrio, numero
estequiométrico, entalpia y entropia) son calculados a partir de las curvas de valoracion
obtenidas, ajustando los valores experimentales a curvas tedricas mediante el uso del
programa de analisis Origin especifico del equipo. Existen diferentes modelos de ajuste.

El programa utiliza un algoritmo no lineal de minimos cuadrados mediante el cual las
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concentraciones del valorante y de la muestra se ajustan a una ecuacién de equilibrio
de union en relacién al calor liberado o que se consume en cada inyeccién. En las
reacciones aqui estudiadas, todos los resultados fueron ajustados considerando que

todos los centros de unién son equivalentes (one binding site).

3. Preparacion de las soluciones utilizadas

A continuacién se describen las preparaciones de las soluciones utilizadas mas

relevantes para llevar a cabo los experimentos a lo largo de esta Tesis Doctoral.

_ Solucién de agente valorante Pb(CIO,),

Se pes6 0.314 g de Pb(ClO,),-3H,0O de 97% de pureza y se disolvié en H,O Mili-Q.
Esta solucion se enrasé en un matraz aforado de 100 mL después de afadir acido
perclorico hasta pH 4.5. La concentracion de plomo en la solucion se determiné por

espectrofotometria de absorcion atdmica de llama, siendo 6.99 x10° M.

- Soluciones tampén de Tris-HCIO, a pH 4.5y pH 7.0

Las soluciones de tampon utilizadas en las medidas espectroscépicas, Tris-HCIO,,
fueron preparadas a partir del Tris(hidroximetillaminometano (Tris) sdlido, que se
disolvid en la cantidad pertinente de H,O Mili-Q a la que posteriormente se afiadio
HCIO, hasta conseguir una solucién de Tris-HCIO; 50 mM a pH 4.5 y a pH 7.0. Esta se
ha preparado para cada experimento para asegurar el perfecto estado de la solucién

utilizada.

- Soluciones de fase movil para ESI-MS

La fase mévil a pH 7.0 y 4.5 se prepard pesando aproximadamente 0.6 g. de acetato
de amonio y se disolvié con H,O Mili-Q en un vaso de precipitado de 300 mL y se ajusté
el pH hasta 7.0 6 4.5 con acido acético o amoniaco. Finalmente se trasvasd a un
matraz aforado de 500 mL y se enraso.

La fase movil a pH 2.4, se prepar6é en un matraz con un volumen de 300-500 mL de
H,O Mili-Q a la que se anadi6 acido formico hasta llegar a este pH.

Todas las soluciones fueron filtradas antes de ser usadas en el HPLC.

- Solucién de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

La solucion de EDTA 0.01 M utilizada en los experimentos de ESI-MS se preparé
pesando aprox. 0.2 g del sdlido y disolviéndola en 50 mL de H,O Mili-Q para obtener
una solucion de concentracion 0.01 M. El pH de la solucion, que inicialmente era de 4.6,

se ajusto afadiendo NHj; hasta conseguir el pH 7.0.
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VIl. Anexo

Anexo 1. Tabla de datos construida a partir de las estructuras depositadas en el
CSD referente a los numeros y entornos de coordinacioén de los compuestos de
Pb(ll).

Atomo(s) | 5 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8| 9|10 | 11| 12 | Total
dador
SBoN | 5 | 7 | 10| 5| 3 | 2 1] - | - | - | 33
Soélo O 22 5 8 9 6 4 3 3 7 1 - 68
Solo S 3 1 10 2 1 1 - - 1 - 19
Sdlo
xeFceeh| Y Y Y 8
Sélo C 9 5 8 2 - - - - 5 - - 29
NyO - 4 21 20 45 15 21 10 6 - - 142
Ny S T4 9 [ 15 [ 3 3] -1 -1 -1 -1 22
Ny C T o6 |3 1 [ 3 -] -1 -1 -3/ 25
Ny X C 4 [ 3| 2 7| 2 T - |- | - | 28
NNOyS | - | - | 2 | 3| 4 | 2] 31| -1 -1-1 15
NNOYyX | - | - | 1 | 1] 4 2] -1 -1-71-7T-
NSyX | - | - | - [ 1 - - -1 -1 -1 -1 -1
N,SyC N 3
OyS - - 222 -1 -1 -1-71a1
0yC o 1 22 1 - -1 - -] -1 e
OyX - - 1 2 4 1 3 - - - - 11
SyC R S SR R
SyX 1 - 21 - -1 -1 -1T-71 a
SONyC| - | - | - -1 21 -1 -1 -1-1-1-12
Otros 9 14 28 12 8 6 2 - - - - 79
Total n° 62 51 133 66 108 | 45 37 15 19 1 3 540
Total % 11 9 25 12 20 8 7 3 4 0 1 100

Tabla 61. Datos de CSD de los numeros de coordinacion de compuestos de Pb(ll) coordinados
a O, N, S, Cy halégenos (Br, I, Cl, F) y a la combinacion de estos atomos. “Otros” se refiere a
compuestos con atomos como P, B y/o con otros metales ademas de Pb(ll) en su esfera de
coordinacion (algunos como Cu, Si, W, Mo, Sn, Fe, etc).?'®

*En azul se muestran los numeros de compuestos por atomos dadores y sus combinaciones que
se observan en la Fig. 13.

*En rojo se encuentran el porcentaje total por numero de coordinacién de los compuestos de
Pb(ll) que se observa en la Fig. 14.

Pb(IV) 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 | Total
Total - - 4 4 | 20 | 15 - - - 44

Tabla 62. Datos extraidos del CSD referente a los numeros de coordinacion de compuestos de
Pb(1V)

BN
1
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Anexo 2. Tabla de caracterizacion de las especies Zn-MT iniciales

ICcP- | [prot] (M) 2.97-10* 1.33:10" 1.58-10"
AES Zn/MT 6.99 4.29 2.33
' Zn, B B B i
ESI-MS
N, M 3| I I I B
DC E,.‘Il 10 ‘f 1/
“I:-Q- I ek ME NG MR M MR R 100 I;- . - H . :: .
e L] L T F'- n; - Ll I e HE M .:i*:: I LI
ICP- | [prot] (M) 0.38:10* 0.93-10* 1.10-10*
AES Zn/MT 6.53 3.88 3.05
-'_ Zn7 = - —J Zn4 Lo L] 'f:: Zn3 aaaaa

Icp- | [prot] (M)

AES | znwT 7.58 452 3.13
— Zn7 = 'I.-:" T -Zn3 — TR
ESI-MS Ne
Zng
: - o a3 ! e
i \: Lﬁ
i+ |I(-\\—_._|_,_| j-- . e ————— j.- \_‘\'\—|—
DC i f i i
o J .
ind S i s re e r!q--'- I-“: LI __ L LI .r"-‘" .'—: T __ LI
ICP- | I[prot] (M) 0.18:10*
AES | zowmT 7.40

Tabla 63. Cuadro resumen de la caracterizacion por

h Zn, R | DC, ESI-MS e ICP-AES de las especies Zn-MT de
las MTs de mamifero, MT1, «MT1y BMT1; MT2,
ESI-MS - aMT2 y BMT2; MT3, aMT3 y BMT3; MT4.

.
DC 1.
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Anexo 3. Tablas de absorciones de los espectros de diferencia de UV-vis de las MTs estudiadas frente a Pb(ll)

UM | °C | pH 10 21 32 43 54 6-5 76 8-7 9-8
254,330, | 254,330, | 254,330, | 254,330, | 254 330, | 250,336.3
20 | 55 | 45| 378 404 | 378,404 | 378,404 | 378,404 | 378 404 80 250,345 250,325,376 | 250,325,376
10 | 55 | 45 | 254330, | 254,330, | 254,330, | 254,330, | 254,330, | 29390 | | 255326 | 256,326,
| 378,404 | 378,404 | 378,404 | 378,404 | 378,404 | S0 , 337, 371, 400 373, 400
254,330, | 260,344, | 254, 330, 260, 330, | 254, 330,
5 | 55 | 45| 35500 e o8 a0 | 250,388 | 200500 2030 | 286,345,385 | 260,356 | -
263,337, | 260,290, | 255,350, | 266, 293, 330,
5 | 55 | 7.0 | 256,346 | 256,346 | 330,375 >3 o > 50 403 360 295, 360
255, 330, 258,330, | 330,378, | 260, 330, 378, | 253,330, | 260, 330,
101 37 1 7.0 1 250,350 | 250,350 | 375 400y | 294352 | 378 402(d) | 403 405(d) 378, 403(d) | 378, 405(d)
262, 328, 255, 330, 256, 330, 378, | 260,330, | 250, 350,
10 | 85 | 70 | 252,340 | 252,340 | 02%2% | 256,350 | 572500 | 253,350 e S o )
20 | o5 | 70 | 255,337, | 255,330, | 256,330, | 255,337, | 267,330, | 250,350, | 267,330,378, | g a6 246, 297,
: 381 376,405 | 376,405 381 378, 405 385 405 : 350, 386

Tabla 64. Absorciones de los es pectros de dif. UV -vis para cada equivalente de Pb(ll) afnadido en las valoraciones de Zn,-MT1 a diferentes condiciones
experimentales.

pM | °Cc | pH 2-1 3-2

4-3 5-4 6-5 7-6 8-7 9-8
20 | 25 | 45 | 248,343 | 248,343 | 248,340 | 248,340 | 248, 330,378,401 | 252, 337,380 | 252, 324 - -
20 | 25 | 7.0 | 245,340 3%52(()6) - 246, 283(d) 262,290, 366 245, 325(d) 244 292, 367(d) 238
20 | 37 | 70 - - - - - - - - -

Tabla 65. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en las valoraciones de Zn4-aMT1 a diferentes condiciones
experimentales.
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M pH 1-0 21 32 4-3 5.4 6-5 7-6 8.7 9-8
20 | 25 | 45 | 0000 | s7a son | 266,382 | 22000 | 232(p) 232(p) 232(p) 232(p) | 291320,
20 | 55 | 45 %57%” e %E;%” %0 22‘;’8‘?’3)0 ' | 260,330 | 260,330 266 266
20 |55 | 70 | 254,33 | 00500 | TS0 | 359 i 250 202,250,337 | e | e
20 |37 | 70 | 250,340 | %0950 | 240 342 %58%” o 52%:0%32 253,355,388 | 251, 350

Tabla 66. Absorciones de los espectros de dif. UV -vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en la s valoraciones de Zn;-fMT1 a diferentes condiciones

experimentales.

UM | °C | pH 1-0 21 3-2 4-3 5-4 6-5 7-6 8-7 9-8
0 | 37 | 45 | 252.330, | 252,328 | 264,327, 252’7233’ 250,327, | oo aog a7g | 254,333,378, | 264,353, 250
® | 377,401(d) | 376,401(d) | 376,400 | 0% | 375,403 , 328, 400 385
10 | 37 | 7.0 | 250,350 | 250,354 | 252,355 | 254,350 | 253 350 | 255,330,378 | 265,330, 378 25‘\!,;7%30' 25%’7%28’
254. 330, 271, 328,

20 | 37 | 7.0 | 254,350 | 254,350 s 254,350 | 300525 252, 352 250, 353 254 343 | 250, 350
250, 340, 252 350, | 250, 353,

5 | 37 | 70 | 253,343 | 252354 | 251,356 | 252,350 | 252,360 253, 350 25 10 20500

10 | 25 | 7.0 | 250,350 | 250,350 | 250,350 | 250,350 | 250,350 250, 350 250, 350 250, 350 247

10 | 55 | 7.0 | 250,345 | 254,378 | 250,350 | 2°% %30 | 254,350 | 254,350 e

Tabla 67. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en la s valoraciones de Zn,-MT2 a diferentes condiciones

experimentales.

264




VII. Anexo

MM | °C | pH 1-0 21 3-2 4-3 5-4 6-5 7-6 8-7 9-8

250, 284, 364,
20 25 7.0 | 248,345 | 245, 346 245, 346 245, 346 247, 346 244, 346 250, 350 247, 354 400
20 55 7.0 | 250, 344 | 250, 344 247, 346 250, 350 248, 354 - - - -

Tabla 68. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en las valoraciones de Zn,-:MT2 a diferentes condiciones

experimentales.

uM | °c | pH 1-0 21 3-2 4-3 5-4 6-5 7-6 8-7 9-8

20 | 25 | 7.0 | 250,346 | 244,346 | 246,346 | 246,346 | 246,346 | 246,346 | 248,353 250, 350 zggb:(”g’)o’

20 | 37 | 7.0 | 249, 347 252’7%32’ 24:1)’2,0:(%5)0, 246,352 | 246,352 | 250,352 | 252,330,376 409 250, 350
264. 330,

20 | 85 | 7.0 | 250,344 | 500500 | 245,344 | 332,379 O (U U I

Tabla 69. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en la s valoraciones de Zn;-BMT2 a diferentes condiciones

experimentales.
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uM | °c | pH 1-0 21 3-2 4-3 5-4 6-5 7-6 87 9-8
245 333, 242,315, | 252,312, | 266,
5 | 55 | 45 o 247,348 | 250, 350 . o 313 3 | 276,314,390
247,352, | 263,315, | 256p,330, | 252, 264, 330, 220, 330,
10125 | 45| 247,343 | 249,348 | “ag5g) 386 386 | 330, 395 401(d) 390d) | T
245 350, | 260,316, | 263,312, | 270, 262, 318,
10 | 55 | 45 | 250,344 | 250,348 | Z30.00 e e 314 356 | 262,318,386 A I
20 | 55 | 45 | 249 340 | 248,344 | 248,350 | 248,357 | 249315 | 248, | 515 345 385 | 317,395 317, 389
381 315, 385
10| 25 | 70 | 251 342 | 290,350, | 250,350, | 246,350, | ,,q) 33, 233330p’ 233p, 328, 397 ] ;
: ’ 386(d) 386(d) 386(d) P ’ P, 92S,
394p
10 | 37 | 70 | 252,340 | 250,349 | 250,350 | 250 352 | 248,350 | 253,360 | 253,312, 375 25%’8%12’ 253, 313, 385
10 | 55 | 7.0 | 253,340 | 292 390, | 253,312(d), | 251, 312(d), 3128(%) 255, | 265,312,386 | 279317, 318, 405
: : 386(d) | 353, 395(d) | 353, 385(d) » | 312, 386 312, 386 :
353, 385(d)
258, 346,
20 | 37 | 70 | 252,340 | 252,343 | 252,343 | 248,347 | 249 347 | 249 348 | 250,348 252, 346 S5
251, 350, 248, 315,
5 | 37 | 70 343 251,347 | 251,350 2500 251,350 | 249,350 | 247,350 250, 352 300.0)

Tabla 70. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en las valoraciones de la preparacién Zn-MT3 a diferentes

condiciones experimentales.
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VII. Anexo

MM | °C | pH 1-0 21 3-2 4-3 5-4 6-5 7-6 8-7 9-8
246, 332, 246, 340, 246, 340, 240, 340, 241, 275, 335,
20 | 25 | 45 378, 403 382(d) 381(d) 381(d) 240, 336 396 236p, 276 279 -
20 | 25 | 70 | 247 340 245, 340, 245, 340, 245, 340, 245, 340, 247, 290(d), 254, 293, 241p, 286, | 233p, 286,
) ’ 378(d) 378(d) 378(d) 378(d) 396, 350(d) 340(d), 399 399 396
249, 337, 249, 337, 249, 343, 242, 293(d), 234, 289, 233p, 288, i
20 | 37 | 7.0 ) 248,343 | 475 378(d) 380(d) | 24 340,382 | 346(4) 398 399 330
Tabla 71. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en las valoraciones de Zn,-:MT3 a diferentes condiciones
experimentales.
MM | °C | pH 1-0 21 3-2 4-3 5-4 6-5 7-6 8-7 9-8
20 | 25 | 45 | 246,330 246, 332 246, 332 250, 336 255p, 336p 272p, 332p 272p, 332p | 269p, 329p | 270, 330
20 | 25 | 7.0 | 252,336 | 252,339 | 243,340 | 240, 346 245673(%?‘)' 250, 350 255,308 | 263,360p | 253, 324p
250, 340, 243, 350, 224,252,
20 | 37 | 7.0 | 252,340 378(d) 389(d) - 241, 300(d) 249, 300(d) 252, 300(d) 330 229, 329

Tabla 72. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en la s valoraciones de Zn;-BMT3 a diferentes condiciones

experimentales.
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VII. Anexo

uM| °c | pH 10 21 3-2 4-3 5-4 6-5 76 8-7 9-8
1o | 2537 | , . | 253,328,376, | 256,327, | 251,329, | 249,330, | 255,339p, | 251,350, | .0 5yc 300p, | 274p, 329,
55 | 4 402 376,401 | 375,400 | 380, 406 377p 381p : 350p, 387p | 374, 398p
242,279p, | 248, 290p, ] 245, 330p, ] 246, 334, ]
101 37 | 701 345"375(d) 357p 263 378p 378 21t
10| 55 | 70| 245, 344 248,350 | 260, 343 ] 246, 341p 252’5%%8“ ; ; ;

Tabla 73. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en las valoraciones de Zn;-MT4 a diferentes condiciones

experimentales.

uM | °Cc | pH 10 2-1 3.2 43 5.4 6-5 7-6 8-7 9-8
20 | 25 | 45 | 252,334 | 243,337 | 241,337 | 235,338 | 231,318 226, 317 ; ; 291
20 | 45 | 45 | 244,335 | 244,340 | 244,340 | 240,340 | 240, 345p 240, 316 246, 330
10 | 45 | 45 | 250,337 | 246,338 | 246,338 | 252,340 | 251,337 257, 335 274?5’5;’50"’ 270p, 313p 277§é§’18’
5 | 55 | 45 | 247p,336 | 247p,336 | 245p, 338 | 250p, 341 | 250p,337 |  250p, 337 250p, 337 | 253p,328p | 258p, 329
20 | 25 | 7.0 | 252,340 | 247,338 | 246,337 | 245,338 | 243,340 241, 334 240,330 | 240,323 236, 317
10 | 25 | 7.0 | 250,340 | 245,340 | 242,340 | 250p, 334 | 240p,330 |  230p, 320 206p, 324 | 231p,323 | 230,320
248p, 240p, 278,
5 | 55 | 7.0 251,344 | 248,344 | 248,345 366p | 220P.246p | 242p, 320p 240p 330p

Tabla 74. Absorciones de los espectros de dif. UV-vis para cada equivalente de Pb(ll) afiadido en las valoraciones de la preparacion Zn-Cup1 a diferentes

condiciones experimentales.
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