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1. INTRODUCCIO A LA BIOINORGANICA

1.1 Historia de la quimica bioinorganica

La quimica bioinorganica com a disciplina és relativament recent. Hi va haver alguns fets claus que van
propiciar el naixement d’aquesta ciéncia. Un d’ells va ser descobrir la preséncia de ferro en la sang i
també descobrir que hi havia processos fisiologics que depenien del coure i del zinc.

L’any 1960 es publicava la resolucié estructural per difraccié de raigs X de ’hemoglobina i de la
mioglobina. Aix0 va desencadenar un seguit de reunions entre quimics inorganics interessats en el tema
del paper dels ions metal-lics en la vida.

Fruit d’aquestes reunions va ser la publicacid de la revista Journal of Inorganic Biochemistry que va
apareixer al mercat ’any 1971. L’any 1973 la revista Progress in Inorganic Chemistry va dedicar un
volum a la bioinorganica.

El primer congres internacional de Bioinorganica, ICBIC (/nfernational Conference on Bioinorganic
Chemistry) es va fer a Floréncia I’any 1983. I el primer congrés europeu d’aquesta tematica, EUROBIC
(European Biological Inorganic Chemistry Conference) va tenir lloc a Newcastle (Regne Unit) I’any
1992.

L’any 1995 es va fundar la Society of Biological Inorganic Chemistry 1 un any més tard apareixia una
nova publicaci6: Journal of Biological Inorganic Chemistry.

Al nostre pais la Associacion Espaiiola de Bioinorganica (AEBIN) es va fundar I’any 2002 i el mateix
any a Franga es creava el Club Metalloprotéines et Modeéles, que més tard, en el 2013, es va convertir
en el Group Frangais de Chimie Bio-Inorganique (FrenchBIC). Portugal també té una associacid que
reuneix als grups que treballen en aquesta tematica, BIOIN Portugal.

Per tant, la Bioinorganica €s una branca de la ciéncia que té prop de 60 anys de vida, i en aquest temps
ha evolucionat moltissim. El ventall de camps on intervé s’ha anat obrint i el nombre de grups dedicats
a la recerca en aquesta disciplina ha augmentat significativament. Aixo ha comportat un increment
important en el nombre de publicacions.

Abans de continuar cal veure a qué ens referim quan parlem de Bioinorganica. El seu nom es bastant
clar: Biologia i Inorganica, la fusié d’aquestes dues disciplines, el punt d’intersecci6 entre elles.

Des de I’antiguitat s’havia associat la vida a la quimica organica (la quimica del C, N, H, O) i el mon
mineral a la quimica inorganica (la quimica de la resta dels elements de la taula periodica). El
descobriment de que alguns ions metal-lics son fonamentals pel bon funcionament dels organismes va
ser una abans i un després en aquesta visioé del mon, ja que demostrava que no hi ha una linia divisoria
tant clara entre aquests dos mons (el mon dels éssers vius i el mon inanimat).

El progres en la tecnologia, en técniques d’analisi, els diversos métodes espectroscopics ha permés
detectar elements que es poden trobar en els éssers vius en quantitats molt petites i que antigament
havien passat desapercebuts.

Per altra banda, quan parlem de la vida, ens referim a un ampli espectre d’espécies, ja que hi ha molts
tipus d’essers vius, des de els microorganismes fins a les plantes i els animals superiors. | per exemple
en els mamifers, no tots els organs i teixits dels cos tenen les mateixes funcions, per tant, no tenen perque
tenir la mateixa composicio.

S’han identificat uns 2 milions d’especies de plantes, animals i microorganismes a la terra, pero de ben
segur que encara n’hi ha milions que no es coneixen. Cada any es descobreixen un munt de noves
especies vives, moltes d’elles son insectes. Rarament, tot i que pot passar i passa, es descobreix algun



nou animal superior que habita en regions remotes que no s’havien explorat abans.

Aixi doncs, els avencos tecnologics i la descoberta de noves espécies d’éssers vius porta a una evolucio
constant de la Bioinorganica. Pot ser que es trobin nous elements en alguna espécie que no s’havien
trobat fins ara.

Aixi doncs, tenim diferents espécies, diferents tipus de teixits i organs, per tant una gran diversitat de
mostres per analitzar i veure quins elements contenen. [ aix0 porta a trobar un bon nombre d’elements
de la taula periodica que formen part d’aquestes mostres. Ara be, tots els elements que es troben en la
mostra analitzada son realment necessaris o son contaminants que han entrat en aquell ésser viu?

1.2 Que estudia la Bioinorganica?

Com ja s’ha comentat, el ventall del que entra dins del concepte bioinorganica s’ha anat ampliant. En
realitat €s, com es diu en el titol, analitzar la vida amb una mirada inorganica, des de la perspectiva de
la inorganica, i en molts casos, de la quimica de coordinacio.

Un dels primers reptes d’aquesta branca de la ciéncia és esbrinar quins elements de la taula periodica
son essencials per la vida i quins, encara que es trobin els éssers vius, no son necessaris. O sigui
introdueix el concepte d’element essencial.

Per tant, en linies generals podem englobar 1’estudi en diferents blocs:

El paper dels ions metal-lics i de determinats elements considerats tipicament inorganics, en els
processos biologics.

Per coneixer el paper que juguen cal saber quina funcid tenen. Cal conéixer 1’estructura del centre actiu,
I’estat d’oxidacio que presenta el centre metal-lic, si esta involucrat en alguna reacciod cal saber quina és
aquesta reaccio, quin és el seu mecanisme.

Una part molt amplia de la bioinorganica estudia el paper dels ions metal-lics en els processos biologics.
Aquests ions es troben generalment formant complexos o compostos de coordinacié amb lligands
biologics. El lloc on s’ubica 1’16 metal-lic s’anomena centre actiu. Tot i que de forma rigorosa només
s’hauria de referir d’aquesta forma quan és el centre de reaccio, en general ho aplicarem a I’entorn de
1’16 metal-lic tant si esta involucrat en una reaccié com si no ho esta.

Un altre repte de la bioinorganica és determinar ’efecte que tenen els agents externs (compostos
inorganics o compostos que contenen ions metal-lics) en els éssers vius.

Cal conéixer quins ions son toxics i perque, quina ¢és la rad per la que afecten de forma negativa als
processo biologics.

Cal coneixer també com s’incorporen aquestes especies que poden ser perjudicials i com afecta la
presencia de contaminants en 1’entorn a la qualitat de vida.

El coneixement dels efectes toxics d’alguns compostos pot ajudar en la formulacié de farmacs. Es poden
aprofitar les propietats de determinats elements i compostos, per exemple per destruir cel-lules tumorals.

Ara be tant si son elements essencials com elements toxics cal concixer molt be els intervals de
concentracié en que son idonis o en que sén toxics. Cal coneixer I’efecte de la concentracio dels
elements, per poder avaluar els efectes beneficiosos o toxics.

I encara hi ha un altre camp de treball important en el que podem destacar les diferents técniques de
diagnostic, els biomaterials, les molécules que poden transportar farmacs, etc.

Vist aixo podem dir que la bioinorganica esta relacionada amb diferents branques de la ciéncia. Per una
banda, hi ha una estreta relacid entre la quimica (inorganica i organica) i les “bio” (biologia i
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bioquimica). Per altra banda, les branques de la quimica que permeten obtenir informacié sobre els
centres actius son essencialment técniques analitiques i espectroscopiques.

I de forma indirecta, els coneixements de 1’efecte d’agents externs en la vida poden ser ttils en
farmacologia i medicina aixi com en toxicologia. Pero també poden incidir en el camp de la nutricio,
I’agricultura, I’ecologia, o be en el mon dels materials.

1.3 Metodologia d’estudi

Un dels problemes que es presenta quan volem congixer el paper d’un i6 metal-lic en un determinat
procés €s que cal con¢ixer I’estructura del centre actiu i aixd molts cops no €s senzill. Un cop més, els
avangos tecnologics han ajudat molt i actualment hi ha molts centres actius dels que s’ha pogut resoldre
I’estructura cristal-lina amb suficient precisio. Pero si ’element en qiiestio participa en una reaccio,
molts cops es fa dificil establir un mecanisme ja que no coneixem I’estructura del centre actiu en totes
les etapes del procés.

Aixo porta al concepte de compost model o biomimétic. Es un compost de coordinacio, d’estructura
coneguda, i per tant del que es coneix el seu entorn i I’estat d’oxidacié del metall. Aquest compost es
pot estudiar espectroscopicament i comparar les dades amb les del centre actiu.

Es a dir que es fa I’estudi del centre actiu i es compara amb ’estudi d’un compost model per obtenir
informaci6 sobre el centre actiu: tipus de lligands en el seu entorn, estat d’oxidacio, etc.

Hi ha casos en els que el centre actiu esta format per un 16 metal-lic que no es pot estudiar emprant les
técniques espectroscopiques habituals, com per exemple el zinc. L’i6 Zn?" en ser un i6 amb configuracio
electronica d'° no presenta espectre visible, ni espectre RSE. Aixo dificulta la caracteritzacié del seu
entorn biologic. Una forma de resoldre el problema és substituir-lo per un i6 similar en radi i
caracteristiques quimiques pero que no tingui els orbitals d totalment ocupats, el que permet utilitzar
més diversitat de técniques per extreure informacio sobre el centre actiu.

1.4 Paper dels ions metal-lics en biologia

A partir de ’analisi de mostres de diferents organismes, diferents organs i teixits s’ha determinat quins
elements de la taula periodica (T. P.) es troben en el sers vius. S’ha pogut veure que hi ha elements que
es troben en totes les mostres estudiades, mentre que d’altres es troben tan sols en un nombre reduit
d’espéecies. També s’ha observat que la concentracid no és la mateixa per tots els elements ni en totes
les mostres estudiades.

Per altra banda, com ja hem comentat, cada any es descobreixen noves especies, unes 18,000 cada any.
Hi ha zones remotes en les que en el passat no s’hi havia pogut accedir o recollir mostres i ara si.

En zones abissals dels oceans, a més de 1,000 metres de fondaria s’hi poden trobar animals; hi ha
especies que poden viure a 4,000 o 5,000 metres de fondaria. Alla no hi arriba la llum solar, per aixo no
hi podem trobar organismes fotosintétics, com les plantes, pero si que hi poden viure algunes especies
animals. S’han adaptat a les condicions de vida; han de ser resistents a la pressié de 1’aigua que tenen a
sobre, han de poder viure amb molt poc oxigen, ja que son regions molt allunyades de la superficie i per
tant del contacte amb 1’aire. Com que no hi ha llum solar no sintetitzen vitamina D. Per tant, les
condicions de vida d’aquesta animals son molt diferents als que viuen en altres regions marines, aixi
que poden presentar diferencies en els elements que es troben en els centres actius.

Per aixo la bioinorganica és una ciéncia dinamica. Pot ser que es trobi que aquestes especies presentin
altres elements que fins ara no es consideraven essencials.



En la Figura 1.1 es pot veure la T. P. dels elements que es troben a la natura. Es destaquen els elements
que es troben en els éssers vius. Com ja hem dit, la proporcid varia i podem classificar-los en diferents

grups.

- Hi ha 4 elements que es troben en tots els sers vius 1 que son els majoritaris: H, C, N, O. En el cos
huma el 99% dels atoms son d’aquests elements.

No és d’estranyar que aquests siguin els elements majoritaris ja que son la base de les proteines i de
I’aigua que abunda en qualsevol ésser viu.

- Els segiients 7 elements que es troben en major concentracié son: Na, Mg, Ca, P, S, Cl. En el cos
huma corresponen al 0,9% dels atoms. Aixi que 99,9% dels atoms que tenim al cos corresponen a
aquests 11 elements.

El cas del sodi és particular, ja que hi ha algunes plantes que tenen un baix contingut en sodi. Aixi que
alguns terrenys de pastura son pobres en sodi, i als animals herbivors cal complementar-los-hi la dieta
amb clorur de sodi. Aixo ja s’havia descobert cap a I’any 1800.

Els herbivors que viuen en zones calides en suar perden sals i necessiten incorporar més NaCl. En
regions desértiques en les que hi ha salines, es pot veure als camells llepant la sal, per tal de mantenir la
concentracié de idonia de sodi.

H He
Li |Be B |c [N |o |[F [Nne
Na | Mg Al |Si [P [s |cl |Ar

K |calsc|T [v |cr [mn|Fe [co|nNi [culzn |Ga|Ge |As [Se | Br [Kkr

Rb |Sr |[Y |Zr |Nb |Mo Ru (Rh |[Pd [Ag [Cd (In (Sn (Sb Te |I Xe

Figura 1.1 Elements essencials (groc i verd) i possibles essencials (rosa). Els elements més abundants
son els que tenen el fons groc, el simbol en vermell indica que dins d’aquest grup son els de major
concentracio. El fons verd intens indica els elements que es troben en la majoria d’essers vius. El fons
en color verd pal-lid correspon als elements que es troben tan sols en alguns organismes.

- Hi ha 10 elements més que es troben en la majoria de sers vius: Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Mo, B, Si, Se.
En aquest grup tenim 7 metalls i tres no metalls. Entre els metalls cal destacar que la majoria son de la
primera série de transicio i Fe, Cui Zn son els que es troben en major concentracid i formen part de més
centres actius diferents.

- Hi ha 8 elements que es troben tan sols en alguns organismes: Sr, Ba, V, Cr, W, F, Br, 1. Podem
observar que la majoria d’elements metal-lics pesats (2* 1 3* série de transicid) no tenen un paper
essencial en els éssers vius.

- Per ultim hi ha alguns elements que s’han trobat en mostres analitzades pero que encara no esta clar si
son necessaris o no.



1.5 Element essencial i element toxic

Aix0 ens porta a definir com decidim quins elements estan considerats essencials. Hi ha tres condicions
que ha de complir un element per ser considerat element essencial:

- Quan s’elimina de la dieta apareixen deficiéncies fisiologiques.
- Quan es torna a administrar es recupera el bon funcionament de I’organisme.
- Té una funci6é bioquimica especifica.

En la Figura 1.2 es representa de forma esquematica la resposta fisiologica en funcié de la concentracio
d’un determinat element en funci6 de si és essencial o és toxic. Un element essencial sempre té una
resposta positiva en els organismes i hi ha un interval de concentracions que és 1’idoni, on hi ha millor
qualitat de vida (zona 3). Un excés o un defecte ja comporta una disminuci6 en la resposta fisiologica
positiva. Com més allunada estigui la concentracio del rang optim menor ¢és la resposta positiva. Si la
concentraci6 d’un element essencial és molt baixa, (zona 1) és el limit de la supervivéncia, mentre que
si la concentracid esta propera a la idonia (zona 2) I’organisme presenta deficiéncies. En ambdos casos
I’administraci6 de I’element en qiiestio permet recuperar la bona resposta fisiologica.

Per altra banda, tot i ser un element essencial si hi ha més concentracio de la necessaria també presenta
problemes, ja que, per exemple, pot competir amb altres elements essencials. Sil’excés és lleu s’observa
un problema d’intoxicaci6 (zona 4) mentre que si ’excés és elevat pot arribar a ser letal (zona 5).

essencial

positiva

resposta
fisiologica

concentracio

negativa S
= toxic

Figura 1.2 Resposta fisiologica d’un element en funcio de la concentracio. En negre, element
essencial, en vermell element toxic i en fiicsia element toxic a partir d 'una determinada concentracio.

Per altra banda, un element toxic ho €s a qualsevol concentraci6. Per molt petita que sigui la concentracio
sempre dona una resposta fisiologica negativa. No obstant, hi ha elements que es poden trobar en petita
quantitat i no presentar efectes perjudicials. Es la zona de tolerancia. Pot ser degut a que I’organisme
s’adapta o el seu sistema de defensa I’immobilitza de forma que no resulti toxic.

L’interval de concentraci6 idoni dels elements essencials no ¢és el mateix per tots ells. Aixo és logic ja
que hi ha elements que realitzen poques funcions o es troben en pocs centres actius i en canvi n’hi ha
d’altres que participen en molts processos diferents. Aixi per exemple si comparem el seleni i el fluor,
pel seleni la ingesta de seleni idonia és A[Se] = 0,05 — 0,2 mg /dia, mentre que pel fluor és de A[F] =2
— 10 mg /dia.

Com podem veure en el cas del seleni I’interval de concentracid per tenir una resposta positiva idonia
és molt petit. Aixi que durant anys se’l considerava un element altament toxic i cancerigen. Va ser en
els inicis de la bioinorganica que es va veure que era un element essencial i actualment se sap que intervé
en el sistema de defensa de les cél-lules.



En realitat els éssers vius s’adapten al medi 1 un element podia ser toxic en el passat, pero que hi hagi
organismes que s’hi adaptin, que acabi sent una impuresa tolerable i finalment que 1’utilitzin i passi a
formar part dels elements essencials.

En la T. P. que es mostra en la Figura 1.3 es poden veure els elements essencials (groc i verd) i en
vermell els elements toxics.

H He
E. Bl c [n [o [F |ne
Na | Mg Al |Si ([P |Ss |[cl |Ar
K [Ca [Sc |Ti |V |Cr [Mn|Fe Kr
Rb |Sr |[Y |2Zr |[Nb [Mo ‘ Ru Xe

Cs |Ba |La |Hf ([Ta (W |Re |Os

- Toxic o essencial? Toxic??

Figura 1.3 Taula periodica dels elements essencials (en groc i en verd)i toxics (vermell).

En linies generals podem dir que els elements metal-lics essencials son de la primera série de transicio,
mentre que els toxics son els més pesats, cations amb caracter acid de Lewis tou i per tant que presenten
molta afinitat per unir-se a softre.

Dels metalls lleugers cal destacar el beril-li, que esta proper en la T. P. a elements essencials i per tant
pot competir amb ells. Pel mateix motiu, des del punt de vista de propietats quimiques, 1’alumini també
pot ser potencialment toxic, ja que tots dos son cations durs, amb molta afinitat per interaccionar amb
oxigens. De totes formes no es coneix cap intoxicacidé massiva que es pugui atribuir a I’alumini.

Parlar d’elements essencials i toxics no €s del tot correcte, ja que hi ha elements que en un dels seus
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estats d’oxidacié és essencial, per exemple el Cr'"' i en un altre és toxic, com pot ser el Cr¥l.

El cas de I’arsénic i el cadmi no esta clar si son essencials o no. En el cas de I’arsénic, el As™ és toxic
per mamifers pero en la forma AsY sembla que podria ser essencial, ja que compleix els dos primers

requisits d’un element essencial perd no es coneix encara quina seria la seva funcio.

1.6 Seleccio dels elements essencials

La pregunta que ens podem fer ara és: perqué tan sols la meitat dels elements que es troben en la natura
formen part d’alguns dels éssers vius? Hi ha uns 40 elements que tot hi estar presents en el nostre planeta
no se sap que formin part de cap espécie viva.

En la seleccié dels elements que formen part de les espécies vives, sigui del tipus que sigui, hi intervenen
diferents factors, com sén la funcié a realitzar I’abundancia en 1’entorn i la via d’incorporacio.

a) Funcio a realitzar. Quan parlem dels elements metal-lics la seleccid d’un o altre 16 metal-lic depén
de la funcié que hagi de realitzar. Els ions metal-lics quan formen part d’un centre actiu (enzim o
proteina) poden participar en diferents tipus de reaccions: redox, acid-base o precipitacio.

- Redox: calen ions metal-lics amb al menys dos estats d’oxidacio possibles, i que puguin passar amb
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certa facilitat d’un a I’altre. Els elements idonis son els metalls de transicié (metalls del bloc d amb els
orbitals parcialment ocupats).

- Acid-Base: aquest concepte inclou aspectes diverses. La idea general és que el centre actiu esta format
per un catié metal-lic amb orbitals buits (acid de Lewis) i al seu voltant s hi coordinen lligands, atoms
amb al menys un parell d’electrons solitari (base de Lewis). Quan aquest catiéo metal-lic coordina una
molécula d’aigua pot afavorir la seva desprotonacio, o sigui convertir-la en una espécie més acida.
Aquesta reaccid la propicien els ions metal-lics amb cert poder polaritzant ( relaci6 g/r gran).

M?"—0OH, + H,O 5§ M4—0OH~+ H;0"

Moltes reaccions que es donen en les cél-lules requereixen de la formacié de I’espécie M3™—OH™ i les
podem classificar com reaccions tipus acid-base, en el sentit més ampli del concepte.

Els cations metal-lics idonis per formar aquesta espécie basica son cations que no puguin donar
reaccions redox, que siguin petits i tinguin una carrega 2+ o 3+ (aixi la relacié g/r és gran). El més
emprat en els éssers vius és el Zn?".

- Precipitacio: la formacio de les estructures solides dels éssers vius segueix les mateixes pautes
generals que quan obtenim solids al laboratori. La formacio del solid depén de la constant de solubilitat.
I en linies generals per precipitar anions voluminosos s’utilitzen cations voluminosos. Per aixo el catid
metal-lic més emprat en la formaci6 de biominerals és el Ca*".

b) Abundancia de I’element en I’entorn. Si hi ha dos elements que poden realitzar la mateixa reaccio
quimica, el que surt més rentable és utilitzar el que és més abundant. Si n’hi ha més concentracio es
desplaga més facilment 1’equilibri i s’afavoreix la seva incorporacio.

¢) Via d’incorporacié. Un element pot ser molt abundant en el medi on viu I’organisme perd pot ser
que no trobi una via per entrar a la cél-lula.

La seleccio dels elements en la incorporacio als €ssers vius depén dels tres factors. I en realitat el punt
clau és I’inici de la vida i el procés evolutiu. Hi ha elements que es van incorporar en les primeres etapes
del procés evolutiu, mentre que d’altres ho van fer més tard.

La vida es va originar en el mar, quan encara no hi havia la capa d’0z6. La capa d’o0z06 filtra la radiacio
solar de més energia, i per aix0 quan encara no s’havia format la vida no es podia originar a la terra,
sin6 que ho va fer en el mar, on la capa d’aigua protegia de la radiaci6. Per tant, els elements que es van
incorporar a les primeres cél-lules es van seleccionar dels que hi havia disponibles en els primers oceans.
La composicié dels oceans ha canviat al llarg del procés evolutiu.

A continuaci6 fem un repas de I’evolucio6 del nostre planeta abans de 1’aparicié dels humans. Parlem de
milions d’anys abans de I’home (Taula 1.1)." Els primers organismes que es van formar s’anomenen
metanogenics, ja que generaven meta. S’han trobat fossils d’organismes procariotes que situen 1’aparicio
de la vida prop dels 3,500 milions d’anys abans de la presencia de I’home. Eren organismes unicel-lulars
1 poc estructurats.

Els primers bacteris que realitzaven la fotosintesi feien servir sulfurs i no generaven oxigen. Va ser més
tard que els cianobacteris van comencar a realitzar la fotosintesi en la que s’oxidava I’aigua a oxigen.
Aix0 vaprovocar el que es coneix com la crisi de 1’oxigen: 1’aparici6 de bacteris aerobics, que utilitzaven
aquest oxigen per respirar i la formacid de 1’atmosfera d’oxigen.

Es en aquestes primeres etapes de la presencia d’oxigen a I’atmosfera que se situen els fossils de les
cel-lules eucariotes (ja tenen nucli). Els sistemes vius es van estructurant cada cop més i uns milions
d’anys més tard les cel-lules ja tenen, a més del nucli, els mitocondris i en algunes cél-lules els
cloroplasts.
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L’aparici6 de les primeres espécies multicel -lulars es dona aproximadament uns 1,500 milions abans de
I’aparici6 dels humans. Aquestes primeres espécies eren les algues vermelles i verdes. La concentracio
d’oxigen a I’atmosfera va anar augmentant i van apareixer els primers animals.

L’altre gran canvi en el procés evolutiu va ser el que es coneix com I’explosié cambriana. La
diversificacio dels organismes multicel-lulars va portar a I’aparicié de la vida animal i la de les plantes
terrestres.

Taula 1.1 Procés evolutiu en el nostre planeta, abans de l’aparicio dels humans.

Milions d’anys abans

5000 — 4000 Formacio6 de la terra

4000 Formaci6 d’oceans i continents

3500 Aparicio dels organismes metanogenics: (organismes que produeixen
meta).
Primers fossils procariotes son d’aquesta época. Per tant indica I’inici
de la vida.
Bacteris que realitzen la fotosintesi amb sulfur, no es genera O,

3000 Cianobacteris fotosintesi que genera 0,

2500 crisi de I’oxigen Respiracio de bacteris aerobics
Atmosfera O2
Fossils més antic eucariotes (amb nucli)

2000 Formaci6 dels mitocondris i després dels cloroplasts

1500 Algues vermelles i verdes (eucariotes multicel-lulars)

1000 [O,] entre 5-18%

Animals fossils més antics

540 explosié cambriana Diversificacio dels eucariotes multicel-lulars vida animal

Plantes terrestres

0 Home 21% O2

En els primers estadis del procés evolutiu els gasos majoritaris eren CO2, N2 1 H>O, i en menor quantitat
hi havia H,, CO, COS, Hz2S, NH3 1 CHa. Els sediments en el fons mari eren rics en Fe, Sii S. Abans de
I’aparicié de I’oxigen, quan 1’atmosfera no era oxidant, el ferro es trobava en forma de Fe(II) i en un
medi ric en sulfurs, es podia formar la pirita, FeS». Hi ha alguns sistemes en els sers vius que contenen
ferro unit a sulfurs, com per exemple les proteines Fe-S. Es pensa que aquestes metal-loproteines son
de les primeres que es devien formar.

L’oxidaci6 parcial del sulfur i el HS™ va comportar la reduccio d’espécies de carboni, donant lloc a la
fixacio del carboni i la sintesi dels compostos organics.

Les primeres c¢l-lules fotosintétiques es van formar en el mar, en aigiies profundes. Quan va comencar
a generar-se oxigen en una primera etapa quedava dissolt en I’aigua. A mesura que va anar augmentant
la concentracidé va comengar a saturar el fons mari d’oxigen 1 per tant afectava a 1’estat d’oxidacio dels
metalls que formaven els minerals. Quan tant 1’aigua com el sol estaven saturats d’oxigen 1’excés
d’aquest gas s’alliberava i va passar a I’atmosfera, canviant aixi la composicio dels gasos en 1’atmosfera.
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Quan el fons mari es va anar impregnant d’oxigen els ions metal-lics que poden presentar més d’un estat
d’oxidaci6 es van oxidar. Els dos canvis més importants eren el del Fe!' a Fe''' i el del Cu' a Cu'l. Per
altra banda I’aparici6 del oxigen va comportar el canvi d’un medi ric en sulfurs (S* i HS") en el que els
ions metal-lics estaven retinguts en els sols en forma de sulfurs, a un medi ric en oxigen i per tant on era
més favorable la formacio dels o0xids. Aquests dos factors junts van comportar canvis significatius en la
solubilitat i disponibilitat per part de les cél-lules dels ions metal-lics.

Cal recordar que el S* és una base tova i té afinitat per cations tous, o sigui per metalls en estat
d’oxidaci6 baix. En canvi el O* té caracter dur i per tant major afinitat per ions metal-lics en estat
d’oxidacid més elevat.

Aquests canvis devien comportar tamb¢ variacions en el pH del medi, fet que també va contribuir a
modificar la solubilitat de determinats minerals. El resultat de tot aixo és que la formacio6 de I’oxigen va
comportar un canvi significatiu en la concentracié d’alguns ions metal-lics presents en 1’aigua de mar.
Els metalls que es van veure més afectats van ser el Cu, el Zn i el Cd. En el cas del coure el canvi va ser
degut al fet de passar de Cu' a Cu" mentre que en el cas de Zn i Cd al fet de que els sulfurs eren més
insolubles que els oxids.

Per tant, el coure només va comengar a estar accessible per les c¢l-lules quan va apar¢ixer I’oxigen en
el medi. [ per aixo tots els sistemes que contenen coure estan relacionats amb 1’oxigen. En canvi el ferro,
ja estava en solucié quan I’atmosfera era reductora, en forma de Fe'' i tenia tendéncia a formar especies
polinuclears amb lligands S* pont. Com ja s’ha comentat, es pensa que les proteines Fe-S son de les
més antigues en la cadena evolutiva.

Aixi doncs la vida es va formar al mar, i per tant les cél-lules van incorporar els ions metal-lics que
tenien a disposicid en 1’aigua de mar. Hi ha elements que poden ser abundants en 1’escorca de la terra
perd que formen compostos molt insolubles i no s’han pogut incorporar als éssers vius, o en molt poca
quantitat. Un exemple és el silici, els sols son rics en silicats, perd generalment son molt insolubles. El
mateix passa amb el titani, que es troba en forma de TiO;. L’alumini tamb¢ és un elements molt abundant
al’escorga de la terra, pero també forma compostos insolubles. No obstant, si hi ha canvis en el pH dels
sols es pot solubilitzar i incorporar a les cel-lules, per exemple en plantes provoca alteracions en el seu
creixement.

La proporcio dels diferents elements essencials en el cos huma varia molt. En la taula 1.2 es mostren
uns valors aproximats, en els que el més important és la diferencia de magnitud. Els elements que formen
I’aigua, les estructures de proteines i acids nucleics, els biominerals o solids, i els electrolits (Cl-, Na®,
K*) son els que es troben en major proporcid. De la resta d’elements del que n’hi ha major quantitat és
el ferro, i aquest element és el que el trobem formant part de més metal-loproteines (proteines que
contenen ions metal-lics). En for¢ca menor proporcio el segueixen el zinc i el coure. La resta d’elements
es troben en quantitats molt petites, 1 en general participen en menys processos diferents.

Els tres elements metal-lics del bloc d més abundants, Fe, Cu i Zn, presenten una distribucio forga
diferent en el cos huma:

Ferro: aproximadament el 70% es troba dedicat al transport i emmagatzematge d’oxigen. Prop del 30%
es troba emmagatzemat, com a reserva per quan se’l requereix. I tan sols un 1% forma part d’altres
metal-loproteines i1 enzims amb altres funcions.

Zinc: aproximadament el 85% es troba en els musculs i els ossos. Un 11% esta localitzat en la pell i el
fetge. De la resta, altres dos punts on es localitza és al la prostata i als ulls. Es un dels metalls traga més
abundants en el cervell, sent més abundant en la materia gris que en la blanca. Hi ha determinades
neurones que tenen una major concentracio6 de zinc.

Coure: un 42% es troba localitzat als ossos, un 24% en el teixit muscular, un 9% en el fetge, un 8% en
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el cervell i aproximadament un 6% en la sang.

Tot i que son elements essencials, aquests tres ions estan involucrats en malalties neurodegeneratives.

Taula 1.2 Relacio aproximada de la quantitat de cada element essencial present en el cos huma, per
una persona d’uns 68 kg.( Adaptat de *).

Oxigen 44 Kg Ferro 5¢g
Carboni 1,6 Kg Zinc 1,8¢g
Hidrogen 6,6 kg Coure 280 mg
Nitrogen 1,8 kg Brom 140 mg
Fosfor 680 g Manganes 70 mg
Potassi 250 g lode 70 mg
Clor 115¢g Molibde 14 mg
Sofre 100 g Bor 14 mg
Magnesi 42 ¢ Cobalt ~3 mg
Crom ~3 mg
Seleni ~2 mg
Liti ~2 mg
Vanadi ~2 mg

1.7 Centre actiu i quimica de coordinacio

En els éssers vius hi ha més d’un ter¢ de les proteines que contenen algun i6 metal-lic coordinat als
aminoacids que la formen. A aquestes proteines se les anomena metal-loproteines. L’entorn de 1’16
metal-lic en aquestes proteines és el que anomenem centre actiu.

El centre actiu en una metal-loproteina és similar a un compost de coordinacié o complex. Es a dir que
podem aplicar molts dels models i conceptes emprats en la quimica de coordinaci6 al centre actiu.

La formaci6 i estabilitat del centre actiu depén de 1’afinitat que hi hagi entre el catié metal-lic i els
lligands biologics. La coordinaciéo de 1’i6 metal-lic a la proteina ha de ser més favorable que la
coordinacié de les molécules d’aigua. | aixo es pot explicar segons el model acid-base de Pearson.
Segons aquest model un cati6 dur té afinitat per una base dura, mentre que un catio tou la té per una
base tova.

Per altra banda, algunes propietats dels compostos de coordinacié es poden explicar molt be aplicant la
teoria del camp cristal-li. Aix0 és valid pels ions del bloc d de la primera série de transicio, que son la
majoria dels metalls involucrats en els processos biologics.

Els cinc orbitals 3d no tenen tots la mateixa energia, no estan degenerats, sin6 que hi ha el que es coneix
com el desdoblament del camp cristal-li. Segons la geometria al voltant del catié metal-lic i el tipus de
lligand tenim diferent tipus de desdoblament. Per tant I’estabilitat, geometria i reactivitat del centre actiu
depen, en part, de ’estabilitzacio deguda als lligands.

Ara be, en el cas del Zn?", que és un metall del bloc d perd que té una configuracié electronica d'” tots
els orbitals d estan ocupats, per tant I’energia d’estabilitzacio deguda al camp cristal-li és nul-la. Aixo
comporta que aquest 16 tingui més versatilitat a nivell de geometria al seu voltant, i la preferéncia per
una determinada geometria depén més d’efectes estérics que d’efecte electronics.
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1.8 Elements amb interés médic o farmacologic

La quimica bioinorganica també estudia els elements que es poden emprar amb finalitats terapéutiques
o com agents de diagnostic. Alguns d’aquests elements son essencials pero altres no. A la Figura 1.4 es
poden veure els elements que s’utilitzen com agents de contrast en proves de diagnostic i els que
s’empren com a farmacs.

H He
E B |c [N [0 [F [Ne
Na | Mg Al |si [P |s |c |ar
K |Ca|Sc |Ti |V Cr Fe [Co |Ni [Cu |Zn .Ge As | Se |Br | Kr
Rb|sr |Y |zr [Nb | Mo Ru |Rh |Pd |Ag|cd|in |sn|sb|Te |[I |Xe
Cs . La |Hf |Ta |W |Re |Os |Ir -Hg T |Pb .

Ce [Pr ([Nd ([Pm |Sm |Eu [Gd |Tb |Dy |Ho |Er |Tm |Yb |Lu

Figura 1.4 Elements de la taula periodica que tenen aplicacio en farmacologia i medicina. En blau els
elements que es fan servir en la preparacio d’agents de contrast en proves diagnostiques i en fiicsia
els que es fan servir en [’elaboracio de farmacs.

1.9 Mapa general dels camps d’estudi de la bioinorganica

Com ja s’ha comentat en els seus inicis la Bioinorganica es centrava fonamentalment en el paper dels
ions metal-lics essencials, pero poc a poc s’ha anat ampliant i ara engloba tres aspectes ben diferenciats:

- El paper dels elements essencials.

- El paper d’agents externs. Dins d’aquest grup s’ha de diferenciar entre els que son elements
toxics 1 els que s’utilitzen en farmacologia.

La Figura 1.5 presenta de forma esquematica els diferents temes que s’aborden en aquest text.
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Elements radioactius Radiofarmacs (**"Tc) Artritis (Au)

Figura 1.5 Mapa general de les branques que estudia la quimica bioinorganica i alguns casos concrets.
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2. MOLECULES BIOLOGIQUES QUE PODEN ACTUAR COM A LLIGANDS

2.1 Les proteines i el centre actiu

La majoria de ions metal-lics en els sistemes biologics es troben formant part de metal-loproteines en el
que es coneix com centre actiu, que és el lloc on es coordina.

Les proteines estan formades per aminoacids units covalentment entre si per I’enllag peptidic. El que
diferencia als aminodacids és el grup R (Figura 2.1). Es coneixen uns 200 aminodacids naturals, perd n’hi
ha una vintena que son els que formen les proteines i s’anomenen aminoacids comuns; altres aminoacids
que es troben en les proteines poden derivar d’aquests 20.

Figura 2.1 Enllag peptidic entre aminoacids.

El grup R d’aquests 20 aminoacids té caracteristiques ben diferenciades. N’hi ha tenen un grup R que
no disposa de parells d’electrons solitaris i per tant no es pot coordinar als ions metal-lics. Altres tenen
grups R que poden formar enllagos per pont d’hidrogen (I’aspargina, Asn, la glutamina, Gln o el
triptofan, Trp), o presentar interaccions de tipus electrostatiques ja que tenen un centre amb carrega +
(lisina, Lys o Arginina, Arg).

Hi ha tres aminoacids que tenen un alcohol en el grup R. Entre ells hi ha la treonina (Thr) que té R =
CHOHCHs3 i no s’acostuma a trobar coordinat a ions metal-lics, mentre que la serina (Ser) amb R =
CH:OH 1 la tirosina (Tyr) que t¢ com a grup R el fenol (R = CsH4OH) es poden trobar coordinats a
alguns ions metal-lics.

Hi ha dos aminoacids que tenen sofre en el grup R, en forma de tiol en la cisteina (Cys) (R = CH2SH)
i en forma de tioéter en la metionina (Met) en que R = CH>CH>SCH3. Entre aquest dos el que es troba
més freqlientment coordinat a ions metal-lics €s la cisteina, que en coordinar-se es desprotona quedant
en la forma anionica.

Els altres dos aminoacids que trobem formant part de molts centres actius son la histidina (His) que té
un grup R= imidazole (Figura 2.2) i dos aminoacids amb grup carboxilat, I’aspartat (Asp) (R =
CH,COxz i el glutamat (Glu) (R = CHCH,COxy").

OH
HN
NP )
‘\_c|s \ N S|H
HoC ”z‘|> HzT HZT
Tyr Glu, Asp His Cys

Figura 2.2 Grup R dels aminoacids que es troben més freqiientment coordinats a ions metal-lics.

Els aminoacids que es troben més freqlientment coordinats a ions metal-lics son: histidina, cisteina i els
que tenen carboxilat, i amb menor mesura, la tirosina. Tant la tirosina com la cisteina quan es coordinen
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es desprotonen i per tant actuen com a lligands anionics. Aixi que tenim tres lligands anionics amb
funcions fenolat, tiolat i carboxilat. Per tant la tirosina i els carboxilats seran lligands amb atom donador
oxigen (base dura) i tindran afinitat per coordinar ions metal-lics durs (radi petit i carrega relativament
gran). En canvi el tiolat, en coordinar-se pel sofre, que és una base tova, té més afinitat per cations tous,
o sigui amb radis més grans i estats d’oxidacié relativament baixos. Per exemple, el Fe(Ill) tondra
afinitat per lligands amb O- mentre que el Cu(l) pels lligands amb S-.

Per altra banda els lligands anionics estabilitzen millor els complexos amb metalls en estat d’oxidacio
més gran que els lligands neutres.

L’altre aminoacid que es troba coordinat a ions metal-lics és la histidina. Es un Iligand neutre que es
coordina pel N, i esta en la franja intermédia entre el caracter dur i el tou. Aixo fa que sigui molt versatil
i la puguem trobar coordinada a ions metal-lics durs i també als tous.

La majoria d’aquests aminoacids es coordinen de forma monodentada; 1’excepcié son els aminoacids
que tenen grup carboxilat que poden trobar-se coordinats de forma monodentada, bidentada o actuant
com a lligand pont entre dos centres metal-lics (Figura 2.3). La histidina en la majoria dels cassos es
troba coordinada de forma monodentada, ara be hi ha un sistema en el que es troba actuant com a lligand
pont. Aquest €s el cas de I’enzim superoxido dismutassa (SOD) que conté Cu i Zn en el seu centre actiu
i en la que aquests ions estan units a través de la histidina que s’ha desprotonat i esta actuant de pont.

o | i
- 0© o /
\T/ \T/ o\f;/o
HN
\ﬁ\\N_M M—N%\N—M

Figura 2.3 Modes de coordinacio del lligand carboxilat i un cas particular de la histidina.

En centres actius formats per més d’un 16 metal-lic la presencia de lligands pont anionics minimitza la
repulsio entre les carregues positives dels cations metal-lics propers.

2.2 Estructura de les proteines

Com ja s’ha comentat 1’esquelet de la proteina és una cadena formada per aminoacids enllagats
covalentment. En alguns casos poden quedar aminoacids cisteina propers i es formen enllagos covalents
entre els seus sofres, generant ponts disulfur (prot-S-S-prot).

Ara be, a part d’aquests enllacos covalents que formen I’esquelet de la proteina hi ha enllagos per pont
d’hidrogen entre els grups N-H i els C=0 de la cadena, generant diferents disposicions en 1’espai: quan
aquestes interaccions es donen entre aminoacids de la mateixa cadena genera un cert enrotllament
(formacio6 d’helix o) (Figura 4), mentre que si les interaccions son entre cadenes dona lloc a la formacio
de lamines (f3). Aquestes interaccions son les que donen I’estructura secundaria de la proteina.

La disposicioé que adopta a I’espai s’anomena estructura terciaria i depén de les interaccions entre els
diferents residus i funcions que hi ha en la proteina. En general els grups polars es disposen mirant cap
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a I’exterior, que és més polar i els grups no polars cap a I’interior (Figura 2.4).

N-H-+-0=C

(a) (b)

Figura 2.4 a) Enrotllament d 'una cadena de proteina degut a interaccions per enllag per pont
d’hidrogen entre els grups NH i CO de la cadena. b) Disposicio a l’espai de la cadena de proteina
(estructura terciaria).

Hi ha proteines que estan formades per més d’una subunitat, com és el cas de I’hemoglobina que esta
formada per 4 subunitats (Figura 2.5). La disposicio relativa entre aquestes subunitats dona lloc a
I’estructura quaternaria. A 1’igual que en 1’estructura terciaria, aqui també juguen un paper clau les
interaccions de tipus electrostatica i els enllacos per pont d’hidrogen entre els diferents grups R dels
aminoacids.

Figura 2.5 Disposicio a l’espai de les quatre subunitats de |’hemoglobina, representades cadascuna
en un color (PDB ID: 1HGB).?

Com ja s’ha comentat, una metal-loproteina €s una proteina que té algun 16 metal-lic coordinat en I’espai
que anomenem centre actiu. En algunes d’aquests proteines la seva estructura terciaria depén de la
coordinacié del catié metal-lic. Per exemple, les proteines conegudes com dits de zinc, si s’extreu el
Zn**la disposici6 a I’espai de la proteina canvia i perd la seva funcio fisiologica. En aquests casos diem
que 1’16 metal-lic té un paper estructural.

En canvi hi ha metal-loproteines en les que encara que s’extregui el catié metal-lic I’estructura terciaria
no varia. Aixo passa per exemple en la plastocianina, que és una proteina de coure que participa en el
transport d’electrons. Evidentment si s’extreu el coure no té la funcié de transport d’electrons, pero la
disposicio a I’espai de la proteina no canvia.

Quan es parla de que una proteina es desnaturalitza vol dir que canvia la seva estructura terciaria. Aquest
procés pot ser:
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- Irreversible: quan hi ha pérdua de I’activitat fisiologica. Per exemple per escalfament, el que passa
amb els ous, o per efecte del pH quan es qualla la llet.

- Reversible: els canvis que es donen son reversibles, com pot ser el trencament i formaci6 dels enllagos
S-S entre residus de cisteina (Figura 2.6).

SH

Figura 2.6 Formacio i trencament dels enllacos entre tiols de cisteina properes.

2.3 Altres lligands

En els sistemes biologics hi ha altres molécules que poden coordinar als ions metal-lics i que no formen
part de les proteines. Entre aquestes molécules les més importants son les que tenen un lligand nitrogenat
macrociclic tipus porfirina i els seus derivats (Figura 2.7). Aquests lligands tenen un precursor comil
que s’ha anat modificant per adaptar-se a la funcidé que té que realitzar aquest centre actiu i a 1’16
metal-lic que ha de coordinar.

Clorina (Mg) clorofila Hemo (Fe) Corrina (Co) B,

Figura 2.7. Lligands del tipus macrocicle nitrogenat que formen part de centres actius. S’indica I’io
metal-lic que es coordina a aquests lligands i el nom del sistema.

El grup hemo, és un lligand tipus porfirina que coordina al ions del ferro. En coordinar-se al catio es
desprotona, i per tant, estem parlant d’un lligand anidnic, amb dues carregues negatives. Gracies al
conjunt de dobles enllagos que presenta aquest anell, amb un sistema 5 deslocalitzat aquest anell és pla.

La clorina, que coordina al magnesi, en la clorofil-la, t¢ un anell similar, amb la mateixa carrega (perd
els dos protons en coordinar-se al Mg?") i la mateixa mida de cavitat, ja que el seu esquelet té el mateix
nombre d’atoms de carboni. La diferéncia amb el grup hemo és que hi ha menys dobles enllagos, el que
I’hi proporciona una certa flexibilitat i pérdua de la planaritat.

El grup corrina que forma part de la vitamina By i els sistemes relacionats, t€ i6 cobalt coordinat.
Comparat amb els altres dos lligands observem algunes diferencies. Es un lligand monoanionic i el seu
esquelet t€ un atom de carboni menys, per tant presenta una cavitat més petita que el grup hemo. L’altra
diferencia significativa és que a 1’igual que la clorina, no té el sistema © complert, i per aixo presenta
major flexibilitat que el grup hemo.

En general, en els centres actius formats per aquests lligands 1’16 metal-lic es coordina també, al menys
per una de les posicions axials, a un aminoacid d’una cadena de proteina.
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2.4 Nucleotids i polinucleotids

Unes altres molecules rellevants en diversos processos fisiologics son els nucleotids i els polinucleotids.
Un nucleotid esta format per un grup fosfat, un sucre i una base nitrogenada, enllagats en aquest ordre:
fosfat-sucre-base nitrogenada.

El sucres son la ribosa i la 2’-deoxiribosa. Les bases nitrogenades pertanyen a dues families: les purines
1 les pirimidines (Figura 2.8).

Purines Bases Nitrogenades

Sucres H;

HO
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HO
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H
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Figura 2.8 Sucres i bases nitrogenades que formen els nucleotids. L estrella indica la posicio en la
que es pot coordinar el P¥** dels compostos emprats com agents antitumorals.

El Pt té afinitat per coordinar-se a les bases de tipus purina i ho fa en la posicid6 marcada amb una
estrella a la Figura 2.8. Com es pot veure en la Figura, aquestes bases tenen diferents grups que poden
formar enllagos d’hidrogen.

Derivats dels nucleotids podem tenir:
- Mono i dinucleotids.
- Polimers, és a dir, els polinucleotids.

En el grup dels mono i dinucledtids tenim tres especies que son molt importants ja que participen en
processos redox, gracies a que tenen una base (diferent a les mencionades abans) que pot presentar una
forma oxidada i una reduida. Una d’aquestes bases €s la nicotinamida, present en el dinucleotid NAD"
(forma oxidada o NADH en la forma reduida) format per les bases nicotinamida i adenina. L altra base
nitrogenada ¢és la flavina. Amb aquesta base es troba un mononucleotid, flavina mononucleotid, FMN
en la forma oxidada i FMNH: en la reduida. I també un dinucleotid format per les dues bases adenina 1
flavina, que a 1’igual que el mononucleotid pot presentar les dues formes, oxidada FAD i reduida FADH,
(Figura 2.9).

La seqii¢ncia dels components dels dinucleotids és: adenina-sucre-difosfat- sucre-base redox on la base
que té propietats redox pot ser la flavina o la nicotinamida.
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Figura 2.9 Bases nitrogenades que tenen propietats redox.

En el grup dels polinucleotids podem parlar de ’ADN i de ’ARN. Des del punt de vista de la
bioinorganica el que t¢ més rellevancia a nivell del que aqui es presenta és ’ADN.

En la formaci6 de les cadenes de nucleotids, 1’esquelet esta format per la seqiiéncia -fosfat-sucre- i és
en el sucre (la 2’-deoxiribosa) on esta enllacada la base nitrogenada (de la familia de les purines i les
pirimidines). Entre dues cadenes d’ADN es poden establir enllagos per pont d’hidrogen entre les seves
bases nitrogenades. Les parelles més favorables son entre bases de les dos families, purines i pirimidines.
Aixi es poden trobar les interaccions entre A-T 1 G-C (Figura 2.10). Aquesta interaccié dona estabilitat
a I’estructura enrotllada i de doble hélix de I’ADN.

-
>

]
0

Figura 2.10 Interaccio per enllacos per pont d’hidrogen entre les bases nitrogenades de la familia de
les purines (fucsia)i les pirimidines (negre).

El fet de que les bases interaccionin entre elles propicia que en la doble hélix els grups fosfats quedin a
la part exterior. Aixi doncs en I’ADN trobem que les carregues negatives, la part polar, esta a la part
externa mentre que la zona menys polar queda a I’interior. Per altra banda, la formacid dels enllagos per
pont d’hidrogen entre les parelles de bases propicia la disposicid paral-lela d’aquest grups. Com que
aquestes bases tenen orbitals 7z perpendiculars als anells , hi ha una certa interaccid z—sr entre les bases
apilades que reforca I’estabilitat (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Dues formes de visualitzar la doble hélix de I’ADN. (PDB: referencia 9BNA).S En la
Figura de la dreta: O vermell, N blau, C gris i P taronja.

2.5 La cél-lula

En bioinorganica es parla de molts tipus diferents d’organismes. Alguns son cel-lules procariotes mentre
que en d’altres les seves cél-lules son eucariotes.

Alguns centres actius dels que parlarem es troben en bacteris, que tenen cél-lules procariotes, menys
compartimentades en el seu interior que les eucariotes. Dins d’aquest grup de bacteris trobem els
arqueobacteris, els bacteris metanogenics, els termofils, els extremis, els cianobacteris... En general
aquests organismes tenen un ADN circular. Aquestes cél-lules no tenen una membrana que separi el
nucli i s6n més antigues a nivell evolutiu.

Les cél-lules eucariotes es troben en fongs, algues, animals i plantes. En aquestes cél-lules hi ha diferents
espais i compartiments, i hi ha una membrana que ailla el nucli. El citoplasma €s 1’espai que hi ha entre
el nucli i la membrana exterior. Al seu interior hi ha el citosol, el liquid on hi ha els diferents
compartiments o organuls, filaments, sals dissoltes, etc.

En els organismes amb cél-lules eucariotes hi ha processos que es donen en el citosol, d’altres en els
compartiments, altres en la membrana. A més, en els organismes pluricel-lulars i ha processos que tenen
lloc a I’espai extracel-lular.

Dels diferents compartiments que hi ha podem destacar el reticle endoplasmatic, que és on hi ha la
reserva de calci. En els lisosomes hi ha reaccions d’hidrolisi i en els mitocondris és on hi ha els processos
metabolics. Aqui se sintetitza el ATP (trifosfat d’adenosina) que és una molécula reserva d’energia; hi
ha reaccions redox i aqui hi ha sistemes que contenen Fe i Cu.

Per tant, per tal de que un 16 metal-lic arribi al centre actiu del que ha de formar part cal que pugui entrar
a I’interior cel-lular, o sigui que ha de creuar la membrana cel-lular. Per aix0 es requereix un sistema de
transport més o menys sofisticats per afavorir el pas a través de la membrana.
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3. TECNIQUES MES UTILITZADES EN EL CONEIXEMENT DEL CENTRE ACTIU

3.1 Una breu introduccié a la quimica de coordinacio

L’objectiu de la bioinorganica és coneixer el centre actiu, obtenir la maxima informacié sobre quin 16
metal-lic conté, en quin estat d’oxidacid es troba, quins lligands té al seu voltant, etc. Hi ha diferents
técniques que poden aportar informacié, moltes d’elles son técniques espectroscopiques. L’objectiu
d’aquest llibre no és descriure el fonament ni aprofundir en aquestes técniques sind tan sols explicar
breument 1’aplicacié que tenen en el camp de la bioinorganica.

Com ja s’ha comentat el centre actiu és pot considerar un compost de coordinacio, en el que hi ha un i6
metal-lic envoltat de lligands biologics. Com que la majoria de ions que s’estudien pertanyen a la
primera serie de transicio es pot utilitzar la teoria del camp cristal-1i (TCC), que és un model senzill, per
explicar les dades espectroscopiques.

La TCC considera que els lligands al voltant de 1’i6 central, disposats en una determinada geometria
provoquen, degut a les repulsions entre els electrons de 1’i6 metal-lic i dels lligands, una pérdua de
degeneraci6 dels orbitals d. Els orbitals 3d del metall central ja no tenen la mateixa energia: hi ha el
desdoblament dels orbitals ¢ que depén dels Iligands que hi ha al voltant. Es a dir, hi ha Iligands que
provoquen major repulsiéo que d’altres i per tant un major desdoblament. Aixo comporta que un i6
metal-lic pugui presentar una configuracié electronica de spin alt o de spin baix, depenent de quina
situacid sigui més favorable: superar la barrera energética o be aparellar els electrons. Si el
desdoblament del camp cristal-1i és gran (camp fort) és més favorable energeticament que hi hagi
aparellament dels electrons. En la Figura 3.1 es presenta el diagrama d’energia del desdoblament dels
orbitals d per un i6 Fe*" que té una configuracio electronica 3d°. Quan el desdoblament és petit (camp
feble) és més favorable que els electrons es col-loquin el maxim de desaparellats possible, per tant
I’espin S = 5/2. Quan el desdoblament és gran (camp fort), els orbitals de major energia no s’omplen, i
en el cas de I’i6 Fe*" tan sols queda un electrd desaparellat, per tant I’espin és S = 1/2. Per tant, segons
el desdoblament dels orbitals d podem tenir diferent espin. Aixi que quan el camp és fort es diu que la
configuracio electronica de 1’16 metal-lic és d’espin baix, mentre que si és de camp feble és d’espin alt.
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Figura 3.1 Desdoblament del camp cristal-li per un i6 Fe’* en un entorn octaédric per: camp fort o
espin baix (esquerra) i camp feble o espin alt (dreta).

En diferents processos biologics trobem molécules petites que interaccionen amb els centres metal-lics.
Son de rellevant importancia les molécules de O» i N2 ja que aquestes espécies actuen com a lligands -
acid. Un lligand n-acid és aquell que té orbitals buits que poden formar enllagos i amb els orbitals d del
metall. En el cas d’aquestes molécules tenen orbitals ©* parcialment buits o buits, com es pot veure en
el diagrama d’orbitals moleculars (Figura 3.2). El diagrama utilitzat per la molécula de N> es pot utilitzar
també per la molécula de CO i per I’ani6 CN™.
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Figura 3.2 Diagrama d’orbitals moleculars per les molecules de Oz i N.

3.2 Técniques de raigs X

La técnica de difraccid de raigs X permet resoldre 1’estructura cristal-lina, i per tant, determinar la
posici6 dels diferents atoms que formen la molécula. Per aixo cal disposar d’un bon cristall, cosa no
sempre facil d’obtenir. En el cas de les metal-loproteines 1’entorn del metall sovint s’obté amb una baixa
resolucio. No obstant, actualment s’ha pogut determinar [’estructura cristal-lina de moltes
metal-loproteines i enzims, tot i que no sempre en totes les formes en les que es troba, per exemple
forma oxidada i reduida.

Hi ha una altra teécnica de raigs X que serveix quan no es pot resoldre 1’estructura, ja que aporta
informacio sobre el centre actiu: és la técnica d’absorcid de raigs X. En realitat hi ha dues técniques
XANES (X-ray absorption near edge spectroscopy) i EXAFS (extended X-ray absorption fine
structure). Les dues técniques es basen en 1’absorcio de la radiacid pero analitzen diferent zona de
I’espectre d’absorci6 enfront de 1’energia de la radiacio X.

La radiacié X provoca transicions dels electrons de les capes més internes, ls, 2s i 2p cap a orbitals
buits. Aquestes transicions es donen a una energia just per sota de 1’energia llindar, o sigui just abans de
la ionitzacio. Es el que es coneix com “pre-edge”. I I’energia de ionitzacié correspon al “edge”. L’analisi
d’aquesta zona correspon a la técnica XANES. Quan I’energia és suficient per arrencar 1’electr6é aquest
electro alliberat es comporta com una ona interferint amb els altres electrons i les ondulacions que
apareixen en 1’espectre aporten informacié sobre I’entorn del centre metal-lic.

La combinacio de les dues técniques (XANES 1 EXAFS) aporta informacio sobre diferents aspectes del
centre actiu, especialment per comparacié de les dades amb les de compostos model amb estructura
coneguda:

- Permet saber si la primera esfera de coordinacio del centre metal-lic esta formada per atoms “lleugers”,
com el N o O, o be si hi ha S. El que no permet ¢és diferenciar entre O i N ja que la seva densitat
electronica és massa semblant.

- Permet determinar 1’estat d’oxidacio del metall.

- Aporta informaci6 sobre les distorsions que hi ha en I’entorn del metall.
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3.3 Espectroscopia de Ressonancia d’espin electronic (RSE)

Aquesta técnica és molt util en bioinorganica. Per poder aplicar aquesta teécnica cal que 1’16 metal-lic
tingui un espin electronic diferent de zero (S # 0), 1 en els aparells convencionals el que s’estudia
habitualment son sistemes amb espin electronic fraccionari. Per un sistema que tingui un electro
desaparellat, com pot ser el Cu?* I’espin electronic S = 1/2 té dos valors de Ms (—1/2 i +1/2) que deixen
de ser degenerats quan s’aplica un camp magneétic (Figura 3.3). Si aquesta mostra esta sotmesa a un
radiaci6 de freqiiencia coneguda, en el moment que el desdoblament degut a I’efecte Zeeman (efecte
d’aplicar un camp magnétic) coincideixi amb I’energia d ela radiacio es dona la ressonancia, la transicio,
1 és quan s’observa una banda en I’espectre. Els espectres de RSE es presenten en forma de la primera
derivada. Les transicions permeses son les que compleixen AMs =+ 1.

E\ Ms=1/2

AE =hv=gugH

S=1/2

Ms=-1/2
—_—

H

Figura 3.3 Efecte Zeeman electronic. Desdoblament de les dues components Ms de [’espin electronic
per efecte del camp magnétic. Condicio de ressonancia: quan [’energia del desdoblament coincideix
amb [’energia de la radiacio aplicada.

L’energia de cada Ms en funci6 del camp magnetic és MsgugH. El valor de g = 2.0 per I’electr6 lliure i
les desviacions respecte a aquest valor depenen de I’entorn. s €s una constant, el magnet6 de Bohr.

La posicio de la banda en ’espectre es pot expressar indicant el camp al que es dona la ressonancia o
pel valor de g. En aquest llibre es parlara sempre del valor de g.

Si I’entorn metal-lic presenta distorsions, com és el cas del Cu** que presenta I’efecte Jahn-Teller, encara
que tan sols hi ha una transicié podem veure dos o tres senyals, o sigui tindrem dos o tres valors de g.

La distorsié Jahn-Teller, en el cas del Cu** que és un i6 &, és deguda a que els orbitals d de més energia
z? 1 x?-)” no tenen el mateix nombre d’electrons, i per tant no estan degenerats. En menor mesura també
passa amb els de més baixa energia que perden parcialment la degeneracio. Aixo afecta a I’espectre RSE
i podem trobar g, # gx = gy quan tenim una distorsi6 axial (elongacid o compressio en la direccio z), i el
senyal corresponent a la direccio z sera de menor intensitat que el corresponent a les altres dues. També
es pot parlar de g =g, 1 g1 = gx = gy. Quan a més de la distorsio axial hi ha distorsio en el pla, les tres
components seran diferents g, # g« # gy. De totes formes, per aquest 16 tant si s’observen dues o tres
bandes, sempre estan al voltant de g = 2.

Quan en el centre actiu hi ha una espécie radicalaria, per exemple el radical tirosina (Tyr-O-) o I’ani6
superoxid (O2") apareix un senya a g = 2,00 (similar a I’electr6 lliure) molt estreta, a diferencia del que
passa quan tenim el mateix espin electronic S = 1/2 perd degut a un 16 metal-lic.

Quan el nucli presenta espin nuclear (/ # 0) hi ha acoblament hiperfi (acoblament entre 1’espin electronic
i ’espin nuclear) i el senyal es desdobla en 2n/+1 senyals. En la Figura 3.4 es mostra aquest acoblament
pel cas del coure que té un espin nuclear /c, = 3/2 (n = nombre de nuclis). En aquest cas el que seria un
senyal ens pot aparéixer desdoblat en 4. Si la interaccié nucli-electrd és feble, 1’acoblament hiperfi és
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petit i pot ser que no s’arribi a observar, veient-se tan sols una banda més ampla.

Ms M,
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Figura 3.4 Desdoblament degut a I’acoblament hiperfi per un ié Cu®* (Icy = 3/2).

L’acoblament hiperfi ens permet detectar, en algun cas, la presencia de Cu” que és un i6 d'° i per tant
no presenta espectre RSE. Un sistema Cu?"-X-Cu”, si és de valéncia mixta deslocalitzada, tenim un sol
electrd desaparellat que veu als dos nuclis de Cu. Per tant n =2 i es veuen 7 senyals.

Per sistemes amb § > 1/2, el cas més rellevant en bioinorganica és el del ferro formant part del grup
hemo (Figura 3.5). La configuraci6 electronica depén molt dels lligands en axial. Quan una posicio en
axial esta vacant, el nombre de coordinacié NC =5 i la configuraci6 electronica és d’espin alt. En canvi
si les dues posicions les ocupen aminoacids de la cadena de proteina (NC = 6) llavors presenta
configuracio electronica d’espin baix.

N ? -‘.‘N
/ ﬁ::lfe::: /
N=— =N
erote’ina

Figura 3.5 Esquema del Fe-hemo amb el Fe en un anell aromatic. Una posicio axial ocupada per un
residu de la cadena de proteina (lligand O-, N- 0 S-) i ’altra posicio pot estar vacant, ocupada per H>0
o per un altre residu de la cadena de proteina.

En el cas del Fe"" (d°) si és d’espin baix S= 0 i si és d’espin alt S és un nombre enter (S = 2) i per tant no
s’observa espectre RSE. En canvi quan tenim Fe(I1I) si és d’espin baix S = 1/2 i per tant veurem espectre
RSE amb un senyal a g = 2. En canvi quan té una configuracié d’espin alt S = 5/2 I’espectre és molt
diferent. L’entorn del ferro en el grup hemo presenta una forta distorsié axial el que fa que els diferents
Ms =+5/2, £3/2; £1/2 a camp magnétic nul ja presenten pérdua de la degeneraci6. Es el que es coneix
com desdoblament a camp nul (zero field splitting, ZFS). Si el desdoblament és gran, (Figura 3.6) que
¢s el que passa en el cas del Fe-Hemo, 1’inica transicio permesa, sera la que va del Ms=—-1/2 al Ms=
+1/2, 1 per tant tot i que 1’espin electronic és S = 5/2 des del punt de vista del RSE es comporta com un
sistema amb un espin efectiu Ser = 1/2.
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Figura 3.6 Desdoblament a camp nul i efecte Zeeman per un i6 amb espin S = 5/2 en un entorn amb
distorsio axial.

Ara be, hi ha una diferencia significativa entre I’espectre RSE d’un sistema amb S = 1/2 i el d’un sistema
amb S¢r = 1/2. Com ja s’ha dit, en el primer cas la banda o bandes (g i g,) apareixen al voltant de 2,0
mentre que en el segon cas al menys una de les components de g apareix a valors molt més grans que
2,0.

A diferencia del Fe'" en el grup hemo, el Mn'"! que té la mateixa configuracio electronica presenta bandes
al voltant de g ~ 2 ja que el ZFS dels seus compostos és petit.

Per tant, per espectroscopia RSE es pot diferenciar entre Cu'' (bandes al voltant de 2,0) i Cu' (silencios

111

en RSE), aixi com entre Fe" (presenta RSE) i Fe!' (no s’observa espectre). Pel Fe''' a més permet

diferenciar si és d’espin alt amb distorsi6 axial o d’espin baix.

Per tant, la técnica de RSE aporta informacié del centre actiu i possibles canvis en 1’estat d’oxidacio,
aixi com detectar si hi ha la formacié d’algun radical durant la reaccio, ja que donen un senyal estret
caracteristic a g =2,0.

3.4 Espectroscopia electronica

Quan s’aplica radiaci6 visible o UV sobre la mostra es donen les transicions entre orbitals. Hi ha tres
tipus de transicions a tenir en compte: les d 2 d, les 7> 7 i les de transferéncia de carrega.

Les transicions del tipus d = d apareixen en la regio del visible i depenen molt de la geometria i de 1’6
metal-lic. Si la geometria és tetracdrica les bandes son més intenses que si la geometria €s octa¢drica, ja
que compleixen la regla de seleccié orbital (regla de Laporte) i d’espin. Des del punt de vista de la
bioinorganica aquestes bandes no aporten massa informacio.

L’espectroscopia Visible-UV és interessant per recongixer la preséncia del grup hemo. El Iligand
porfirinic, amb un sistema aromatic, presenta tres bandes caracteristiques corresponents a transicions
entre orbitals de tipus 7, son transicions 7 = 7*. La banda més intensa apareix a 400-500 nm i se la
coneix com la banda Soret o banda . Hi ha dues bandes més, molt menys intenses (a1 ) en la regi6 de
500-600 nm (Figura 3.7). Aquest conjunt de bandes és un patr¢ caracteristic del Fe-hemo.
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Figura 3.7 Simulacio de I’espectre visible del sistema Fe-Hemo.

Per ultim hi ha les bandes de transferéncia de carrega lligand—> metall que son permeses per les regles
de seleccio i son molt intenses. Aquestes bandes son molt significatives en el cas de proteines de ferro i
de coure. Un dels lligands que dona aquest tipus de bandes és el sofre, per exemple el sofre de la cisteina
(Cys-SY) en les proteines anomenades Fe-S o en les proteines blaves de coure. En ambdods casos la
coloraci6 ¢s intensa degut a les bandes de transferéncia de carrega Cys-S™ > Fe™" (entre 350-600 nm) i
les bandes Cys-S~ = Cu?’ (al voltant de 600 nm).

Un altre lligand que també dona bandes de transferéncia de carrega és la tirosina quan esta coordinada
al Fe'' (Tyr-O- > Fe*).

3.5 Espectroscopia Mossbauer

L’espectroscopia Mossbauer analitza les transicions que es donen en el nucli per efecte de la radiacio vy.
L’element més estudiat amb aquesta técnica és el ferro, el >’Fe. Tot i que actualment es fa servir també
en I’estudi d’altres ions metal-lics, aqui ens centrarem Ginicament en la seva aplicacio en els sistemes de
ferro.

La font d’energia que es fa servir és el mateix isotop que esta en un estat excitat, >’Fe”. Per obtenir
aquesta font d’energia es parteix del >’Co, que és un isotop que té una vida mitja d’uns nou mesos. En
descompondre dona lloc a la formaci6 del *’Fe. Va perdent energia en passar del >’Co al “’Fe en el seu
estat excitat / = 5/2 pero rapidament cau al / =3/2 que té una vida mitja de 97,8 ns. O sigui que també
descompon rapidament per arribar a I’estat fonamental / = 1/2. La caiguda des de I’estat / =3/2 al [ =
1/2 allibera 14,4 ke V.

Per tant la font de radiacio és aquest 'Fe” que va alliberant radiacio, per altra banda, la mostra que conté
5"Fe absorbira aquesta radiacid quan coincideixi amb la transicio6 entre el /=1/2 i el /= 3/2. Cal remarcar
que en el ferro natural hi ha tan sols un 2,2 % de 'Fe.

El que s’observa en un espectre Mossbauer ¢€s la transicié que es dona en la mostra entre aquests dos
estats d’espin nuclear: 1/2 - 3/2. La forma d’expressar on apareix aquesta transicié és coneix com
desplacament isomeric, &. Ara be, el nucli del Fe no ¢és esferic 1 t& moment quadrupolar, que provoca el
que s’anomena desdoblament quadrupolar, AEq, perdent-se la degeneracio entre els Mi, £3/2 1 £1/2.
(Figura 3.8).
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Figura 3.8 Esquema que representa les transicions corresponents a l’espectre Mossbauer del *'Fe.

El desplacament isomeéric aporta informacio sobre ’estat d’oxidacio del ferro i també sobre la seva
configuracio electronica, si és d’espin alt o d’espin baix. En linies generals es pot dir que §(Fe') >
o (Fe'™) i que §(spin alt) > §(spin baix).

El desdoblament quadrupolar dona informacié sobre la distorsio del centre actiu. Com més gran és
AEq major és la distorsio.

L’inconvenient que presenta aquesta técnica és la baixa concentracio que hi ha de >’Fe en les mostres
biologiques.

3.6 Espectroscopia vibracional

Les metal-loproteines son molécules voluminoses en les que hi ha molts enllagos covalents i per tant
moltes vibracions. En bioinorganica aquesta espectroscopia (Infraroig i Raman) és util en el seguiment
de reaccions en les que hi intervenen molécules com el Oz o el Na. L’espectre vibracional permet veure
els canvis en la for¢a de I’enllag i I’ordre d’enllag.

Per exemple, la vibracio O-O canvia molt en el procés de reduccio, com es pot veure en la taula 3.1. En
aquesta taula s’indica també el rang observat en els centres actius que coordinen la molecula d’oxigen.
Per tant aquesta técnica permet veure si la reduccio de 1’oxigen es dona formant un intermedi peroxid o
superoxid, és a dir, si és una reduccié amb un o dos electrons.

La freqiiéncia de vibracio per altres molécules d’interés en bioinorganica sén: v(NO) = 1880 cm™!,
v(CO) =2145 cm™ i v(N;) = 2330 cm™.

Taula 3.1 Vibracio de [’enlla¢ O-O segons la for¢a de [’enllag.

v(0-0) / cm™! Rang de v/cm™!
(0)3 1555 M™-0;
KO» 1108 Tipus superoxid M™-0,7) | 1100-1200
Na;O, | ~760 Tipus peroxid 920-750
M™-02")
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3.7 Propietats magnétiques

Una altra técnica, aquesta no espectroscopica, que aporta molta informacié sobre el centre actiu és
I’estudi de les propietats magnétiques. Per sistemes mononuclears la mesura del moment magnétic
efectiu (uer) o de la susceptibilitat magnética molar per la temperatura (yw7) dona informaci6 sobre el
nombre d’electrons desaparellats que hi ha. La relacio entre elles és: 8 yuT = pef =n(n+2) = g> S(S+1).

Per tant, per un sistema mononuclear aquestes mesures ens permeten saber 1’estat d’oxidacié de 1’6
metal-lic i la seva configuracio electronica, si és d’espin alt o baix.

En sistemes polinuclears en que hi hagi més d’un i6 paramagnétic (que tingui electrons desaparellats)
pot haver-hi una certa interacci6 entre aquests centres metal-lics, que generalment es dona a través d’un
o més lligands que fan de pont.

Si tenim un centre dinuclear format per ions Cu(Il), I’electré desaparellat de cada 16 t€ un espin 1/2 i en
establir-se una interaccié magnetica entre ells pot donar dues situacions diferents (Figura 3.9):

- Quan la interaccio és de tipus ferromagnética (F) els dos espins tenen el mateix Ms (orientats
de la mateixa manera) i per tant, I’espin total de 1’estat fonamental sera S = 1.

- Quan la interaccio és de tipus antiferromagnetic (AF) els dos spins tenen el Ms de signe oposat
i I’espin total de I’estat fonamental és S = 0.

— 8=1 — 8=0 T Jr AF
Cu—X—Cu

——8=0 __ §=1 T T

Figura 3.9 Tipus d’interaccio magnética entre dos ions Cu(ll). F = ferromagnética, AF =
antiferromagnetica.

3.8 Tipus de coure en metal-loproteines

El coure que es troba formant part de metal-loproteines i metal-loenzims es pot classificar en funcié de
les seves caracteristiques espectroscopiques. Es pot parlar de tres tipus de Cu, en funcid de les
caracteristiques espectroscopiques del centre actiu quan esta en forma de Cu(Il).

Cu tipus 1, blau. Quan esta com a Cu(Il) presenta una coloracié blava molt intensa. En 1’espectre visible
apareix una banda molt intensa, amb un coeficient d’extincid () elevat, que correspon a una banda de
transferéncia de carrega Cys-S~ = Cu''. Aquest tipus de coure es caracteritza per presentar espectre RSE
quan esta com Cu(Il).

Es troba en proteines de transport electronic, i en les oxidases blaves, com la lacassa.

Cu tipus 2, no blau. Tot i que és Cu(II) no presenta la coloraci6 intensa del Cu de tipus 1, el que indica
que no hi ha banda de transferéncia de carrega des de lligands S-, per tant es pot descartar la presencia
de lligands tipus cisteina o metionina en I’esfera de coordinacid. Aquest tipus de Cu(Il) a I’igual que el
de tipus 1, presenta espectre RSE.

Es troba en les oxidases no blaves, en oxigenases, en la citocrom c oxidasa i en la superoxido dismutasa
(SOD).

Cu tipus 3, no RSE. La caracteristica més rellevant d’aquest tipus de Cu(II) és que no presenta espectre
RSE. Aixo vol dir que el seu electrd desaparellat esta interaccionant antiferromagnéticament amb algun
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altre centre paramagnétic. Ho trobarem en sistemes dinuclears Cu''-X-Cu® i en sistemes Cu'l-X-Fe'!’,

Aquest tipus de coure es troba en les oxidases blaves, monooxigenases, en sistemes de transport
d’oxigen i en la citocrom c oxidasa.

3.9 Resum de les técniques més emprades per cada metall o molécula

La taula 3.2 presenta un resum de les técniques que s’utilitzen habitualment per caracteritzar els centres
actius en funcié dels metalls o per detectar determinades molécules.

Taula 3.2 Resum de les tecniques de caracteritzacio de centres actius en funcio de [’io metal-lic.

Fe Mossbauer, RSE, magnetisme, V-UV
Cu RSE, UV

Co, Ni, Mn, Cr, Mo RSE

02, Na, Espectroscopia vibracional

En la taula 3.3 es resumeix la informaci6 que aporten les técniques emprades en bioinorganica, per tal
d’elucidar I’entorn de I’i6 metal-lic en un centre actiu o els canvis que pateix al llarg d’un procés.

Taula 3.3 Resum de la informacio que aporta a la bioinorganica cadascuna de les técniques
comentades anteriorment.

Mossbauer | Fe, configuracio electronica (espin alt/baix), estat d’oxidacio.

XANES, Diferencia entre lligands de la 1* esfera de coordinacio lleugers (O, N) o pesats (S).
EXAFS

V-Uv Presencia de grup hemo (Fe), bandes de transferéncia de carrega L> M.

IR Canvis en I’enllag O-O en la molécula d’oxigen.

RSE Espin fraccionari, diferencia entre S =1/2 1 S > 1/2 i radicals.

Magnetisme | Spin del sistema (spin alt/baix, estat d’oxidacid). En sistemes polinuclears el grau
d’acoblament relacionat amb el tipus de lligand pont.
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4. SISTEMES DE TRANSPORT DE IONS

4.1 Transport de ions a través de membranes

Com ja s’ha comentat anteriorment, la seleccio d’un element depén de diferents factors: la funci6 que
han de realitzar, I’abundancia en ’entorn i que es puguin incorporar a les cel-lules. Aquests dos tltims
factors son els que influeixen en la seva biodisponibilitat.

Com a exemple podem comentar el cas del molibdat (MoO42") i el sulfat (SO4*): son ions molt similars,
amb la mateixa geometria i la mateixa carrega, pero el molibdat és molt més soluble que el sulfat i per
tant, es pot esperar que sigui més facil la seva incorporacid, perd €s molt menys abundant, pel que la
biodisponibilitat del sulfat és major.

Els nutrients que s’adquireixen a través de la dieta passen al plasma sanguini i al sistema limfatic, que
son els fluids que ajuden a la seva distribuci6 a I’organisme.

Ara be, hi ha molts lligands bioldgics que poden coordinar als ions metal-lics, i també diferents ions
metal-lics, per tant hi pot haver competéncia entre ells. Es important que els cations arribin al punt on
han de realitzar la seva funci6, sigui en I’espai extracel-lular o be a I’interior de la cel-lula. A més cal
que arribi al seu lloc de forma selectiva, per aixo és molt important el sistema de transport dels ions que
és el que regulara la seva distribucié en 1’organisme.

En el cos huma tenim diferents bacteris i microorganismes que s’alimenten amb els micronutrients que
obtenen del plasma sanguini.

Un dels punts claus en el transport de ions €s el pas a través de la membrana cel-lular. Aquesta membrana
esta formada per una doble capa de fosfolipids. La cadena organica, apolar, queda a I’interior de la doble
capa mentre que els grups fosfat o altres grups carregats de I’extrem queden a I’exterior on el medi €s

polar (Figura 4.1).
<) ©o® © 0 ©
apolar
© ® © © ® @ © polar
Figura 4.1 Esquema de la doble capa de fosfolipids que forma la membrana cel-lular.
Hi ha molécules petites i apolars, que poden creuar facilment la membrana, passant entre les cadenes de
fosfolipids, en canvi hi ha altres espécies, carregades o polars, que poden quedar atretes a la superficie

perd no poden creuar facilment la regio apolar de la membrana. Aixo passa amb els cations metal-lics
que per creuar la membrana cel-lular necessiten algun sistema de transport.

Els organismes tenen diferents formes de resoldre aquest problema:

- Utilitzant lligands transportadors que converteixin el catié metal-lic en una especie menys
polar.

- Proteines que obren canals per on pot passar el catio metal-lic.

Per altra banda, el transport a través de la membrana es pot donar de forma passiva, o be pot requerir
energia, llavors es parla de transport actiu o de bombes de transport, com €s el cas de la bomba Na-K.

En alguns microorganismes la membrana pot contenir alguna molécula que té capacitat d’actuar com a
lligand. Aquesta molécula s’apropa o s’allibera a la banda exterior i alla complexa al catié metal-lic,
creant-1"hi un embolcall menys polar, el que permet el seu transport a través de la part central, apolar,
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de la membrana. Quan arriba a I’altra banda, el catié es descoordina del lligand i s’allibera a 1’interior
cel-lular (Figura 4.2). Per tant aquest procés consta de diferents etapes:

- Descoordinacio de les aigiies de solvatacio del catié metal-lic i substitucio pel lligand transportador L.
[M(H20)6]™ + L 5 [ML]™" + 6 H,O
- Transport a través de la part apolar de la membrana.

- Descoordinaci6 del catié del complex format amb el 1ligand transportador ([ML]™") i substitucio per
algun altre 1ligand, que pot ser aigua o alguna proteina.

Una altra forma de creuar la membrana és quan s’obren canals. La membrana pot contenir alguna
proteina que en un moment donat pot canviar de conformacié de forma que crea un canal: la part apolar
de la proteina s’orienta cap a la membrana (part apolar) i el canal és on hi ha els grups polars. D’aquesta
forma els cations poden creuar facilment la membrana passant per aquest canal (Figura 4.2). La formacio
d’aquest canal esta regulada a nivell cel-lular, i pot ser per efecte d’un estimul o de la interacciéo amb
alguna altra proteina que s’obri o es tanqui el pas.

Q

RIS
R YRR

Q

Figura 4.2 Pas dels cations a traves de membranes: amb lligands transportadors o a través de canals.

La gramicidina A €s un antibiotic bacteria que es va veure que augmentava la permeabilitat de les
membranes al pas dels cations. Investigant aquest fet es va trobar que aixo era degut a la creaci6 de
canals formats per dos unitats d’aquest polipéptid.

Per tant I’obertura del canal pot ser deguda a una proteina de membrana o be a una proteina externa que
s’insereixi en la membrana, com és el cas de la gramicidina.

La velocitat de pas dels ions metal-lics depén significativament de la via que utilitzen. Quan el pas es
dona a través de canals passen de 1’ordre de 107-10% ions/segon mentre que quan s’utilitzen lligands
transportadors la velocitat de pas és molt més petita, de I’ordre de 10%-10° ions/segon. O sigui que el
transport a través de canals és molt més eficient que amb lligands transportadors.

Algunes neurotoxines son espeécies cationiques que poden interaccionar amb els grups amb carrega
negativa de la superficie de la membrana; si interaccionen amb els grups que hi ha a I’entrada del canal
d’intercanvi Na* / K* i son més voluminoses que aquests ions, poden bloquejar el canal i per tan alterar
les concentracions de Na* i K™ a nivell cel-lular, que és el que provoca la neurotoxicitat.

4.2 Tonofors

Els ionofors son lligands transportadors de metalls alcalins. Hi ha una serie d’antibiotics naturals que es
troben en fongs i liquens que fan augmentar la permeabilitat de les membranes. Un exemple és la
valinomicina (Figura 4.3).

Les caracteristiques generals dels ionofors son:
- Lligands macrociclics no aromatics

- Lligands neutres

34



- Anell flexible
- Contenen diferent nombre d’atoms d’oxigen donadors d’electrons (O-)

- Poden coordinar tant al K* , amb nombre de coordinacié (N.C.) 6 0 8, com al Na*, en aquest cas
amb NC= 6, ja que el seu radi és menor que el del K.

Aquests lligands, en ser flexibles, poden presentar diferents conformacions per adaptar-se a cations amb
diferent radi. Cada conformacio té preferéncia per un catié (K* o Na*).

En la Figura 4.3 es mostra 1’anell de la valinomicina amb el K* coordinat a 6 dels atoms d’oxigen.
Aquest catio es troba en un entorn octaedric d’oxigens i els grups apolars queden dirigits cap a 1’exterior,
D’aquesta forma el K™ queda protegit per una capa poc polar i pot creuar més facilment la membrana.

Figura 4.3 Esquema de la valinomicina coordinant al catio K*.

Hi ha diferents lligands que actuen com a ionofors, com son els eters corona i els criptands (Figura 4.4)
i estudi amb aquests lligands ha posat de manifest la seva gran selectivitat envers Na* o K* en funcio
del nombre d’atoms donadors d’electrons de 1’anell.

S
o/_\o 0 0 //\ 0/\\
CC D AR

o o O 0 0
¥ o OJ ___/
n_/
(a) (b) (©)

Figura 4.4 Lligands que coordinen als ions Na* i/o K*: éters corona (a i b), criptands (c).

4.3 Siderofors

Els lligands transportadors de ferro en els microorganismes s’anomenen siderofors. Son lligands

carregats negativament que estabilitzen al Fe!"

. S6n cadenes o anells en els que hi ha un grup quelant
que es repeteix: hidroxamat o catecolat (Figura 4.5). Els que tenen grups hidroxamats son la familia

dels ferricrom, i un exemple de la familia dels catecolats és I’enterobactina.

L’entorn del Fe'! és octaédric amb 3 fragments bidentats. Si és un lligand del tipus hidroxamat la cavitat
on es troba el Fe'' té tres oxigens carregats i 3 oxigens neutres, mentre que si el lligand és del tipus
catecolat tots els oxigens tenen carrega negativa. Aixd justifica les constants de formacio (Ky) del
complex, que son molt mes grans pels catecolats que pels hidroxamats. Les Kr dels siderofors es troben
en un rang molt ampli, des de ~10% fins a ~10°.
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Per altra banda, aquests Iligands estabilitzen millor al Fe'! que al Fe''; per un mateix lligand siderofor la
Ki(Fe™) > Ky(Felh).

Hidroxamat Catecolat

Figura 4.5 Grups hidroxamat i catecolat presents en els siderofors. Entorn del Fe'" (O sense carrega
si és un hdrixamat i amb carrega negativa si és catecolat).

En coordinar al voltant del ferro tres grups bidentats aquest centre actiu presenta isomeria Optica. S ha
observat que el pas a través de la membrana és més favorable per un dels enantiomers (A) que per I’altre
(4). Aixo indica que deu haver-hi un receptor de membrana que reconeix 1’isomer A i no a al A.

Tenint en compte el que s’ha comentat, de que el complex amb Fe' és més estable que el de Fe'l, es
proposa que aquest i6 entra a la cél-lula coordinat com a Fe' i que un cop a I’interior s’allibera i es
coordina a un altre lligand. La descoordinaci6 del Fe"" del lligand es pot donar per dues vies:

- un canvi en el pH que permeti la protonaci6 del lligand. Aix0 fa disminuir la seva afinitat pel Fe'! ja
que passa a ser un lligand neutre.

- que es redueixi el Fe'l!

facilment.

a Fel' i com que aquest complex és menys estable, es pot descoordinar més

4.4 Bomba Na*/ K*: Na*/ K'-ATPasa

Les primeres cel-lules es van formar al mar, i per tant en certa forma van reproduir les condicions
ambientals. Es a dir, en els organismes pluricel-lulars la concentraci6 extracel-lular de NaCl és més
elevada que a I’interior cel-lular (Taula 4.1).

Taula 4.1 Composicio d’alguns elements a l'interior i exterior cel-lular.

Interior / mM | Exterior / mM
Na* 10 145
K* 140 5
Mg?* 30 1

Com es pot veure en aquesta en aquesta taula les concentracions de Na™ i K* estan gairebé invertides, el
primer es abundant a 1’espai exterior mentre que el segon a l’interior. Tenint en compte que les
membranes son permeables, hi haura un cert pas dels ions a través de la membrana per tal d’igualar les
concentracions a dins i a fora. Es el que es coneix com transport passiu. Ara be, les cél-lules necessiten
conservar el gradient de concentraci6 pel seu bon funcionament, per aixo cal que extreure altre cop 1’6
sodi que ha entrat a dins, i en el cas del potassi al revés, cal tornar-lo cap a I’interior. Aquest transport
que es fa per mantenir el gradient de concentracions €s el que es coneix com a transport actiu, 1 requereix
energia. (Figura 4.6).

Les bombes, processos de transport que requereixen energia, poden aconseguir aquesta energia de dues
formes:

- A partir de la hidrolisi del ATP (bomba Na*/K™).

36



- A partir d’una reaccid redox, per exemple amb els nucleotid NAD*/NADH.

En la taula 4.1 també es pot veure que la [Mg?'] és significativament més gran a I’interior cel-lular que
a I’exterior. De fet tots els processos en els que intervé el magnesi que es presenten en aquest llibre, son
processos que es donen en I’interior cel-lular.

transport passiu =——J

transport actiu — g
Na™] alta

[Na®] baixa

[K*] alta
[K*] baixa

Figura 4.6 Esquema representant el transport passiu i transport actiu a través de la membrana.

La salut depén de que es conservin els gradients de concentracions d’aquests ions, i aixo es regula en el
rony6. Un excés de sodi fa pujar la tensio arterial. La pressio arterial és la pressio de la sang en el teixit
del vas sanguini. Quan es fa una dieta rica en sodi, en augmentar la concentracio de Na* a I’espai exterior
tendira a augmentar la concentracio a I’interior cel-lular, per transport passiu. Si a més la dieta és pobre
en K* per transport passiu tendira a sortir de 1’interior cel-lular. Aixo provoca un augment del volum de
les cel-lules vasculars 1 major capacitat de contraccio, el que provoca la hipertensio.

Per tant, el que és important és la relacid que tenen els aliments entre Na i K. Per exemple, una salsitxa
de Frankfurt té una relacié Na/K = 13/1, en canvi una patata té una relacio Na/K = 1/81 o una ceba Na/K
= 1/155. En linies generals els aliments d’origen animal tenen [Na] > [K] i els vegetals al revés [K] >
[Na].

Els diferents processos que es donen en el cos huma no es produeixen de forma aillada, siné que estan
combinats o relacionats amb altres processos. En el cas del transport de ions a través de la membrana es
pot donar el cas de que un mateix agent transportador faciliti el pas de dues especies diferents, que és el
que es coneix com co-transport. Pot ser que les dues especies creuin la membrana en el mateix sentit,
(simport) o en sentit oposat (antiport). L’entrada de ions Na® a D’interior cel-lular per igualar
concentracions va lligada al pas en el mateix sentit de glucosa. En el muscul cardiac hi ha un co-transport
antiport Na*/Ca?" que extreu Ca** del citosol. En el marc de la relacié que hi ha entre el transport de

diferents ions i molécules, s’ha trobat que quan la dieta és pobre en K* provoca 1’eliminaci6 i pérdua de
Ca’".

La bomba Na*/K* és una proteina de membrana (proteina que esta integrada a la membrana) que consta
de 4 subunitats (a2f32). Les subunitats o son les que estan involucrades en el procés. Les dues subunitats
o, poden presentar al menys dos conformacions diferents, una en que es forma una cavitat o obertura
cap a I'interior cel-lular, i I’altra en que esta enfocada cap a I’exterior. Quan esta oberta cap a I’interior
captura 3 Na* i aix0 provoca un canvi estructural i després s’obre cap a 1’exterior, on surten els 3 Na* i
al seu lloc es coordinen 2 K* (Figura 4.7). Els canvis conformacionals que es donen provoquen
modificacions en la mida de la cavitat seleccionant aixi la captura o alliberament dels cations Na* o K*.
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Figura 4.7 Esquema de la proteina de membrana que forma la bomba Na / K.

La qiiestio rau en conéixer quins factors influeixen en aquests canvis conformacionals de la proteina. 1
aqui juga un paper important el ATP, que tot i que molt sovint s’escriu d’aquesta forma, en realitat és
un anio: ATP*. Aquesta molécula és una reserva d’energia i la seva hidrolisi és la que aporta I’energia
necessaria pel transport dels ions Na* i K* a través de la membrana.

ATP* > ADP* + HPO4*

Aquesta reaccio d’hidrolisi esta assistida per ions Mg?*, que com ja s’ha comentat és més abundant a
I’interior cel-lular que en ’exterior.

A Pinterior cel-lular el Mg?* pot interaccionar amb els grups fosfat del ATP*, especialment amb els dos
terminals; com que €s un catio polaritzant (¢/r gran), atrau densitat electronica dels enllagos cap a ell,
de tal forma que sobre fosfor terminal hi ha una certa disminucio de la seva densitat electronica (P%%), el
que afavoreix I’atac nucleofil sobre seu, per part d’un grup ric en densitat electronica.

L’enzim ATPasa, o sigui la a proteina que estd en la membrana, és co-responsable de la hidrolisi del
ATP*. La subunitat o d’aquesta proteina té un grup carboxilat terminal (prot-CO>") que és 1’agent
nucleofil. Per tant les diferents etapes que es proposen pel transport a través de la membrana serien:’

- Atac nucleofil del grup -CO~ de la proteina sobre el fosfor terminal. Aixo modifica I’entorn d’aquest
atom que passa de tenir un entorn tetraédric a un de bipiramide trigonal (Figura 4.8).

- Aquesta interacci6 proteina-ATP provoca un canvi conformacional en la proteina i és quan s’obre la
cavitat cap a I’interior i pot entrar i coordinar els ions Na*.

- La coordinaci6 del Na* afavoreix un canvi en I’entorn del P. En quimica de coordinacio, per un nombre
de coordinacié NC =5 hi ha dos geometries possibles, la bipiramide trigonal (bpt) i la piramide de base
quadrada (pbq). L’energia potencial d’aquestes geometries és similar, pel que es pot passar facilment
d’una a I’altre. El pas d’una bipiramide trigonal a una altra, passant per la piramide de base quadrada,
es coneix com la pseudo-rotacio de Berry (Figura 4.9).
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Figura 4.8 Canvis conformacionals en la bomba Na'/K* (adaptat de ).
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Figura 4.9 Pseudo-rotacio de Berry al voltant del P per passar d’'una geometria de bupiramide
trigonal (bpt) a una altra.

Aquest pas de bpt(1) a bpt(2) comporta I’intercanvi entre els lligands en axial i dos dels que estan en el
pla equatorial. Aixod té gran rellevancia quan un d’aquests lligands forma part de la proteina i en les
altres posicions esta interaccionant amb el Mg?*. Aquest mecanisme pot explicar que la cavitat s’obri
cap a I’altra banda de la membrana.

- L’alliberament del Na* provoca canvis conformacionals que afavoreixen el trencament del ATP*.

- La proteina fosforilada (I’hi queda un fosfat enllacat al carboxilat) que segueix interaccionant amb el
Mg?* a través del fosfat, pot coordinar als ions K*, la cavitat tindria ara una mida adient per coordinar
2 ions K*.

- La coordinaci6 dels K* provoca un altre canvi, el P que té geometria bpt pot donar altre cop la pseudo-
rotacio de Berry i obrir-se de nou cap a I’interior de la cél-lula.

- En alliberar-se el K* de nou els petits canvis estructurals poden afavorir, en aquest cas el trencament
de I’enllag entre la proteina i el grup fosfat. Aixi es completa la hidrolisi de I’ATP i el transit de Na* i
K" per la membrana. (Figura 4.8).

39



4.5 Transferrina

La transferrina és la proteina responsable del transport de ferro en mamifers, i en general en organismes
pluricel-lulars. De fet és una familia de proteines que reben diferent nom segons on es troben de
I’organisme. Es coneix la serotransferrina, que transporta el ferro en la sang, la lactotransferrina que es
troba en diversos fluids extracel-lulars (la llet i les llagrimes, entre d’altres) i la ovotransferrina que es
troba en la clara d’ou.

La transferrina és una glicoproteina, és a dir una cadena de proteina que té enllagades dos cadenes de
carbohidrats. La seva disposicio a 1’espai genera dues cavitats en les que s’hi coordina el ferro.

Abans de la resoluci6 estructural ja es tenia alguna informacid del centre actiu a partir de les dades de
I’espectroscopia visible. Aquesta proteina presenta una coloracié vermella intensa que s’atribueix a la
banda de transferéncia de carrega lligand—> metall de Tyr-O~ = Fe''. En la Figura 4.10 es pot veure
I’estructura d’aquesta proteina, en la que els punts vermelles, poc visibles, corresponen a dos ions Fe!™
coordinats.

Figura 4.10 Esquerra: estructura de la lactotransferrina humana. En vermell els dos centres de ferro
(Codi PDB: 1B0OL).2 Dreta: Esquema del centre actiu del ferro(Ill), en el que es pot observar la seva
coordinacio octaédrica.

El Fe'! esta en un entorn octaédric, envoltat de lligands anionics que aporten estabilitat al centre actiu.
Els aminoacids tirosina (fenol) es desprotonen en coordinar-se al Fe i per tant també actuen com
lligands anionics. A part dels grups provinents de la proteina hi ha un ani6é carbonat bloquejant dues
posicions de coordinacié del Fe'''i aportant també densitat de carrega negativa (Figura4.10). S’ha pogut

comprovar que aquest anid és necessari pel transport de ferro i el seu pas a través de la membrana.

111

El centre actiu de la transferrina (Tf), ric en lligands -O~ estabilitza millor al Fe! que al Fe' gracies a

que hi ha una atraccid electrostatica més gran. Per tant es 10gic pensar que es transporta en la forma

11j es mobilitza en la forma reduida Fe'. Per altra banda, aquest centre actiu sera sensible al

oxidada, Fe
pH ja que hi ha diversos grups que es poden protonar, com ¢és 1’ani6 carbonat i els fenols (tirosina). Per
tant I’alliberament del Fe a ’interior pot estar produit per la combinacié dels dos factors: procés redox
i canvi de pH. Un medi més acid afavoreix 1’alliberament del ferro i que la transferrina es trobi en forma

apo-transferrina (sense 16 metal-lic coordinat).

Per tant, un comportament similar al dels siderofors. Les carregues negatives en el centre actiu
estabilitzen al Fe'', mentre que I’alliberament de 1’i6 metal-lic es pot produir per efecte del pH i la
reduccio del Fe" a Fe''. Tant la protonacié del lligand com la reduccié del metall fan disminuir la

interacci6 electrostatica metall--- lligand, i per tant 1’estabilitat del complex disminueix.

El mecanisme que es proposa ° és que hi ha un receptor de membrana que interacciona i reconeix al
complex Tf-Fe-COs?" i aixd provoca un cert plegament de la membrana que porta a la formacié d’una
vesicula que queda estabilitzada per molécules de la proteina clatrina. Ja tenim el centre actiu de ferro a
I’interior cel-lular, tancat en la vesicula.
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L’etapa seglient sera el canvi de pH, provocat per una bomba de protons H-ATPasa, i 1’aportacio
d’electrons al medi de forma que el Fe!! s’allibera i la seva descoordinacié provoca un canvi en la
membrana que afavoreix que es torni a obrir la vesicula alliberant-se cap a I’exterior la apo-transferrina,
disposada a anar a recollir més Fe''. (Figura 4.11)

Ti-Fe-CO;% = () = clatrina

Receptor ﬁ(ﬂ
N

membrana

- =HCO57C05>

OO

QQ

Figura 4.11 Transport de Fe'"' a través de la membrana.

4.6 Metal-lotioneina (MT)

La metal-lotioneina és una proteina rica en sofres. Com el seu nom indica és rica en aminoacids cisteina,
que son els que aporten els lligands amb S donador d’electrons: Cys-S™. Del seu nom també se’n pot
extreure una altra informacio: no és especifica d’un sol metall.

Les metal-lotioneines (MT) son proteines que es troben en el citoplasma i tenen diverses funcions:
transport i emmagatzematge de ions metal-lics i també permeten eliminar cations toxics (detoxificacio).
Es troben en els cianobacteris, en fongs, plantes, insectes i vertebrats.

Aquesta familia de proteines son relativament curtes, i amb un elevat nombre de cisteines. La relacio
aminoacids de la cadena/ cisteines varia una mica. Per exemple en mamifers tenen 61-62 amonoacids
dels quals 20 son cisteines; en el cervell aquesta proteina té 68 aminoacids. En crustacis hi ha menys
grups cisteina, 18. En alguns fongs la cadena és més curta 25-26 aminoacids i també es menor el nombre
de cisteines, 7. Malgrat aquestes diferéncies tenen en comu alguns factors:

- Sonriques en grups Cys-S-.
- Coordinen ions metal-lics amb configuraci6 electronica d'°.
- Hi ha formacio de clusters en els que els grups Cys-S~actuen com a lligands pont.

El fet de de que tingui com a lligands donadors d’electrons el S, que és una base tova afavoreix la seva
interaccio i coordinacié amb ions metal-lics que presentin caracter tou (radi gran i baix estat d’oxidacio).
Entre els elements essencial té tendéncia a coordinar al Zn** i al Cu*. I pot eliminar cations tOxics
com el TI*, Cd**, Hg**, Pb**. En estudis amb animals de laboratori s’ha observat que en preséncia de
cations toxics augmenta la sintesi de MT. En mamifers els organs on hi ha una major concentracio
d’aquesta proteina son el fetge i el ronyo.

41



El sofre del grup Cys-S té tres parells d’electrons solitaris fet que afavoreix que en pugui compartir dos
1 estigui actuant com a lligand pont. Els clusters que es formen contenen 3 o 4 centres metal-lics, en els
quals els cations tenen un entorn tetraédric (Figura 4.12). L’espectre V-UV presenta bandes intenses
caracteristiques de la transferéncia de carrega Cys-S™ > M.

Aquestes proteines son sensibles a I’oxidacié degut a la presencia de Cys-S~ que poden formar ponts
disulfur Cys-S-S-Cys. Gracies a aquesta capacitat per oxidar-se participen també en el sistema de
defensa contra radicals.

Cys Cys. c
C S ys
. %Cys
CFS\S S C.VS\'S g>-Cys
§-Cys
S
C
CysS S o .S g+ Cys
} q Cys Cys“=r - A
, S S " 4 S
i ) 5 >
Cys Cys . Cys Cys Cys
3
Cys

4.12. Agregats que es troben en les metal-lotioneines.

4.7 Resum dels sistemes de transport

En la taula 4.2 es resumeixen els diferents sistemes de transport distingint entre els sistemes que el
lligand formen part d’una proteina i els que no.

Taula 4.2 Resum dels diferents sistemes de transport.

Sistema no proteic Elements que transporta
Ionofors Na, K

Siderofors Fe

Proteines

Bomba Na*/K* | Na, K

(enzim)

Transferrina Fe

Metal-lotioneina Cu, Zn, (Hg, T1, Pb, Cd)
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5. BIOMINERALS

5.1 Introduccié als biominerals

El que es coneix com a biominerals son els solids que formen part dels éssers vius. A diferencia dels
minerals aquests solids tenen dos components:

- El solid inorganic que dona resisténcia al biomineral.

- La matriu organica on comenca a formar-se el solid: és on té lloc el procés de nucleacid i creixement.
Aquesta matriu organica aporta flexibilitat al biomineral i en molts casos condiciona la seva forma, per
exemple la formacié punxes o espines, o la de closques.

Molts dels biominerals son compostos de calci (taula 5.1), per aixo el processos de formacid i
redissolucio d’aquests biominerals se’ls anomenava calcificacid i descalcificacio respectivament. Ara
be, tenint en compte que hi ha biominerals que contenen altres ions metal-lics és preferible parlar de
procés de biomineralitzacio.

Les funcions que poden tenir aquests materials son diverses i depenen de les seves propietats. Per
exemple, un material dens és Util com a sensor gravitacional, mentre que un sensor magnétic requereix
un solid que doni resposta en presencia de camp magnetic.

Una altra funci6 que poden tenir els biominerals és la d’emmagatzemar ions metal-lics: aquests ions no
estan circulant lliurement per 1’organisme, sin6 que estan en reserva per quan calgui, mobilitzar-los. Per
altra banda, es poden formar biominerals que no son essencials en 1’organisme, i que provenen d’una
mala regulaci6 de la concentracio dels ions, com es el cas de la formacié de “pedres” o calculs renals o
biliars.

Taula 5.1. Biominerals més importants i funcions que realitzen.

Funcio

CaCOs3 Exoesquelet: closques, pues, conxes, corals // sensors gravitacionals

Caio(OH)2(PO4)s | Endoesquelet: ossos /dents
CayoF2(PO4)s

CaC,04'nH,0 Emmagatzematge de Ca // sistema de defensa de les plantes

Calculs renals o biliars

CaSOq4 Sensors gravitacionals

BaSO4

Si0,.nH,O Defensa plantes // diatomees
Fes04 Sensors magnétics

Fe,O3-nH,O Emmagatzematge de Fe (Ferritina)
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La precipitaci6 del solid inorganic es dona quan el producte de les concentracions dels ions involucrats
sobrepassa el producte de solubilitat. Per exemple, en el cas del CaCO3 comenga a precipitar quan K <
[Ca*][CO;*]. Ara be, aquest compost a la natura presenta diferents formes cristal-lines amb diferencies
en quant a la seva solubilitat (taula 5.2).

Taula 5.2 Constants de solubilitat de les diferents formes cristal-lines del CaCO:s.

Forma cristal-lina Amorf Vaterita aragonit calcita

pK: 7,4 7,6 8,2 8,4

En general, el primer precipitat és en forma amorfa i després va passant per les diferents formes
cristal-lines, comencgant per les més soluble fins a les més insoluble, que presenten una redissolucio
més lenta. Cal remarcar que sempre hi ha un cert equilibri, tot i que esta molt desplagat cap a la formacio
del solid:

CaCO; = — Ca**+COs”.

Com ja s’ha dit, el biomineral té¢ dos components, la matriu organica i el solid inorganic, per tant la seva
formacio depén de la regulaci6 en la sintesi d’aquests dos components.

Matriu organica: hi ha un conjunt d’enzims que regulen la sintesi d’aquesta matriu, que pot ser una
lamina o una cadena, segons cada cas. En general les reaccions que tenen lloc son reaccions de
polimeritzaci6 i hidroxilaci6. Un exemple d’enzims que realitzen aquesta funcio son les oxidases de
coure.

Mineral: per tal de que precipiti cal regular la concentracié dels dos ions. Hi ha diferents sistemes que
permeten controlar aquestes concentracions:

- Bombes ioniques que permetin el seu transport.

- Regulacio6 del pH: pot modificar la solubilitat del mineral. Per exemple passant de HCOs3™ a
COs* o0 ala inversa.

- Mobilitzaci6 del catié metal-lic: per procés redox Fe*'/Fe*" o per protonacié del lligand, per
exemple en la metal-lotioneina.

- Enzims: com per exemple ’anhidrasa carbonica que regula la formacié de HCOs™.

En el procés de redissolucio, la part inorganica tindra mecanismes similars als de formacid, mentre que
la degradacio de la matriu organica requereix d’enzims hidrolitics, que en molts casos son enzims de
zinc.

5.2 Emmagatzematge de ferro: ferritina

En els mamifers hi ha dues proteines associades al ferro: la transferrina que és la responsable del seu
transport i la ferritina que és on s’emmagatzema aquest element.

Els ions metal-lics del bloc d de la taula periodica tenen molta tendéncia a formar complexos, per tant,
si es trobessin circulant lliurement per I’organisme podrien anar interaccionant amb els diferents lligands
biologics que trobessin. Per aixd es requereix un bon sistema de transport, i també un lloc on
emmagatzemar-los per quan siguin necessaris. Hi ha elements essencials que s’ha trobat que estan
involucrats en 1’aparicié de patologies neurologiques.
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La ferritina és la proteina on s’emmagatzema el ferro fins a la seva utilitzacid en altres proteines i
enzims. Es troba tant en animals, com en plantes i microorganismes. En tots aquests organismes és molt
similar. Les caracteristiques més rellevants son:

- Esta formada per 24 subunitats de proteina.
- Disposicio esferica de les subunitats; I’esfera t€ un diametre d’uns 8 nm.
- L’interior de I’esfera és buit i és on es diposita el mineral.

- El mineral és un oxid hidratat de Fe™

(F610014(OH)2).

amb una composicié similar a la del mineral ferrihidrita

- Pot allotjar aproximadament 4500 atoms de ferro.

Les 24 subunitats de la proteina no son totes iguals, sind que son de dos tipus H i L; son similars en
quant a composicid pero tenen diferent funcid. '

- Les subunitats H (heavy) tenen 178 aminoacids i tenen funci6 ferroxidasa: son les responsables de

I’oxidacio6 del Fe a Fe',

- Les subunitats L (light) tenen 171 aminoacids i la seva funci6 és la nucleacié. Es en aquestes subunitats
on comenga a precipitar el compost.

Segons els teixits i Organs on es troba la ferritina varia la proporcid entre les subunitats Hi L. En animals
hi ha els dos tipus de subunitats mentre que en les plantes i microorganismes només s’han trobat
subunitats tipus L.

En la Figura 5.1 es mostra I’estructura cristallina per la ferritina de la granota toro. !!

Figura 5.1 Estructura cristallina de la ferritina de la granota toro (lithobates catesbeiana).(Codi
PDB: IMFR).

L’empaquetament de les 24 subunitats formant I’esfera genera canals. Pels canals més polars és per on
entra el ferro en forma de Fe' i va cap a les subunitats H, on hi ha ’oxidaci6 a Fe'" i la precipitacio de
1’0xid de ferro(I1l) hidratat. Els punts de nucleacio, on es coordina el Fe', son aminoacids amb carrega
negativa, carboxilats, com glutamat. El medi aquos afavoreix la precipitacié del Fe,O3;-nH,O. L’esfera

no arriba a estar mai totalment plena de mineral (Figura 5.2).

En aquesta proteina el ferro s’emmagatzema en forma de Fe' pero entra i surt en forma de Fe''. Els

oxids de ferro(III) son molt més insolubles que els de ferro(Il), per aixo la forma de mobilitzar el ferro
que esta en reserva ¢€s reduint-lo. Per tant, cal que hi hagi alguna molécula que aporti aquests electrons.
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Figura 5.2 Esquema de la ferritina: entrada com Fe", oxidacié i aproximacié a la superficie interna
per iniciar la precipitacio. A la del dreta esquema del procés de biomineralitzacio.

S’ha trobat que hi ha relaci6 entre la metal-lotioneina (MT) i la ferritina:'°

- La MT pot oxidar-se formant enllagos Cys-S-S-Cys i alliberant el metall, per exemple el Zn*"

111

- Els electrons els rep la ferritina i el Fe' es redueix a Fe'' amb el que surt de I’esfera on esta encapsulat.

La ferritina que es troba en el cervell juga un paper important i un mal funcionament s’ha relacionat
amb malalties neurodegeneratives.'?

5.3 Sensors magnétics i gravitacionals

Els sensors gravitacionals i sensors magnétics permeten als organismes orientar-se en funcié del camp
gravitacional o del camp magnétic terrestre.

La caracteristica d’un sensor gravitacional és que sigui un compost dens, amb una massa molar gran,
com son el BaSO4 i CaS0Os. . En organismes marins quan es forma el biomineral I’augment de pes els
hi permet desplacar-se cap al fons on hi ha menys oxigen; aixo és util quan els persegueix algun
depredador que no pot arribar a zones on la concentraci6é d’oxigen sigui menor. Quan volen tornar cap
a la superficie o a menys fondaria, tan sols cal redissoldre el mineral.

El carbonat de calci com a sensor gravitacional també es troba en els peixos i en la oida interna en
humans. En la oida interna hi ha uns cristallets de CaCOs sobre una membrana, en contacte amb uns
filaments, que transmeten la informacio a les terminacions nervioses. Quan s’inclina el cap els cristallets
es desplacen lleugerament sobre la membrana provocant un cert plegament dels filament; el grau i
direccio del plegament aporta informacio sobre la inclinacié del cap, i el cos.

Un sensor magnétic és la magnetita, Fe;04, un 0xid doble de Fe i Fe'"', que és un imant i s’alinea amb
el camp magnétic terrestre. Els bacteris magnetotactics tenen cristalls de magnetita perfectament
alineats; quan es desplacen al mar poden anar en una direccié (zones pobres en oxigen) o 1’altre (més
superficials i més riques en oxigen) tan sols canviant la orientaci6 del seu imant intern.'>!* També s ha
trobat que hi ha magnetita a les dents del mol-lusc mari chiton.!® Les aus, les abelles, els cargols també
tenen la seva briiixola interna de magnetita que els hi permet orientar-se.'®!’

5.4 Altres biominerals

Carbonat de calci

El CaCOs a part de la seva funcido com a sensor gravitacional també té una funcio protectora en els
mol-luscs. Els mol-luscs tenen closques molt diferents els uns dels altres. Ja entre els cargols hi ha una
gran diversitat de formes, aixi com en els mol-luscs bivalves, com cloisses o musclos, entre d’altres. En
tots ells les closques estan formades per petits cristalls disposats ordenadament, amb organitzacions
diferents segons les especies. La formacio d’aquestes estructures ve regulada i controlada a nivell
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cel-lular. David Raup, un paleontoleg nord-america va dissenyar un model matematic per explicar la
formacio de les diferents formes de closques a partir d’'una mateixa base conica.

Silice
El SiO,-nH,0 es troba generalment en forma amorfa, i en la majoria dels caos es diposita sobre suports

que contenen polisacarids. Aix0 explica que es trobi en plantes, ja que son riques en aquests polimers.
Els grups -OH propers afavoreixen la precipitacio de la silice.

Per altra banda, aquest mineral forma una closca protectora en les algues diatomees. Quan aquestes
algues moren, les closques queden dipositades en els sediments.

Fosfats de calci

En els mamifers les estructures solides, ossos i dents, estan formades per “fosfat de calci”. La part
mineral dels o0ssos és essencialment hidroxiapatit Ca;o(OH)2(PO4)s mentre que en les dents, I’esmalt de
les dents, esta format per hidroxiapatit pero en la superficie és fonamentalment fluoroapatit
CaioF2(POs)s. La substitucio del grup OH™ per F~ dona al fluoroapatit una major resisténcia a la hidrolisi.
En la boca, les restes de menjar poden donar un cert pH acid a la saliva i a la cavitat bucal. El grup OH-
de I’hidroxiapatit és una base forta i es pot protonar facilment, afectant a I’estructura del biomineral. En
canvi si el mineral és fluoroapatit, el F~ que prové d’un acid feble té menys facilitat per protonar-se, i
paer tant aquest biomineral és menys sensible al medi acid.

La composicid de les dents de llet, o primeres dents €s diferent que les que es formen en segon lloc,
difereixen entre d’altres coses, en que tenen una capa més fina de biomineral.

La renovacié anual dels ossos és aproximadament del 5-10%. Per tant, els cations metal-lics no
essencials, si tenen afinitat pels fosfats, poden quedar retinguts en ossos i dents. En alguns casos pot
afectar a les propietats del biomineral.

Una de les caracteristiques de I’hidroxiapatit €s que és piezoelectric. Aixo vol dir que per efecte d’una
pressio externa es genera una certa separacio de carregues, que comporta una redistribucié de ions, un
flux de ions per reforgar momentani el mineral, mentre s’esta exercint la pressio.

La composicio dels ossos és aproximadament un 55% hidroxiapatit i de I’ordre d’un 30% fibres, com el
col-lagen i I’osteonectina. A més hi ha en menors quantitats, citrat, carbonats de calci i magnesi i silice.
Les fibres tenen diferents grups en els que pot comengar la nucleacio, com poden ser grups carboxilat
(-CO2") o be alcohols com al serina o treonina (-OH) (Figura 5.3). Els grups alcohol és on hi ha la
fosforilacié (si uneix el fosfat) mentre que en els grups carboxilat és on s’aproximen els cations Ca?".
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Figura 5.3 Esquema d’una fibra amb els punts on es pot iniciar la nucleacio i precipitacio.

En I’organisme hi ha dos tipus de cél-lules, els osteoblast, que regulen la formacio dels ossos, i els
osteoclasts que son els que controlen la seva redissolucié. Cal que la velocitat de formacio i redissolucio
es mantinguin equilibrades. Si la redissolucio és més rapida que la formacié és quan hi ha perdua de
massa ossia i dona lloc a la malaltia anomenada osteoporosi. Els farmacs que s’administren per evitar
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la redissolucid excessiva dels ossos son del tipus difosfonat (Figura 5.4). A través dels grups fosfat
s’ancora a I’os quedant en la part externa els grups R, que son apolars, de forma que protegeix
parcialment al mineral dels agents que el poden dissoldre.

Figura 5.4. Esquema de compostos difosfonat, emprats en el tractament de [’ osteoporosi.

Els cos huma té una gran capacitat per regenerar els ossos quan es trenquen, ara be, hi ha vegades que
cal utilitzar algun element extern, per fixar la part on hi ha la fractura o be s’ha d’implantar una protesi.
Cal que aquests materials externs siguin compatibles amb el medi biologic. Aquest tema és una linia de
recerca que va en augment. Es busquen materials que més que substituir I’os, estimulin la seva
regeneracio. Cal que sigui un material pords, ja que ha de permetre la incorporacio de les cél-lules i
molécules biologiques necessaries en la formacié de 1’0s. Actualment es treballa amb materials molt
diversos i ha portat al que es coneix com enginyeria del teixit ossi.'®
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6. PROTEINES DE TRANSPORT D’ELECTRONS

6.1 Breu introduccio al transport d’electrons en els sistemes biologics

En els éssers vius hi ha hi ha una série d’enzims que catalitzen reaccions de tipus redox, i que per tant,
requereixen electrons o be alliberen electrons. Cal un sistema per regular i facilitar aquest flux
d’electrons d’un punt a I’altre (Figura 61.1). En molts casos, la diferencia de potencial de reducci6 entre
dos centres actius enzimatics és gran. Per facilitar la transferéncia d’electrons entre els dos sistemes, és
millor si el procés es dona en etapes, cadascuna d’elles amb una diferencia de potencial petita. La barrera
energetica es va superant de forma escalonada (Figura 6.2) des dels sistemes amb un potencial de
reducci6 E..s menor fins als que tenen valors més positius.

AE° gran

enzim redox) » (enzim redox

transport d'electrons

AE®° petites

Figura 6.1 Intercanvi electronic entre enzims.

red — A

E<0 O

E>0

Y

Figura 6.2 Gradacio en el potencial de reduccio (Er.q) per afavorir el transport d’electrons.

Hi ha diferents sistemes que participen en el transport d’electrons:

- Molécules que tenen propietats redox. En aquest grup es troben els mono i dinucledtids (per ex.
NAD" o FAD) que tenen bases nitrogenades que presenten dues formes (oxidada i reduida, Figura 2.8).
també hi ha molécules tipus quinona que es poden reduir a catecols (Figura 6.3).

o] OH
2H /2¢
R, R, R4 R,
— .
—~————————
Ry R R, R,y
© OH

Figura 6.3 Reaccio redox de les quinones.

- Metal-loproteines. Hi ha tres families de metal-loproteines de transport d’electrons.

Proteines Fe-S, que en general tenen un £ < 0.
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Citocroms (Fe-hemo) amb un £ ~ 0, positiu o negatiu.
Proteines blaves de coure que tenen £ > 0.

Cal remarcar que les proteines de transport electrons unicament transporten electrons, ¢és a dir, que
canvia exclusivament 1’estat d’oxidacio del metall. Per tant I’entorn de coordinacié no es modifica, el
nombre de coordinacié (NC) es manté. En canvi, en els enzims redox, quan catalitzen una reaccid redox,
hi ha canvis en el nombre de coordinaci6 del metall, ja que hi ha interacci6 amb alguns dels reactius, i
també canvia el seu estat d’oxidacio. Per tant, la diferencia entre la proteina de transport d’electrons i
I’enzim redox és que en el primer cas no canvia el NC i en el segon si.

6.2 Proteines Fe-S

La familia de proteines Fe-S esta formada per proteines que contenen ferro i que presenten diferent
nuclearitat: poden contenir entre 1 i 4 ions metal-lics. Totes elles, independentment de nombre de Fe
que continguin, intercanvien un sol electr6. En aquestes proteines els dos estats d’oxidacid possibles son
Fe'li Fe'l

Aquestes proteines es caracteritzen per tenir un entorn tetraédric al voltant del ferro. Els lligands que es
coordinen al ferro son Cys-S™ i en els centres actius polinuclears hi ha també lligands S** actuant com a
lligands pont.

Aquestes proteines es classifiquen en funcié del nombre de centres metal-lics i el nombre de 1ligands
S*, que sovint s’anomena “S inorganic”. Aquest nom té el seu origen en que abans de disposar de
I’estructura cristal-lina es va observar que quan aquestes proteines es tractaven amb acid s’alliberava
H,S, el que indicava que hi havia part de sofre que no formava part de la proteina.

La familia de proteines Fe-S esta formada per proteines del tipus [nFe-mS] segons el nombre de Fe (n)
iel de S inorganic (m). Aixi tenim:

La rubredoxina: [1Fe-0S]. T¢ un sol ferro envoltat de 4 1ligands cisteina.

Les ferredoxines son centres actius polinuclears en els que hi ha sulfurs pont i lligands cisteina
completant la coordinaci6 tetra¢drica al voltant dels ions ferro. Dins d’aquesta grup tenim diferents
clusters: [2Fe-2S], [3Fe-4S] i [4Fe-4S].

Aquestes proteines modulen el seu £° de diferents formes:
- Amb el nombre de centres metal-lics.
- Amb els estats d’oxidaci6 dels ions Fe, variant la proporcio de Fe' i Fe'",
- Modificant algun lligand terminal.

Aquestes proteines son molt antigues a nivell evolutiu. Es van incorporar a les c¢l-lules abans de
I’aparicié de I’oxigen, quan I’atmosfera era reductora i rica en sulfurs.

L’estructura cristal-lina de la rubredoxina [Fe(Cys-S)4]™ es mostra en la Figura 6.4." Es pot veure
I’entorn tetra¢dric del Fe unit a 4 cisteines. Hi ha enllagos per pont d’hidrogen que estabilitzen
I’estructura terciaria.

Com el seu nom indica, aquesta proteina presenta un color vermell intens, tant en la forma oxidada com
reduida, degut a la transferéncia de carrega Cys-S™ > Fe™.

El seu potencial de reduccio és petit i negatiu (£° ~ —60 mV), el que indica que el pas entre la forma
oxidada i reduida és facil, i per tant no hi ha una forma que sigui molt més favorable que I’altra.
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Figura 6.4 Estructura de la rubredoxina i de [’entorn del ferro. Codi PDB: IBRF.

En la forma oxidada (Fe') presenta un senyal RSE a g >>2, el que indica que té una configuracid
electronica d’espin alt ( S = 5/2), com era de preveure en un entorn tetra¢dric en que el desdoblament
dels orbitals d degut als lligands és relativament petit. En la forma reduida no s’observa senyal RSE
degut a que I’espin és enter (S = 2).

La ferredoxina [2Fe-2S] té una formula [{Fe(S-Cys)2}2 (u-S)2]"". La seva estructura es presenta en la
Figura 6.5. Hi ha interaccié antiferromagnética (AF) entre els dos ions metal-lics propiciada per la
presencia de lligands pont.

CYS'S/,, S \\\S-Cys

/Fe\ Fe‘\
-
CyS-S S S—Cys

Figura 6.5 Estructura de la ferredoxina [2Fe-2S] i detall del centre actiu. Codi PDB: 1AWD.

El que cal saber ¢és quin estat d’oxidacié presenten els ions ferro en aquesta proteina. Sabent que
aquestes proteines intercanvien un sol electro, hi ha dues possibilitats, i com que hi ha una interaccio
AF entre els dos ions, es pot deduir I’estat fonamental d’espin esperat en cada cas. Aixi doncs, les dues
possibles parelles redox son:

a) Fe'-Fe / Fe'-Fe'!. La forma oxidada tindria St = 0 mentre que la forma reduida tindria St =
1/2.

b) Fe'l-Fe'/ Fe'-Fe''. En aquest cas la forma oxidada tindria St = 1/2 mentre que la reduida tindria
St=0.

L’espectroscopia RSE d’aquesta proteina aporta informacié valuosa ja que tan sols s’observa espectre
en la seva forma reduida i apareix un senyal a g ~ 2. Aixo indica que en la forma reduida I’espin total
és St = 1/2 i per tant es correspon amb 1’opcio a: forma oxidada Fe™-Fe'" i forma reduida Fe"-Fe'’.

51



La informacio6 sobre el centre actiu es completa amb 1’espectre Mossbauer, que en la forma oxidada
presenta un sol senyal (desdoblat degut al moment quadrupolar del nucli) mentre que en la forma reduida
presenta dos senyals. Aixd confirma que €s 1’opcio a i a més indica que en la forma reduida 1’electro
extra esta localitzat en un dels atoms de ferro, o sigui que €s un sistema de valéncia mixta localitzada.

El E° d’aquestes ferredoxines es troba entre —300 i 450 mV. Aquest potencial és més negatiu que el de
la rubredoxina, i indica que el Fe'! esta més estabilitzat que el Fe'', probablement degut a que la cavitat
té bastanta carrega negativa, ja que hi ha els dos S* a més de les Cys-S.

En la membrana mitocondrial hi ha una proteina similar, en el centre de Rieske, que té E° positiu, de
I’ordre dels +300 mV, el que indica que en aquest cas és més estable la forma reduida que 1’oxidada.
La diferencia entre aquesta proteina i la comentada anteriorment és en els lligands terminals que hi ha
en un dels ions ferro. En el centre de Rieske les dues cisteines d’un dels ferros s’han substituit per dues
histidines. Es a dir, que s’han substituit dos lligands anidnics (Cys-S°) per dos lligands neutres (N-His)
1 aquest canvi és el responsable del canvi de signe del £°.

En les ferredoxines [4Fe-4S] el centre actiu és un cub en el que els vértexs estan ocupats de forma
alternada per Fe i S, com es mostra en la Figura 6.6. Com en els altres casos, els ions ferro tenen un
NC= 4; tres posicions estan ocupades per lligands S*~ pont que formen part de ’estructura del cub i la
quarta posicio I’ocupa una cisteina, i &s per aquestes posicions que el cub esta ancorat a la proteina. Aixi
doncs la formula d’aquest centre actiu es pot escriure [{Fe(S-Cys)}4 (U-S)a]™.
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Figura 6.6 Centre actiu de les ferredoxines [4Fe-4S] i estructura d’una cadena de proteines d’aquesta
familia que té dos clusters de ferro. Codi PDB: 1FCA .
En el grup de les proteines [4Fe-4S], hi ha dos subgrups en funcid del seu potencial redox.

- Les de baix potencial (BP): presenten un £° negatiu al voltant de —300 i —450 mV. Només presenten
espectre RSE en la forma reduida, amb un senyal a g ~ 2.

- Les d’elevat potencial (EP): presenten E° positiu, al voltant de +350 mV. Presenten espectre RSE en
la forma oxidada també amb senyal a g ~ 2.

L’espectre Mossbauer dona en tots els casos un sol senyal desdoblat, en que varia molt lleugerament el
desdoblament quadrupolar i la posicio.

Pels dos tipus de proteines espot obtenir una altra forma redox, que no és la biologicament activa. Per
les de BP es pot obtenir una forma més oxidada que presenta espectre RSE, mentre que per les de AP
es pot obtenir una forma més reduida que presenta espectre RSE.
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A nivell estructural els dos subgrups son similars, és a dir que la diferencia en el signe del £° no depén
dels lligands terminals, com passa en el centre de Rieske, sin6 que en aquest cas la diferencia és deguda
als estats d’oxidaci6 dels ions ferro.

Tenint en compte que hi ha 4 ions ferro, amb acoblaments AF entre ells, segons si el nombre total
d’electrons és parell o senar, I’estat fonamental d’espin sera St = 0 (no donara senyal RSE) o St = 1/2
(si que donara senyal RSE). Hi ha cinc possibles espécies que formen quatre parelles redox, anant des
de I’espécie amb 4 Fe' fins a la que té 4 Fe'. D’aquestes cinc espécies tan sols dues poden presentar
espectre RSE (Figura 6.7). A partir de les dades espectroscopiques esmentades per cada tipus de
proteina, les de BP i les de AP, es pot deduir quina parella redox els hi correspon.

Les de BP presenten espectre RSE en la forma reduida, i en una forma “més oxidada” (que no es troba
a nivell biologic). Per tant la parella ha de ser 2 Fe'' 2 Fe'' / 1 Fe'' 3 Fe!'. Mentre que en les de AP és la
forma oxidada i una forma “més reduida” (que no es troba a nivell biologic) les que presenten espectre
RSE. Per tant la parella redox ha de ser 3Fe" 1Fe!' / 2 Fe'' 2 Fell,

aFe™|  3FeM1Fe"|  l2FeM2pe| |1 FeM 3 Fe!t 4 Fel!
ST=0 ST=1/2 ST=0 ST=1/2 ST=0
B —— P
EP BP

Figura 6.7 Possibles estats d’oxidacio pel cluster [4Fe-4S] i estat fonamental d’espin.

Per tant la forma més favorable és, en ambdds casos, la forma 2 Fe'- 2 Fe'. Com més elevat és 1’estat
d’oxidaci6 global del cluster més favorable és la reduccio, potencial més gran.

El fet de que en I’espectre Mdssbauer aparegui tan sols un senyal desdoblat, indica que tots els centres
metal-lics tenen el mateix estat d’oxidacié. Es a dir que, en aquesta familia de proteines, la valéncia
mixta esta deslocalitzada. L electro que guanya el claster va a parar a un orbital molecular en el que hi
contribueixen els quatre ions ferro. Aixo fa que hi hagi pocs canvis en les distancies d’enllag degut al
procés redox, fet que facilita el transport d’electrons.

En aquestes proteines es veu que partint d’una mateixa estructura, quan varia 1’estat d’oxidacio del
metall, es pot obtenir un sistema amb un potencial redox totalment diferent.

Finalment hi ha les ferredoxines [3Fe-4S], la formula del centre actiu es pot escriure com [{Fe(S-Cys)}3
(K-S)4]™. Aquesta proteina té una estructura curiosa, un cub que ha perdut un vertex. Abans de tenir
I’estructura cristal-lina es van fer molts elucubrades per intentar explicar les dades espectroscopiques.
Quan es va resoldre 1’estructura cristal-lina d’un enzim anomenat aconitasa, que tenia en el centre actiu
un cub en el que hi faltava un vértex, es va suposar que aquestes ferredoxines podien tenir aquesta
mateixa estructura, ja que explicava perfectament les dades experimentals espectroscopiques. Més tard
s’ha pogut confirmar que realment és aixi. En la Figura 6.8 es mostra I’esquema d’aquest cluster, aixi
com una proteina que conté dos clusters, un [4Fe-4S] i un [3Fe-4S].

La informacio6 espectroscopica sobre aquesta proteina és:
- Tan sols presenta espectre RSE quan esta en la forma oxidada.

- L’espectroscopia Mossbauer de la proteina en la seva forma reduida presenta 2 senyals (desdoblats
degut al moment quadrupolar del nucli), un d’ells corresponent a Fe''i I’altra més intens, en una posicio
intermédia entre la tipica de Fe' i de Fe'". En la forma oxidada tan sols apareix un senyal (desdoblat)

tipic de Fe'll,
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Figura 6.8 Centre actiu de les ferredoxines [3Fe-4S] i estructura d’una proteina que conté dos
clusters Fe-S diferents. Codi PDB: 2VKR.

Per aquest sistema amb 3 ions ferro, els possibles estats d’oxidacio son:

3Fe: donaria espectre RSE, ja que té un nombre senar d’electrons i un sol senyal Mossbauer desdoblat
per efecte del moment quadrupolar del nucli.

2Fe'-1Fe'": en aquest cas no donaria espectre RSE ja que el nombre total d’electrons es parell i en haver-
hi interaccions AF no quedarien electrons desaparellats. En haver-hi dos estats d’oxidacid, tenim un
sistema de valéncia mixta i per tant es pot esperar que presenti dos senyals Mdossbauer, si la valéncia
esta localitzada, o un de sol si esta deslocalitzada.

1Fe-2Fe!": donaria espectre RSE ja que té un nombre senar d’electrons. Igual que abans podria
presentar un o dos senyals Mdssbauer depenent de si hi ha localitzaci6 o deslocalitzacio de la valéncia
mixta.

3Fe': en aquest cas no s’observaria espectre RSE ja que hi ha un nombre parell d’electrons. En I’espectre
Maossbauer s’esperaria un sol senyal.

A partir d’aquestes dades es pot concloure que la forma oxidada és 3Fe™ i la forma reduida 2Fe™-1Fe".
Ara be, en la forma reduida un dels ions ferro és Fe'' mentre que els ions de la base del cub escapgat
tenen un estat d’oxidacié de +2,5. Esa dir que I’electré que s’intercanvia prové o va a parar a un orbital

molecular que conté el cor [Fea(u-S)2].

El potencial redox d’aquest cluster és negatiu, el que indica que esta més estabilitzada la forma oxidada,
probablement degut a que la cavitat és rica en grups carregats negativament, com els S*" i les Cys-S".

6.3 Citocroms

Els citocroms és una gran familia de proteines de transport d’electrons que també tenen ferro en el centre
actiu, pero en aquest cas és un sistema mononuclear que es caracteritza pel lligand al que esta coordinat
el ferro, que és del tipus porfirina. O sigui que la base d’aquetes proteines ¢€s el grup Fe-hemo. Les
posicions axials estan ocupades per aminoacids de la cadena de proteina. La coordinacid del ferro en
aquestes proteines €s sempre octaedrica, NC = 6. No s’ha de confondre amb un enzim que s’anomena
citocrom Psso que t€ NC = 5.

Parlem d’una familia de proteines tipus citocrom ja que en canviar els lligands axials canvia el seu
potencial redox. Tamb¢ 1’anell porfirinic pot presentar algunes variacions en els substituents i podem
trobar anells tipus a, b i ¢ (Figura 6.9). En el cas del grup hemo ¢ 1’anell esta ancorat a la proteina a
través de dos lligands cisteina. En la resta de casos el centre actiu queda enllagat a la proteina tan sols
pels lligands que hi ha en les posicions axials.
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Figura 6.9 Diferencies entre els grups hemo a, b i c, segons els substituents que hi ha en [’anell.

El nom que es dona a cada una d’aquestes proteines pot fer referencia al tipus d’anell, a, b, c i/o a la
longitud d’ona on apareix el maxim d’absorci6 de la banda o en I’espectre visible, quan el sistema es
troba en la forma reduida. Aixi, per exemple, cit. bse> significa que hi ha un grup Fe-hemo amb un anell
tipus b i que la seva banda o quan esta en forma de Fe!! apareix a 562 nm.

En aquest cas en el que tan sols hi ha un centre metal-lic el transport d’electrons ens dona una forma
i una reduida Fe", i el potencial de reduccié E° ve modulat pel tipus d’anell (a, b o ¢) i els
lligands en axial.

oxidada Fe

En la Figura 6.10 es pot veure I’entorn del ferro en un citocrom bs, en que I’entorn octaédric del ferro
es completa amb dos lligands histidina.

Figura 6.10 Centre actiu del citocrom bs de mosca. Codi PDB: 2IBJ.

En la Figura 6.11 es pot veure I’entorn d’un citocrom c. En aquest cas 1’entorn octaedric del ferro es
completa amb una histidina (N-His) i una metionina (S-Met).
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Figura 6.11 Estructura del centre actiu d’un citocrom ¢ huma. Codi PDB: SEXQ

Els citocroms de tipus b, amb 2 Iligands histidina en axil-la (N-His) tenen valors de E° petits i al voltant
de zero, ~+ 20 mV. Aixo indica que aquesta cavitat estabilitza gairebé per igual al Fe!' i al Fe'.

En canvi, els citocroms tipus ¢ que t€ una posicié ocupada per N-His i I’altre per S-Met tenen potencials
positius i més grans (E° ~+280 mV). En aquest cas la forma reduida esta més estabilitzada que la forma
oxidada. A I’igual que en els citocroms b hi ha dos lligands neutres en axial, i en una de les posicions
és el mateix. El que canvia és 1’altra posicid axial: pel citocrom b és un lligand N-donador i en el
citocrom c és un lligand S-donador. En ser el S un atom més voluminds que el N, té un caracter de base
tova més marcat que el N. En quant al caracter acid del Fe és més tou que el del Fe'" fet que pot explicar
el diferent valor de potencial entre aquests dos citocroms.

La configuraci6 electronica del ferro en aquests sistemes €s de spin baix, per tant només presentara
espectre RSE en la forma oxidada (S = 1/2). El seu espectre visible presenta les tres bandes
caracteristiques (Figura 3.7) degudes a les transicions 1= n". Hi ha lleugers desplagaments de les bandes
degut al tipus d’anell i als 1ligands en axial. En linies generals podem dir que la banda o apareix entre
580-590 nm pels cit. a, a 550-560 nm pels cit. b i entre 548-552 nm pels cit. c.

6.4 Proteines blaves de coure

Les proteines blaves de coure formen una altra familia de proteines de transport d’electrons. Com el seu
nom indica tenen una coloraci6 blava intensa, caracteristica de compostos amb banda de transferéncia
de carrega lligand-S > Cu*'. Hi ha tres proteines que formen part d’aquesta familia: la plastocianina,
que participa en el procés de la fotosintesi, en plantes, I’azurina que també transporta electrons en els
bacteris fotosintetics, i I’estellacianina que es troba en plantes.

Totes aquestes proteines tenen un centre actiu mononuclear, amb un 16 coure que pot presentar nombre
de coordinacié 4 o 5. Al menys un dels lligands és cisteina. El centre actiu es pot escriure com [Cu(N-
His)»(S-Cys)Ly] el que varia entre elles és el lligand o lligands L.

En la forma oxidada (Cu*") presenten espectre RSE amb senyals a g~2, i una banda intensa en el visible
amb un maxim en la regié de 600-680 nm. En la forma reduida (Cu*) no hi ha electrons desaparellats, i
per tant no donen senyal RSE i com que és un i6 d'° no presenten espectre visible.

En la Figura 6.12 es presenta 1’estructura de la plastocianina i I’entorn del coure.
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Figura 6.12 Estructura de la plastocianina i de [’entorn del coure. Codi PDB: 4R00.

En la plastocianina el centre actiu és [Cu(N-His)»(S-Cys)(S-Met] per tant, I’entorn del coure és CuN,S..
En el cas de I’azurina té els mateixos lligands que la plastocianina i a més té coordinat un grup carbonil
de la proteina, per tant ’entorn del coure en aquest cas és CuN,>S;0. I per ultim I’estellacianina té un
centre actiu [Cu(N-His)>(S-Cys)(Gln)] sent Gln = glutamina, el grup -CO-NH; que pot estar unit al
coure per O o per N. Per tant en aquest cas 1’entorn del coure és CuN>SX (X =0 o N).

Aquestes tres proteines tenen E° positiu, el que indica que és més favorable la forma reduida que
I’oxidada i varia segons I’entorn: plastocianina (~350 mV) > azurina (~250 mV) > estellacianina (~190
mV). Un entorn ric en lligands tous, com els lligands S-donadors estabilitza millor el Cu* que al Cu?".
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7. PROTEINES DE TRANSPORT D’OXIGEN

7.1 Introduccio: efecte de la preséncia d’oxigen en la vida

Quan va comengar a apareixer 1’oxigen en el medi els organismes van adaptar-se a la presencia d’aquest
agent oxidant. Per una banda van desenvolupar un sistema de defensa, i per altra banda van aprofitar els
avantatges que aportava aquest agent oxidant.

La utilitzacio de 1’oxigen com agent oxidant va comportar 1’aparicié d’enzims de tipus redox, com son
les oxidases i oxigenases. Ara be, aix0 va comportar la formacio de subproductes (H.O,, O,", ‘OH) i
com a conseqiiéncia van aparéixer nous enzims, en aquest cas, de defensa contra aquestes especies. Els
enzims de defensa dels que es parlara en capitols posteriors son:

- La superoxido dismutasa (SOD) que catalitza la desproporcié de I’ani6 superoxid (O2).
- La catalasa que és la responsable de la desproporcio6 del peroxid d’hidrogen (H205)

- La peroxidasa que utilitza el H,O, com agent oxidant.

- La glutati6 peroxidasa responsable de la destrucci6 dels radicals hidroxil (-OH).

En I’escala evolutiva, les cél-lules, un cop desenvolupat el sistema per utilitzar I’oxigen van
desenvolupar un sistema per transportar-lo i fer mes eficient la seva utilitzacio.

La molecula d’oxigen és poc soluble en aigua, per tant cal algun sistema que el pugui “solubilitzar”, és
a dir, que permeti tenir-lo en solucid. Per tant cal una proteina que el pugui transportar en solucio. Les
condicions que ha de complir aquesta proteina son:

- Ha de poder unir i alliberar la molécula d’oxigen molt facilment, per poder-ne disposar rapidament
quan calgui.

- Ha de ser una metal-loproteina que tingui una posicio vacant on poder coordinar al O,.
Aquestes metal-loproteines son les que es mostren a la taula 7.1. S’indica també el color que presenta

la proteina abans de coordinar I’oxigen (forma deoxi) i després de coordinar-lo (forma oxi).

Taula 7.1 Proteines de transport d’oxigen i canvi de color observat pel fet de coordinar la molecula

d’oxigen.
Hemoglobina (Hb) Hemeritrina (Hr) Hemocianina (Hc)
Hb + O, = HbO, Hr + O, 2 HrO, Hc + O, 2 HcO>
Porpra = vermell Incolor = bordeus Incolor = blau

Aquestes tres proteines tenen com a prefix el terme hemo o heme, el que podria fer pensar en la presencia
del lligand porfirinic. Ara be, tan sols I’hemoglobina presenta color en les dues formes (deoxi i oxi), fet
que ens indica que aquesta proteina té el grup Fe-hemo. Les altres dues, que en la forma deoxi no tenen
color, per tant no poden tenir el lligand porfirinic, que ell sol ja presenta coloracio.

7.1 Hemoglobina i mioglobina

L’hemoglobina és la proteina que transporta 1’oxigen en la majoria d’éssers vius. Com ja s’ha dit el seu
centre actiu és del tipus Fe-hemo i 1’oxigen es coordina al ferro.

Al respirar inspirem O, que passa dels capil-lars pulmonars als capil-lars sanguinis on es coordina al
Fe-Hemo. En les arteries la pressio d’oxigen és alta i per tant tenim la forma HbO,. En canvi en les
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venes la Po> €s baixa, i per tant la forma predominant és la Hb. Ara be, en les venes predomina el CO»,
la Pcoz és altai s’enllaga a la proteina, a través d’un grup -NHo per ser alliberat als pulmons. La molécula
de CO; no es transporta coordinada al ferro siné enllagada a la cadena proteica.

La solubilitat del O»(g) en presencia de ’hemoglobina és unes 50 vegades més gran que sense aquesta
proteina de transport: ~5 mL O,/L sang sense Hb i ~250 mL O»/L en presencia de Hb.

Hi ha dos proteines que tenen el mateix centre actiu i coordinen la molécula d’oxigen:
- Hemoglobina (Hb), que transporta 1’O», té 4 subunitats.
- Mioglobina (Mb) que emmagatzema I’O; consta d’una sola subunitat.

En la Figura 7.1 es mostra I’estructura de la mioglobina, i el centre actiu Fe-hemo. Com es pot veure en
la Figura el ferro té coordinat un lligand histidina en una de les posicions axials. L’ altra posicio esta
buida, pel que el NC = 5. Ara be, proper al ferro per la banda que té la posici6 vacant hi ha un altre grup
histidina, la histidina distal, que com es veura després també té importancia.

Figura 7.1 Estructura de la mioglobina i entorn del centre metal-lic. Codi PDB: IMBD.

Tant en la Mb com en la Hb el centre metal-lic és Fe'' d’espin alt amb un NC = 5 i no presenta espectre
RSE (S = 2), pero el sistema és paramagnétic, ja que té 4 electrons desaparellats. El radi del Fe!' és més
gran que la mida de la cavitat pel que queda lleugerament fora del pla.

Quan coordinen 1’oxigen, MbO, i HbOs, el ferro passa de NC =5 a tenir un entorn octa¢dric (NC = 6) i
el sistema és diamagneétic. La coordinacié de la molécula d’oxigen comporta un canvi en el camp
cristal-1i creat pels lligands, el desdoblament del camp cristal-1i es fa més gran, el que comporta un canvi
en la configuracio electronica del ferro passant d’espin alt a espin baix.

La resolucid estructural d’aquestes proteines oxigenades ha permés veure com es coordina la molecula
d’oxigen (Figura 7.2). Es coordina per un sol atom d’oxigen i I’altre atom d’oxigen interacciona a través
d’enllag per pont d’hidrogen amb la histidina distal. Cal recordar que la histidina, té un enllag H-N en
I’anell (Figura 2.3) que és la posicio per la que es pot donar aquesta interaccio.

La molécula d’oxigen un cop coordinada al ferro forma un angle Fe-O-O menor de 180°. En la molécula
de O cada oxigen té una geometria electronica plana trigonal, (dos parells d’electrons solitaris + un
enlla¢ o). Per tant I’angle esperat en coordinar-se per un dels parells d’electrons solitaris seria ~120°.
Experimentalment el que s’ha trobat és que per la MbO; I’angle és de 115° mentre que per HbO,, que
té quatre subunitats, dos tipus a i dos tipus P. presenta angles de 153° 1 159° respectivament.
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Figura 7.2 Canvis provocats per la coordinacio de la molecula d’oxigen al grup Fe-hemo. En blau es
mostra la histidina distal.

Com ja s’ha dit, en coordinar-se I’oxigen hi ha un canvi en la configuracié electronica. Aquest és 1I’tinic
canvi que hi ha? Pot haver-hi un canvi en I’estat d’oxidacid? T¢ sentit plantejar-se aquesta qiiestio? La
resposta és que si que té sentit la pregunta. El potencial de reduccié del ferro quan esta coordinat a
’hemoglobina és E°(HbFe*/HbFe?*) = 0,17 V. Es un valor de potencial petit. Tenint en compte que el
E°( O2/H20) = 0,82 Vi el E°(02/H20,) = 0,27 V es podria esperar que 1’oxigen oxidi el Fe' a Fe'

Estudis amb compostos model indicaven que els compostos de Fe'" amb lligand porfirinic, en presencia
d’oxigen, tendeixen a oxidar-se i a dimeritzar, actuant el grup “O,” com a lligand pont entre dos
molécules. A partir d’aquests estudis es va veure que I’estructura terciaria de la proteina juga un paper
clau, creant una cavitat protectora al voltant del centre actiu, de forma que evita la dimeritzacio i
1’oxidacio del centre metal-lic.

Del resultat dels diferents analisis espectroscopiques es proposa que en la forma MbO, i HbO», hi ha
una situacio intermédia, entre Fe'-O, i Fe-O,". La proteina protegeix al Fe'' de I’oxidacio i
polimeritzacio, pero com que la molécula de O, és un lligand n-acid pot haver-hi una certa retrodonacio
de densitat electronica per part del Fe' cap al * del lligand. Aixo és possible gracies a que hi ha un cert
solapament entre orbitals d del Fe i el n* del O, (Figura 7.3). L’espectroscopia vibracional per la HbO,
dona una O-0) = 1107 cm™', valor proper al de ’ani6 superoxid.

o2
dFe

Figura 7.3 Via de solapament tipus r que propicia la transferéncia electronica, via retrodonacio, del

Fe' al O..

Des del punt de vista del centre actiu i la coordinaci6é de la molécula de O, el comportament de la Mb i
Hb és igual. Ara be, hi ha una diferencia substancial entre aquests dues proteines. La Mb consta d’una
sola subunitat mentre que la Hb consta de 4 subunitats.

En passar de la forma deoxi (Mb, Hb) a la forma oxi (MbO», HbO) es passa d’una geometria de piramide
de base quadrada (pbq) a una geometria octaédrica (Oh). En la geometria de pbq la configuracio
electronica és d’espin alt, és a dir que els orbitals d x>-y? i el z%, que estan en les direccions d’enllag amb
els lligands, estan semi-ocupats. En canvi en la geometria Oh, amb una configuracio electronica d’espin
baix, aquests orbitals estan desocupats (Figura 7.4). Aixd comporta una disminuci6 del radi del Fe! i
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que la seva mida sigui similar a la de la cavitat, quedant gaireb¢ ubicat al pla de 1’anell porfirinic (Figura
7.2).

xz_I-yz Xz__yz_z
i

N4 N NN
Xz yZ Xz Yz

Xy

Figura 7.4 Canvi en la configuracio electronica en passar d’'una geometria de piramide de base
quadrada a una geometria octaédrica.

Tenint en compte que el Fe! té coordinada en una de les posicions axials un lligand N-His que forma
part de la proteina, el canvi de radi de I’i6 metal-lic provoca un cert “moviment” en la cadena de proteina
a la que esta unit. En el cas de la Mb, que té una sola subunitat, aixo no té massa importancia, ara be, en
el cas de I’hemoglobina és un factor rellevant.

Efecte cooperatiu

Les quatre subunitats de 1’hemoglobina (a2f2) estan interaccionant entre si, a traves de forces
electrostatiques i enllacos per pont d’hidrogen. Per altra banda, en la cavitat central creada per les quatre
subunitats, quan la proteina esta en la forma deoxi (Hb) s’hi col-loca 1’ani¢ difosfodglicerat (DFG)
(Figura 7.5) que també esta interaccionat amb les quatre subunitats de la Hb.

Figura 7.5 Les quatre subunitats de |’hemoglobina formen una cavitat on s 'ubica [’anio
difosfoglicerat.

En la Figura 7.6 es mostren els aminoacids que hi ha al voltant de I’anié DFG, amb els que pot formar
enllacos per pont d’hidrogen. En el fetus, hi ha un dels aminoacids en la cavitat que és diferent: en
comptes d’una de les histidines protonades (His-NH") hi ha una serina Ser-OH. Aquesta diferencia
comporta que en el fetus la interaccido Hb-DFG sigui menor que en la mare, ja que hi ha menys atraccions
electrostatiques.
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Figura 7.6 Entorn de I’anio difosfoglicerat en la cavitat creada per les 4 subunitats que formen
[’hemoglobina.

La coordinacié d’una molecula d’oxigen en una de les subunitats comporta el “moviment” de la cadena
que penja en la posici6 axial, aix0 comporta un cert moviment en les altres subunitats i provoca que es
perdi la interaccié amb el DFG.

Hb---DFG + O, S HbO, + DFG

La transferéncia de 1’oxigen de la mare al fetus és deguda a que la interaccio Hb---DFG és més feble en
el fetus, 1 per tant és més favorable la coordinacié de 1’oxigen (Figura 7.7).

TN
DFG Hb-0; £  Hb-DFG
DFG---Hbl ¢ Hb-0, DFG
Mare Fetus

Figura 7.7 Transferéncia de ’oxigen de la mare al fetus.

L’afinitat de ’hemoglobina per coordinar I’oxigen també depén del pH. En la subunitat § hi ha una
interaccio electrostatica His-NH'---"OOC— que es trenca quan es coordina 1’oxigen i comporta el
desprotonament de la histidina:

(Hb) His-NH"---"00C— + 0, & (HbO,) His-N + H'

Per tant, quan el medi s’acidifica (per exemple en fer exercici fisic) la histidina es protona i s’estableix
la interacci6 His-NH'---"OOC—, aix0 provoca un cert desplagament de la cadena de proteina i
s’afavoreix la descoordinacio de la molécula d’oxigen. Per tant, el medi acid afavoreix la mobilitzacid
de I’oxigen, la seva disponibilitat en altres processos.

El fet de que la Mb tingui tan sols una subunitat mentre que la Hb en tingui quatre afecta al grau de
saturacio d’oxigen que presenten. En la Figura 7.8 es mostra el diferent comportament d’aquestes dues
proteines en funcid de la pressio d’oxigen. La forma de la grafica és diferent, per la Mb té forma
hiperbolica mentre que per la Hb la forma és sigmoidal. Aquesta diferencia és deguda a I’efecte
cooperatiu que hi ha, en el cas de la Hb, entre les quatre subunitats.

El grau de saturacio de la proteina es defineix com 6 que és la relacid que hi ha entre els llocs ocupats
respecte als totals disponibles (6= llocs ocupats/llocs totals).
En el cas de la Mb: la reaccid de saturacio de la proteina Mb+ O, S MbO> té una constant d’equilibri

_ [MbO,]
Keq = [Mb]Po,

i per una determinada pressio d’oxigen les concentracions seran:
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[Mb] = (1-6) i[MbO,] = € per tant, substituint en I’expressio anterior queda: K, = ﬁ
- 02

Ara be, en el cas de I’hemoglobina, la coordinacié de la primera molécula d’oxigen comporta un cert
desplacament de la cadena de proteina que esta unida en la posicio axial, i com que les subunitats estan
interaccionant entre elles, hi ha un cert desplacament que afavoreix I’entrada d’una segona molécula
d’oxigen. El mateix passa amb les segiients subunitats. Aixo és el que s’anomena efecte cooperatiu. |
en aquest cas la constant d’equilibri és:

_ [HbO,]
Keq = [Hb]PE,

en que n ¢€s el coeficient de Hill.

El coeficient de Hill dona informacio sobre el grau de cooperativitat que presenta la proteina. En el cas
de la mioglobina » = 1. Quan n > 1 indica que hi ha efecte cooperatiu. En el cas de ’hemoglobina n =
2.8.
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Figura 7.8 Simulacio del grau de saturacio de les proteines (Mb i Hb) en funcio de la pressio
d’oxigen. La corba per Mb és hiperbolica i per la Hb sigmoidal. Efecte del pH en la saturacio
d’oxigen per part de I’hemoglobina.

Com es pot veure en la Figura 7.8 quan el pH disminueix, la Hb esta menys saturada d’oxigen, que és
el que s’havia comentat abans, I’oxigen s’allibera més facilment. També s’ha observat que el grau de
saturacio disminueix quan augmenta la temperatura. Quan es té febre, 1’oxigen queda menys retingut
per I’hemoglobina i per tant esta més disponible per utilitzar-lo en el sistema de defensa cel-lular.

Comparant les corbes de saturaciéo de Hb i Mb es veu que la Mb encara que la pressio d’oxigen sigui
baixa se satura rapidament (ja que tan sols té un lloc per ocupar). En canvi la Hb requereix més quantitat
d’oxigen per arribar a saturacio. En els pulmons, la quantitat d’oxigen ¢€s alta, les dues proteines
presenten un grau de saturacio similar. En canvi en el teixit muscular la quantitat d’oxigen és menor, i
per tant t¢ més afinitat per I’oxigen la Mb que la Hb i aixo afavoreix la transferéncia d’oxigen d’una
proteina a I’altra. La Hb transporta 1’oxigen mentre que la Mb I’emmagatzema.

A Po; baixa: HbO; + Mb = Hb + MbO..

Per ultim cal remarcar que la molécula d’oxigen O, és un lligands m-acid i que per tant pot ser substituida
per altres lligands del mateix tipus, com per exemple el CO o el CN™. La inhalacié de CO(g) o HCN(g)
és altament toxica ja que poden coordinar-se al Fe'' en ’hemoglobina.
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Com a curiositat, el canvi de lligand comporta un cert canvi en 1’espectre visible del compost format.
Aix0 es posa de manifest en la coloracio de la pell quan hi ha una intoxicacié amb aquests compostos.
Una mala combustio del carbé comporta la formaciéo de CO(g) que en formar Hb(CO) dona una
coloracié més rosada a la pell, mentre que si el que es coordina és I’anié CN™ la tonalitat de la pell és
més blavosa.

La histidina distal, que hem comentat que esta propera al centre actiu perd no coordinada al ferro, té un
paper clau en la proteccidé contra aquestes espécies. Tant el CO com el CN™ tenen un sol parell
d’electrons solitaris sobre el carboni, per tant el mode de coordinacié més favorable seria en una
disposicio lineal Fe-C-O. En aquesta disposicio el CO presenta un enllag amb el grup Fe-hemo (no en
I’entorn de la proteina) de I’ordre de 25.000 vegades més fort que el O,. Ara be, quan interacciona amb
el mateix centre actiu perd que forma part de la proteina, la preséncia de la histidina distal modifica la
seva disposicio, degut a la formaci6 d’un enllag per pont d’hidrogen i I’enllag Fe-CO és molt més feble.
Tot i aixi, segueix sent més unes 200 vegades més fort que I’enllag amb 1’oxigen (Figura 7.9).
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Figura 7.9 Paper de la histidina distal en la coordinacio de lligands similars a I’oxigen.

7.2 Hemeritrina (Hr)

La proteina responsable del transport d’oxigen en els invertebrats marins s’anomena hemeritrina. El seu
centre actiu esta format per un sistema dinuclear de ferro. La forma deoxi, Hr, té dos lligands carboxilat
pont (Asp-CO, i Glu-CO»") i un grup OH™ pont. Un dels ions ferro t¢ NC = 5 i I’altre NC = 6. Tant un
com |’altre completen la coordinacié amb lligands N-His.

Aquesta proteina pot tenir diferent nombre de subunitats, segons en quina especie es trobi: 1, 3 o 8
subunitats. En la Figura 7.10 es presenta 1’estructura d’una subunitat d’hemeritrina en la forma deoxi
(Hr) i el centre actiu d’una altra hemeritrina en les dues formes, Hr (deoxi) i HrO, (oxi).

La forma Hr no té color, per tant no hi ha lligands que puguin donar bandes de transferéncia de carrega.
Presenta acoblament antiferromagnétic (AF) feble, el que indica que la configuracié electronica del ferro
és Fel' d’espin alt. El valor de ymT a temperatura ambient indica que son ions Fe''. Si fossin d’espin baix
no serien paramagnetics ja que cada ferro tindria tots els electrons aparellats (S = 0).

La forma HrO, presenta color intens, el que indica que quan es coordina 1’oxigen hi ha una banda de
transferencia de carrega lligand—> metall.

En passar de Hr a HrO; hi ha canvis en I’espectre Mdssbauer: tant el desplagament isoméric () com el
desdoblament quadrupolar (AEq) disminueixen. Aixo suggereix un canvi en 1’estat d’oxidacid dels ions
ferro.
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Figura 7.10 Estructura d’una subunitat d’hemeritrina (Hr). Codi PDB: 4XPX. Estructura del centre

actiu d’una hemeritrina en la forma Hr i HrO,. Codis PDB: 1HMD i IHMO.

En passar de Hr a HrO, I’acoblament AF s’intensifica. Aixo6 indica un canvi en els lligands pont (pas de
OH™ a O%) i també suggereix un canvi en ’estat d’oxidacié dels ions ferro, de Fe'' a Fe

fan disminuir la distancia Fe---Fe, fet que afavoreix la interaccioé AF.

L’espectroscoOpia vibracional dona una freqiiéncia de vibracio 0-0)~850 cm ™!, que és un valor proper

al corresponent a un ani6 peroxo (02%).

Per tant, en base a aquestes dades espectroscopiques es proposa el mecanisme que es mostra en la Figura
7.11. L’oxigen es coordina al Fe'' que té una posicié vacant (NC = 5), de forma monodentada. L atom
d’oxigen no coordinat forma un enllag per pont d’hidrogen amb el grup OH pont i aixo porta a una
redistribucio electronica: els dos ions Fe'' s’oxiden i el O, passa a I’ani6é peroxid HO, ™ protonant-se o
compartint el H amb el oxo pont.

Per tant, en I’hemeritrina quan transporta 1’oxigen hi ha una redistribucié d’electrons, a nivell intern en
el conjunt del complex. No es guanyen ni perden electrons, tan sols es redistribueixen entre el centre

T ambdos fets

metal-lic i el O,. Quan s’ha d’alliberar 1’oxigen torna ha haver-hi reordenament electronic.

—_—

espin alt

HO, monodentat

Figura 7.11 Mecanisme proposat per [’hemeritrina en el transport d’oxigen.

Quan hi ha més d’una subunitat, hi ha efecte cooperatiu, a I’igual que passa en I’hemoglobina. El valor

del coeficient Hill (), que ens indica el grau de cooperativitat depen de dos factors:

- El nombre de subunitats: com més n’hi hagi més gran sera I’efecte cooperatiu.

- Els canvis estructurals: com més grans siguin els canvis en I’entorn dels ions ferro, que son els que
estan units a la proteina, més afectara la coordinacio de I’oxigen a les altres subunitats, i per tant més

gran sera 1’efecte cooperatiu.

65




En I’hemeritrina, el canvi de radi dels ions ferro en oxidar-se i el canvi en el pont, fa que s’apropin els
dos ions, arrossegant la cadena de proteina en el seu moviment. Ara be, el canvi no és molt marcat pel
que I’efecte cooperatiu és relativament petit i depén molt del nombre de subunitats, » = 1,1—2,1.

7.3 Hemocianina (Hc)

L’hemocianina és la proteina que transporta oxigen en mol-luscs i artropodes. Aquesta proteina es
caracteritza per tenir moltes subunitats. En artropodes pot tenir entre 6—45 subunitats mentre que en
mol-luscs el rang és de 10—20 subunitats. Per tant ja es pot suposar que I’efecte cooperatiu en el transport
d’oxigen sera important.

El centre actiu d’aquesta proteina conté dos ions coure que tenen com a lligands terminals tres histidines.
(Figura 7.12). La forma deoxi (Hc) és incolora i diamagnética, i aixo correspon a un centre dinuclear de
Cul.

La forma oxi, HcO», té un color blau intens, amb una banda a 345 nm amb un coeficient d’extincid
elevat, que correspon a una banda de transferéncia de carrega lligand—> metall. Per tant indica que al
menys un dels ions metal-lics té un orbital d parcialment ocupat, o sigui que s’ha oxidat a Cu'’,

En la forma HcO» no presenta RSE i les seves propietats magnétiques indiquen un fort acoblament AF.
Aix¢ indica que els dos ions coure s’han oxidat a Cu' i degut a I’acoblament AF no s’observa RSE.

Si el sistema Cu!:--Cu! ha passat a Cu'--Cu'! els dos electrons que es perden passen a la molécula
d’oxigen i forma I’ani6 peroxid. L’espectroscopia vibracional confirma aquest fet, ja que la O-0) ~
750 cm™. Es a dir que a I’igual que passa en I’hemeritrina, hi ha una redistribuci6 electronica interna
durant el transport de 1’oxigen.

El fet de que en la forma HcO> hi hagi un fort acoblament AF indica que I’anio peroxid actua de 1ligand
pont. Fins que no es va tenir 1’estructura cristal-lina de la HcO; es van estar fent estudis i comparacio
amb compostos model per tal d’esbrinar com es coordinava aquest i6 peroxid, ja que hi ha diverses
possibilitats. Ara se sap que es coordina pels dos oxigens i cada oxigen als dos ions Cu'.

Per tant, en la forma Hc els ions Cu' tenen un NC = 3 i no ho ha cap lligand pont; en la forma HcO, els
ions Cu" presenten NC = 5, i el lligand pont és el grup O,

—
H203.

Figura 7.12 Centre actiu de la HcO,. Codi PDB: 4yD?9.

Aixi doncs, el mecanisme que es planteja pel transport d’oxigen amb la hemocianina és el que es mostra
en la Figura 7.13. Hi ha dos factors que afecten significativament a la distancia Cu---Cu: per una banda
el canvi d’estat d’oxidacio (el radi: Cu' > Cu") i per altra i molt més important, I’abséncia o preséncia
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de lligand pont. La coordinaci6 del grup peroxo com a lligand pont bis bidentat obliga a un apropament
important dels dos ions metal-lics.

0,
N-His
| Ty N-His ) His-N N-His
| / ekl N-His \
Cu ! - : I e
HiS-N/ | G “\N—His Cul--7°n (ﬁ # H’Ls»N/CU\é)/C —N-His
i | His-N Cu / .
N-His N-His 0 | N-His wr N-His
N-His N-His ls_
~4,6 A STy S
He HcO,

Figura 7.13 Mecanisme del transport d’oxigen amb [’hemocianina.

Per tant, en aquestes proteines 1’efecte cooperatiu és molt important ja que el canvi en la distancia
Cu---Cu que es produeix en oxigenar-se I’hemocianina, provoca un desplagament significatiu de la
cadena proteica a la que estan units els ions metal-lics. A aixo s’hi suma el fet de que hi ha un nombre
elevat de subunitats, per tant, ’efecte cooperatiu en el transport d’oxigen és gran i es poden arribar a
trobar valors de n ~9.

7.4 Comparativa entre els diferents sistemes de transport d’oxigen

Els tres tipus de proteines de transport d’oxigen tenen algunes caracteristiques en comu i altres que les
diferencia. En la taula 7.2 es presenta un resum comparant aquests tres sistemes, posant I’émfasi en el
tipus de lligands, en el metall i en la forma en que es redistribueix la densitat electronica.

Taula 7.2 Comparativa entre les proteines de transport d’oxigen (NC= nombre de coordinacio del
metall; n = coeficient de Hill que indica el grau de cooperativitat).

Hb Hr He
Lligands hemo u-OH™, pu-CO,~ No hi ha lligands pont
Metall Fe' espin alt Fe''---Fe" espin alt Cu'---Cu
NC 5 6,5 3,3
HbO, HrO, HcO;
Fe"-O,/ Fe'-O,~ Fel---Felll Cu'---Cu"
Espin baix “OOH monodentat 0,* bis bidentat
0,/0;” monodentat
n Moderat 2,8 Baix 1,1-2,1 Molt elevat, fins a 9
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8. ACTIVACIO DE LA MOLECULA D’OXIGEN

8.1 Introduccio a ’activacio de la molecula d’oxigen

La presencia d’oxigen al medi va portar a I’adaptacio per part dels organismes i a la utilitzaci6é d’aquest
agent oxidant. Per poder-lo utilitzar cal trencar el doble enllag que presenta aquesta molécula (O=0) i
és a aquest fet al que ens referim quan parlem d’activacid: afeblir aquest enlla¢ per poder utilitzar els
“O”.

Hi ha diversos enzims que utilitzen la molécula O» com agent oxidant, per tal d’oxidar diferents tipus
de substrats. Ara be, podem diferenciar dos grups:

a) Oxidases: només hi ha 1’oxidacié del substrat i el O es redueix a H>O (oxidases blaves) o a
H:0, (oxidases no blaves).

b) Oxigenases: a I’igual que en el cas anterior, hi ha ’oxidacié del substrat i a més, la insercio
d’atoms d’oxigen (“O”) en el substrat. Dins d’aquest grup diferenciem

- Dioxigenases: quan insereixen els dos “O” al substrat.
- Monooxigenases: quan insereixen un sol “O” al substrat.

Hi ha tres monooxigenases interessants, ja que tenen un centre actiu similar al de les proteines de
transport d’oxigen (Taula 8.1). Per trencar la molécula d’oxigen cal aportar electrons a 1’orbital 7" i al
o, per tant cal que la molécula d’oxigen es coordini a un i6 metal-lic ric en electrons, o sigui en estat
d’oxidaci6 baix. En les proteines de transport d’oxigen, que coordinen al O», el metall ja esta en estat
d’oxidaci6 baix (Fe"' o Cu') i en totes elles, en menor (Hb) o major grau hi ha transferéncia de densitat
electronica del metall cap a I’oxigen. Per tant, utilitzant un sistema similar es pot arribar a trencar la
molécula.

Taula 8.1. Monooxigenases i el centre actiu equivalent en proteines de transport d’oxigen.

Monooxigenasa Citocrom Paso Metanomonooxigenasa | Tirosinasa
(cit Pyso) (MMO) (Ty)
Proteina de transport O Hb (Fe-hemo) Hr (Fe-Fe) Hc (Cu-Cu)

8.2 Monooxigenases

Citocrom Pysy

El citocrom Paso és ’enzim d’activacio de la molécula d’oxigen més estudiat. Té una gran importancia
en el metabolisme dels mamifers, tot i que es troba en molts organismes diferents (plantes, fongs,
bacteris). En mamifers es troba en membranes, la membrana del reticul endoplasmatic, la mitocondrial
i la citoplasmatica.

La reaccid que catalitza aquest enzim ¢€s la insercié d’un atom d’oxigen en un substrat (R-H) i I’altre
oxigen forma aigua:

R-H+0;+2e¢ +2H" > R-OH + H,O

Aquesta reaccio requereix la presencia de protons i d’electrons. Per tant, cal que hi hagi un sistema que
transporti els electrons necessaris fins aqui. En molts casos el sistema de transport emprat és el
dinucleotid NADH/NAD".
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Les reaccions que catalitza aquest enzim son molt diverses, pero en linies generals podem dir que
funcionalitza el substrat, ¢s a dir insereix un grup funcional més polar. Algunes de les funcions que
realitza son: sintesi d’hormones, metabolitzacid de farmacs, o participar en processos de detoxificacio.
En aquest sentit, compostos que hagin pogut quedar retinguts en les membranes, en inserir-hi una funcio6
més polar poden mobilitzar-se i sortir de la membrana.

Degut a la gran varietat de reaccions que catalitza i la diversitat de funcions que té, en ’home es troba
distribuit en diferents punts de 1’organisme, i n’hi ha al voltant de 60.

Com el seu nom indica, citocrom, aquest sistema té un grup Fe-hemo com a centre actiu. El valor de
450 correspon a la longitud d’ona on apareix el maxim de la banda de Soret en 1’espectre visible, quan
el centre actiu esta en la seva forma reduida, Fe"" i té coordinat el CO.

El primer cit P4so del que es va resoldre I’estructura cristal-lina I’any 1985, es va aillar del bacteri
pseudomona putida. Aquest citocrom catalitza la reaccié d’hidroxilacio de la camfora. En la Figura 8.1
es pot veure I’estructura d’aquesta proteina en abséncia de substrat, i el centre actiu en abseéncia i en
presencia de substrat.

Figura 8.1 Estructura del citocrom Pyso del bacteri pseudomona putida en abséncia de substrat (Codi
PDB: 1PHC) i en presencia de camfora (Codi PDB: 5CPP).

El Fe en el citocrom Paso t€ una posicio axial ocupada per una cisteina ("S-Cys). L’altre posicid en
abséncia del substrat (camfora) esta ocupada per un agregat de molecules d’aigua (que no es mostren en
la Figura 8.1). Quan la camfora arriba a la cavitat on hi ha el centre actiu aquest clister de molécules
d’aigua es desplaca i el Fe queda amb NC = 5. La camfora no es coordina al centre metal-lic (Figura
8.2). Hi ha un canvi significatiu en ’espectre RSE. En abséncia del substrat hi ha un senyal a g~2, el
que indica un espin S = 1/2 i per tant correspon a Fe'" d’espin baix. La preséncia de la camfora en la
cavitat canvia significativament ’espectre i apareixen senyals a g >>2, el que indica que tenim un espin
fraccionari i major que 1/2 (S > 1/2). Per tant, hi ha un canvi d’espin baix a espin alt que s’explica pel
canvi en el nombre de coordinacio NC=6 - NC=5.

' en una configuracio electronica d’espin baix és més negatiu que quan

'3 Fe!' quan té configuracio

El potencial de reduccio del Fe
té configuracio electronica d’espin alt. Es més favorable la reduccié del Fe
d’espin alt que quan és d’espin baix. Cal recordar que per activar la molécula d’oxigen es requereix que
el metall es trobi en forma en estat d’oxidacio6 baix, Fe''.
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Figura 8.2 Efecte de la presencia de la camfora en el centre actiu del citocrom Pyso. No s’indiquen les
dues carregues negatives que té [’anell.

El mecanisme que es proposa per la hidroxilacié de la camfora a partir de I’oxigen es presenta en la
Figura 8.3. El procés es pot resumir en diferents etapes:

111

- Quan entra el substrat a la cavitat el Fe™ passa d’espin baix a espin alt i de NC=6 a NC = 5.

- Arribada del primer electr6 provinent del sistema de transport d’electrons, i que redueix el Fe™ espin

alt a Fe' espin alt.
- Coordinaci6 de la molécula d’oxigen i canvi a configuracié electronica d’espin baix.

- Reducci6 del O; a peroxid ("O-O" coordinat en forma monodentada). Es necessiten 2 electrons: un és
el segon electro que arriba per medi del sistema de transport d’electrons i I’altre I’aporta el Fe'" oxidant-

se a Fe'll,

- Trencament de I’enllag & del peroxid. Cal aportar 2 electrons a ’orbital *, un d’ells prové del Fe

que s’oxida a Fe!V i ’altre prové del sistema n de 1’anell porfirinic. En trencar-se I’enllag O-O un dels
“0” queda unit al Fe'¥ amb doble enllag i I’altre, amb 2 H* que arriben al medi, forma aigua.

L’estat d’oxidacio Fe'V esta estabilitzat pel lligand anionic en axial ("S-Cys) que aporta densitat
electronica. Per altra banda, cal recordar que 1’anell del grup hemo té dues carregues negatives; en perdre
un electrd, queda un electr6 desaparellat en el sistema m, un radical i ’anell ha perdut una de les
carregues negatives, pero segueix estabilitzant I’estat d’oxidacio poc usual del ferro. La formacioé del
radical en ’anell porfirinic es proposa a partir dels canvis observats en 1’espectre visible.

(H,0), R-H R-H 0 R-H o R-H
1 e 2o I 0, Le (I)
!|Te — Fe — ! — e 1 a celll
S5-Cys §-Cys S-Cys S-Cys S-Cys
2H
H,0 -\l\JHZO
I‘Il R . R-H
0 (l’ a
L @ @ Il -®
—FE”I— — —l’l‘E — - —TE — .q_-.—l|*"e ——
S-Cys ’/ S-Cys S-Cys S-Cys
R-OH

Figura 8.4 Mecanisme proposat pel citocrom Pusp. No s’indiquen les dues carregues negatives que té
[’anell porfirinic.

- Hi poden haver dues formes ressonants per I’espécie intermédia “FeOQ”: Fe!V=0  Fe-O- .
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- Un radical tendeix a trencar enllagos per aparellar 1’electro, i per tant genera un nou radical. En aquest
cas, la forma radical pot trencar I’enllag R-H del substrat generant el radical R- i quedant el grup del
ferro com Fe'-OH.

I_OH de forma homolitica formant-se el

- A continuacid és el radical R- el que trenca I’enllag Fe
producte desitjat (R-OH). Per altra banda I’altre electré de ’enllag Fe"-OH retorna al sistema 7 de

I’anell i en la posicio vacant del Fe' s’hi coordina el cluster d’aigiies, retornant al punt de partida.

La proposta d’aquest mecanisme via radical es basa en estudis fets utilitzant camfora deuterada, en que
tant si es deutera la posicid en axial com 1’equatorial, el producte dona sempre el mateix. Aixo indica
que hi ha un intermedi pla trigonal, trencament homolitic de I’enllag i formaci6 del radical.

Metanomonooxigenasa (MMO)

La metanomonooxigenasa (MMO) és un enzim que es troba en bacteris metanotrofics. Aquests bacteris
son aerobics 1 utilitzen el meta com a font d’energia i com a font de carboni. No s’han de confondre amb
uns altres bacteris, que son metanogenics; aquests son anaerobics (vida sense oxigen) i sintetitzen el
meta a partir de H, i CO,.

El nom de metanomonooxigenasa ja indica quina reaccid catalitza: la funcid6 monooxigenasa, insercio
d’un atom d’oxigen, sobre el meta. Per tant el producte d’aquesta reaccio €s el metanol. La reaccid que
catalitza aquest enzim és:

CH4+ 0O, +2H"+2¢e¢ = CH;0H + H,O

Tal i com es pot veure en aquesta reacci6 el procés requereix de la preséncia de protons i d’electrons.
Per tant en el conjunt enzimatic hi intervé algun sistema de transport electronic, com és el dinucleotid
NADH/NAD".

Es interessant remarcar que el citocrom Paso és capag d’hidroxilar molts hidrocarburs diferents, perd no
pot hidroxilar al meta. En tots els casos cal trencar un enllag C-H, perd I’energia de dissociacio
disminueix a mesura que augmenta la substitucio, CHs > CH3;CH3> CHa(CH3), >CH(CH3)3.% Es a dir
que de tots els hidrocarburs el que presenta un enllag C-H més fort és el meta, i és el que requereix un
enzim especific per hidroxilar-lo.

En qualsevol reacci6 enzimatica cal que almenys un dels reactius interaccioni amb I’enzim. En aquest
cas, és la molécula d’oxigen la que interacciona amb 1’enzim, s’activa i llavors és quan pot reaccionar
amb el meta. Per tant, a I’igual que en el citocrom Paso cal un enzim que tingui afinitat per coordinar el
0,. En aquest cas, el centre actiu de la MMO ¢és similar al centre actiu de la proteina de transport
d’oxigen hemeritrina (Hr). Es a dir que és un centre dinuclear, amb dos ions Fe units per almenys un
lligand carboxilat en forma ;3 (cada O unit a un Fe). Per poder coordinar al O cal que siguin ions Fe!,
amb una configuracio electronica d’espin alt, com en la Hr, i cal també que hi hagi una posici6 vacant
o labil per on coordinar-se el O..

Cada 16 ferro té coordinat un lligands histidina (N-His) i un carboxilat monodentat (Glu-CO,"). A més
un dels ions Fe té coordinat un altre carboxilat, que actua com a lligand bidentat i com a pont: un dels
atoms d’oxigen esta coordinat al Fe, i I’altre oxigen esta actuant de pont entre els dos ions Fe (pont tipus
ui,1). Les altres posicions de coordinacié estaran ocupades per molécules d’aigua, sense descartar que
hi pugui haver algun altre lligand pont tipus OH (Figura 8.5). ?' Inicialment I’enzim en la seva forma
oxidada, Fe'l:--Fe' t¢ un acoblament AF fort mentre que quan es redueix ’acoblament magnétic és
ferromagnétic (F). Es a dir que en ambdos casos els ions ferro tenen configuracio electronica d’espin alt
pero en la forma oxidada inicial 1’estat fonamental d’espin és St = 0, mentre que en la forma activa en
que coordina al O, la reduida, és St = 4. La diferéncia en el grau d’acoblament és deguda als lligands
pont; en la forma oxidada el cor central és [Fex(u-OH)(p 3-RCO2)2 ]

71



.,(;”,»/ 2}
- ‘A[ngl;nna IF E: énn; ‘ /‘j:::
‘ //jilsf:j Yoo’ 7\

Y

x
§/

Figura 8.5 Estructura del centre actiu d 'una MMO soluble. No es mostren els lligands H>O o
possibles lligands pont OH (Codi PDB: 1FYZ).

El mecanisme per aquest enzim encara no esta del tot clar, hi ha algunes evidencies que indiquen que es
forma un intermedi [Fe'™,(0,)] pero no es té informacio suficient com per saber el mode de coordinacid
del grup peroxo, si estd actuant com a lligand monodentat o be com a lligand pont. Es proposa que passa
per un intermedi on els ions Fe!" s’oxiden a Fe'Vi seria aquesta espécie la que donaria la insercié de
I’oxigen al meta, perd no esta clar si el mecanisme és via radicalaria com en el cit Psso 0 no. El Fe'V
estaria estabilitzat gracies als lligands carboxilat que aporten densitat electronica al centre metal-lic

(Figura 8.6).
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HzO"‘ "0 Glu
61 _oa OH,
~0-Glu 2 AN
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His-N /C]) \?[ / N-His 2H™+2¢e Glu-O—__ Eoll [||< ,;il 2 € e
X : ~OH, L
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Figura 8.6 Esquema del centre actiu en la forma oxidada i la reduida de la MMO.?'

Tirosinasa (Ty)

La tirosinasa és una monooxigenasa que té un centre actiu similar al de ’hemocianina (Hc), o sigui un
centre dinuclear de coure. La tirosinasa es troba en practicament tots els éssers vius, en els que catalitza
dos reaccions fonamentals: per una banda catalitza la hidroxilacio6 de la tirosina (L-tirosina) convertint-
la en L-dopa (3,4-hidroxifenil alanina); per altra banda també catalitza 1’oxidacié de la L-dopa a
dopaquinona (Figura 8.7). La L-dopa €s un precursor de diferents neurotransmissors, com la dopamina
i I’adrenalina.

L’oxidaci6 de la L-dopa a la dopaquinona inicia el procés d’enfosquiment de fruites i vegetals, aixi com
la polimeritzaci6 d’aquesta quinona que dona lloc a la sintesi de la melanina, responsable de la
pigmentacio de la pell.
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Figura 8.7 Reaccions catalitzades per la tirosinasa i productes derivats de gran rellevancia.

A I’igual que en les altres monooxigenases per activar i trencar la molécula d’oxigen cal aportar al centre
actiu dos electrons i dos protons. Un dels atoms d’oxigen s’insereix en I’enllag C-H de la tirosina i I’altra
forma aigua. Per poder trencar ’enllag O=O cal aportar electrons als orbitals " i ", pel que cal que els
ions coure estiguin en estat d’oxidacid baix (ric en electrons). Aixi doncs, a I’igual que s’ha comentat
per la proteina de transport d’oxigen Hc, la molécula d’oxigen es coordinara quan el centre actiu estigui
en la forma reduida Cu'---Cu".

En la forma reduida els ions Cu' tenen tres N-His coordinades i no hi ha lligands pont. El mecanisme
que es proposa és que la molécula d’oxigen es coordina de la mateixa forma que en la Hc, o sigui com
a lligand peroxo bis-bidentat; els electrons que ha guanyat la molécula d’oxigen provenen de 1’oxidacio
dels ions Cu'a Cu'".

En la Figura 8.8 es mostra el mecanisme proposat per aquest enzim. Consta de diferents etapes:
- Coordinaci6 del O; i redistribuci6 d’electrons, de forma similar al que passa en la Hc.

- Coordinaci6 de la tirosina (Tyr-OH) a un dels ions Cu'. En coordinar-se es desprotona i actua com a
lligand anionic monodentat.

- La coordinacio del substrat tipus fenolat provoca un canvi conformacional que situa 1’enllag C-H on
s’ha d’inserir el “O” proper al lligand peroxo pont.

- Interacci6 entre el lligand pont peroxo i I’enllag C-H del substrat, de forma que es trenca I’enllag O-O
formant-se un pont fenoxo i un pont hidroxo. Els ions coure segueixen sent Cu'’.

- A partir d’aqui pot donar dues reaccions:
* protonacio i descoordinacid del catecolat que s’ha format, per donar la L-dopa.

* 0 be pot haver-hi una redistribucio electronica reduint-se els ions Cu'' a Cu' i oxidant-se el catecolat a
quinona.
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Figura 8.8 Mecanisme proposat per la tirosinasa.”

8.3 Oxidases Blaves: lacasa (Lac)

Les oxidases son enzims que oxiden un substrat per acci6 de ’oxigen. A diferencia de les oxigenases,
en les oxidases no hi ha insercié d’atoms d’oxigen. Les oxidases es classifiquen segons el tipus de centre
actiu, si presenta banda de transferéncia de carrega S=>Cu (color blau intens) o no:

- oxidases blaves, en les que I’oxigen es redueix a aigua
- oxidases no blaves, en les que la molécula d’oxigen es redueix a peroxid d’hidrogen.

Aqui ens centrarem inicament en les oxidases blaves, que contenen més d’un i6 coure en el centre actiu,
1 més concretament en la lacasa, que va ser la primera oxidasa blava que es va caracteritzar. El seu nom
deriva de que es va aillar de I’arbre de la laca del japo.

Hi ha altres enzims en aquesta familia d’oxidases blaves, com son I’ascorbat oxidasa o la
ceruloplasmina, aquesta ultima és una proteina que es troba en el plasma sanguini i que conté sis ions
coure.

La lacasa és un enzim que s’ha trobat en fongs, plantes, insectes i en alguns bacteris. Catalitza 1’oxidacio
de substrats aromatics, com els polifenols i poliamines. T¢ aplicacio en camps diversos, per una banda
en la industria paperera, ja que degrada la lignina, perd també en altres camps, com és I’alimentari,
cosmeética, téxtil, etc. 23

La reacci6 d’oxidacié d’un difenol es dona per trencament homolitic de I’enllag O-H, amb el que es
genera un radical en el substrat i s’allibera un protd i un electrd. Ara be, la reduccid del oxigen per
formar aigua requereix 4 electrons i 4 protons, pel que la reaccio global és que s’oxiden 4 molécules de
substrat amb una molécula d’oxigen. Ara be, el radical format pot desproporcionar regenerant el
producte de partida i formant la quinona (Figura 8.9). En altres casos el radical inicia processos de

polimeritzacio.
OH o OH o
4©T4©>2©*2Q
OH 4H+:+4e— OH OH o

Lacasa

N Lo

0, 21,0

Figura 8.9 Reaccio que catalitza [’oxidasa blava lacasa.
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El centre actiu de la lacasa esta format per 4 ions coure de tres tipus diferents.?*-*

Cu tipus I: en la forma oxidada té color blau intens i espectre RSE. El color blau correspon a la
transferéncia de carrega S Cu'' i la preséncia d’espectre RSE indica que el sistema té un espin S = 1/2,
per tant que aquest 16 no esta interaccionant amb cap altre centre paramagnetic. La resolucio estructural
ha permés confirmar la presencia de lligands S-donador. El coure té un entorn pla trigonal amb dos N-
His i un “S-Cys.

Cu tipus 2: en la forma oxidada presenta espectre RSE pero no té la coloracié blava caracteristica de les
bandes de transferéncia de carrega que apareixen quan hi ha lligands S-donadors. T¢ un entorn pla
trigonal format per dos N-His i un OH".

Cu tipus 3. en la forma oxidada no presenta espectre RSE. Aquest tipus de coure correspon a dos ions
Cu''--Cu'! que presenten un acoblament AF entre ells, amb el que I’estat fonamental d’espin és St =0 i
per aix0 no hi ha espectre RSE. A 1’igual que el coure tipus 2, no presenta coloracio intensa, el que
concorda amb la presencia de lligands N-His. Cada 16 té tres lligands N-His i entre els dos ions coure hi
ha un grup OH™ actuant com a lligand pont.

Els coures tipus 2 i tipus 3 estan propers, i separats del coure tipus 1. Els potencials de reducci6 d’aquests
centres de coure segueix la segiient tendéncia: £°(Cu tipus 1) ~ E°(Cu tipus 2) > E£°(Cu tipus 3). Per altra
banda, el Cu tipus 1 esta proper al punt on arriba el substrat, pel que el mecanisme que es proposa és
basa en els diferents potencials i la disposicié dels ions en la proteina:

- El Cu tipus 1 té una funcié de transport d’electrons.
- Els Cu tipus 2 i 3 tenen dues funcions: transport d’electrons i centre de reaccié amb 1’oxigen.

Com ja s’ha comentat per les monoxigenases, per trencar la molécula d’oxigen cal aportar electrons als
orbitals 7" i &, per tant cal que els ions metal-lics del centre actiu estiguin en un estat d’oxidacié baix
(ric en electrons). En aquest cas, el triangle format pel Cu tipus 2 i els de tipus 3 han d’estar en forma
de Cu' per poder activar i trencar la molécula d’oxigen (Figura 8.10).

4H++4e
His-N
tipus 1 =h—arE
His-N
4H++4 e
His-N
tipus 2
Cu
HissN” OH
N-His Nakis
tipus 3 HiS-N\c\u\ /Cu\-_ NHis | —= 2H0
His-N o hEHis
0, /

Figura 8.10. transferéncia d’electrons entre els diferents centres de [’oxidasa lacasa.
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Tot i que aquest enzim no catalitza la insercié d’atoms d’oxigen si que hi ha la coordinacio de la
molécula d’oxigen al centre actiu, format pel Cu tipus 2 i els de tipus 3.

8.4 Citocrom c oxidasa

La font d’energia pels diferents processos que tenen lloc en les cél-lules és la molécula de ATP (trifosfat
d’adenosina) i la seva reacci6 d’hidrolisi (ATP* - ADP* + HPO4?") que allibera ~8 kcal. Ara be,
aquesta reaccio d’hidrolisi va acoblada a altres processos, de forma que I’energia alliberada no es perd.
Hi ha dues vies per les que els diferents organismes utilitzen I’energia de 1’entorn per sintetitzar aquesta
molécula: la fotosintesi i la respiracid. Aquests dos processos tenen alguns punts en comu, que es
comentaran més endavant quan es parli de la fotosintesi. En aquest capitol ens centrem en el procés de
la respiracio.

Un 95 % de I’oxigen que respirem es fa servir per generar energia, sintetitzant el ATP, en el procés de
respiracio cel-lular que té lloc en els mitocondris. En la Figura 8.11 es presenta de forma esquematica,
un mitocondri. Aquest organul té una membrana externa, una interna i la matriu.

. membrana externa
matriu

citoplasma

membrana interna

Figura 8.11 Esquema d’un mitocondri.

Els aliments son la nostre font d’energia. Els components dels aliments, proteines, greixos i polisacarids
es fragmenten primer en molécules més petites, que després formen I’acetil coenzim A (acetil-CoA) i a
continuacio en el cicle de I’acid citric (o cicle de Krebs) es finalitza I’oxidacié formant-se CO,. Tots
aquests processos tenen lloc en la matriu mitocondrial. Aquest conjunt de reaccions comporta
I’alliberament d’electrons i protons, que van cap a la membrana interna i participen en els processos de
membrana; I’etapa final correspon a la reduccio de la molécula d’oxigen per formar aigua i el pas de
protons a través de la membrana.

Des del punt de vista de la bioinorganica centrem 1’atencié en la membrana interna, que conté un conjunt
de proteines de membrana que participen en el transport d’electrons cap a la molécula d’oxigen. La
Figura 8.12 mostra de forma esquematica els diferents conjunts de proteines, anomenats complexos, des
del I fins al IV que és el que es coneix com citocrom c oxidasa.

La disposici6 d’aquests grups de proteines és important, trobant-se ordenades en funcio del seu potencial
de reduccid, des de les de menor potencial, amb £° <0 fins a les de £° > 0.

En el procés de la respiracié cel-lular es redueixen de I’ordre de 250 molécules d’oxigen per segon. Es
a dir que hi ha un flux constant d’electrons des de la matriu cap al complex I i des d’aqui, a través dels
sistemes de transport d’electrons, complexos I-I1I arriba al centre enzimatic que és la citocrom c oxidasa.

Com es pot veure en la Figura 8.12 el complex I conté dos tipus de proteines de transport electronic Fe-
S, de diferent nuclearitat, i per tant diferent £°. Tamb¢ hi participa un dels nucleotids amb una base
nitrogenada redox (FMN). El complex II conté també un nucléotid i proteines de transport d’electrons,
Fe-S i citocroms: dos tipus de proteines amb potencials diferents. Els electrons passen a través de
quinones que també presenten reaccio redox i arriben al complex III. Aquest complex ja té major £
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conté tres citocroms diferents, pel que varia lleugerament el £° i una proteina Fe-S de E° > 0, una
ferredoxina que en un dels ions Fe té com a lligands terminals N-Histidina enlloc dels “S-Cys (centre de
Rieske). El complex III passa els electrons a un altre citocrom, en aquest cas un citocrom ¢ que els
transfereix a la citocrom c oxidasa.

citoplasma

A"

membrana externa

oo.b—
=
1
b .
=
1
=
=]

cite e e ] e 8
complex I complex III 7 . complex IV
o = ! citocrom c oxidasa,
it e e \ ]
cit ¢; !
[2Fe-28] & ¢ Cuy
______________________ ] |
EQ/QH"'"'} [2Fe-28]
! 2 fz membrana interna
complex I1 i : centre de Rieske ! .
4Fe-48] A : cita
cit bsgg o -é" H
cit bsgp i
[2Fe-28] H
FMN : cita; Cug
cit b566 i

FAD : / ]
m fumarat
NADH : NAD" /\

succinat

eseee

H+

E°<0 matriu mitocondrial

Figura 8.12 Esquema de la membrana mitocondrial interna.

El complex IV rep els electrons del citocrom c, per tant, el complex IV oxida al citocrom ¢ vei. D’aqui
ve el nom de citocrom ¢ oxidasa. Mentre els complexos I-III tenen tan sols una funcié de transport
d’electrons, el complex IV té una funci6 oxidasa: reducci6 de I’oxigen a aigua.

La citocrom c oxidasa és una proteina dimerica, en la que cada subunitat t& quatre centres metal-lics
(Figura 8.13).

Cua: inicialment es pensava que era un centre mononuclear ja que presenta espectre RSE quan esta en
la forma oxidada, perd en estudiar amb detall 1’espectre es va observar que presentava desdoblament
hiperfi amb 7 bandes. Tenint en compte que 1’espin nuclear del coure és / = 3/2 si fos un sistema
mononuclear esperariem 4 bandes (2n/+1). Per tant I’acoblament hiperfi indica que I’electré desaparellat
veu dos nuclis de coure, el que indica que és un sistema dinuclear de valéncia mixta (Cu"---Cu")
deslocalitzada. Que 1’electrd pugui veure dos nuclis de coure indica que els dos ions metal-lics estan
units a través de lligands pont, i si fossin els dos ions Cu' no s’ observaria espectre RSE ja que hi hauria
acoblament magnétic entre ells. La resolucio estructural ha demostrat que és un sistema dinuclear amb
dos lligands cisteina pont (“S-cys). Els dos ions coure presenten entorn tetra¢dric.

Cit a: I’entorn del Fe en aquest citocrom ¢€s octaédric, NC = 6, i per tant presenta configuracié d’espin
baix. En la forma oxidada presenta espectre RSE amb una banda a g~2.

Cug: presenta un entorn amb NC = 3 i en la forma oxidada no presenta espectre RSE, el que indica que
I’electro desaparellat esta acoblat amb alguna altra espécie paramagnética.

Cit a3: en aquest citocrom el ferro presenta un NC = 5. A 1’igual que passa amb el Cug, no presenta
espectre RSE en la seva forma oxidada, i tampoc en la reduida. Tant si té configuracié electronica
d’espin alt com d’espin baix es podria esperar que donés senyal en RSE. El fet de que no en doni indica
que hi ha un acoblament magnétic amb un altre centre paramagnetic.
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Tant el Cug com el citocrom a3 presenten posicions vacants, i €s on té lloc ’activacio i trencament de la
molécula d’oxigen. Aquests dos centres metal-lics estan propers, fet que facilita la coordinacio de la
molécula d’oxigen i la interaccié magnética entre el Cu'---Fe'll,

A diferéncia d’aquests dos centres metal-lics (Cug i cit a3), el Cua i el cit a, tenen totes les posicions de
coordinacid ocupades, la seva funcio és el transport d’electrons i estan relativament separats entre ells.

Cu, Cita
N-His
l/,,cu/ \Cu"\\\N_HiS - N’I;r.:,.,:_- . -,- ._:‘:‘:;“'\N
HisNT NN g1y A N.‘7F?\ N
N-His
Cug Cit a;
His-N,, Niipm AN
" Cu—N-His . ——=Fe :
/ u 1 ‘N %V‘
His-N SO I -
N-His

Figura 8.13 Entorn dels diferents centres metal-lics involucrats en el procés d’activacio de la
molecula d’oxigen en la citocrom c oxidasa.

El mecanisme que es proposa és que el Cua que €s el que esta més proper al citocrom c, rep els electrons
d’aquesta proteina de transport d’electrons i els transfereix al grup cit a, que és també una proteina de
transport d’electrons. Els electrons van passant d’un centre a I’altre, amb petites variacions de potencial
redox, fins que arriben al centre de reaccio Cug---Cit as. (Figura 8.14).

Quan el centre de reacci6 té els dos ions en la forma reduida (Cu' i Fe'') és quan pot interaccionar amb
la molécula de O, i aportar dos electrons als seus orbitals 7 formant-se 1’ani6 peroxid que probablement
estara interaccionant amb els dos centres metal-lics.

Per trencar I’enllag o cal una nova aportacio de 2 electrons. En aquest cas es proposa que un electrd

Ma Fe!v', mentre que I’altre electrd vindra a través del

v

prové del grup Fe-hemo, en el que s’oxida el Fe
sistema de transport electronic: Cug i cit a. Un dels atoms d’oxigen quedara unit al Cu" i I’altre al Fe
en forma de Fe'Y=0. Aquest estat d’oxidacid poc usual del Fe esta estabilitzat per les dues carregues
negatives que té ’anell porfirinic.

El trencament de la molécula d’oxigen per formar aigua (O, + 4 H" + 4 e- > 2 H,0) requereix de 4
electrons i 4 protons. Els protons i electrons provinents de les reaccions que es donen en la matriu
mitocondrial son els que arriben al centre citocrom c oxidasa per donar aquesta reaccio.
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Figura 8.14 Mecanisme proposat per la citocrom ¢ oxidasa
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9. ACTIVACIO DE LA MOLECULA DE NITROGEN

9.1 Nitrogenasa

El nitrogen és un element essencial per tots els éssers vius, ja que forma part de proteines, acids nucleics,
diferents tipus d’anells aromatics (grup hemo, sistema Bi,, clorofil-la), etc. En tots aquests sistemes es
troba en la forma reduida, com per exemple en els derivats del amoniac. Ara be, la font natural de
nitrogen més abundant és el N, que forma part de Paire (78%), i per convertir-lo en els diferents
components biologics cal reduir-lo primer a NHs.

La molécula de nitrogen €s molt estable i inert, gracies al triple enlla¢ que hi ha entre els dos atoms de
nitrogen. En el laboratori la reaccié d’obtencié d’amoniac a partir de N2 i Hx (N2 + 3 Hy 2 2 NHa)
requereix de condicions enérgiques, com son pressio i temperatura elevada, aixi com la preséncia de
catalitzador.

Tot i la gran estabilitat de la molécula de nitrogen hi ha una série de bacteris que son capagos de reduir
la molécula de N, trencant el triple enllag present entre els dos atoms. La reaccid que té lloc és:

N2+ 6¢e +6H" > 2NH; iaquest procés és coneix com la “fixacié” del nitrogen.

Hi ha diferents processos involucrats en el cicle biologic del nitrogen (Figura 9.1) que duen a terme
diversos tipus de bacteris: un és la fixacio del nitrogen (reduccio) que s’acaba de comentar, perd hi ha
altres processos, com son la nitrificacid (formacid de nitrats), I’assimilacio dels nitrats (reduccio dels
nitrats fins amoniac), la desnitrificacioé (reduccio6 dels nitrats fins a N»).

fixacio

N; ——— NH; ——NH,0H

assim;m l nitrificacio

N,O = NO -— NOy =— NOy
-

desnitrificacio

Figura 9.1 Principals processos involucrats en el cicle del nitrogen.

La fixaci6 del nitrogen la realitzen bacteris anaerobics o aerobics que es troben confinats en espais on
hi ha poc oxigen, per exemple en noduls en arrels d’algunes plantes. Per aquests bacteris la seva font de
nitrogen és directament el N, atmosféric. Hi ha altres bacteris que incorporen el nitrogen a partir de la
seva forma oxidada, el nitrat. Aixi doncs hi ha un conjunt de microorganismes que van transformant el
N> i els seus derivats, incorporant-lo a les cel-lules o regenerant el N, atmosferic. D’aquesta forma es
tanca el cicle, mantenint-se 1’equilibri entre el nitrogen atmosfeéric i el nitrogen disponible en sols. El
nitrogen dels sols s’incorpora als diferent organismes a través de les plantes.

Ara be, aquest cicle del nitrogen pot alterar-se per efectes externs deguts a 1’activitat humana. Per una
banda, processos industrials en els que hi hagi emissio de gasos nitrogenats (0xids de nitrogen), per altra
banda els fertilitzants, que son basicament sals amoniques.

Es parla sovint de la contaminacié d’aiglies per purins. S’anomenen purins als fems liquids, que
contenen una barreja de coses: excrements animals, orina, restes de menjar, palla, etc. Com que aquesta
barreja és rica en tres dels elements essencials P, N, i K s’utilitza sovint com a fertilitzant. Una part
d’aquests purins enriqueix els sol en aquests elements i s’incorporen a les plantes, que és 1’objectiu que
es pretén en fertilitzar el sol. Ara be, una altra part es perd, arrossegada per aigiies de pluja, i va a parar
als rius i llacs. Aixd provoca la proliferacié d’especies vegetals en aquestes aigiies, augmenta el
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fitoplancton, que consumeix oxigen dissolt a I’aigua. La disminucié de I’oxigen dissolt en ’aigua de
rius 1 llacs afecta a la vida animal.

Les especies animals incorporem el nitrogen a través de la dieta. El metabolisme, conjunt de reaccions
que tenen lloc en I’organisme, es divideix en dos grups. El catabolisme engloba les reaccions que tenen
lloc per degradar les biomolécules procedents dels aliments, per oxidacié amb 1’oxigen. Es un procés
que allibera energia. En canvi I’anabolisme, és un procés que requereix energia, ja que és el conjunt de
reaccions que porta a la sintesi de les noves biomolécules.

El procés de degradacid dels diferents lligands biologics que contenen nitrogen acaba generant ions
amoni. Ara be, I’eliminacié del cati6 NH4" de 1’organisme es fa de diferents formes segons de quina
especie es tracti. En la majoria de vertebrats terrestres s’elimina en forma d’urea, (NH2).CO, mentre que
en peixos i altres vertebrats aquatics s’elimina directament com a 16 amoni. Els ocells i réptils eliminen
el nitrogen en forma d’acid uric. (Figura 9.2)

Excrecio del Nitrogen

majoria de vertebrats terréstres peixos i vertebrats aquatics ocells i reptils

o)

1 i 1y
HoN~ “NHy N NN)tN
H? TH O)\H ! H>:o

urea

acid wric

Figura 9.2 Diferents formes d’excrecio del nitrogen.

El grup de bacteris capagos de fixar el nitrogen és for¢a ampli, no obstant tenen en comu el fet de tenir
I’enzim nitrogenasa, responsable de la reaccio de fixacid del nitrogen. Com ja s’ha comentat abans, la
reaccio de reducci6 del N, a NHs requereix de 6 electrons i 6 H, per tant, a I’igual que en la citocrom ¢
oxidasa, hi haura uns grups o proteines que participaran en el transport d’electrons i un altre centre que
sera on es donara la reaccio de trencament de la molécula de N» o activacio d’aquesta molécula.

Ara be, la nitrogenasa també dona la formaci6é d’hidrogen (funcid hidrogenasa): 2 H* + 2 ¢~ = Ho, aixi
que la reacci6 global que catalitza la nitrogenasa és:

N, +8H"+8e¢ > 2NH;3 + H;
1 aquest procés consumeix 16 molécules d’ATP, que s’hidrolitzen.

Hi ha diferents tipus de nitrogenases, essent la nitrogenasa Fe-Mo la més estudiada. Aquest enzim consta
de diferents clusters metal-lics (Figura 9.3):

* Proteina de de Fe: és una proteina de transport d’electrons del tipus [4Fe-4S] de baix potencial (E° <
0) que no presenta espectre RSE en la forma oxidada.

* Proteina FeMo: consta de dos clusters,

- camul P que és una proteina Fe-S que conté el grup [8Fe-7S], que es pot visualitzar com la fusio de
dos cubs compartint un vertex, i que pot acumular fins a 8 electrons.

- cofactor FeMo que és el centre de reaccio. Aquest centre consisteix en un cluster [FesSoCMo], que es
pot veure com una combinacié de dos cubs. Per una banda hi ha el fragment [FesS3;] que amb el Fe
terminal esta ancorat a la proteina a través d’un sofre de cisteina ("S-cys). Per 1’altre banda hi ha un
fragment [Fe3S3;Mo], ancorat a la proteina pel N-His coordinat al molibde, i aquest metall té també
coordinat, en forma bidentada, un lligand homocitrat. En la part central del clister coFeMo hi ha la
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cavitat creada per tres Fe de cada grup i tres S>~ que actuen de pont entre ells. Recentment s’ha trobat
que en aquesta cavitat hi ha també un carboni intersticial, en realitat en forma de carbur que esta actuant
de pont. El molibde¢ es troba en estat d’oxidaci6 III, mentre que els ions ferro una part té estat d’oxidacio
I1 i I’altre III. Aixi doncs, el cluster del cofactor FeMo és [Fe'sFeyMo"'SoC] . 2

Proteina de Fe Proteina FeMo

Mg---ATP gD cofactor FeMo

—
Fe™ | >Fe

| ~—/-Fe F\E—- \ Homocitrat
__|Fe \ \ / . Fe—
\ I‘ a—
\Fe/ e \ —_— Fe / i —Fe \/ /\ /F -—\I(J/—O
AW Fe—C /\ P
—Fe \ \ N-His

—'_F(!--

Figura 9.3 Centres que formen part de la nitrogenasa FeMo.

Entre la proteina de Fe i el cimul P hi ha un 16 Mg, que pot interaccionar amb la molécula d’ATP. Quan
la proteina de Fe ([4Fe-4S]) s’oxida hi ha un lleuger canvi estructural que provoca la interacci6é del Mg?*
amb I’ATP; aquesta interacci6 afavoreix la hidrolisi del ATP. Aquesta reaccié comporta un altre petit
canvi estructural que afavoreix la transferéncia d’un electré des de la proteina de Fe al ciimul P. Quan
el camul P ha rebut 8 electrons i esta tot en la forma reduida (tos els ions ferro com Fe'') comenca la
transferéncia del electrons al centre de reaccio, el cofactor FeMo.

Per trencar la molécula de nitrogen cal aportar electrons als orbitals 7* 1 o*, per tant, a I’igual que quan
s’activa la molecula d’oxigen, cal que els ions metal-lics amb els que interactua aquesta molécula siguin
rics en densitat electronica, o sigui que han d’estar en estat d’oxidacid baix (Fe''). De totes formes, el
mecanisme pel que es dona el procés encara no esta clar.

Com ja s’ha comentat en el cofactor FeMo tenen lloc dos processos, el trencament de la molecula de N;
i la formacié de la molécula de H.. En alguns dels estudis realitzats s’havia vist que aquests dos
processos son independents. L’estudi de la nitrogenasa és dificil ja que és molt sensible a I’oxigen. Aixo
és logic ja que tant la molécula de N, com la de O, poden actuar com lligands m-acid i per tant ocupar
les mateixes posicions de coordinaci6 en el centre actiu.

El punt d’interaccio del N> sembla que pot ser en la cavitat central, on hi ha els 6 Fe™ i els S*” i C*” pont.
Probablement la molécula de N en el procés de reduccio passi per diferents estats: N», NoHz, NoHy i
finalment 2 NH3. El trencament dels enllagos 7 pot donar-se per transferéncia d’electrons dels orbitals
d dels ions Fe' de la cavitat als orbitals 7* del N, (Figura 9.4). Al llarg del procés pot haver-hi protonacio
dels lligands pont de la cavitat (S* i C*"). %

2HY2¢ 2HY 2¢ 2H 2 ¢

N=EN____ , HN=NH NH,—NH, NH; NH,

_— T

Lo

Figura 9.4 Etapes de reduccio de la molécula de nitrogen.
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El paper del molibde tampoc esta massa clar. S’han trobat diferents tipus de nitrogenases, en les que
canvia aquest 10 metal-lic. Les més estudiades son les de Fe-Mo, pero n’hi ha que contenen vanadi,
nitrogenases Fe-V i altres en les que tots els ions son Fe, nitrogenases de Fe. Els tres tipus de
nitrogenases presenten les dues funcions: nitrogenasa i hidrogenasa, pero les de Fe-Mo tenen millor
activitat nitrogenasa que les de Fe i aquestes son les que tenen millor funcié hidrogenasa (Figura 9.5).

millor funcié nitrogenasa

-
-

Nitrogenases Fe-Mo Nitrogenases Fe-V Nitrogenases Fe

o
T

millor funcié hidrogenasa

Figura 9.5 Diferents tipus de nitrogenases segons els metalls presents en el centre actiu.
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10. ACTIVACIO DE LA MOLECULA D’HIDROGEN

10.1 Hidrogenases

Hi ha una série de microorganismes que utilitzen els protons com a agent acceptor d’electrons per donar
lloc a la formacié de la molécula d’hidrogen, com s’ha vist en I’enzim nitrogenasa. Altres organismes
donen la reacci6 inversa, utilitzen 1’hidrogen (H2) com agent reductor. La majoria d’organismes que
utilitzen o generen H, son procariotes anaerdbics, tot i que hi ha algunes especies aerobiques que
utilitzen la molécula d’hidrogen.

En general els sistemes aerobics utilitzen el H> com agent reductor (H, = 2 H' + 2 ¢7) mentre que els
organismes anaerobics poden donar els dos processos: utilitzacio del H, com agent reductor o formacio
delHo(Ho52H +2¢).

L’enzim responsable de la reacci6 de formacio i /o utilitzacid del H» és la hidrogenasa. Aquest enzim es
considera que és dels més primitius a nivell evolutiu.

Les hidrogenases es poden trobar en membranes o be en el citosol, solubles. Hi ha organismes que tenen
més d’un tipus d’hidrogenases. En tots els casos la funci6é hidrogenasa va associada a un altre procés
redox, com en el cas de la nitrogenasa (conversio de N, a NH3), o be altres processos de reduccio com
son: el pas de COz a CHy, el de SO4* a S* o el de O, a H,O.

Per tant, les hidrogenases estan involucrades en diversos processos biologics com son:
- Fixaci6 del nitrogen.
- Fosforilacié microbiana.
- Fermentacio per generar meta.
- Regulaci6 del gradient de H".

La majoria d’hidrogenases contenen clusters Fe-S i es classifiquen en funcioé dels ions metal-lics que
formen el centre de reaccid: Ni-Fe o Fe-Fe, sent les Ni-Fe les més freqiients i les més estudiades ja que
son menys sensibles a I’oxigen. A més, en el grup de les hidrogenases Ni-Fe és distingeix el subgrup de
les que contenen selenocisteina (SeCys), en que aquest aminoacid substitueix a la cisteina, son les
hidrogenases Ni-Fe-Se.

A T’igual que en els altres sistemes dels que s’ha parlat, en ser un enzim redox cal un sistema de transport
d’electrons, que com ja hem dit son proteines Fe-S. Poden contenir diferents proteines d’aquest tipus,
amb potencials de reducci6 lleugerament diferents, el que permet la transferéncia d’electrons entre els
dos sistemes enzimatics redox associats. Per exemple la de desulfovibrio gigas conté 1 cluster [3Fe-4S]
(E°=-0,70 V), i dos clisters [4Fe-4S] (E°=-0,29 Vi-0,34 V).”

El centre actiu d’aquests enzims conté els ions Ni i Fe units a través de dos lligands pont Cys-S™. Hi ha
una forma oxidada d’aquest enzim que no presenta activitat catalitica, (forma A) en que el niquel esta
en la seva forma oxidada, Ni'" i hi ha un altre lligand pont oxo-derivat, que pot ser un grup “OH o HO, .
El Fe completa la seva coordinacio amb dos Cys-S™ mentre que el Ni la completa amb lligands CO i
CN") (Figura 10.1). El Fe es troba en estat d’oxidacio Il i té€ configuracid electronica d’espin baix. El Ni

és el metall involucrat en el procés redox. L espécia activa és la forma reduida Ni'.28%

Les hidrogenases son sensibles a 1’oxigen i en presencia d’aquesta molécula o d’algun altre agent
oxidant fort, I’espécie activa (B) s’oxida per donar I’espécie A (oxidada) que no és activa. El fet de que
aquest enzim sigui sensible a I’oxigen dificulta el seu estudi, perd també el fet de que el Ni' en ser un
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i6 d® no presenta espectre RSE, en canvi quan és Ni' o Ni'" si que en presenta.
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Forma oxidada A no activa Forma reduida B espécie activa
1
0] .CN
Cys.s\ a \Fe",CN Cys.s\ . Fe'l _
Nilll ~~Co _-Ni \ cO
8 // N S s
Cys \\S s co O \S ", ca
Cys Cys Cys Cvs

Figura 10.1 Centre actiu de les hidrogenases Fe-Ni.

El mecanisme del cicle catalitic H, 5 2 H" + 2 e~ encara no esta clar. Es proposa que el trencament de
I’enllag H-H ve propiciat per la interaccid d’un dels atoms d’hidrogen amb els ions metal-lics de
I’espécie B (Ni'-Fe") i la interaccid de Ialtre atom d’hidrogen amb un grup basic, que pot ser un lligand
Cys-S™ terminal o algun altre aminoacid amb caracter basic (amb un parell electrons solitari). Aquesta
interaccié amb un grup acid, per una banda, i un grup basic, per 1’altre, polaritza I’enlla¢ H-H afavorint
el trencament per donar H* (que quedara unit a la base) i H™ que actuara com a lligand pont. No esta clar
si I’espécie amb lligand hidrur és de Ni'! o Ni'! o si passa per les dues formes (Figura 10.2).2%3°

Forma B S5+
H\ﬁi‘_
_CN A N
Cys S Fell H Cys'S' E g
NiQ "Zco ~nill G0
N I
Cys Nt co o N \co
S8 S8
Cys Cys (IZys Cys
HY, e l
H H.
H. CN eyl ¥ n’CN
Cys ," h"-‘ T " e—_
~ il Fe&__CO F C“’S/Nl\/ C(E)O
sl ~
Cys” \// co H',e i
§ S Cys Y8
(Iiys Cys

Figura 10.2 Possible via d’interaccio del H> amb el centre actiu de les hidrogenases.
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11. ACTIVACIO DE LA MOLECULA D’AIGUA PER FORMAR OXIGEN

11.1 Fotosintesi

La fotosintesi és un procés fotoquimic que té lloc en plantes, algues i cianobacteris. Aquest procés
consisteix en que per accio de la llum fixen el CO,, reduint-lo per formar els polisacarids, i en el procés
se sintetitzen molécules reserva d’energia com son el ATP i el NADPH. Es a dir que en el procés de la
fotosintesi es converteix I’energia solar en energia quimica. En molts organismes fotosintétics 1’agent
reductor del CO; és I’aigua que s’oxida a O,.

H,O + COx+hv =2 O, + (CHQO)n

Ara be, no sempre és aixi. Hi pot haver el procés de la fotosintesi sense que es generi oxigen. Aixo passa
quan I’agent reductor és una altra espécie diferent a 1’aigua, com pot ser el H,S que s’oxida a softre.

El procés de la fotosintesis en realitat consta de dos processos: el que depen de la llum, que és 1’oxidacié
de I’aigua, i el que no requereix de la radiacio solar, tot i que s’accelera en presencia de llum, que és la
fixaci6 1 reduccio del CO; (cicle de Calvin).

En les cél-lules dels organismes fotosintétics hi ha uns organuls anomenats cloroplasts que tenen una
membrana plegada al seu interior, anomenada membrana tilacoidal; els plecs que forma, una mena de
discos plans, reben el nom de tilacoides. Es en el tilacoides on té lloc 1’oxidacié de 1’aigua, la reaccio
que requereix de la radiacio. El fluid que hi ha al voltant dels tilacoides s’anomena estroma i és on es
dona la reduccié del COs i les reaccions del cicle de Calvin. En I’interior dels tilacoides hi ha el lumen
(Figura 11.1).

cloroplast

hv %7 Fixacio
"""" ——=| ddco,

\ estroma
/ oxidacio

tilacoid ge ’'H,0O

Figura 11.1 Esquema dels components d’un cloroplast.

Des del punt de vista de la bioinorganica el que interessa és el conjunt de processos que es donen per
efecte de la radiaci6 solar, i que tenen lloc en els tilacoides. En realitat hi ha dos punts claus a remarcar:

- Efecte de la radiacio solar sobre els tilacoides i les proteines i grups que es troben en aquesta
membrana.

- Quina relaci6 t¢ la incidéncia de la radiacio solar sobre el sistema fotosintetic i 1’oxidacioé de
I’aigua.

En aquest apartat es comentara el primer punt, és a dir, ’efecte de la radiacio solar, i els diferents
components del sistema fotosintetic, mentre que en I’apartat segiient es comentara la informacié més
rellevant sobre el centre d’oxidacié de I’aigua.

Les plantes i en general el diferents organismes fotosintétics converteixen 1’energia solar en energia
quimica, per tant, la captura de radiacié ha de ser el més efica¢ possible. O sigui que disposen d’un
conjunt de pigments que absorbeixen radiacio de diferent energia, per tal de cobrir tot I’espectre visible
i que no es perdi part de la radiacio solar incident.
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Clorofil-la

La clorofil-la és un dels pigments fonamentals en el procés de la fotosintesi. Aquesta proteina conté un
lligand macrocicle derivat de la porfirina, anomenat clorina, que t¢ un i6 Mg?* unit als 4 atoms de
nitrogen (Figura 11.2). La coordinacié octaédrica del Mg*" es completa amb un N-His de la cadena de
proteina, i una molécula d’aigua. Els substituents que hi ha en I’anell modifiquen lleugerament el seu
espectre visible. Un d’aquests substituents és una cadena de fitol. Hi ha tres tipus de clorofil-les: a, b,
bacterioclorofil-la. Totes elles presenten dues bandes en 1’espectre visible, una en la regié entre 400-
500 nm i I’altra entre 600-700 nm. Es a dir que absorbeixen en la regi6 del blau i en la regi6 del vermell.
Per aixo el color que veiem en les plantes riques en clorofil-la és el verd-groc, la radiacié no absorbida.

fitol

Figura 11.2 Anell macrocicle de la clorofil-la b. En vermell s’ indiquen les zones de [’anell que
canvien segons el tipus de clorofil-la (a, b o de bacteris).

La molécula d’aigua en una de les posicions axials juga un paper clau en la disposicio dels anells de les
diferents molécules de clorofil-la, ja que pot formar enllagos per pont d’hidrogen amb el grup C=0 que
hi ha en I’anell. Degut a aquesta interaccio les molécules de clorofil-la es disposen de forma esglaonada,
com es mostra en la Figura 11.3 de forma que totes elles poden actuar com a receptores de la llum.

“Ho u
"o
hv ..-°
o .
|g_\\o\ P TR
i — * hvy ¢
N-His oH ' y e by
M —
‘9—% —
. H_H e—
N-His 0

Jgﬂ
g
N-His
Figura 11.3 Apilament de les molécules de clorofil-la.

En medi acid el lligand macrocicle es protona (dos dels N de I’anell) i I’i6 Mg?* es descoordina. Aquesta
molécula que ha perdut el catio metal-lic s’anomena feofitina i presenta un color lleugerament diferent:
un color verd més apagat, menys brillant, tirant a caqui. Es el que passa quan alguns vegetals perden el
seu color verd caracteristic. Canvia lleugerament 1’energia dels orbitals i ©* i per tant I’energia de la
transicio.

Hi ha un colorant alimentari, la clorofilina, que s’utilitza per donar o potenciar el color verd. Es un
derivat de la clorofil-la en la que s ha substituit el Mg** per Cu** i en el procés perd també la cadena de
fitol. E1 complex amb coure és més estable i ¢s més soluble en aigua que la clorofil-la. Els metalls de
transicio, com és el cas del Cu®" tenen tendéncia a formar complexos, i presenten 1’energia
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d’estabilitzacio del camp cristal-li creat pels lligands. Per aixo és més estable el complex amb un catid
metal-lic de transici6 (orbitals d parcialment ocupats) que amb cations metal-lics del bloc s o p.

En llibres antics de cuina es recomanava bullir els pésols en recipients de coure. Probablement havien
observat que el color que adquiria aquest aliment era més bonic, degut a la substitucié del magnesi pel
coure. Tot i que el Cu té un potencial de reduccié E°(Cu?*/Cu) positiu, i per tant no s’ oxida facilment,
el fet de poder formar complexos molt estables amb el lligand clorina disminueix el seu potencial de
reduccio.

Tot i que el pigment fonamental per la fotosintesi és la clorofil-la, per afavorir la captacio del maxim de
radiacio solar possible, les plantes tenen també altres pigments que absorbeixen radiacié visible de
diferents longituds d’ona. Aquests pigments tenen en comu el fet de presentar un important sistema 7 i
per tant presenten transicions entre orbitals 1= nt* que absorbeixen radiaci6 visible.

Un d’aquests pigments son els carotens, que absorbeixen entre 400-500 nm (regi6 del blau-verd). Altres
pigments, com la ficocianina absorbeix entre 600-700 nm (taronja-vermell) o la ficoeritrina entre 500-
600 nm (groc-taronja). Entre tots ells cobreixen 1’espectre visible. Quan a la tardor les clorofil-les
descomponen, que ho fan abans que els carotens, s’observa essencialment aquest pigment, que com que
absorbeix radiaci6 entre el blau i el verd, es veu el color complementari, groc-taronja.

Tots aquests pigments, juntament amb una série de molécules de clorofil-la que fan d’antena, capten la
llum solar i transmeten 1’energia fins al centre de reaccié. Quan la radiaci6 incideix sobre una molécula
de pigment es pot excitar un electrd i després:

- Pot desexcitar-se emeten radiacio, i aquesta radiacio emesa excita I’electro de la molécula veina.
- O be pot desexcitar-se passant a un estat excitat, de menor energia, de la molécula veina.

Un esquema d’aquests dos processos es mostra en la Figura 11.4. Aixo genera un flux d’electrons
i/o radiacio cap al centre de reaccio.

Figura 11.4 Efecte de la radiacio sobre els pigments fotosintétics.

En la membrana tilacoidal hi ha dos fotosistemes, FSII i FSI que son els receptors de la radiaci6 solar.
En tots dos hi ha dues clorofil-les, amb una longitud d’ona d’absorcié lleugerament diferent: en el FSII
el receptor se’l coneix com Pgso mentre que el del FSI és el P7go. Aquests dos fotosistemes estan separats
per un conjunt de proteines i molécules de transport d’electrons. En el FSII es dona la reaccié d’oxidacio
de I’aigua i en el FSI la reducci6é del NADP". El NADPH i el ATP sintetitzats participen després en la
reducci6 del CO,. Per tant, els electrons alliberats en oxidar-se 1’aigua son els que arriben fins al CO,
en el FSI (Figura 11.5).
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Figura 11.5 Esquema de la membrana mitocondrial en el que es poden veure els dos fotosistemes i el
Sflux d’electrons i protons en el procés de la fotosintesi de les plantes verdes. (COA = centre
d’oxidacio de I’aigua, Pc = plastocianina).

En el FSI la radiaci6 solar excita un electr6 en les clorofil-les que es transfereix a la molécula veina, una
nova clorofil-la, i a través d’un sistema de transport d’electrons (quinones i diverses proteines Fe-S)
arriba al NADP" donant-se la seva reduccio.

Les clorofil-les del FSI que s’han oxidat es regeneren a partir dels electrons provinents del FSIIL. El
procés en el FSII és similar al que es dona en el FSI. En primer lloc hi ha I’excitacio6 dels electrons de
les clorofil-les i la seva transferéncia a una molécula veina. En aquest cas és una feofitina, és a dir una
clorofil-la sense I'i6 Mg?* al centre. Aixo vol dir que el lligand esta protonat i no té les dues carregues
negatives; aquest fet pot ser rellevant per explicar la major afinitat per captar els electrons provinents d
ela clorofil-la excitada. A continuaci6 els electrons van passant per un sistema de transport d’electrons,
que inclou quinones, citocroms i proteines Fe-S. Al final d’aquesta cadena de transport d’electrons hi
ha una altra proteina de transport electronic, en aquest cas de coure, la plastocianina (Pc). I des d’aqui
els electrons arriben a la clorofil-la del FSI per regenerar-la.

Es interessant remarcar que mentre a la membrana mitocondrial el sistemes de transport d’electrons son
quinones, citocroms i proteines Fe-S, en la membrana tilacoidal, a més d’aquestes molécules i proteines
hi ha la proteina de coure plastocianina.

Per altim, per regenerar les clorofil-les del FSII es requereixen electrons que provenen de 1’oxidacié de
I’aigua; aquest procés té lloc en el que s’anomena centre d’oxidacio de [’aigua (COA) o centre
d’alliberament d’oxigen (OEC en anglés). Entre el COA i les clorofil-les del FSII hi ha una tirosina que
participa en el transport electronic. La tirosina, que té el grup fenol (Tyr-OH), pot donar reaccidé redox
per trencament homolitic de I’enllag O-H:

Tyr-O-H 2 Tyr-O- + H + e~

La presencia del radical Ty-O- s’ha posat de manifest en 1’espectre de RSE. Com ja s’ha comentat, els
radicals organics donen un senyal molt estret a g = 2.

En la Figura 11.6 es mostra un diagrama esquematic dels potencials de reducci6 de les diferents etapes.
Cal fer esment de que 1’escala de potencials va des dels valors positius al negatius.
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Figura 11.6 Esquema del flux d’electrons que té lloc en el procés de la fotosintesi. Les fletxes
vermelles indiquen la transferéncia d’electrons, les fletxes blaves [’excitacio dels electrons per accio
de la radiacio.

11.2 Centre d’oxidaci6 de I’aigua (COA)

Fa uns tres bilions d’anys que els organismes fotosintétics converteixen 1’aigua en oxigen. Ara be, com
es dona aquest procés d’oxidaci6 segueix presentant encara qiiestions no resoltes.

Ja fa bastants anys que se sap que el centre d’oxidacié de 1’aigua (COA), també anomenant centre
d’alliberament d’oxigen (oxygen evolving center, OEC), conté 4 ions mangangs, ara be s’ha trigat molt
en poder conéixer I’estructura del centre actiu.’'*> Abans d’aixo s’havien fet molts estudis per entendre
el procés. Es van observar dos fets importants:

- El COA passa per diferents estats abans de I’alliberament de 1’oxigen, en que el cluster de
manganés es va oxidant. Aixo és el que es descriu com el cicle de Kok** (Figura 11.7).

- S’han de fer incidir quatre flashos de llum per tal de que hi hagi I’alliberament d’oxigen.

Per tant, cada quantum de llum arrenca un electr6é del COA, que correspon a cadascun dels estats S;. Cal
tenir present que aquesta S;, que va des de Sy fins al S4, no representa un espin, sind que €s una forma
d’anomenar les diferents etapes per les que passa el centre actiu d’aquest enzim.

En el procés d’oxidacio de 1’aigua (2 H.O = O, +4 H" + 4 ¢") s’alliberen 4 electrons i 4 H', i el cluster
de mangangs, es va oxidant, perdent el mateix nombre de protons i electrons. Es a dir que el COA
transfereix els electrons i1 protons cap al FSII, i I’aigua en el seu procés d’oxidacid regenera el cluster
de mangangs.

2 H,0
\‘ e, H*
O, HL S0 45]
4y \\> .
S‘w\ 7 5
rF 8 !/
e, HY e, H'

Figura 11.7 Cicle de Kok: diferents estats pels que passa el cluster de manganes (COA) per convertir
[’aigua en oxigen.
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L’estat S, és el que té un temps de vida més llarg i ha sigut el més estudiat. Presenta un espectre RSE
un tant complex, observant-se un senyal a g ~ 2 que té més de 16 linies, degudes a I’acoblament hiperfi,
ja que el manganes té un espin nuclear / = 5/2. En RSE el desdoblament degut a 1’acoblament hiperfi
dona 2n/+1 senyals (o linies), sent n el nombre de nuclis que hi ha amb espin nuclear /. Per tant, la
multisenyal que apareix a g~2 posa de manifest que hi ha més de tres ions manganes. Molt abans de que
hi hagués la resolucid estructural del COA ja es proposava que era un cluster amb 4 ions Mn.

Com ja s’ha comentat, I’any 2011 es va poder tenir una bona estructura del centre de reaccio.’! Hi ha
efectivament 4 ions Mn i a més, hi ha un 16 Ca que forma part del cluster. L’estructura és curiosa ja que
hi ha un cub, similar al de les proteines Fe-S, en aquest cas format per Ca i Mn, i els lligands pont
oxigens, [CaMn304] 1 el quart Mn estd unit a un dels oxigens dels veértexs i a través d’un altre grup “oxo”
pont unit a un altre Mn del cub, aixi que el centre actiu es pot descriure com un clister [CaMn4Os]. Tant
el Mn terminal com el Ca tenen coordinades dues molécules d’aigua. En la Figura 11.8 es pot veure
I’entorn del COA i un esquema del cluster.
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Figura 11.8 Estructura cristal-lina del centre d’oxidacio de l’aigua (PDB 3WU2) i detall del
cluster de calci-manganés.>'*?

Tot 1 que actualment es coneix I’estructura cristal-lina del centre de reaccio, el mecanisme pel que es
dona el procés encara és motiu de controversia. Hi ha 4 ions mangangs, i el sistema pateix la perdua de
4 electrons. Ara be, quins estats d’oxidacid presenten els ions Mn en I’estat So i en les diferents etapes
segueix sense estar clar. Una de les propostes que hi ha és I’estat So sigui [3Mn'"-1Mn'V],** ara be pels
altres estats no hi ha massa unanimitat, i es poden trobar propostes de mecanismes molt diferents. fins i
tot, recentment algun autor apunta a que el Mn podria arribar a tenir estat d’oxidaci6 VI3
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12. METAL-LOENZIMS QUE PARTICIPEN EN EL SISTEMA DE DEFENSA
CELUL-LAR

12.1 Introduccio als sistemes de defensa cel-lular

L’aparici6 de I’oxigen, degut a la presencia dels organismes fotosintétics va comportar I’adaptacio dels
organismes a aquest agent oxidant. Es van formar una série d’enzims que aprofitaven les propietats
oxidants de D’oxigen (oxidases) i altres que a més permetien funcionalitzar diferents substrats
(oxigenases). Per tal d’optimitzar la utilitzacié de ’oxigen calia un sistema de transport d’aquesta
molécula que fos eficient, ja que 1’oxigen és poc soluble en aigua (proteines de transport d’oxigen). Ara
be, la utilitzacié de la molécula de O, com agent oxidant genera una serie de subproductes, H,O», O, i
HO-; aquestes espécies se les coneix com “especies reactives d’oxigen” ROS , del seu nom en angles.
Com es pot veure en la Figura 12.1 aquestes espécies tenen un potencial de reduccié £°> 1,5 V, per tant
son altament oxidants i poden malmetre diferents biomolécules; poden oxidar proteines, fosfolipids i
també I’ADN.

-0,13 1,51
02“

0,70 1,76
0, — H,0, —— H,0

| 1,23 T

Figura 12.1 Diagrama de Latimer en medi acid per [’oxigen.

Per altra banda, dos d’aquestes espécies son radicals, el radical hidroxil -OH i 1’ani6 superoxid O, ™. El
caracter de radical de 1’ani6 superoxid es pot veure facilment utilitzant el diagrama d’orbitals moleculars
de la molécula d’oxigen (Figura 3.2) i afegint-hi un electré més. Els radicals tendeixen a reaccionar per
aparellar aquest electro solitari 1 aixo ho fan provocant el trencament d’enllagos covalents. O sigui que
també poden fer malbé molécules i lligands biologics.

Una de les reaccions que t¢ lloc també per acci6 dels radicals, per exemple del -OH, és que trenqui un
enllag C-H d’algun fosfolipid de la membrana cel-lular, i a continuacio el radical format pot reaccionar
amb la molécula d’oxigen que també és un radical (té 2 electrons desparellats en els orbitals 7*, Figura
3.2). Aix0 dona lloc a la propagaci6 del radical i la formaci6 de peroxids organics. En el cas que estavem
considerant, un fosfolipid de membrana, la insercié d’aquest grup polar en la seva cadena provoca un
trencament de la membrana, degut a que el grup polar tendeix a sortir cap a ’exterior, que és polar, i
provoca una deformaci6 en la cadena de fosfolipid i en I’estructura de la membrana (Figura 12.2).

R—H+ -OH — R *+H0

l02

R-0-O- ——» R-0-O-H +R:
R-H

Figura 12.2 Formacio de peroxids organics per accio del radical hidroxil.
Aquesta mateixa reacci6 ¢és la que té lloc quan la mantega o altres greixos es tornen rancis i canvia el
seu color en contacte amb [’aire.

La formacié dels radicals hidroxil pot venir afavorida per la preséncia de certs ions metal-lics “Iliures”,
és a dir que no estan coordinats a alguna proteina. Per exemple, la preséncia de ions Fe** pot catalitzar
la reaccio entre el superoxid i el peroxid, segons la reaccio de Fenton:
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Fe*" + 0, 2 Fe*' + Oy
Fe’ + H,0, 2 Fe* + OH™ + -OH
Reaccio global: O, + HO, > O, + OH™+ -OH

De forma analoga, els ions Cu?*/Cu’ i els ions Ni**/Ni*" també poden catalitzar aquesta reaccid. Per aixo
és molt important el sistema de transport dels ions essencials per tal d’evitar reaccions secundaries.

Els organismes han generat un ampli sistema de defensa contra aquestes especies reactives d’oxigen:

a)

b)

Molécules antioxidants. Son molecules que presenten propietats redox, és a dir presenten una
forma oxidada i una reduida, pero cap de les dues és nociva per I’organisme. En aquest grup hi
ha, entre d’altres molécules, la vitamina C (acid ascorbic), la vitamina E i els carotens.

Enzims. Hi ha quatre enzims que actuen contra aquestes ROS.

Catalases: son les responsables de la desproporciéo del H,O, en H,O i O,. En la majoria
d’organismes el centre actiu és del tipus Fe-hemo.

Peroxidases: utilitzen el H,O, com agent oxidant, reduint-lo a aigua. El seu centre actiu també
és del tipus Fe-hemo.

Superoxidodismutasa (SOD): catalitza la desproporcio de 1’ani6 superoxid O™ en O, i H,0s.
Hi ha tres tipus de SOD, les de Fe, les de Mn, i la que es presenta aqui que ¢és la de Cui Zn.

Glutatioperoxidasa: responsable de la destruccio dels peroxids organics. El seu centre de
reaccid €s una selenocisteina, que com el seu nom indica conté seleni.

Tots aquests sistemes de defensa es troben distribuits en els diferents compartiments i espais cel-lulars.

Hi ha molécules antioxidants i enzims, en les membranes, en els organuls cel-lulars, i també en el citosol.

En la Figura 12.3 es pot veure un esquema de la distribuci6 d’algunes d’aquestes molécules i enzims en
la cel-lula.

- ) . p-carotens
, reticul endo ' g -
. )
| plasmatic
’
"""‘" vitamina E, C
+ P-carotens

vitamina C GSH = e

glutatié peroxidasa SOD=Cu-Zn

vitamina E

Glutatio peroxidasa

vitamina E + SOD-Mn

p-carotens

Figura 12.3 Distribucio d’algunes de les moléecules antioxidants i enzims en la cél-lula.

La preséncia d’aquestes espécies antioxidants és fonamental de forma especial en els organuls cel-lulars

on hi ha processos redox, com son els mitocondris, o els peroxisomes. Un altre punt sensible son les
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membranes, en les que s’ha d’evitar la formacié de peroxids, per aixo es requereix la preséncia de
molécules antioxidants.

12.2 Superoxido dismutasa (SOD)

Com ja s’ha comentat la superoxido dismutasa és 1’enzim responsable de la desproporcio de I’anid
superoxid (O2) en O21 H,O.. Aquest enzim pot tenir un centre actiu de tipus mononuclear, que pot ser
de Fe (SOD-Fe) o de Mn (SOD-Mn), o be contenir dos ions metal-lics en el centre actiu, Cu i Zn. En
aquest text ens centrem en 1’estudi de la SOD-CuZn.

La reaccid que catalitza aquest enzim €s una reaccio6 redox, per tant, dels dos ions metal-lics presents en
aquest enzim el que participa en el procés redox és el coure, que pot presentar dos estats d’oxidacio:
Cu''i Cul. Aixi doncs el cicle catalitic es pot presentar de forma esquematica tal i com es mostra en la
Figura 12.4.

H,0, SOD-Cu''zZn 0,

0y <SOD—Cu’Zn 0,
Figura 12.4 Cicle catalitic de la desproporcio de [’anio superoxid per medi de la SOD-CuZn.

La desproporcié de 1’ani6 superoxid es dona en dues etapes:

- Laseva oxidaci6 a O, en la que tan sols perd un electro: O, = O,+ 1 ¢ que passa a 1’i6 Cu**
de I’enzim, per reduir-se a Cu’.

- La seva reduccid a H>O,, procés que requereix de I’aportacié de dos protons i un electrd que
prové de I’enzim en la seva forma reduida.

L’estructura del centre actiu es pot veure ne la Figura 12.5. Com es pot observar, hi ha un lligand pont
inusual: és un lligand histidina.

Hz? e /N'His His-N N-His
B -Hi i .
HiS-N—Tdﬁ:l{)—N'e ‘N_Z“Z‘ﬂN e His-N—iCu'’ H—N/\N—Zn/'dﬂN'H's
His-N — 00C-Asp His_NJ ’ \_< 00C-Asp
His His
Forma oxidada Forma reduida

Figura 12.5 Detall del centre actiu de la SOD-CuZn en la forma oxidada i reduida.

L’aminoacid histidina, tot i tenir dos N en ’anell amb un parell d’electrons lliure sobre cadascun d’ells,
en la major part de sistemes es coordina tan sols per un d’aquests atoms de nitrogen actuant com a
lligand monodentat. Ara be, en el cas de la SOD-CuZn el lligand histidina pot estar desprotonat, tal i
com es mostra en la Figura 12.6 1 aix0 afavoreix la seva coordinacio pels dos atoms de nitrogen, actuant
com a lligand pont.
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Figura 12.6 Les dues formes en que es pot trobar [’aminoacid histidina. A I’esquerra, la forma neutre
habitual. A la dreta la forma anionica, desprotonada, que es troba en la SOD-CuZn.

En la seva forma oxidada 1’enzim presenta 1’ié6 Cu?* amb un nombre de coordinacié 5, amb una

geometria de piramide de base quadrada distorsionada, amb una de les posicions ocupada per una
molécula d’aigua i les altres per lligands histidina (N-His). L’entorn de 1’i6 Zn*" és tetraédric, format
per lligands histidina i el grup carboxilat del lligand aspartat coordinat de forma monodentada.

El mecanisme proposat es mostra en la Figura 12.7. En preséncia de I’ani6 superoxid es perd la molécula
d’aigua coordinada al Cu?*, ja que és la posicié més 1abil, i en el seu lloc s’hi coordina I’anié O,". Com
ja s’ha comentat, en aquesta etapa el substrat (0,") cedeix un electro al Cu®* reduint-lo a Cu”.

En la forma reduida 1’enzim presenta 1’i6 Cu’ en un entorn pla trigonal, ja que s’ha descoordinat el
lligand histidina que actuava de pont en la forma oxidada. La reaccioé del Cu" amb el segon i6 O, no es
dona per coordinaci6é de 1’ani6 de substrat al centre metal-lic. En la seva forma reduida 1’16 metal-lic té
tots els orbitals d ocupats i per aixo és menys favorable la coordinacié del superoxid. La presencia del
lligand histidina protonada (antic pont) afavoreix el posicionament del substrat proper al Cu’. La
orientaci6 que 1’hi dona al O, proper a ’orbital d,» del Cu” afavoreix la transferéncia d’un electrd des
d’aquest orbital a I’orbital 7* del O,  que esta parcialment ocupat (Figura 12.7).

0y
Hzo\ ')\\N'Hi/s\ ;‘“’"5 07\ N-His ;\I-His ____________________
His-N—}‘.yj:—N"é“N—Zn,f‘N'H's > HisN—Gu —N75 SN—za=NHis L e
His-N \=< oocAse Y Hisk \—{( 00C-Asp e (' % 0
His H,0 His ; % :
H* i
H,0 :
2 2‘> | Cu+
N
H* 0,
His-N, 02 ;\I-His His-N. . ;«-His
. ',,"_j\.' ‘. /\ N-His 0, W 3 ;s \N—ZnéN'His
His:N—Cu: H-N N—Zn_;é‘ His-N J'?H" H-N 5
His-NJ \=< boc-Asp His-N \=< 0O0C-Asp
His His

Figura 12.7 Mecanisme proposat per la desproporcio del superoxid per medi de la SOD-CuZn. En el
requadre esquema de la transferéncia electronica des del Cu" a l’orbital ©* de I’anié superoxid.

12.3 Catalases i peroxidases Fe-hemo

Les catalases (Fe-hemo) i peroxidades, tot i ser dos enzims diferents. es poden estudiar conjuntament ja
que presenten el mateix tipus de centre actiu, i a més, una de les etapes de la reaccid és similar.

Les catalases son els enzims que catalitzen la desproporcio del H,O; en H2O 1 O;. Per tant, el peroxid
d’hidrogen s’oxida i es redueix. Les dues reaccions que tenen lloc son:

H,0, > O, +2H " +2¢7; HO, +2H" +2 e~ = 2 H,O ilareacci6 global: 2 HO; 2 O, +2 H,O

95




Les peroxidases utilitzen el H>O; per oxidar a diferents tipus de substrats. Per tant el peroxid d’hidrogen
oxida a I’enzim reduint-se a aigua: H.O, + 2 H" + 2 ¢~ = 2 H,O i la forma oxidada de I’enzim és la
responsable de I’oxidaci6 dels substrats (citocrom ¢, CI~, Mn?*, molécules organiques, en general AHy).

Per tant tots dos enzims tenen una etapa en comu: la reduccio del H>O; a H>O i pas de I’enzim a la seva
forma oxidada.

La segona etapa de la reacci6 és 1’oxidacio del substrat. Aqui és on es diferencien:
- Les catalases oxiden al H>O, a Os.

- Les peroxidases oxiden a altres substrats: per exemple, un compost AH, a A o en el citocrom ¢
de Fe’" a Fe*'.

Per tant, en la primera etapa de la reaccid, que és analoga en els dos enzims, cal que I’enzim interaccioni
amb el H>O, 1 pugui aportar 2 electrons per trencar I’enllag sigma O-O.

El grup Fe-hemo quan presenta una posicié vacant interacciona facilment amb 1’oxigen. Ja s’ha vist que
en I’hemoglobina i mioglobina el O; es coordina al Fe''-hemo. En el cas de la monooxigenasa citocrom
P4so aquest grup, en la forma Fe''-hemo, també coordina a ’oxigen. La diferencia amb les catalases i
peroxidases €s que el substrat no és O, sin6 H>O,. En el cas del cit P4so s’havia vist que un intermedi de
la reaccio era Fe-"OOH, i I’etapa segiient comportava el trencament de ’enllag O-O a I’igual que en
el cas de catalases i peroxidases. Per tant, per aquests enzims es proposa:

111

- Perinteraccionar amb el H>O, I’enzim ha d’estar en la forma Fe™'-hemo i ha de tenir una posicio

vacant.

- El trencament de I’enllag O-O es donara de la mateixa forma que en el cit Paso, €s a dir que el
els dos electrons necessaris per omplir I’orbital o* del O2*>" provenen un de I’anell porfirinic i
un del Fe"', El sistema = de 1’anell perd un dels electrons i per tant queda un radical a I’anell.

El centre actiu de la catalasa i les diferents peroxidases varia en el lligand que ocupa la posici6 axial
(L). Per les catalases €s una tirosina desprotonada (Tyr-O~), mentre que en les peroxidases pot ser una
cisteina desprotonada (Cys-S™) o una histidina (N-His). El mecanisme de reaccidé que es proposa es
presenta en la Figura 12.8.

catalasa peroxidasa
H-0-O-H o H-A-H
H,0, =
OH /
i \
Nom 4 3N ’
(N ll;,,,"_ Fel".\ ”’/ | 11 ’”’"mil) I\_A\N "
—~ —_ e .
L H,0
r 2
L \ B L i L B
Ao 02 (
H,0
L=Tyr-O" His-N Cys-S°

Figura 12.8 Mecanisme proposat per les catalases i peroxidases.

L’intermedi de reaccio Fe'V=0, amb el radical en I’anell es posa de manifest en el canvi en I’espectre

visible i en la coloracié verda d’aquesta intermedi. Aquest intermedi €s analeg al que apareix en el
mecanisme reaccid del cit Psso. Els 1ligands en axial (L) anionics estabilitzen 1’estat d’oxidacio elevat
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del ferro. En el cas del sistema amb N-His, que és un lligand neutre, s’ha observat que aquest lligand
presenta enllagos per pont d’hidrogen que aporten densitat electronica extra sobre el N coordinat.

Es aquest intermedi deficitari en electrons (Fe'V i 1’anell ha perdut també un electrd), que oxidara al
substrat reduint-se de nou a Fe''. Aquesta transferéncia electronica ve propiciada per la interaccid per
enllacos per pont d’hidrogen entre el substrat i el grup “oxo”.

12.4 Glutatio peroxidasa

La glutatio peroxidasa és un enzim que conté seleni en el centre actiu. Més concretament, el punt
rellevant del seu mecanisme €s la preséncia d’una selenocisteina (Cys-SeH). Una selenocisteina €s una
cisteina en la que el seleni esta substituint al sofre (Cys-SH). Una diferencia important entre aquests dos
aminoacids ¢és el seu caracter acid. El seleni, en trobar-se al mateix grup de la taula periodica que el
sofre perd en un periode superior, té un major radi. Per tant, la distancia Se-H > S-H, i aix0 explica el
major caracter acid de la selenocisteina que es troba desprotonada (Cys-Se™), mentre que la Cys-SH
només esta desprotonada quan es coordina a ions metal-lics.

La glutatié peroxidasa és I’enzim responsable de I’eliminaci6 dels peroxids organics. Es troba en molts
punts diferents, tant en 1’espai extracel-lular, per exemple, en el plasma sanguini, o a I’interior cel-lular,
en el mateix citosol o en organuls, com els mitocondris.

El responsable del trencament del peroxid és el grup Cys-Se™ de I’enzim que actua com agent nucleofil.
Ara be, per regenerar 1’enzim cal la preséncia del glutati6. El glutatié és un peptid format per glutamat,
glicina i cisteina (Glu-Cys-Gly) i que s’acostuma a representar com G-SH, posant de manifest que el
grup important és el tiol de la cisteina.

ROOH +H+ ROH

H*+ G-S-8-G &c E-Se-OH G.S-H
G-S-H E-Se-S-G X

Figura 12.9 Mecanisme de la glutatio peroxidasa (GSH = glutatio).

En el procés de regeneracio de 1’enzim, es necessiten dos molécules de glutatié. En primer lloc es forma
I’enllag Se-S, entre I’enzim i el glutatio, i la segona molécula de glutatié desplaga I’enzim, ja que és més
favorable la formaci6 de I’enllag S-S que el Se-S. Hi ha un millor solapament entre els orbitals de dos
S, que entre els de S 1 Se, degut al diferent radi i electronegativitat.
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13. METAL-LOENZIMS QUE PARTICIPEN EN PROCESOS D’ISOMERITZACIO

13.1 El sistema B>

L’any 1926 es va veure que hi havia un tipus d’anémia que es podia revertir administrant fetge. Es va
procedir a aillar el principi actiu i se’l va anomenar vitamina Bi».

Una vitamina €és un compost necessari pels organismes superiors perd que no el sintetitzen sind que cal
incorporar-lo a través de la dieta. Aixo passa amb la vitamina Bi,, el nostre organisme no en sintetitza
en prou quantitat i cal adquirir-la a través de la dieta. Ara be, la vitamina no és 1’espécie activa, sin6 que
s’ha de convertir al coenzim o a I’espécie activa per la reaccio6 en la que estigui involucrada.

El sistema By, t€ en el seu centre actiu el cobalt unit a un lligand nitrogenat macrocicle, derivat de la
porfirina (grup hemo) perd amb certes diferencies (Figura 13.1).

- La cavitat de I’anell és menor ja que té un atom de carboni menys.
- L’anell tan sols té una carrega negativa quan es desprotona.

- No té un sistema 7 complet, per tant €s un anell molt més flexible que el de la porfirina.

porfirina corrina
Figura 13.1 Comparacio entre el lligand porfirina i el lligand corrina.

M, La gran majoria de compostos de

L’i6 metal-lic que es coordina als 4 nitrogens de I’anell és el Co
Co'" presenten una configuracié electronica d’espin baix, i el sistema Bi, no és cap excepcio: té un id
Co' d’espin baix, per tant el seu estat fonamental d’espin és S=0. Comparat amb el Fe'' el Co'™ d’espin
baix té un radi menor (esta més a la dreta a la taula periodica) i per tant es pot ajustar millor a la cavitat,

que com hem comentat té una mida més petita que en la porfirina..

El nombre de coordinacié del cobalt en el sistema B2 és NC = 6. Es a dir que les dues posicions axials
estan ocupades. Una d’aquestes posicions 1’ocupa un grup dimetilbenzimidazol, la base nitrogenada
d’un nucleotid que penja de I’anell corrina. L’altra posicid (R) varia, donant lloc al que es coneix com
la familia de les cobalamines. En la vitamina B, R = CN", pero també podem tenir R = H,O 0 OH". Les
dues especies actives son: coenzim Bz, quan R = adenosil i el sistema Me-Bi, 0 metilcobalamina quan
R =Me (Figura 13.2).

Per tant els enzims By, tenen un grup R organic (adenosil o Me) i per tant hi ha un enllag Co™-C; és a
dir que aquests enzims son sistemes organometal-lics. Aquest és un dels pocs sistemes que hi ha de
compostos organometal-lics en éssers vius. En general els compostos organometal-lics son forga
reactius. Per aquest sistema (compostos model) s’ha vist que 1’enllag Co-C es pot trencar amb certa

facilitat per acci6 de la llum o I’escalfor.
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Figura 13.2 centre actiu dels sistemes Bj:.

Un altre fet rellevant d’aquest sistema és 1’estat d’oxidacié del metall. El Co™ en soluci6 aquosa és molt

oxidant, £°(Co*/Co*") = 1,95 V i per tant si es trobés com aquocatio seria altament agressiu. En canvi,
en el sistema B1» el seu potencial de reducci6 disminueix significativament, £°(B12-Co*"/Co?") ~ —0,04
V.

13.2 Reaccions de reordenament o isomeritzacio: coenzim B2

El coenzim By, catalitza reaccions de reordenament o d’isomeritzacid, en les que s’intercanvia un H unit
a un carboni amb un grup X unit al carboni vei com es mostra en la Figura 13.3.

X H
&~ coenzim By, | &
lifllu-.C—_C" S . llllln-c__c"\
7/ e oy
H X

Figura 13.3 Reaccio catalitzada pel coenzim B».

Seguint la reaccio per RSE s’observa:
- la preséncia d’un radical organic, ja que hi ha una banda estreta a g = 2.

- un senyal degut a la presencia de Co" amb acoblament hiperfi que dona lloc a 8 linies. El cobalt té un
espin nuclear Ic, = 7/2, per tant, ’acoblament de I’espin electronic amb 1’espin nuclear dona 2n/+1
senyals, que correspon a les 8 senyals que s’observen.

Per tant, en aquesta reacci6 hi ha un trencament homolitic de I’enllag Co™-Cagenosit reduint-se el Co' a

Co'" i formant-se el radical adenosil, que podem representar com R-CH»- tal i com es pot veure en la
Figura 13.4.

,,,,,,

N

N-Bim N-Bim

Figura 13.4 Trencament homolitic de I’enlla¢ Co-C en el coenzim Bj».
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Com ja s’ha comentat, 1’anell del sistema B, presenta més flexibilitat que la porfirina, aixo pot propiciar
que I’apropament del substrat (el compost que s’ha d’isomeritzar) debiliti I’enllag Co-C i pugui produir
el trencament.

L’i6 Co*" format segueix presentant configuracio d’espin baix i per tant, en ser un i6 d’ presenta un
espin electronic S = 1/2.

Per altra banda, un radical és una espécie molt reactiva, que tendeix a trencar enllagos per tal d’aparellar
I’electrd solitari. Aixi que es proposa que el radical adenosil (R-CH,-) trenca 1’enllag C-H del substrat
generant un radical en el substrat i formant el R-CHa.

Es proposa que el reordenament o isomeritzacio que té lloc en el substrat es dona via radical, tal i com
es mostra en la Figura 13.5.
X

N
- -

| g , :
. ¢ —— . — ””"“? C‘
/ . “ / )l(

Figura 13.5 Reordenament del radical en el substrat
El mecanisme pel que es dona aquest intercanvi en la posicio6 del radical no esta clar, i no es pot descartar
que també hi intervingui el centre de cobalt.

El mecanisme global proposat per les reaccions de reordenament es mostra en la Figura 13.6. D’aquest
mecanisme cal tenir clar dos punts: és un procés radicalari que comporta el procés redox Co™/Co.

W

’”’m,

~~
col” N-Bim
CQ)

N-Bim

Figura 13.6 Mecanisme de reaccio pel procés d’isomeritzacio catalitzat pel coenzim B ..
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13.3 Reaccions de transferéncia de grups metil: Me-B1,

Com ja s’ha comentat hi ha un altre enzim del sistema B2, que és el Me-Bi,. Aquest enzim catalitza
reaccions de transferéncia de grups metil.

Una de les reaccions de transferéncia de metil és la conversidé de I’aminoacid cisteina (Cys-SH) en
I’aminoacid metionina (Met-S-CH3). La reaccio la catalitza el sistema Me-Bi» que és el que aporta el
grup metil.
Cys-SH + B1,-CH3; - Met-S-CH;

En aquest tipus de reaccions no s’observa senyal RSE, el que indica que no hi ha un trencament
homolitic de ’enllag Co'™-CHj sin6 que en aquest cas el trencament és heterolitic, formant-se Co' i el
carbocati6 CH3".

A P’igual que en el cas de les reaccions catalitzades pel coenzim Bi», I’apropament del substrat pot

provocar una certa deformacié en I’anell, debilitant I’enllag Co-C. La reaccio6 vindra propiciada per la
interacci6 entre la cisteina i el carbocati6 (Figura 13.7).

Cys-82-——- CHj;
S N
Cys-S-H m MIETHE
:,,.‘C°|*
\__E_/
N-Bim H* ;

Figura 13.7 Mecanisme de reaccio per la transferéncia de metils catalitzada pel Me-B; (THF =
tetrahidrofolat).

En el procés de trencament de ’enllag Co-C s’observa un allargament de la distancia Co-N del grup
benzimidazol (N-Bim) que hi ha en la posicio axial. Aixo corrobora que hi ha hagut la reduccio del Co™
a Co', col-locant-se els dos electrons en I’orbital d,» i per tant, la repulsié amb el lligand en axial és
major, augmentant la distancia d’enllag. L aparellament dels dos electrons en aquest orbital dona un
estat d’espin S = 0, que concorda amb el fet de que no s’observi senyal RSE.

Laregeneracio de I’enzim es dona per interaccié amb una altre molécula, metil tetrahidrofolat, Me-THF,
que ¢s la que transfereix el grup metil.

Per tant, en aquest tipus de reaccions de transferéncia de metils el trencament de I’enllag Co-C és
heterolitic i la reaccidé no es dona via radical. El estats d’oxidacid pels que passa 1’i6 metal-lic son
Co'"'/Co.
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14. METAL-LOENZIMS QUE CATALITZEN REACCIONS ACID-BASE

En aquest capitol es parla dels enzims que catalitzen reaccions de tipus acid-base, en el sentit ampli de
I’expressio. La gran majoria son reaccions d’hidrolisi, és a dir reaccions en les que hi ha el trencament
d’un enllag provocat per la reaccio amb aigua.

Per tal de trencar enllagos covalents I’aigua ha d’actuar com a nucleofil. Ara be, la molécula d’aigua
lliure, sense coordinar a un 16 metal-lic, té poc caracter nucleofilic; en canvi, quan esta coordinada a un
16 metal-lic amb un cert caracter polaritzant augmenta el seu caracter acid, i per tant el seu poder com a
nucleofil ((OH).

+ /H @
M"—07 —= M—0%H +H*

En els éssers vius es donen moltes reaccions d’hidrolisi, com per exemple d’esters de fosfats, o el
trencament d’enllagos peptidics.

TP i R=-0—H E
R—0O%P. —0—H + —0—P— .
0P~ H-0—P~o

O
n Hzo 9

o H H
R=CeN—R" —> R—C—0—H * H—N—R
L]

Ara be, hi ha altres reaccions que son també d’atac nucleofil perd en les que no es dona el trencament
d’un enllag, com és la conversio del CO, en HCOs™ o be el pas d’aldehid a alcohol o viceversa.

eOH _0
0=C=0 —>» HO—C\’
00
R ST R M
j— —_ ~N
H W o

Un dels problemes que presenten aquest tipus d’enzim és que son dificils de caracteritzar, ja que molts
d’ells tenen zinc com a 16 metal-lic en el centre actiu. El Zn** en tenir una configuracié electronica d'°
no presenta espectre visible, ni senyal RSE. Es podria pensar en la caracteritzacio per RMN, ja que el
877n té un espin nuclear / = 5/2, perod té I’inconvenient de que aquest isotop és molt poc abundant en el
zinc natural (4%). Una forma de caracteritzar aquests enzims €s substituint 116 metal-lic del centre actiu
per un altre similar pero que sigui un metall de transicié (que tingui els orbitals d parcialment ocupats).
El Co*" és un bon candidat ja que té un radi similar.

Els enzims que es tracten en aquest texts son enzims de Zn** i un enzim que conté Ni*>*. Hi ha un altra
element que ja s’ha comentat que participa en reaccions d’hidrolisi, és el Mg?* que esta involucrat en la
hidrolisi del ATP i en general en processos on intervenen fosfats.
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14.1 Carboxipeptidasa A

La carboxipeptidasa A va ser un dels primers enzims que es va descobrir i es van realitzar nombrosos
estudis, espectroscopics i no espectroscopics, per tal de conéixer 1’entorn de 1’16 metal-lic 1 el mecanisme
de la reaccio.

El seu nom fa referéncia a la funci6 que realitza: peptidasa es refereix a que trenca ’enllag peptidic 1
carboxi que ho fa en I’extrem de la proteina on hi ha el grup carboxilat terminal.

Aquest enzim forma part de la gran familia d’enzims digestius, responsables de la fragmentacio i
degradaci6 dels diferents tipus de polimers biologics.

Aquest enzim es troba en 1’espai extracel-lular. Com qualsevol altre enzim, la seva funcié és actuar com
a catalitzador. La reaccioé d’hidrolisi de 1’enllag peptidic té una constant de velocitat molt petita, £ =
107" 7! quan no hi ha la preséncia de catalitzador, en canvi la reaccié enzimatica té una constant de
velocitat de molt més gran, k= 10*s™!.

Com ja s’ha comentat, abans de tenir 1’estructura es van fer diversos estudis amb I’enzim. En un d’ells
es va veure que la reaccio no es donava en preséncia d’algun lligand bidentat. Aix0 vol dir que hi ha dos
lligands labils (o un lligand labil i una posicié vacant) que es poden substituir per lligand bidentat i
llavors no es dona la reaccio. Per tant vol dir que aquest lligand 1abil és fonamental per que tingui lloc
la reacci6. Quan es va resoldre 1’estructura cristal-lina es va veure que efectivament hi ha un lligand
monodentat, H,O, i que el nombre de coordinacié del Zn?" és NC = 5. En preséncia d’un lligand bidentat,
com que I’16 metal-lic té encara una posici6 vacant (pot arribar a NC = 6), es pot coordinar aquest lligand
desplagant la molécula d’aigua, ja que la coordinacié d’un lligand bidentat dona major estabilitat al
complex.

En la Figura 14.1 es presenta I’estructura cristal-lina d’una carboxipetidasa A. L’i6 Zn*" esta coordinat
a 2 N d’histidina, a dos O d’un lligand carboxilat bidentat, del glutamat, i la cinquena posicio de
coordinacid 1’ocupa una molécula d’aigua. En la cavitat creada per la proteina hi ha proper un grup
carboxilat que actua com a base, facilitant la desprotonacié de la moleécula d’aigua coordinada i
generant-se aixi el nucleofil (Zn**~OH").

Figura 14.1 Estructura cristallina de la carboxpeptidasa A bobina (codi PDB: 5CPA)* i detall del
centre actiu.

El substrat a hidrolitzar s’apropa al centre actiu gracies a la formacioé d’enllagos per pont d’hidrogen,
que el posicionen favorablement per la coordinacio al centre de reaccio. En aquest cas el Zn** juga dos
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papers: per una banda, polaritza I’enllag O-H de la molécula d’aigua, afavorint la formacio del nucleofil,
1 per altra banda té una posici6é vacant en la que es pot coordinar el substrat. En el mecanisme que es
proposa el nombre de coordinacid del centre metal-lic passa de NC =5 a NC = 6 (Figura 14.2).

El grup carbonil pot interaccionar amb el Zn>" que té una posicid vacant, i el situa ben posicionat per
patir I’atac nucleofil per part del “"OH que hi ha coordinat al Zn**. Aixo P°*°? que el C passi de tenir una
geometria plana trigonal (hibridaci6 sp”) a una geometria tetraédrica (hibridacié sp®). A I’igual que passa
en la hidrolisi del ATP, els enllagos covalents es poden afeblir augmentant el nombre d’enllagos que hi
ha al voltant de 1’atom central. La disposicid de 1’orbital 7* del grup carbonil (CO) permet el solapament
d’aquest orbital amb un dels orbitals del grup "OH que té el parell d’electrons.

El parell d’electrons solitaris del N de 1’enlla¢ peptidic interacciona, i es protona, amb el H" que havia
quedat retingut en la cavitat unit a un grup basic, en aquest cas un carboxilat. Per tant momentaniament
també augmenta el nombre d’enllagos que forma, produint-se finalment el trencament de ’enllag C-N.
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Figura 14.2 Mecanisme proposat per la carboxipeptidasa A.

14.2 Ureasa

La ureasa €s I’enzim responsable d’hidrolitzar la urea. En la degradacié dels lligands biologics que
contenen nitrogen es forma urea. Tal i com es pot veure en la Figura 14.3, la descomposicio de la urea
dona diferents productes segons si €s una descomposicié espontania o catalitzada per la ureasa. En
ambdods casos el que es trenca és I’enllag C-N, que en certa forma és similar a 1’enllag peptidic. La
descomposici6 espontania dona com a producte 1’acid isocianic, que és altament toxic. En canvi amb la
ureasa es forma I’ani6 carbamat, en una primera etapa, que després descompon espontaniament per
donar CO; i NHs. La reaccié de degradacio de la urea és 10'* vegades més rapida amb la ureasa que
sense cap catalitzador.

La ureasa es va poder cristal-litzar per primer cop en el 1926, ara be, no va ser fins cinquanta anys més
tard, en el 1976, que es va detectar que contenia niquel en el centre actiu. Va ser el primer enzim que es
va congixer que contenia niquel. Per conéixer I’entorn del Ni en el centre actiu es va haver d’esperar
encara uns anys. Va ser ’any 1998 que es va poder resoldre 1’estructura del centre actiu.
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Figura 14.3 Descomposicio de la urea.

La ureasa es troba en plantes, fongs i bacteris. En plantes s’ha observat que quan la concentraci6 en Ni
és baixa, hi ha un augment en la concentraci6 d’urea. Aquest augment en la quantitat d’urea present
afecta negativament al metabolisme del nitrogen i al creixement de la planta.

En els mamifers la urea formada en la descomposicio dels lligands biologics nitrogenats, segueix dos
vies. Una part de la urea s’elimina a través de 1’orina, i una altra part torna a 1’aparell digestiu on hi ha
bacteris que contenen ureasa i la degraden, per participar en la sintesi de noves proteines i biomolécules.

La preseéncia de bacteris en 1’orina que continguin ureasa, provoca la hidrolisi d’aquesta molécula i com
que en el procés es forma amoniac, el pH augmenta. Aixo pot provocar la precipitacio d’algun solid (la
formacio de pedres).

El centre actiu de les ureases de diferents bacteris son tots similars. El centre actiu conté dos ions Ni**
units per un grup carboxilat de la lisina, que actua com a lligand pont, i una molécula d’aigua. En les
posicions terminals tots dos centres metal-lics tenen 2 histidines i una molecula d’aigua. Un dels ions
Ni** queda aixi, amb un NC = 5, mentre que I’altre Ni*" completa la coordinacié octa¢drica amb un
lligand carboxilat provinent de I’aspartat, unit de forma monodentada (Figura 14.4). Hi ha un conjunt
d’enllagos d’hidrogen entre les molécules d’aigua coordinades com a lligands terminal i la que actua
com a lligand pont i tamb¢ entre aquesta i el grup carboxilat monodentat.

Lys
His-N 0—)'“0 B-His
His-N-\/. Nij—N-His
NI\ / |\ o Asp

Figura 14.4 Centre actiu de la ureasa *’

Estudis realitzats amb aquest enzim posaven de manifest que 1’activitat enzimatica s’inhibeix en
presencia de H,PO4 ™. Aixo indica que aquest anid es pot coordinar al centre actiu competint amb la urea.
Es a dir que hi ha posicions labils que son fonamentals pel mecanisme de reaccio.

Un dels mecanismes que es planteja per aquesta reacci6 és que els dos ions Ni?* tenen diferent funcio.
La ureasa es coordina a través de ’oxigen del grup carbonil al Ni?>* que té NC = 5. L’altre Ni*>" genera
el nucleofil ("OH) a partir de 1’aigua pont, que deixa d’actuar com a pont. En quedar propers el substrat
i el nucleofil es dona la reaccid. A I’igual que en el cas de la carboxipeptidasa, la clau esta en passar del
C amb entorn pla trigonal al tetraedric, debilitant-se els enllagos. D’aquesta forma el substrat queda
actuant com a lligand pont (Figura 14.5). Es en aquest punt on la preséncia d’espécies que puguin actuar
com a lligands bidentats (per ex. H,PO4") poden inhibir la reaccié. El H*, que ha perdut inicialment
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I’aigua pont i que deu estar retingut en algun grup basic de la cavitat, protona el grup -NH, afavorint-se
el trencament de I’enllag C-N.

El carbamat queda coordinat actuant com a lligand bidentat i a continuacidé 1’aigua el desplaca
regenerant-se 1’enzim.

7’*0\
Ni\ /Ni )\ )\ /l\
Y 0 0 ? Q ? 9
‘ H H N! l\lll Ni Ni H+ N! Ni
0 0 0 0 \ 0 O~
] 1 Y H N H
PN N " HN" \NHz NH \
H2N NH,  H2N NH, NH,

Figura 14.5 Mecanisme proposat per la ureasa.

14.3 Anhidrasa carbonica

L’anhidrasa carbonica va ser la primera proteina de zinc que es va aillar, en el 1932, pero en aquell
moment encara no s havia vist que contenia aquest 16 metal-lic. Aixo es va saber ’any 1939, i uns trenta
anys més tard, finalment es va resoldre I’estructura cristal-lina que va permetre determinar 1’entorn de
1’i6 metal-lic, Zn?".

La reacci6 que catalitza aquest enzim és la hidratacié del CO; per formar hidrogen carbonat i la reaccio
inversa: CO, + H,O $ HCOs; + H'.

A T’igual que en altres enzims de zinc, com que es va trigar molt a poder tenir ’estructura del centre
actiu es van anar realitzant diversos estudis que aportaven informacié valuosa per poder establir un
mecanisme de reaccio.

Es va veure que si s’extreia el Zn**, per exemple utilitzant un bon lligand quelant, la proteina no patia
cap canvi estructural significatiu, perd deixava de tenir activitat catalitica. Aixo indica que el catid
metal-lic no t€ un paper estructural siné que esta involucrat en la reaccio.

Una altra dada rellevant que es va extreure és que la reaccié es dona amb una velocitat més alta quan el
medi és basic, a pH ~ 8. El pas de CO, a HCO;™ consisteix en 1’atac nucleofil del OH™ sobre el C del
COy, Per tant el medi basic afavoreix la formacio6 del nucleofil, facilitant el desprotonament de 1’aigua.

Per altra banda, s’havia vist que la reaccid s’inhibia en preséncia de formiat (HCOO™) o de hidrogen
sulfit (HSO3"); ambdods anions tenen una estructura similar a la del hidrogen carbonat (Figura 14.6), i
per tant poden competir per la seva coordinaci6 al Zn**, el que indica que en una de les etapes de la
reaccio el HCOs esta coordinat al centre metal-lic.

/OH /H (le
-1;"20_,/.'—(’ \‘ 1 '10:_/__(:\‘\‘\ J'Si
o' 012 """20/ 'O-m

Figura 14.6 Anions que competeixen en la coordinacié al Zn’*en I’anhidrasa carbonica.

El centre actiu d’aquest enzim €s mononuclear, conté un sol i6 metal-lic, en un entorn tetraédric format
per tres lligands nitrogenats, histidina, i una molécula d’aigua (Figura 14.7). Aquesta molécula d’aigua
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¢s la que forma el nucleofil. Per tant, a la cavitat proteica hi ha un grup basic que reté el H" durant la
reaccio. En aquest enzim el grup basic és una histidina.
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Figura 14.7 Mecanisme de reaccio de [’anhidrasa carbonica.

A partir d’estudis de RMN de '*0 i 13C es va observar que I’intercanvi entre CO, i HCO;5™ és rapid i per
tant, ’etapa lenta de la reaccié és la formacio del nucleofil o desprotonacié de I’aigua. Es per aixo que
la velocitat de reacci6 depen del pH del medi.

14.4 Alcohol deshidrogenasa (ADH)

L’alcohol deshidrogenasa, com el seu nom indica “extreu” un hidrogen a un alcohol, donant lloc a la
formacié d’un aldehid o una cetona. Per tant és un procés redox. El centre de reaccié conté Zn?*, perd
evidentment aquest i6 no pot catalitzar una reacci6 redox, sind que hi ha d’haver un cofactor, una especie
que si que pugui guanyar o perdre electrons, participant en el procés redox.

En el fetge de mamifers hi ha la reaccié d’oxidacié d’alcohols a cetona o aldehid; aquest enzim també
catalitza la reaccio en sentit contrari.

Els llevats (fongs microscopics unicel-lulars) son els responsables del procés de la fermentacid
alcoholica; en una de les etapes de la fermentacid intervé 1’alcohol deshidrogenasa convertint la glucosa
en etanol.

La reacci6 d’oxidacié d’un alcohol primari:
R-CH,OH > R-CHO+2 H" +2 ¢

es pot re-escriure considerant que H* + 2 e = H™i per tant quedaria:
R-CH,OH > R-CHO + H" + H”

Aixi que la reaccié d’oxidacio d’alcohols es pot explicar com la transferéncia d’un anidé hidrur. El
cofactor redox, que sera 1’acceptor de I’hidrur és el dinucleotid NAD", que passara a la seva forma
reduida NADH.

En I’enzim hi ha dues cavitats en les que hi ha un i6 Zn*" coordinat, perd no és un centre dinuclear, ja
que no hi ha lligands pont en cap moment. Son dos cavitats separades (Figura 14.8).
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- Un d’aquests ions t¢ NC =4, i el seu entorn tetracdric esta format per 4 lligands cisteina. L’16 metal-lic
d’aquest centre t€ un paper estructural.

- El Zn?* de Daltra cavitat té també un entorn tetraédric, NC = 4, format per dos lligands cisteina, un
lligand histidina i una molécula d’aigua. Aquest és el centre de reaccio. La preséncia dels lligands
cisteina, que en estar coordinats al 16 metal-lic estan desprotonats i per tant presenten carrega negativa,
fa que la molécula d’aigua sigui un lligand labil. El Zn** té poc poder polaritzant i en aquest cas, en lloc
de propiciar la desprotonacié de ’aigua afavoreix la seva substitucid pel substrat.

S-Cys S-Cys
Cys-S//,,,,,m |\ His-N/,,,,/,““Zn\"—\
Cys-S/ S-Cys Cys-S -"‘OHZ:; labil

estructural centre reaccid

Figura 14.8 Entorn dels dos ions metal-lics presents en [’alcohol deshidrogenasa.

En preséncia de 1’alcohol, es perd la molécula d’aigua i es coordina I’alcohol, que perd el proto del grup
alcohol. Proper a aquest centre de reacci6 s’hi ubica el nucleotid NAD" i es pot donar la transferéncia
del hidrur (Figura 14.9).
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Figura 14.9 Mecanisme de reaccio de |’alcohol deshidrogenasa.

S’ha observat que la velocitat de reaccié depén de quin alcohol primari és:
velocitat de reacci6 MeOH < EtOH < n-PrOH < n-BuOH

Per tant, el grup R, en un alcohol primari ROH, influeix en la velocitat de reaccio. La llargada de la
cadena influeix en la interaccid ROH--*NAD" i en la interaccié ROH:--Zn?",

Aixi doncs, de tots els alcohols primaris, el metanol és el que es metabolitza més lentament i en la seva
oxidaci6 es forma formaldehid i acid formic, que son totes dues espécies toxics.

L’etanol es metabolitza majoritariament al fetge, i en la seva oxidaci6 hi intervenen dos enzims:
- Alcohol deshidrogenasa (Zn**, NAD") que oxida I’etanol a etanal.
- Aldehid deshidrogenasa que oxida 1’etanal a acid acétic.

A diferencia del que passa amb el metanol, que tant I’intermedi com el producte final son toxics, en el
cas de I’etanol tan sols és toxic I’etanal (I’intermedi). Per altra banda, de les dues etapes per metabolitzar
I’alcohol, la segona és la més lenta. Es per aixd que una ingesta elevada d’alcohol pot portar a una certa
acumulacio d’aldehid, que és un agent vasodilatador.

Hi ha diversos estudis que mostren que la tolerancia a 1’alcohol de la poblacié d’Asia de I’est és més
baixa que la de la resta de poblacio. La tolerancia a 1’alcohol depén de la concentracid i bon
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funcionament dels dos enzims involucrats en el seu metabolisme. S’ha vist que molta gent de Corea,
Xina i Japé tenen un factor genétic que altera el funcionament d’aquests enzims.*®
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15. OXOTRANSFERASES DE MOLBIBDE I TUNGSTE

El molibdé és I'tinic element de la segona serie de transicio que és essencial per gairebé tots els éssers
vius. Va ser a comengaments del segle XX que es va veure que aquest element era necessari en la fixacio
del nitrogen, i a mitjans del segle es va constatar que era necessari per tot tipus d’organismes. Forma
part de nombrosos enzims que estan involucrats en diferents cicles en la biosfera.

Les oxotransferases son una familia d’enzims que, com es pot deduir del seu nom, catalitzen reaccions
de transferéncia d’atoms d’oxigen. Poden ser reaccions d’oxidacié o de reducciod, i en tots aquests
enzims el centre actiu és similar.

Alguns d’aquests enzims son:
* Nitrato reductasa: NO;~+2 H" +2 ¢~ 2 NO,™ + HxO.

En la reduccié de 1’ani6 nitrat es transfereix un atom d’oxigen des del nitrat al prot6 per formar aigua.
Aquest enzim participa en el cicle del nitrogen, i es troba tant en plantes com en fongs i bacteris.

* Sulfito oxidasa: SO;>~+ H,O 2 SO +2 H '+ 2 ¢™.

En aquest cas €s una oxidacio i la transferéncia de I’atom d’oxigen va de la molécula d’aigua a ’anio
sulfit. Aquest enzim es troba en el fetge de mamifers, i participa en 1’etapa final de la degradaci6 dels
aminoacids i compostos que contenen sofre. Una persona adulta elimina aproximadament 1g de sulfats
al dia.

* Aldehid oxidasa: RCHO + H,O > RCOOH+2H'+2¢™.

Es troba en el fetge de mamifers. Participa en la metabolitzacio de farmacs, i també en la segona etapa
d’oxidaci¢ de I’etanol.

* Xantina oxidasa: Es troba en el fetge i ronyons de mamifers. Participa en 1’etapa final del
metabolisme de les purines.

0 o
HN)K N HN)K N
J\ [\>——H +H,0 —> [\>—~OH +2H " +2e
HO \N/ H HOJ\N/ H
Xantina acid aric

En tots aquests enzims hi ha transferéncia d’un atom d’oxigen d’un reactiu a I’altre. No s’ha de
confondre amb les monooxigenases en les que 1’atom d’oxigen inserit en el substrat prové de la molécula
d’oxigen.

15.1 Centre actiu

Tots aquest enzims tenen un centre actiu de molibde, molt similar, tant en els enzims en que es dona
una oxidacié com en els que hi ha una reduccio. En tots ells hi ha un sistema mononuclear de Mo que
pot estar en estat d’oxidacid VI o IV, segons si ha de catalitzar una reaccié d’oxidacio o de reduccid. El
lligand a que esta unit el Mo és del tipus piranopterina, que conté un grup ditiole, que €s per on s’uneix
al Mo (Figura 15.1). Tant el grup pterina com el lligand ditiolé poden donar reaccié redox, per tant son
lligands que participen en el transport d’electrons. A més, hi ha altres proteines i molécules que
aportaran o extrauran electrons del sistema. En tots aquests enzims es troben proteines del tipus [Fe-S],
citocroms, i el dinucleotid FAD..
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pterina

ditiole

oxidada

Figura 15.1 Processos redox que es poden donar en el cofactor piranopterina i el grup ditiole, que és
el nexe d’unio al molibde.

El lligand pterina s’uneix al Mo amb el grup ditiol¢, que es desprotona, actuant coma lligand bidentat.
En la major part de casos tenen un sol lligand pterina i I’entorn del molibdé en la forma oxidada i reduida
és la que es mostra en la Figura 15.2. En general tenen un grup oxo, algun altre lligand i una posicié que
pot ser oxo, quan ¢s Mo(VI), o aigua, quan és Mo(IV).

S ,/O S 0
jl\ \Mo‘i\'\\‘o j[ \Mé/z
S/ \ S/ \ OH,

Figura 15.2 Diferencia en [’entorn del molibde en la forma oxidada i reduida de les oxotransferases.

Quan la reaccié que es catalitza és una oxidacio, I’enzim ha d’estar en la forma oxidada, Mo"! i és el
grup oxo el que es transfereix. Quan la reaccio catalitzada és una reduccio el centre actiu ha d’estar en
la forma reduida, Mo' i la molécula d’aigua, que és un lligand labil, se substitueix pel substrat. Per tant,
el mateix tipus de centre actiu serveix pels dos tipus de reaccions i hi ha un flux d’ electrons, en un o
’altre sentit, entre els sistemes de transport i el substrat, passant pel sistema Molibdopterina, com es pot
veure en la Figura 15.3.

sistema de transport SRR R e R ARG AR RO AR s )

- e ae - - § ]
d'electrons —» ‘pterin —» ditiolé = centre de Mo : Substrat :
[Fe-S], citodroms, FAD : _ _ . T ;

3 -

flux d'electrons

Figura 15.3 Flux d’electrons en les oxotransferases de molibde.

15.2 Nitrato reductasa

Com ja s’ha comentat, aquest enzim catalitza la reduccio del nitrat a nitrit. Per tant, a més del canvi en
I’estat d’oxidacio del nitrogen, aquest ani6 perd un oxigen. Com que cal reduir el substrat el centre de
reaccio ha de ser ric en electrons, és a dir que ha d’estar en la forma Mo'Y, a més ha de poder coordinar
al substrat per tant ha de tenir el lligand 1abil. Es a dir que la reaccié té lloc quan I’enzim es troba en la
forma Mo!'Y-OH,. El mecanisme de la reaccid és mostra en la Figura 15.4.
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En el procés de regeneracio de I’enzim es detecta un senyal RSE, el que indica que passa per un
intermedi Mo". Aquesta espécia té una configuraci6 electronica d', que és un radical, i té un espin
electronic S = 1/2, fet que justifica la preséncia de senyal RSE.
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Figura 15.4 Mecanisme de reaccio de la nitrato reductasa.

15.3 Sulfito oxidasa

En el cas de la sulfito oxidasa, hi ha 1’oxidaci6 del substrat, per tant cal que el centre de reaccid estigui
en la forma oxidada, Mo"! i que pugui transferir un “oxo0” al sulfit, que té un parell d’electrons solitaris.
El mecanisme es mostra en la Figura 15.5, A 1’igual que en la nitrato reductasa, en el procés de
regeneracio de 1’enzim es detecta la preséncia d’un radical, en el espectre de RSE, que correspon a la
formacio d’un intermedi de MoV.
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Figura 15.5 Mecanisme de reaccio de la sulfito oxidasa.
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15.4 Xantina oxidasa

La xantina oxidasa €s 1’enzim que catalitza la reaccio d’oxidacio de la xantina a acid uric. Aquesta
reaccid es dona en el fetge, en mamifers. Quan es forma un excés d’acid uric es pot dipositar, en forma
acida o de sal sodica, en les articulacions i teixits; una malaltia derivada d’aquesta acumulacio de cristall
d’acid tric és la gota. En alguns casos el tractament que es dona consisteix en inhibidors de 1’enzim
xantina oxidasa.

El mecanisme de reaccié d’aquest enzim ¢és lleugerament diferent als de les altres oxotransferases de
molibdé. Hi ha dos aspectes diferencials:

- Lainserci6 de I’oxigen es dona en un enllag C-H (Figura 15.6).

- L’entorn del Mo"! és lleugerament diferent: conté un enllag Mo=S (substituint un Mo=0) i hi
ha un lligand OH™ , ambdos lligands involucrats en el procés (Figura 15.6).
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Figura 15.6 Mecanisme de reaccio de la xantina oxidasa.

15.5 Oxotransferases de Tungsté

En els organismes aerobics les oxotransferases contenen molibde en el centre actiu, perd no aixi els
organismes anaerobics, que tenen un centre actiu similar pero de tungste.

El tungste és poc abundant en les aigiies i ’escorca de la terra, per tant poc disponible, pero hi ha alguns
medis on la seva concentracio és més gran: en llacs salats que tenen un pH basic, en aigiies termals, en
aigiies que provenen d’erupcions volcaniques, etc. Per tant, hi ha uns entorns on la concentracié de W
és més gran que la de Mo, i en la que hi ha poca quantitat d’oxigen. En aquest medi hi viuen una scrie
de microorganismes anaerobics, que tenen oxotransferases de tungsté. Aquest enzim s’inactiva en
presencia d’oxigen.

Un d’aquests enzims ¢és 1’aldehid oxidoreductasa. El seu centre actiu conto dos lligands pterina. La
reaccio de RCHO a RCOOH ¢és en certa forma similar a la oxidacié de la xantina oxidasa, ja que
s’insereix un oxigen en un enllag C-H per aix0 es proposa un mecanisme similar.

En la Figura 15.7 es pot veure el centre de reacci6é d’una oxotransferasa de tungste aixi com la similitud
entre 1’aldehid i la xantina.
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Figura 15.7 Centre actiu de [’oxotransferasa de tungste del Pyrococcus Furiosus i la comparacio

entre un aldehid i la xantina i els seus productes de reaccio.
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16. IONS METAL-LICS QUE TENEN UN PAPER ESTRUTURAL

Es diu que un 16 metal-lic té un paper estructural quan 1’estructura terciaria de la proteina, la seva
disposicio a I’espai, depén de 1’16 metal-lic al que esta coordinada. Ens aquest capitol ens centrem en el
cas del Zn, K, i Ca.

El Zn?" és un catié molt versatil. Per una banda, el fet de no ser molt polaritzant (catié no massa dur) fa
que tant es pugui coordinar a bases toves (S), dures (O) o intermeédies (N). Per altra banda, en tenir una
configuracio electronica d'° fa que I’energia d’estabilitzacio del camp cristal-1i sigui nul-la, és a dir, que
no té preferéncia per un determinat NC i geometria. A més, no pot donar reaccions redox i tampoc pot
generar radicals. Aixi doncs, si té un entorn que el fa polaritzant pot generar el nucleofil i catalitzar
reaccions d’hidrolisi, perd també pot enllagar-se a proteines i conferir-los-hi una disposicié a 1’espai
determinada i fonamental.

En canvi el Ca?", tot i ser del mateix grup de la taula periddica que el Mg?* difereix d’aquest en el radi,
i conseqiientment, en el seu poder polaritzant. Mentre que el Mg** es caracteritza per catalitzar reaccions
d’hidrolisi, el Ca®" no es troba en gaires enzims hidrolitics. La interacci6 del Ca*" amb les proteines és
més feble i per tant es pot mobilitzar més facilment, fet que li confereix una funcié com a missatger. .

16.1 Telomers de ’ADN

En I’extrem final dels cromosomes, per tancar la doble hélix, hi ha els telomers de I’ ADN. El plegament
de les dues cadenes d’ADN per fer [’acabament és un fragment ric en bases guanina i és aqui on juga
un paper clau el K*estabilitzant 1’estructura. Quatre bases nitrogenades guanina interaccionen entre elles
per enllagos per pont d’hidrogen creant una capa amb una cavitat central (Figura 16.1). L’apilament de
diverses capes d’aquest tipus genera una seérie de buits ctibics on es coordina el K. Cada K" queda
envoltat de 8 oxigens (un de cada base nitrogenada). A diferencia del Na* que tan sols pot tenir NC = 6,
el K* en ser més voluminos, és estable amb NC = 8.
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Figura 16.1 Interaccio entre 4 bases de guanina en els telomers de I’ADN (esquerra) apilament
d’aquestes bases generant cavitats cuibiques on es coordina el K.

16.2 Dits de zinc

Hi ha una familia de proteines que es coneixen amb el nom de dits de zinc, per la forma que adquireix
la proteina quan coordina aquest i0.

Que el Zn ¢és un element essencial ja s’havia establert amb el descobriment dels enzims hidrolitics que
contenen aquest i6 en el seu centre actiu. Ara be, també s’havia observat que aquest 16 és essencial pel
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creixement i que es troba en una concentracio elevada en ’aparell reproductor. Aixo posava de manifest
que a part de la seva funcié en enzims tenia algun altre rol relacionat amb la transferéncia de la
informacio6 genética.

Va ser a comencaments de la década de 1980 quan es van poder identificar unes proteines que
reconeixien una seqiiencia de bases de I’ADN i que regulaven la transcripcio genética.

El procés de transcripcio consisteix en la sintesi de I’ARN missatger (ARNm) que és el que porta la
informacio per la sintesi de les proteines (quins aminoacids hi ha i en quin ordre estan col-locats). Aquest
procés té lloc en el nucli cel-lular, i esta catalitzat per la ARN polimerasa.

Les proteines anomenades dits de zinc participen en la transcripcid. Aquest procés no es dona tan sols
per la interaccid entre ’ADN i la ARN polimerasa, sind que interacciona també la proteina de zinc. Aixi
que es va poder veure que el que es coneixien com factors de transcripcidé genética, en realitat eren
proteines dits de zinc.

En les primeres proteines d’aquest tipus que es van caracteritzar es va veure que tenien un patré comu
en la seqiiéncia d’aminoacids:

- CyS—X2.4 - CyS - X3 — Phe — Xs — Leu— Xz — His — X3_4 — His —

Hi ha dos aminoacids cisteina separats per un fragment que varia, i pot tenir entre 2 i 4 aminoacids. Hi
ha un zona en la que hi ha dos histidines separades per 3 o 4 aminoacids que varien d’una proteina a
I’altra. Les cisteines i les histidines seran els punts de coordinacid de la proteina al Zn**. En la part
central hi ha un grup format per 5 aminoacids que son els que tenen un paper rellevant en la transcripcio,
i que estan flanquejats per una fenilalanina i una leucina.

-HE

"ys-Sy, .
- "'Zn<
“ N-Hi

ys-S

Figura 16.2 Proteina dit de zinc (Codi PDB: 1ZAA). Esquema del centre actiu: en color fucsia el
fragment de la proteina que interacciona amb I’ADN.

Abans de la resoluci6 estructural s’havien fet estudis substituint el Zn*" per Co®" i s’havia vist que
I’entorn de 1’16 metal-lic és tetraedric.

La confirmaci6 del paper estructural del Zn*" en aquesta proteina es va determinar en veure que quan es
tractava amb el lligand polidentat EDTA* no hi havia transcripcié. Aquest lligand és un bon agent
quelant, que segresta el Zn>* de la proteina. En perdre la forma de dit no hi ha la interaccié amb les bases
de I’ADN.

En el procés de la transcripcié I’ADN a més d’interaccionar amb 1’ARN polimerasa interacciona amb
la proteina dit de zinc. Tres aminoacids del dit interaccionen (reconeixen) tres parells de bases de I’ADN
que és el que codifica la informacio per la sintesi d’un aminoacid. En la Figura 16. 3 es pot veure la
disposicio de la proteina de Zn i I’ADN.
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Hi ha unes interaccions entre els aminoacids del dit de la proteina i les bases nitrogenades de I’ADN
que poden ser de tipus electroestatic i/o per enllagos per pont d’hidrogen. Hi ha unes interaccions
preferents com es mostra en la Figura 16.3.
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NH2

N i
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Citosina (C)

T e
4 | @ NH—Arginina
<N /)\ ) HoN’

Guanina (G)

Figura 16.3 Interaccio entre una proteina dit de zinc i I’ADN (Codi PDB: 1ZAA). Interaccions
preferents base nitrogenada (ADN)-aminoacid (dit de zinc).

S’ha vist que aquesta familia de proteines també interacciona amb I’ARN i amb proteines. A més, s’ha
vist que hi ha altres tipus de dominis, diferents al que s’havia trobat inicialment (ZnCys-S),(N-His),).
El Zn?* es pot trobar unit a 4 Cys-S~ o formant centres dinuclears amb dos Cys-S™ actuant com a lligands
pont. En tots els casos 1’entorn del centre metal-lic és tetraédric.

16.2 Cromodulina

La cromodulina és una proteina que esta involucrada en el transport de la glucosa, concretament en el
pas d’aquesta molécula a través de la membrana cel-lular.

La glucosa que s’ingereix amb els aliments arriba a la sang, i després ha d’entrar a les c¢l-lules que és
on ¢és necessaria. Quan augmenta la concentracid de glucosa a la sang, s’allibera insulina de la reserva i
per tant augmenta la concentracié d’insulina que és la molécula que regula I’entrada de la glucosa a
I’interior cel-lular. Ara be, per aix0 es necessita també el crom.

Quan es pateix diabetis la concentracid de glucosa en sang i en ’orina és elevada perd en canvi a
I’interior cel-lular la seva concentraci6 ¢s baixa. Es a dir que tot i haver ingerit suficient quantitat de
sucres no creuen la membrana cel-lular.

L’any 1955 es va veure que el crom estava involucrat en el metabolisme de la glucosa. Llavors es parlava
del Factor de Tolerancia de la Glucosa, FTG. La seva caracteritzacio estructural no ha sigut senzilla, ja
que el Cr'" (I’estat d’oxidacié més estable d’aquest element) forma complexos for¢a labils i perd
facilment els Iligands.

El crom és un element essencial, perd en quantitats molt baixes. Una persona que pesi uns 60 Kg
requereix d’uns 0,06 mg de crom. Es una quantitat molt petita perd fonamental. Aquest element
s’incorpora a través de la dieta, pero el problema és que forma compostos de coordinacié molt labils, és
a dir que es descoordina facilment, i en el refinat de molts productes es perd bona part d’aquest element
essencial. Per exemple, 1 g de sucre (sense refinar) conté 0,16 pg de crom, en canvi 1 g de sucre refinat
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conté tan sols 0,02 pg de crom. Passa el mateix amb el blat, que hi ha una disminucio significativa en
el contingut de crom després de refinar.

Cal tenir present que el crom és essencial en el seu estat d’oxidacié més estable, Cr!!

estat d’oxidacio elevat, Cr", és un agent oxidant i per tant potencialment toxic.

, pero en el seu

La cromodulina és la proteina que coordina al Cr'™

. Té quatre cavitats en les que s’uneix aquest 10
metal-lic i presenta efecte cooperatiu: €s a dir que la coordinacié d’un i6 provoca un petit canvi en la
conformacio de la proteina i s’afavoreix la coordinaci6 del segiient. Se I’hi va donar aquest nom per la
semblanca amb la calmodulina, una proteina de calci que pot enllagar 4 ions Ca?" i presenta efecte
cooperatiu.

L’apocromodulina (la cromodulina que no té el Cr'"

coordinat) es troba en I’interior cel-lular. Quan
augmenta la concentracié d’insulina en el medi aquesta molécula interacciona amb un receptor de la

membrana cel-lular, per I’exterior, i s’activa el transport del Cr'!! cap a Dinterior cel-lular (Figura 16.5).

L’i6 Cr' és similar al Fe'" per tant pot ser transportat amb la mateixa proteina, la transferrina, cap a

I’interior de la cél-lula. Un cop a dins té una gran afinitat per 1’apocromodulina i es coordina a ella. Un
cop coordinat, la cromodulina carregada amb els ions Cr'' té les caracteristiques idOnies per
interaccionar amb el receptor de membrana on esta interaccionant la insulina. La interaccié amb el
receptor de membrana, per 1’exterior la insulina, i per I’interior la cromodulina, provoca I’obertura del
canal de la glucosa i la seva entrada a I’interior cel-lular.

{C Transferrina

b

canal glucosa

insulina

apocromodulina

Receptor
de membrana

Glucosa

Figura 16.5 Mecanisme d’actuacio de la cromodulina en el transport de glucosa.
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Per tant, fins que no es coordina el Cr™ no es provoca el canvi estructural necessari perqué pugui

interaccionar amb el receptor de membrana. Per aixo es diu que 1’16 metal-lic té un paper estructural.

16.3 Proteines de calci en forma de ma EF

Hi ha una gran familia de proteines amb caracteristiques estructurals similars, que son les proteines en
forma de ma-EF. Tenen funcions molt diverses, i aqui ens centrem en dues d’elles. La calmodulina i la
troponina C. El nom prové de la forma en que es va descriure I’estructura cristallina de la primera
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d’aquestes proteines que es va caracteritzar. La cavitat on es coordina el Ca®* correspondria al palmell
de la ma, i els dits polze i index serien els dos fragments de cadena E i F.

Aquesta proteina té dues regions on es coordina el Ca** separades per un fragment flexible. En cadascuna
d’aquestes regions hi ha dues cavitats on es coordinen aquests ions (Figura 16.6).
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Figura 16.6 Estructura de la calmodulina (codi PDB: lup5). Les quatre cavitats on es coordina el
Ca’" estan ocupades (esferes verdes).

En aquestes proteines I’entorn del Ca*" és octaédric; esta unit a sis atoms d’oxigen de grups carboxilat,
per tant anionics, i de grups carbonil (C=0) neutres. En general, tenen 2 Ca** coordinats i en poden
coordinar dos més, és a dir que passen de la forma que conté 2 Ca?" a la totalment plena, que conté 4
Ca*".

Aquestes proteines son molt sensibles a la concentracié de Ca** en el medi. En principi la [Ca**]citosol €S
baixa mentre que a I’exterior cel-lular i en diversos organuls cel-lulars és alta. Per efecte d’algun estimul
el calci es mobilitza, o be des de la reserva o be des de I’exterior cel-lular, de forma que la [Ca* ]citosol
augmenta i s’uneix a una proteina ma-EF i el canvi conformacional que 1’hi confereix provoca una
resposta.

En el cas de la calmodulina és una proteina que pot interaccionar amb altres proteines i enzims: Quan
coordina al Ca*" pot interaccionar amb determinats enzims i activar-los. Per aix0 es diu que el calci té
un paper com a missatger.

Figura 16.7 Estructura d’una calmodulina (blau fosc) interaccionant amb un péptid (marré) que
simula la interaccio amb un enzim(Codi PDB: 2L7L). Les esferes verdes representen el calci.
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En el cas de la troponina C (una altra proteina en forma de ma-EF) la coordinaci6 del calci provoca la
contraccido muscular. En el teixit muscular hi ha dos tipus de filaments:

- Filament gruixut, que té uns 15 mm de diametre, s’anomena Miosina. Aquest filament té uns
caps on hi ha I’ATP.

- Filament prim, t¢ uns 9 mm de diametre i s’anomena Actina. Enrotllat sobre aquesta fibra
d’actina hi ha la proteina tropomiosina. I en diversos punts d’aquest enrotllament hi ha el
complex format per un grup de proteines anomenades troponines.

La contraccié muscular té lloc quan el filament gruixut i el prim es toquen. Quan el cap de la miosina
entra en contacte amb ’actina es dona la hidrolisi de I’ATP (que requereix de la preséncia del Mg?")
1 provoca la contraccid del teixit muscular. El nom d’actina ve de que activa la hidrolisi de ’ATP
(Figura 16.8).

Les troponines (Tn) és un conjunt de quatre proteines que estan juntes i que tenen diferents funcions:

- TnT: és la proteina que regula el punt d’uni6 d’aquest conjunt de proteines (Tn) a la
tropomiosina (la proteina enrotllada sobre 1’actina).

- Tnl: inhibidor. Evita el contacte entre el filament gruixut i el filament prim. Es a dir evita la
contraccido muscular.

- TnC: aquesta és la troponina C, la que pertany a la familia de les proteines en forma de ma-EF.

TnT; Tnl; TnC
Actina ./

—_
Miosina
NYYY™ /
* tropomiosina
e ]

Figura 16.8 Esquema dels components del teixit muscular involucrats en la contraccio.

Quan cal que hi hagi contraccid d’un muscul, s’activa la mobilitzacié del Ca** de manera que a I’interior
de les cel-lules musculars augmenti la concentracid d’aquest 16 que es coordina a la troponina C. En
repos té coordinats dos ions i quan coordina els altres dos, el canvi conformacional que es dona en la
part flexible d’aquesta proteina, provoca el desplagament de la troponina inhibidora (Tnl); quan passa
aixo entren en contacte els dos filaments gruixut (miosina) i prim (actina). Com a resultat hi ha la
contraccio.

En les cél-lules del teixit muscular el reticle endoplasmatic rep el nom de reticle sarcoplasmatic i és on
hi ha la reserva de calci de la cél-lula. Quan ha d’augmentar la concentracio de Ca2+ en el medi pot
mobilitzar-se des del reticle sarcoplasmatic.

16.4 Paper del calci en la coagulaci6 de la sang

El calci juga un paper important també en el procés de coagulacid de la sang. Aquest és un procés
complex que es dona en diverses etapes. Una d’aquestes etapes consisteix en la hidrolisi i trencament
de la cadena de protrombina per alliberar el fragment corresponent a la trombina.
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La protrombina en la regié amino-terminal és rica en aminoacids del tipus y-carboxiglutamat Gla-
(COy)2; aquest aminoacid es caracteritza per tenir dos grups carboxilat. Per tant la regié amino-terminal
d’aquesta proteina és rica en grups carregats negativament, pels que el Ca?" tindra gran afinitat. La
interacciod d’aquests ions amb la protrombina modifica lleugerament 1’estructura de la proteina i aixo
comporta la hidrolisi i alliberament del fragment trombina (Figura 16.9).

protrombina

o

HZN coo

é"!f S
Cooe @

Figura 16.9 Paper del Ca’" en el trencament de la protrombina per donar la trombina. Interaccié

amb els residus carboxiglutamat, Gla-(CO;")».
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17. MISSATGERS CEL-LULARS

17.1 Proteines de calci

Com s’ha comentat en ’apartat anterior quan les proteines ma-EF coordinen al Ca** provoquen una
resposta, que pot ser fisica, com la contraccié muscular o indirecta, com és I’activacio d’enzims per part
de la calmodulina. Per exemple, participa en 1’activacié de quinases, que soén enzims responsables de la
fosforilacid de proteines.

Tot i que en general parlem dels diferents processos i centres actius de forma aillada, en realitat no és
aixi, hi ha moltes connexions entre ells. Per exemple, la [Na*] i [Ca*"] van lligades, ja que hi ha canals
on s’intercanvien aquests ions: entren ions Na* cap a I’interior cel-lular i s’extreuen ions Ca®'.

La digitalia és un farmac que s’administra quan es té una angina de pit. El que fa és bloquejar la bomba
Na'/K*. Cal recordar que aquesta bomba extreu el Na*, per tant si es bloqueja la bomba, la [Na'] al
citosol augmenta. I de retruc I’intercanviador Na*/Ca*" es veu afectat: no entra més Na' i per tant no
s’extreu el Ca**. Per tant, el resultat de bloquejar la bomba Na*/K* és que la [Ca*'] en el citosol augmenta
1 per tant s’afavoreix la seva coordinacio a la troponina C estimulant la contraccié muscular, o sigui el
batec del cor.

El paper del calci com a missatger és degut a que la interaccid del Ca®* amb les proteines ma-EF és
relativament feble, comparat amb les interaccions que dona 1’i6 Mg?* ja que el seu radi és més gran.
Aix0 permet que es coordini i descoordini amb facilitat, mobilitzant-se rapidament i permetent una
resposta també rapida.

17.2 Molecula de NO

Actualment no es pot parlar de bioinorganica sense parlar de la molécula de monoxid de nitrogen.
Aquest compost és un gas a temperatura ambient i té una scrie de caracteristiques que el fan altament
perjudicial per la vida. Ara be, en la década del 1980 es va descobrir que té un paper fonamental en el
cos huma com a missatger.

EI NO, que és un gas incolor, reacciona facilment amb 1’oxigen de ’aire per donar un gas de color marrd
ataronjat, que és el dioxid de nitrogen: 2 NO + O, > 2 NOa.

La molécula de NO té un nombre senar d’electrons i per tant, queda un electr6é desaparellat en un orbital
7*, aixi que és un radical. Com passa amb els altres radicals, tendeix a trencar enllagos covalents
generant nous radicals. Per altra banda, pot reaccionar amb altres radicals com és 1’ani6 superoxid
formant 1’ani6 peroxonitrit que té un elevat potencial de reduccio i és altament oxidant: NO + O~ >
ONO: ™.

Una altra caracteristica que fa que la molécula de NO sigui altament toxica és que s’assembla a la
molécula de O,. Ambdues poden actuar com lligand 7-acid i per tant competir per la coordinaci6 al Fe''-
hemo de ’hemoglobina, mioglobina o citocrom Paso. Per altra banda, la forma oxihemoglobina (HbO,)
en preséncia de NO s’oxida, passant el Fe'' a Fe'': Hemo-Fe!-O, + NO = Hemo-Fe" + NO;™.:

També s’ha observat que s’oxida facilment a NO,~ i NO;™. En estudis realitzats amb animals s ha trobat
que quan pateixen un procés infeccids la [NO,~] i [NOs~] augmenta, per aixo es pensa que el NO pot
tenir algun paper en el sistema immunologic.

Per tant, durant anys se sabia dels efectes nocius d’aquest gas en el cos huma, pero es desconeixia que
podia ser essencial.
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A finals del segle XIX ja s’havia vist que la trinitroglicerina (Figura 17.1) anava be quan es tenia una
angina de pit. Quan es té una angina de pit, arriba poca sang al teixit del cor, i aix0o és degut a un
problema en les artéries coronaries que son les que transporten la sang (i I’oxigen) cap alla.

Alfred Nobel va ser I’inventor de la dinamita; la nitroglicerina és un liquid a temperatura ambient,
altament explosiu. Per facilitar el seu transport evitant riscos d’explosio va tenir la idea de barrejar la
trinitroglicerina amb un material poros i inert que I’absorbis, com és la silice. S’explica que Alfred
Nobel va patir una angina de pit i van haver d’administrar-li nitroglicerina.

H,C——ONO,

H,C—ONO,

Figura 17.1 Trinitroglicerina.

El fet experimental és que la trinitroglicerina fa arribar més sang al cor, ja que hi ha un cert relaxament
muscular al voltant de les artéries. Ara be, no va ser fins a la década del 1970 que es va poder determinar
que la molécula responsable d’aquest fet era el monoxid de nitrogen, i que aquest provenia de la
trinitroglicerina.

Aix0 va portar a plantejar la idea de que en els vasos sanguinis hi havia un centre que provocava la
relaxacio dels teixits del voltant. A aquest centre se’l va anomenar Factor de Relaxament Muscular
derivat de I’endoteli. Les paret interior del vas sanguini esta recoberta pel teixit endotelial. Finalment,
I’any 1986 es va veure que en realitat era la molécula de NO la responsable de la dilatacio de les arteries.

El premi Nobel de medecina de I’any 1998 va recaure en tres investigadors, L. J. Ignarro, F. Furchgott
i F. Murad, que estudiaven el paper del NO en els éssers vius.

Un cop es va confirmar que el NO era fonamental calia trobar com se sintetitzava en 1’organisme.
L’enzim responsable de la sintesi del NO s’anomena NO sintasa. Aquest enzim s’ha trobat en diferents
punts i es coneixen diferents NO sintases (NOS):

- Enel citosol hi ha lIa neuronal (nNOS) i la induible per medi d’un estimul (iNOS).
- En la membrana endotelial hi ha la eNOS.

La sintesi del NO es dona en dues etapes, en les que hi ha la insercié d’un atom d’oxigen provinent de
la molécula de O, (Figura 17.2). A partir de I’arginina s’obté la citrul-lina i el NO.

NH, NH, NH,
u_ [ —-—0=0 Arg—N c/ TU:U Are—N C/ T N
Arg—N—0C rg—N— rg—N— T
i\gﬂz %PIJ i\()
H,0 OH H,O

Figura 17.2 Reaccié d’obtencio de la molécula de NO a partir de I’arginina.

L’enzim NOs té dos regions ben diferenciades: en una part hi ha els sistemes de transport d’electrons i
en I’altra hi ha el centre de reaccio (Figura 17.3). El centre de reaccio té un grup Fe-hemo, que ja s’ha
vist que és un bon centre actiu per coordinar la molécula d’oxigen i activar-la trencant 1’enllag O=0 i
facilitant la inserci6 d’un “O” a un substrat. Proper al centre actiu hi ha també la molécula
tetrahidrobiopterina (BHy).
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A I’igual que passa en el citocrom Paso, que €s una monooxigenasa, cal que arribin electrons al centre
de reaccio, (Fe-hemo). Aquests electrons venen a través dels mono i dinucledtids FAD i FMN. Ara be,
el responsable de que els electrons circulin és una calmodulina.

O, + L-Arg
ADP —& =
00— O e rr
ooc FAD L retemo | B 4 ,——NHZ
CaM
calmodulina  J

NO + citrulina

Figura 17.3 Esquema de [’enzim NO sintasa.

Com ja s’ha comentat la calmodulina (CaM) és una proteina en forma de ma-EF que quan s’hi coordinen
ions Ca?* provoquen un petit canvi estructural que activa enzims. Per aixo es diu que el calci té un paper
de missatger. En aquest cas, quan es requereix la formacio del NO, s’activa I’alliberament del Ca*" de
la reserva i augmenta la [Ca®"ciwsol. Es coordina a la calmodulina i aixo provoca una cert interaccié amb
la NO sintasa. Aquesta interaccidé provoca un petit canvi estructural que afavoreix el pas dels electrons
i la sintesi del NO.

La molécula de NO és petita i per tant pot difondre rapidament. Com que €s molt reactiva el seu temps
de vida mig és molt curt, de ’ordre de 5—10 segons. El fet de que difongui rapidament és el que I’hi
confereix el rol de missatger: facilita la comunicacid inter i intracel-lular i activa diversos enzims.

El paper que juga el NO en la dilatacio dels vasos sanguinis es deu a que provoca I’activacié de I’enzim
guanilciclasa. Aquest enzim catalitza la conversio del trifosfat de guanosina (GTP) en el monofosfat
ciclic de guanosina (cGMP). Aquesta molécula és un missatger que activa un altre enzim, una quinasa,
que regula els canals cel-lulars del calci i extreu el calci del citosol. Per tant la [Ca?]ciwsol disminueix i
aixo afavoreix que es descoordini de la troponina C, i hi hagi la relaxacié muscular (Figura 17.4).

En el teixit endotelial es genera el NO que difon cap a ’interior dels vasos sanguinis i cap a 1’exterior,
cap al teixit muscular que 1’envolta. Per tant en arribar a aquest teixit el NO s’activen els enzims,
disminueix la concentracio de Ca*" i hi ha la relaxacio d’aquest teixit, el que comporta una certa dilatacid
del vas sanguini, que afavoreix la circulacio i fa disminuir la pressié sanguinia.

plaquetes

= o ®
o Lumen

GTP=> ¢cGME., [Ca?']| =--»| agregacid
’ NOS |mep To ‘undotcli

GTP> ¢GMP ==* [Ca*']| ==+ Relaxacio teixit muscular

Figura 17.4 Representacio esquematica de [’efecte del NO en els vasos sanguinis.

Per altra banda, el NO tamb¢ difon cap a I’interior del vas sanguini, 1’espai anomenat lumen. S’activa
també la formacié del missatger cGMP i la regulacié de la [Ca®'] en el medi. En disminuir la [Ca*"]

disminueix 1’agregacio de les plaquetes.
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Per tant, el NO és una molécula essencial, que degut a la seva elevada reactivitat se sintetitza en el
moment que es requereix. La seva activitat esta relacionada amb la regulacié de la [Ca**], pero al mateix
temps, en la seva sintesi es requereix de la proteina de calci, calmodulina.

17.3 Paper del iode

El iode és un element essencial. E1 80% del iode en el cos huma es troba localitzat a la glandula tiroides,
formant part de les hormones tiroides. Aquestes hormones se sintetitzen a partir de la tironina, un
aminoacid derivat de la tirosina (Figura 17.5).

00"
o— CH,-C Tironina
NH;

00"
o— CH,-C Tiroxina T4 la més abundant
Nl—l3
o— CH,- CH T; la més activa
NH;*

Figura 17.5 Hormones tiroides

Les diferents formes iodades de la tironina son les hormones tiroides. La forma més abundant és la Ty,
¢és a dir la que s’ha iodat en les 4 posicions veines al oxigen fenodlic, mentre que la T €s la que té major
activitat biologica.

Aquestes hormones regulen el metabolisme basal, ja que regulen diferents gens. La interaccid entre la
T3 1 un receptor nuclear permet que aquest conjunt s’acobli a una zona especifica de I’ADN nuclear i
s’activin una série de gens especifics.

S’havien fet diversos estudis per veure quin paper té el iode en aquestes molecules. Es va veure que la
substitucio de 3 lodes per 3 Metils o d’un Iode per 1 i-propil no afectava significativament a I’activitat.
Per tant, per quina rao6 es requereix el iode en aquestes molécules? Hi ha dues possibles hipotesis:

- Qui sigui per efectes esterics, ja que la substitucié per Me o grups de volum similar no afecta a
I’activitat biologica. Si és aixi, vol dir que hi ha un receptor que reconeix el volum d’aquests
substituents.

- Una altra possibilitat és que sigui més facil iodar els derivats fenolics que metilar-los.

El procés de sintesi d’aquestes hormones consta de dues etapes que es mostren de forma esquematica
en la Figura 17.6.

- Inserci6 del iode a la proteina tiroglobulina, Aquest procés ve catalitzat per una peroxidasa
(utilitzacié del H»O> com agent oxidant) amb un centre actiu Fe-hemo. La proteina iodada
Tiroglobulina-I és la reserva de iode.

- La segona reaccio és la transferéncia del iode de la proteina reserva (tiroglobulina-I) a la
tironina. Aquesta reaccié també ve catalitzada per la peroxidasa Fe-hemo i s’obtenen les
hormones T3 i Ts.
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peroxidasa

Fe-hemo o
tiroglobulina+ 1I© ___ tiroglobulina-l petoxldasa
! Fe-h
H,0, [ e-hemo T,iT,
tironina H,0, o

Figura 17.6 Paper de les peroxidases en la formacio de les hormones tiroides.
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18. TOXICITAT

18.1 Introduccio

Fins ara s’ha parlat dels elements que son essencials per la vida. Ara be, els essers vius no estan aillats
de I’entorn, sind que viuen en constant contacte amb el que els envolta i per tant pot ser que s’incorporin
elements o compostos que puguin ser perjudicials per la vida.

Els humans podem incorporar agents contaminants de 1’aire, de les aigiies i dels sols contaminats. Es
poden incorporar per inhalacio o a través de la dieta. Com ja s’havia comentat, un element €s toxic quan
a qualsevol concentracid presenta efectes negatius per la salut.

Hi ha elements, que degut a les seves caracteristiques es podria esperar que fossin toxics, €s a dir son
potencialment toxics, perd no s’han detectat casos de toxicitat deguts a aquests elements. Per exemple
el Ti(IV), pot ser un 16 molt polaritzant i que donés interaccions molt fortes amb els lligands biologics.
Ara be, en medi aquos forma rapidament TiO, que €s molt insoluble i per tant practicament no
s’absorbeix. O la Ag(I), és un catié tou que pot interaccionar amb lligands tous, per exemple amb la
cisteina. Ara be, com que a I’exterior cel-lular la concentracié de clorurs és alta, s’elimina facilment en
forma de AgCL.

Per tant, per que un element sigui toxic cal:
- Que tingui les caracteristiques quimiques que el facin toxic.
- Que tingui alguna via d’incorporacid, especialment a I’interior cel-lular.

Una de les vies d’incorporacié d’un agent extern és per captura de 1’entorn. A través de la respiracio,
s’incorporen els contaminants de 1’aire; les aigiies contaminades poden passar 1’agent toxic als animals
1 plantes aquatics, perd també si son aigiies de rec poden aportar I’element toxic a les plantes, i després
passa als humans a través de la dieta.

Pot haver-hi contacte directe, a través de la pell, amb 1’agent extern. Per exemple alguns aliatges de
niquel que es fan servir en rellotges, en contacte amb la pell i la suor poden provocar una reaccid
al-lérgica.

Hi ha organismes que acumulen determinats elements. Es a dir la concentracié que tenen d’un
determinat element és superior a la que hi ha en el seu entorn. Aixo es pot donar de dues formes:

- A través de la cadena alimentaria.

- Perque hi ha una via facil d’entrada del compost perd no de sortida. S’ha vist que les ostres
tendeixen a acumular ions metal-lics de Cd, Zn i Cu.

La tonyina pot acumular Hg. Es una espécie molt activa, que requereix molt oxigen, i I’obté del que esta
dissolt a I’aigua. Per tant ha d’anar entrant i sortint aigua del seu cos. Si les aigiies on viu estan
contaminades amb sals de mercuri, entra al mateix temps aigua, sals de Hg i O», la tonyina es queda
amb el O», i amb les sals de Hg i expulsa de nou I’aigua. D’aquesta forma, com més anys visqui aquest
animal, més gran sera la quantitat de Hg que hagi acumulat. Pero també depén de la [Hg] que hi ha en
les aigiies en les que viu.

Hi ha uns bolets de la familia de les amanites que acumulen vanadi. Es a dir, igual que en els altres
casos, en tenen més que el que hi ha en els sols on estan arrelats. Aixo és degut a que el vanadi en forma
de vanadat (VO4*") és molt soluble i té una via facil d’incorporacio, ja que s’assembla al sulfat (SO4*")
(tots dos son anions tetraédrics). Un cop a I’interior pot ser reduit a estats d’oxidacio inferiors, de forma
que no hi ha una via facil de sortida.
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Per tant, un element toxic sera més perjudicial si:
- Forma compostos solubles que es poden distribuir facilment.
- Pot aprofitar una via d’entrada d’un element essencial.

- Pot creuar membranes. Les membranes son barreres per protegir punts vulnerables.

18.2 Mecanismes de toxicitat

Un agent extern quan s’incorpora a I’organisme i presenta efectes nocius pot ser per diferents causes.

- Pot substituir a un element essencial en un centre actiu. Per que aixo passi cal que els dos ions metal-lics
tinguin una certa semblanca. En la taula 18.1 es mostren algunes de les possibles substitucions
d’elements essencials per toxics.

Taula 18.1 Algunes de les substitucions observades d’elements essencial per toxics.

essencial toxic
K* Tl o Cs*
Zn2 Cd* o Hg?
Mg?** Be* 0 AP*
Ca* Cd** o Pb**

La substitucio es pot donar desplacant a 1’element essencial quan 1’16 toxic té una major afinitat per les
posicions de coordinacid, o be I’arribada simultania dels dos elements a la mateixa cavitat i la
competeéncia entre elles per formar el complex.

El fet de que el centre actiu tingui un altre i6 metal-lic pot afectar a nivell termodinamic (la reaccié no
és possible) o be a nivell cinetic (la reaccié és massa rapida o massa lenta).

- Pot ser que el catié toxic no substitueix a un element essencial pero si que afecti a I’estabilitat o
reactivitat de la proteina o enzim. En aquest cas el catio toxic pot interaccionar amb algun aminoacid de
la proteina, alterant, encara que sigui lleugerament la seva estructura. Aixo pot afectar, per exemple al
E°.

- Pot ser que el catid toxic interaccioni amb el glutatié i afecti al bon funcionament de la glutatio
peroxidasa. Aixo afavoreix la preséncia de radicals hidroxil (-OH), que pot provocar el trencament de
membranes per formacié de peroxolipids.

Els ions metal-lics, tant si s6n essencials com toxics tenen més tendeéncia a coordinar-se a les proteines
que a I’ADN. Hi ha diferents punts per on poden interaccionar amb 1’ ADN:

- Coordinacio o interaccio amb els fosfats. Essencialment ho fan els cations durs.

- Interacci6 amb les bases nitrogenades. Es el lloc a on es coordina el Pt" dels farmacs
antitumorals.

- Coordinaci¢ als sucres, és molt poc freqiient.

- Siel compost conté lligands aromatics es pot intercalar aquest 1ligand entre les bases de I’ADN
que estan apilades.
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La interaccido dels ions metal-lics amb I’ADN pot provocar canvis estructurals, per exemple,
deformacions o be poden provocar el trencament i fragmentacio de la doble helix de I’ADN. Per exemple
la formaci6 de radicals -OH pot trencar enllagos en aquesta cadena.

18.3 Sistemes de defensa

Els organismes tenen diversos sistemes de proteccio contra els agents externs que poden ser perjudicials.

Per una banda hi ha les membranes, que son la primera barrera. La membrana cel-lular, gracies a la seva
estructura de doble capa lipidica, filtra el pas de cations no desitjats. Els cations poden quedar retinguts
en la seva superficie, interaccionant amb els fosfats de les cadenes que estan a I’exterior. Ara be, cations
voluminosos poden bloquejar canals en quedar retinguts a la superficie i en 1’entrada de canals. Per
exemple, alguns cations organics voluminosos poden bloquejar els canals del K* i actuar com a
neurotoxics.

La membrana nuclear protegeix aquesta part sensible de la cél-lula. Altres barreres protectores son les
meninges, un teixit que protegeix I’encefal i la medul-la espinal, i la barrera hemato-encefalica que
protegeix el cervell dels components toxics que pugui transportar la sang. El fetus també esta protegit
per una membrana.

Per tant, el filtre més important i que protegeix els punts més sensibles son les membranes. Ara be, hi
ha altres mecanismes de defensa. Per exemple bombes ioniques que permeten extreure els ions toxics
que hagin pogut entrar a la cel-lula.

Una altra forma de defensa és immobilitzar el catié toxic, per precipitacio. Ja s’ha comentat que els
0ssos estan en equilibri permanent precipitacio/redissolucio, pero el procés €s lent. Cations que tinguin
caracteristiques similars al Ca*>" poden quedar retinguts en els ossos, evitant la lliure circulacio pel cos.
Ara be, si la quantitat de catid toxic retingut en els ossos €s gran, pot afectar a les seves propietats.

Hi ha organismes que a partir de processos enzimatics converteixen una especie toxica en una que no
ho és. Per exemple, s’ha trobat que hi ha bacteris anaerobics que poden catalitzar reaccions de metilacio
en compostos d’arsénic i seleni. El As™ és altament toxic; el H3AsOs que és toxic, si s’oxida a HAsO4>~
o si es metila i s’obté el AsMesja no és toxic.

Es important assenyalar que As i Se quan es metilen son menys toxics, perd en canvi els compostos
metilats de Hg, Pb 1 Sn (compostos organometal-lics) sén molt més toxics.

Els organismes disposen també d’una proteina que serveix tant per transportar cations d’elements
essencials com per extreure de les cel-lules els cations d’elements toxics. Aquesta proteina és la
metal-lotioneina, que €s rica en grups Cys-S™ 1 per tant té molta afinitat per coordinar cations tous, com
per exemple el Hg**, Pb*" o el TI".

Quan tots els sistemes de defensa fallen, cal administrar algun farmac: un compost que pugui actuar
com a lligand complexant al cati6 toxic. L’ideal és que sigui el més selectiu possible, que no pugui
coordinar cations essencials. Les caracteristiques que ha de tenir un farmac que pugui actuar com a
lligand segrestador son:

- Que tingui la maxima selectivitat pel catié que es vol eliminar.
- Que formi un complex el més estable possible, aixi queda menys 16 lliure en solucio.

- Que converteixi el catid toxic en una espécie poc polar per facilitar el pas a través de la
membrana i la seva eliminacio.
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Alguns dels lligands que es fan servir es poden veure en la Figura 18.1. N’hi ha que tenen atoms
donadors del tipus base dura (O) i altres bases toves (S).

BAL EDTA* DDTC
HO_CHz_C}{_(in HOOC—C{IZ /CHZ—COOH S /CHZ_CH3
N +
SH SH NN T e
HOOC—CH, CH,—COOH -S CH,—CH,

ALV, As, Cd, Sb, Au, Hg, Pb, Bi
Na, K, Al, Ca, Cu, Pb, U

sucre—CH,—CH—CH,

SH SH

Figura 18.1 Lligands utilitzats per eliminar cations toxics.

Modificant aquest lligands, es poden modular les seves propietats, per exemple afegint un grup amb
diferent polaritat. Ara be, el problema d’aquests lligands és que la seva selectivitat no és molt bona.

18.4 Efecte toxic dels elements essencials

Els elements essencials poden competir entre ells per la coordinaci6 als lligands biologics, per aixo és
important que el sistema de transport dels ions funcioni correctament. Com ja s’havia comentat, alguns
ions metal-lics poden catalitzar la reaccié de Fenton, entre el H>O- i el O,” donant lloc a la formacio6 de
radicals hidroxil (*OH). Els ions que poden catalitzar aquesta reaccié son M?* (Fe, Cu, Ni) que poden
presentar dos estats d’oxidaci¢ diferents.

Crom

Hi ha elements metal-lics que son essencials en un determinat estat d’oxidacid i toxics en un altre.
Aquest és el cas del crom. Es essencial coma Cr'
conjuntament amb la insulina 1’obertura dels canals d’entrada de glucosa a la cél-lula. Ara be, com a
CrV! és potencialment toxic.

, que es coordina a la cromodulina i activa

El Cr¥!es pot trobar en dues formes, segons el pH, Cr.07* 1 CrO4*". L ani6 dicromat és molt més oxidant
que el cromat, pero aquest darrer té més facilitat per creuar la membrana i entrar a la cél-lula, ja que té
una estructura similar al SO4*" i pot utilitzar la mateixa via d’entrada (Figura 18.2). A I’igual que el Cr™"

que pot utilitzar la transferrina, gracies a la semblanga del Cr'" i Fe''.

Cl‘042- o 5042-

Cr’” e
transferrina

Crit~Fe?*

Figura 18.2 El crom en les cel-lules: pot aprofitar vies d entrada d’elements essencials i a ['interior
reduir-se per efecte dels agent reductors biologics.

En el citosol hi ha diversos agents reductors que poden reduir I’ani6 cromat a Cr'". Ara be, en aquest

procés es passa per un intermedi de Cr" que és altament perjudicial, ja que a més de ser molt oxidant és
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un radical (configuracio electronica d'). Per tant depén en quin punt es doni la reduccié del Cr¥'a Cr™
sera més o menys perillos.

Per altra banda, la formacié de Cr'™" fora del lloc que I’hi correspon pot ser també perjudicial ja que és

un catié dur (relacid ¢/ gran) i pot interaccionar amb lligands durs, com carboxilats i fosfats. Per
exemple, segons on es formi pot interaccionar amb els fosfats de I’ADN, provocant lleugers canvis en
la doble hélix.

Arseénic ¥

L’arsénic no esta clar si pot ser un element essencial. S’ha vist que quan s’extreu completament de la
dieta afecta al creixement, i s’han detectat problemes en la sintesi d’alguns aminoacids. Aix0 fa pensar
que té alguna funcid pero encara no esta clara quina és. Ara be, el que si sembla clar és que si és essencial

ha de ser en la forma AsV, ja que es ben sabut que el As™ és molt toxic, especialment en la forma d’arsina
AsH;.

Un dels primers simptomes que indica que pot haver-hi una intoxicaci6 per arseénic €s que canvia la
pigmentacio de la pell.

Part dels efectes toxics degut a I’arsénic estan relacionats amb la seva interaccié amb el glutatio (G-SH)
que fa disminuir I’activitat de la glutati6 peroxidasa, i com a conseqiiencia augmenta la concentraci6 de
radicals ‘OH. A més, s’ha vist que el As™ pot inhibir diversos enzims i pot interaccionar amb altres
lligands biologics, tant els que contenen -SH com els que contenen -OH.

L’arsénic s’incorpora a través de la dieta i les aigiies. En general, la quantitat que s’ingereix per aquesta
via és baixa i no resulta perjudicial. Ara be, segons 1’organitzacié6 mundial de la salut (OMS) hi ha
diversos paisos, com son Argentina, Bangladesh, Estats Units, ndia, Meéxic. Xile i Xina, que tenen
aigiies subterranies amb una elevada concentracio d’arsénic. Si aquestes aigiies s’utilitzen pel rec de
cultius, 1’arsénic pot incorporar-se a les plantes i passar a la dieta. Per tant el perill d’intoxicaci6 per
arsénic depeén molt dels minerals de la regid on es viu; la seva solubilitat influira en que estiguin en
major o menor proporcio en les aigiies i que puguin passar a les plantes i als peixos.

Hi ha diferents especies d’arsénic que poden incorporar-se als éssers vius. Algunes d’elles es poden
veure a la Figura 18.3. L’ani6 arsenat (HAsO4>") pot entrar facilment a les cél-lules, aprofitant el canal
d’entrada del SO4*"; un cop a dins els reductors cel-lulars el poden convertir en arsenit o acid arsenids
(H3As03) que és toxic.

- (ﬁ (ﬁ 0
Meliin-As HO As Bl s Ol sy Mein, |
N N OH q OH 4 OH ~
o OH Me HO HO ol
HO HO Me
. . . L . a. arsénic a. metilarsénic a. dimetilarsénic
a. metilarsenios a. arsenios a. dimetilarsenios
Nlle Me
‘“M"As@\ 8) ‘“c’“'As@\
4 CH,CO 4 CH,CH,0H
Me Me
arsenobetaina arsenocolina

Figura 18.3 Espécies més rellevants de ’arsenic(V) i ’arsénic(Ill), en ordre decreixent de toxicitat.
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Quan es parla de I’arsénic i la seva toxicitat es diferencia entre 1’arsénic inorganic (arsina, arsenit i
arseniat) i 1’arsénic organic que son els compostos derivats d’aquests oxoacid pero metilats. Hi ha
enzims que son capacos de metilar oxoacids inorganics, substituint grups OH per Me.

Durant molts anys es va pensar que tots els compostos metilats eren menys toxics que els no metilats,
pero s’ha vist que no és del tot cert. Sembla que el compost de As™ amb un sol grup Me és més toxic
que el compost inorganic en el mateix estat d’oxidacio.

's6n més toxiques que les de AsV i

De totes formes, en linies generals es pot dir que les espécies de As
que la preséncia de grups organics disminueix la seva toxicitat. Concretament hi ha dues especies
I’arsenobetaina i I’arsenocolina (Figura 18.3) que no son toxiques, i que es troben en peixos i organismes

marins que viuen en aigiies riques en aquest element.

En el cos huma les espécies d’arsénic poden patir diferents transformacions, redox i de metilacio.
Aquestes especies poden interaccionar amb lipids, sucres i proteines, que tinguin residus -OH o -SH
(Figura 18.4).

| | 4y 0, 7 S—
"

I i
As
y’ \S

“"'/AS\O/ AS\S—

Figura 18.4 Interaccio de les espécies d’arsénic amb lligands biologics.

L’eliminaci6 de I’arsénic del cos es fa majoritariament a través de fluids (orina i suor) en forma ionica
i per I’ale en forma d’alguna espécie neutre. Per determinar si hi ha intoxicacio per arsénic generalment
es fa a través de la determinaci6 de la seva concentraci6 en la orina.

Seleni 4%

El seleni és un element essencial, del que ja s’ha comentat el seu paper en la glutatiéo peroxidasa. Ara
be, la concentracio que es requereix d’aquest element és molt baixa, uns 0,05 mg per dia. Aixi que si els
aliments i les aigiies tenen una concentracié elevada, de seguida se sobrepassa el limit idoni.

Les intoxicacions per seleni es donen en regions on els sols son rics en minerals que contenen aquest
element, 1 que, a 1’igual que succeeix amb 1’arsénic, I’element passa a les aigiies i d’aqui a les plantes i
els peixos.

El seleni i el sofre son del mateix grup de la taula periodica, i poden formar enllagos covalents entre ells,
com ja s’ha comentat en parlar de la glutatié peroxidasa. L’excés de seleni en el cos, pot quedar retingut
en proteines riques en Cys-SH, com és la queratina, que és una de les proteines present en les ungles i
els cabells.

Hi ha aliments rics en seleni, com sén els alls, esparrecs, fetge, ronyd, peix... A 1’igual que s’ha comentat
per I’arsénic, s’elimina per la transpiracio i orina en forma ionica, SeMes", i en forma neutre per 1’ale,
SeMe,. Aquests compostos son els responsables del mal olor de la suor quan es menja algun producte
ric en seleni.

18.5 Toxicitat de cations durs (Li, Be, Al)

Hi ha tres cations que s6n potencialment toxics degut al seu poder polaritzant, Li*, Be*" i AI**. Cal
remarcar, pero, que el Li* és el menys polaritzant de tots. Els tres son cations durs i carregats, i tenen
tendéncia a interaccionar amb oxigens, especialment si té carrega. A I’igual que el Mg*", que és
essencial, aquests elements tenen molta afinitat pels grups fosfat.
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El Mg i el Ca son elements essencials del grup 2 de la taula peridodica. Ambdos estan involucrats en
processos en els que intervenen fosfats. El Mg?" en enzims on afavoreix la hidrolisi de fosfats i éster de
fosfats, i el Ca?" en el ossos formant ’hidroxiapatit.

Aixi doncs, els cations durs toxics, Li*, Be*" i AI*" poden competir en menor o major grau amb els
cations essencials, Mg?" i Ca*", en enzims, en la interaccio amb el ATP, en els ossos, i també poden
interaccionar amb I’ADN a través dels fosfats. Una diferéncia important és que tant el Be* com el AI**
donaran interaccions més fortes amb els fosfats ja que tenen una relacié g/ major que el Mg?".

Liti

Les intoxicacions que s’han trobat per liti son degudes essencialment a la utilitzacié de farmacs. Les
sals de liti es fan servir en el tractament dels trastorns maniacodepressius; regula la fase d’hiperactivitat.

Un dels problemes que presenta és que 1’interval de concentracio en el que és beneficios €s molt petit.
Mantenir la [Li] optima és dificil ja que s’absorbeix i s’elimina rapidament, pel que pot haver-hi canvis
bruscos en els nivells de Li.

Els elements essencials veins del Li a la taula periodica i amb els que podria competir son el Na i el Mg.
El que juga un paper clau en la interaccié amb els fosfats és el Mg?" i comparat amb aquest la interaccio
del Li* sera més feble, es mobilitza més facilment.

El mecanisme d’actuacio no esta clar. Pot ser que estigui relacionat amb la interaccié amb algun
neurotransmissor, ja que alguna d’aquestes especies contenen grups fosfat.

Beril-li 4

El beril-li és un element poc abundant en la natura, per tant I’exposicié a aquest element és baixa. No
obstant hi ha intoxicacions per beril-1i, i es donen en persones que treballen amb les seves sals o minerals.
També corren el perill de patir beril-liosi els habitants de zones properes a industries on s’utilitzin
compostos de beril-li.

La forma més habitual és que s’incorpori a I’organisme és per inhalacid, treballant amb compostos de
beril-li 0 en les mines, en la seva extraccio. Afecta fonamentalment a pulmoé.

Els seus efectes toxics depenen de la solubilitat de la sal, ja que la seva dissolucio és la que afavorira la
distribucié en I’organisme.

Degut a la seva semblanca amb el Ca pot quedar retingut als ossos. L’enllag¢ sera més fort, pero en tenir
un radi més petit I’empaquetament dels ions per formar el solid no sera igual de compacte.

Alumini ¥4

En la década de 1970 es va veure que la pluja acida afectava al creixement de les plantes. Es va poder
relacionar aquest fet amb una major concentracié d’alumini en les plantes.

En sols rics en aluminosilicats si el pH de la pluja és acid, pot solubilitzar part de 1’aluminosilicat
convertint el AI"" en una espécie soluble i per tant, disponible per la planta. S’ha observat que si la
relacié de concentracions [Al]/[Ca] i /o0 [Al]/[Mg] és alta, les arrels de la planta sén més petites del que

correspondria.

En la vida quotidiana s’esta en contacte constant amb I’alumini. Es troba en les aigiies i en additius 1 es
pot incorporar a través de la dieta. S’absorbeix aproximadament un 3% del que s’ingereix, la resta
s’elimina majoritariament per 1’orina. No és recomanable posar en contacte directe el paper d’alumini
amb aliments acids, per tal de minimitzar al maxim la ingesta d’aquest element.

El catié AI** s’assembla al Fe*" que és un element essencial, per tant pot aprofitar la seva via d’entrada
a la cel-lula, i competir amb ell; pot arribar als punts on arriba el Fe, pero sense poder fer les seves
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funcions, especialment en el que son processos redox. Per altra banda, com ja s’ha comentat, pot
competir amb Mg?* i Ca*". S ha trobat que pot quedar retingut en ossos i donar fragilitat ossia.

La toxicitat de I’alumini esta relacionada amb malalties de tipus neurologic, en persones d’edat
avancada. En la vida quotidiana tots estem exposats a 1’alumini, i amb els anys hi pot haver una certa
acumulacié d’aquest element que es diposita en el cervell. No obstant, el mecanisme d’actuacié de
I’alumini en les malalties neuro-degeneratives, com I’ Alzheimer no esta clar.

La toxicitat de 1’alumini es va posar de manifest a finals de la década del 1970, a Newcastle (Anglaterra),
en pacients que feien dialisi i que van comencar a presentar problemes ossis, deguts a I’alumini.
Utilitzant aigua desionitzada, i per tant, sense traces d’alumini es va revertir el problema.

18.6 Toxicitat de cations tous (Hg, Pb, Cd, TI)

Els cations tous tenen afinitat per coordinar-se a bases toves, és a dir a atoms donadors voluminosos,
com és el sofre. Per tant, el que tenen en comu aquests ions és la seva tendéncia a coordinar-se a la
cisteina (Cys-S"). Un dels avantatges de la seva preferéncia per aquest lligand és que es poden eliminar
amb la metal-lotioneina, que és una proteina rica en grups Cys-S.

Un dels problemes que presenten €s que precisament per aquesta afinitat per coordinar-se a la cisteina,
poden interaccionar amb el glutati6 (G-SH) i per tant bloquejar ’enzim glutatié peroxidasa. Aixo
comporta un augment en la concentracié de radicals i, en general, d’espécies reactives d’oxigen, les
conegudes com ROS (-OH, O,", H,0,). Aquestes especies poden donar diferents tipus de reaccions:
formaci6 de peroxolipids, oxidacid de proteines, oxidacié de I’ADN, etc, donant mutacions o fins i tot

la mort cel-lular.>%!

També degut a la seva afinitat per la cisteina s’acumulen en les ungles i cabells, ja que hi ha la queratina,
que és una proteina que rica en aquest aminoacid.

Els ions metal-lics toxics tous M?" tenen una certa semblanga amb el Ca*", per tant poden anar als
mateixos punts, i s’acumulen als 0ssos i les dents.

Cal destacar que d’aquests elements toxics, a part de la seva toxicitat per ser cations tous, hi ha tres
espécies que afecten al sistema nervios: TI*, Pb** i R-Hg".

Mercuri

La toxicitat del mercuri es va posar en evidéncia en la década del 1950. En la poblacié de Minamata
(Japo) en un sol anys es van detectar 52 morts de persones que presentaven els mateixos simptomes:
debilitat muscular, pérdua de visio i problemes neurologics.

Es va observar que els gats i aus marines presentaven també problemes de visi6 i simptomes similars,
amb el que es va deduir que I’origen de la malaltia estava en el peix i que per tant provenia de I’aigua
de la badia on esta ubicada la ciutat.

En aquesta badia hi havia una empresa dedicada a la sintesi de compostos organometal-lics de mercuri.
Els residus que generaven anaven a parar a ’aigua del mar. Aquests residus contenien sals de Hg" i
compostos organics. Aixo va afavorir la proliferacio de bacteris capagos de metilar al Hg", amb el que
la concentraci6 d’espécies organomercurials (HgR, i HgR ") va augmentar. Aquestes espécies van passar
als peixos i crustacis i d’aqui a la poblacio.

A la malaltia provocada pels compostos organomercurials se la va anomenar malaltia de Minamata. Hi
ha hagut altres casos d’intoxicacions massives amb aquests compostos de mercuri. A Iraq, la intoxicacio
va ser deguda al pa, en utilitzar pesticides mercurials per tractar el blat. A San Francisco, hi ha unes
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mines de cinabri (HgS) i en époques de pluja s’ha detectat que la concentracié de Hg?* i RHg" en les
aigiies augmenta.

Les espécies més toxiques del mercuri son les organometal-liques, especialment les que tenen un grup
alquil: HgRaiquir" > HgRi™> Hg?".

En el cos huma hi ha diferents enzims que catalitzen les reaccions de metilacio, un d’ells és la Me-B)»
que pot metilar al Hg".

Els cations HgR " i molt especialment el metilmercuri (HgMe") sén altament toxics ja que poden creuar
les membranes protectores, gracies a que tenen una part polar i una apolar. S’ha vist que en intoxicacions
agudes, el mercuri passa de la mare al fetus i aquest pot presentar ja simptomes d’intoxicacid, o fins i
tot la mort quan la concentracio és elevada.

Com ja s’ha comentat, la tonyina és un animal que pot acumular mercuri. S’ha observat que quan més
gran és la concentracié de mercuri, més gran és la de seleni. Cal recordar que el seleni forma part de
I’enzim glutatio peroxidasa. Per tant, la preséncia de Hg en el cos, i la generacio de radicals, activa el
sistema de defensa, augmentant la concentracio de glutatié peroxidasa.

El HgMe" pot interaccionar amb grups Cys-S~ de proteines i enzims i també s’ha vist que pot
interaccionar amb les bases nitrogenades de I’ ADN, especialment amb el Nagenina.

El mercuri és un metall que es troba en forma liquida a temperatura ambient, i el seu punt d’ebullicio és
de 357 °C; ara be, tot i que la seva pressio de vapor és baixa, en espais poc ventilats quan es treballa
amb Hg(l) es pot acumular Hg(g) en I’aire.

Alfred Stock, a comengaments del segle XX va posar a punt el sistema de buit, amb valvules de Hg i
mentre treballava en aquest projecte va patir intoxicacio amb mercuri. Ell mateix va reconéixer els
simptomes: pérdua de visid i oida, problemes circulatoris, tremolors, ennegriment de les dents, etc. Va
instal-lar al laboratori un bon sistema de ventilacio per evitar I’acumulacié de vapors de Hg.

El Hg(g) té un temps de vida mitja a I’atmosfera d’aproximadament 1 any. A ’atmosfera pot ser oxidat
per I’0z06, a Hg*" i tornar a terra amb la pluja. En la Figura 18. 5 es mostra de forma esquematica el cicle
del mercuri.
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Figura 18.5 Cicle del mercuri.
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La industria quimica genera gasos que poden acidificar 1’aigua de la pluja. Aquesta agua, acida, pot
afavorir la dissoluci6 dels minerals de mercuri. El cinabri, HgS, és molt insoluble, Kps ~ 1074 i per tant
en condicions normals la concentracié de Hg?" que pot passar a les aigiies és molt petita. Ara be, 1’anio
S prové d’un acid feble, el HoS que té unes constants d’acidesa de K, =1,2 1071 K,»=1,3 1073, Per
tant, I’anié sulfur t€ molta tendéncia a protonar-se, desplagant-se aixi 1’equilibri de solubilitat.

La formacié d’espécies solubles de Hg'" fa que les aigiies de rius, llacs i subterranies s’enriqueixin amb
aquest 16 metal-lic. Si a més hi ha residus organics, proliferen els bacteris capagos de metilar al mercuri,
1 que son resistents al mercuri. D’aquesta forma els compostos organomercurials entren en la cadena
alimentaria.

Plom

La toxicitat del plom es coneix ja des de I’antiguitat. Hi ha referencies de que en 1’época de I’imperi
roma ja s’havien detectat intoxicacions per plom. L’origen d’aquestes intoxicacions s’ha atribuit a la
ceramica esmaltada. En aquell temps els romans preparaven un licor a base de suc de fruita i vi calent.
Aquesta barreja és acida, degut a la fruita. Els recipients que feien servir eren de ceramica esmaltada,
pero si la coccio de la pega de ceramica no havia sigut la correcta, podia passar que els pigments que
fossin solubles en medi acid passessin a la beguda.

Dos dels pigments més emprats de plom son el blanc, un carbonat basic de plom (Pb3(CO3)2(OH),), i el
vermell (Pb30s). El blanc de plom es feia servir en pintures per la paret i hi havia hagut intoxicacions
de nens; quan la pintura esta vella i es trenca, els bocins podien anar a parar a la boca de les criatures.
El medi acid de I’estomac dissol el compost ja que tant I’ani6 carbonat com 1’hidroxid es poden protonar.
Actualment es fa servir el TiO», com a pigment blanc, ja que en cas d’ingesti6 accidental no es dissol i
per tant I’absorcié d’alguna espécie de titani soluble és menor que en el cas del plom.

A I’igual que passa amb 1’alumini, a la vida quotidiana hi ha una important exposici6 al plom, tot i que
s’ha anat reduint. Les canonades d’aigua, abans eren de plom, i s’han anat substituint per altres materials.

Un dels compostos més toxics del plom és el compost organometal-lic PbEt;". L’origen d’aquest
contaminant era el PbEts que es posava com additiu a la gasolina.

En estudis forenses s’havia observat que la concentracio de plom en la gent que vivia en ciutats era més
alta que la de la gent que vivia en zones rurals. I des de que es fa servir la gasolina sense plom la [Pb] a
I’aire ha disminuit significativament.

El PbEts de la combustiéo de la gasolina entrava al cos per via respiratoria i podia facilment ser
transformat el 1’especie cationica, que a 1’igual que el compost amb mercuri, t€ una part polar i una
apolar. La diferéncia és que aquest compost organometal-lic de plom té la part organica més voluminosa
(Figura 18.6); aixo fa que no pugui creuar membranes, tot i que per la seva part polar si que hi
interacciona. Aquesta interaccio altera la permeabilitat de les membranes i pot provocar la inflamacio
dels teixits.
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Figura 18.6 Espécies organometal-liques de Hg i Pb que afecten a nivell de sistema nervios.

La toxicitat del plom es deu a les seves caracteristiques com a catid tou, i per tant interaccié amb Cys-
S~ pero sobretot, pel seu efecte sobre el sistema nervios.
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A través de la dieta la quantitat de plom que s’ingereix ¢és petita, uns 0,3 mg per dia i un 90% s’elimina.
Del 10% que s’absorbeix la major part va a parar als ossos, substituint al Ca®*, on hi queda retingut
durant aproximadament uns 30 anys.

Si hi ha una acumulaci6 important de Pb*" en els ossos vol dir que la quantitat de Ca?" disminueix, i aixo
provoca problemes de descalcificacio.

El plom afecta entre d’altres processos, a la sintesi del grup hemo.

Gracies a la seva afinitat per coordinar-se a la cisteina, es troba també retingut en cabells i ungles, on hi
ha la queratina.

Cadmi

L’any 1912, en una zona del Japé hi va haver una intoxicacié massiva amb cadmi. Van augmentar molts
els casos d’osteoporosis i la poblaci6 patia de molt malt als ossos. La malaltia derivada de la intoxicacio
per cadmi és coneix amb el nom de Itai-itai; diuen que el nom prové dels gemecs de dolor que feien els
malalts (ai, ai!). L’origen de la intoxicacié era I’aigua del riu que contenia una [Cd**] elevada. Aquesta
aigua és la que es feia servir per la irrigacié dels camps d’arros, per tant aquest aliment absorbia el cadmi
que després arribava a la gent.

La combinacid d’arrds contaminat amb Cd*" juntament amb una dieta pobre en Ca®" va afavorir la
substitucio de I’element essencial pel toxic. Aproximadament un 1% del Cd absorbit queda retingut en
els 0ssos, on té un temps de vida mitja ¢, ~15-20 anys.

El tabac és una planta que pot contenir Cd. La fulla del tabac de plantes que creixen en sols pobres en
Cd té un marge de concentracié [Cd]= 0,06- 0,5 mg Cd/Kg de tabac. En canvi la planta que creix en sols
rics en cadmi la concentracié de cadmi és molt més gran [Cd]= 1- 3 mg Cd/Kg de tabac. Quan es crema
la fulla de tabac, els compostos de cadmi poden passar al fum i per tant ser inhalats i la [Cd] en sang
augmenta.

Actualment el cadmi s’utilitza en camps molt diversos, per exemple en les piles de Ni-Cd, en pigments,
en aparells electronics, plaques solars, etc. El cadmi esta present també en fertilitzants minerals, que
contenen fosfats; en la seva preparacido es parteix d’algun mineral de fosfat de calci, pero que
generalment té petites quantitats de Cd en substitucid del Ca. La purificacio del fertilitzant per eliminar
el Cd encariria molt el producte pel que generalment els fertilitzants utilitzats contenen aquest element.

A nivell de curiositat: hi ha unes algues diatomees marines en les que el Cd és un element essencial; la
seva anhidrasa carbonica utilitza el Cd*" en lloc del Zn?*. La [Zn**] en ’aigua de ’ocea disminueix en
allunyar-se de la superficie, i els organismes que viuen a major fondaria s’han adaptat a utilitzar ions
analegs que puguin fer la mateixa funcio i estiguin més disponibles.

Una diferéncia important entre el Cd i el Pb o Hg, és que no forma compostos organometal-lics a nivell
biologic, o no s’han detectat casos d’intoxicacions massives degudes a aquest element, ni afectacions
de tipus neurologic. La preséncia de Cd afecta al sistema renal ja que la metal-lotioneina captura i enllaga
a diversos ions Cd** i el transporta cap als ronyons.

Talli %

El tal-li és un metall del bloc p que s’utilitza en la industria de 1’electronica i dels semiconductors.
Antigament es feia servir en verins per rosegadors i també en cremes per depilar.

No hi ha uns simptomes especifics per recongixer la intoxicacio per tal-li.

L’estat d’oxidacio estable d’aquest metall és el de TI", per tant té semblances amb el K" i pot utilitzar la
mateixa via d’entrada a nivell cel-lular. Tot i que estan bastant allunyats en la taula periodica el seu radi
no difereix massa: 7(T1") = 1,40 A i el (K*) = 1,33 A. Aix0 és degut al que es coneix com la contraccid
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dels lantanids. Aquesta similitud de radi entre el catio essencial i toxic fa que el Tl interfereixi en els
processos on actua el K*. Una forma de revertir les intoxicacions per T1" és augmentant la concentracio
de K.

El TI" pot interaccionar amb els fosfolipids de membrana i alterar la seva permeabilitat. S’ha vist que té
efectes nocius en el sistema nervids. Per altra banda, en ser un cati6 tou té afinitat per les proteines que
contenen cisteina.

18.7 Efecte dels elements radioactius

Els elements radioactius son aquells que el seu nucli no €s estable i emet particules a, 3 i/o radiacio y.

- Particules . sonnuclis d’heli (un nucli que conté dos protons i dos neutrons). Tenen poc poder
penetrant: un full de paper o una roba ja les atura i no les deixa passar..

- Particules [ son electrons, per tant una massa molt més petita que les particules o. El seu poder
penetrant és major, poden travessar la pell. Un full d’alumini d’uns 8 mm de gruix ja no el poden
creuar.

- Radiacio y. t¢ molt poder penetrant. Per aturar aquesta radiaci6 cal una lamina de plom de 15
cm de gruix, o be un mur de ciment de 1,5 m de gruix, o una barrera formada per 1 m d’aigua.

En la descomposici6é d’un nucli radioactiu pot anar perdent particules o i B 1 energia, passant per altres
nuclis intermedis que poden ser més perillosos que ’inicial.

La perillositat dels elements radioactius depeén de diferents factors. Si 1’espécie radioactiva esta a
I’exterior del cos, el bombardeig per particules i radiacié ve des de fora, per tant, per aquesta via, en
principi les particules o no afectarien, en canvi la radiacio i les particules [ si. Ara be, en general si es
té contacte amb un element radioactiu pot acabar entrant a I’organisme i és en aquest punt en que ens
centrarem, en veure quins son els factors que afecten a la seva perillositat a dins del cos.

- La via d’accés. Parlem de nuclis radioactius perd poden estar en estat elemental o formant
compostos, per tant, com per qualsevol altre agent toxic, 1’accés a 1’organisme, i especialment
a I’interior cel-lular, depén del tipus de compost que forma: si €s un gas (inhalacio), si és soluble
(major distribucio6 pel cos), si pot competir amb un element essencial (pot arribar a més punts
vulnerables), etc.

- Eltemps d’exposicio a la font radioactiva, ja que es pot incorporar major quantitat del compost
o element.

- El tipus de particula que emet, ja que el seu poder penetrant pot afectar a més llarga distancia o
amenys. Les particules a, tot i ser poc penetrants, a I’interior del cos son perjudicials, ja que en
xocar amb altres molécules poden trencar enllagos covalents, igual que la radiacio.

- El temps de vida mitja de 1’isotop radioactiu (¢12): com més gran sigui meés temps estara aquest
nucli emeten particules i radiaci6 en el lloc on hagi arribat.

- A part de les seves condicions d’element radioactiu s’hi sumaran les propies de I’element
quimic: si té caracter marcadament tou, o s molt polaritzant, o si pot competir amb un element
essencial.

Després dels accidents en les centrals nuclears de Txernobil (Ucraina) i de Fukushima (Japo) es va trobar
que dues de les especies radioactives més abundants en ’aire eren el *’Cs i el 'L

Quan hi ha un accident amb material radioactiu hi ha diferents nivells d’impacte:
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- En P’entorn immediat, en la gent que esta present en el lloc de 1’accident.

- La dispersi6 de particules en I’aire, que és incontrolable cap a on aniran. Quan hi va haver
I’accident de Txernobil en algunes regions de Franca es van detectar més casos de problemes
de tiroides que provenien del iode radioactiu present en I’aire. Aquestes particules poden entrar
a I’organisme per via respiratoria. També poden sedimentar sobre el sol o anar a les aigiies 1 per
tant incorporar-se a través de la cadena alimentaria. Per tant, I’efecte de I’accident nuclear arriba
fins a on arribin aquestes particules arrossegades per ’aire.

- La dispersi6 de les particules en els sols i les aigiies de 1’entorn. El terreny del voltant del lloc
de I’accident, en un radi més o menys gran queda contaminat. La qiiesti6 radica en el temps en
que queda inutilitzat, per viure-hi o pel conreu. En principi, depén de la vida mitja dels nuclis
radioactius, que varia molt entre uns nuclis i altres. En la taula 18.1 es presenta un recull del
temps de semidesintegraci6 o temps de vida mitja (#12) de diferents nuclis. El problema radica
en que en general hi ha una barreja d’especies amb diferents temps de descomposicio.

Taula 18.1 Temps de vida mitja de diferents isotops radioactius.

nucli ) nucli | #2

B37Cs 30 anys 1C 5,7 10° anys
BIT 8 dies K 1,3 107 anys
Co 5,3 anys Sr 28 anys

9Py 2,4 10*anys | “’Ga | 78 hores

22Ra 1,6 10° anys | ®™Tc | 6 hores

By 7,1 10%anys | "'In | 67 hores

28U 4,5 10% anys | '8Re | 90 hores

El Cs en ser del mateix grup de la taula periodica que el K pot competir amb ell; en ambdos casos formen
cations M™ i pot aprofitar les mateixes vies d’accés a ’interior cel-lular que el K¥, amb el problema que
durant tot el temps en que estigui a 1’organisme anira emetent radiacio.

En el cas del "'l en ser un isotop radioactiu d’un element essencial anira a parar als mateixos Ilocs. O
sigui que es trobara sobretot a les tiroides. L’avantatge d’aquest nucli és que té un temps de vida mitja
curt, i que és dels nuclis menys agressius: emet radiacio de baixa energia i particules 3 pero no a. En
alguns paisos després d’un accident nuclear s’administra KI a la poblacio, de forma preventiva, per tal
de que les hormones tiroides estiguin saturades de iode i tinguin menys afinitat per retenir-hi el iode
radioactiu.

L’urani natural conté diferents isotops: 23U (99,3%), 2*°U (0,72%) i 2**U (0,006%). L’isotop ***U que
¢és el més abundant en la natura no serveix per utilitzar-lo en els reactors nuclears ja que no és fissionable:
no es trenca quan es bombardeja amb neutrons. En canvi el 2*°U si que dona reaccions de fissid, que és
el que es requereix en les centrals nuclears. Per tant, per poder utilitzar aquest U cal extreure’l de
’urani natural. Aixo genera residus de **U, que és el que s’anomena urani empobrit.
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Aquests excedents d’urani, urani empobrit, s’han utilitzat com a substitut del plom en bales i missils.
Va ser durant la guerra del golf, en el 1991, que es va parlar molt de I’armament que feia servir urani
empobrit, com si aquesta etiqueta el fes menys perjudicial. També es va fer servir en la guerra dels
Balcans.

Aquests projectils que contenen aquest metall radioactiu, son durs i densos i per I’impacte amb el seu
objectiu quan es produeix 1’explosi6 hi ha un augment important de la temperatura i una dispersi6 de
diferents compostos que contenen *®U. Poden ser particules molt fines que es dipositen en els sols i les
aigiies i que queden en suspensid en 1’aire i per tant contaminant la zona on s’han utlitzat.
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19. PAPER DELS IONS METAL-LICS EN MEDICINA

19.1 Breu introduccio historica i alguns farmacs inorganics

La utilitzaci6é de sals metal-liques en medicina ve de molt antic. Els xinesos, en el segle VI a. C.
preparaven ’elixir de la immortalitat. Aquest elixir el preparaven a partir de Au i KNOs i la solucié que
obtenien els feia sentir be, d’aqui el nom que 1’hi donaven. Molts anys més tard es va reproduir el procés
per veure quina o quines especies hi havia en solucio i es va descobrir que contenia [Aulz]". Analitzant
el mineral utilitzat es va trobar que contenia també KIOs. O sigui que I’espécie que generava el benestar
era un compost soluble de Au'.

Un dels documents médics més antic €s un recull egipci (el papir d’Ebers) de I’any 1550 a. C. que recull
700 formules i remeis per guarir diferents malalties i afeccions. En aquest document ja es fa esment de
les sals d’or, a I’igual que en algun dels tractats d’Hipdcrates.

A finals del segle XIX les sals del complex cianurat [Au(CN)] es feien servir per tractar la tuberculosi
i a comengaments del segle XX es feien servir complexos amb lligand tiosulfat [Au(S.0s),]*en el
tractament de la lepra. Actualment la utilitzacié de les sals d’or esta focalitzada en el tractament de
I”artritis reumatica.

Mercuri

Les sals de mercuri(Il) també s’han vingut utilitzant des de temps antics, com antiséptics. Al llarg dels
anys s’han utilitzat diferents compostos de Hg', alguns d’ells compostos organometal-lics com el
timerosal i el mercurocrom (Figura 19.1). La mercromina, que es va comengar a comercialitzar a
Espanya I’any 1935 conté mercurocrom. El timerosal s’havia utilitzat coma additiu en vacunes com a

conservant.
@
Z COONa
S
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mercurocrom
Figura 19.1 Antiséptics de mercuri(ll).
lTode

En el segle IV a. C. els grecs, feien servir algues per mitigar el malestar produit per les cremades de sol.
Els romans, ja extreien el iode de les algues amb la mateixa finalitat. Actualment, la utilitzacié del iode
com antiséptic ha desplacgat als compostos de mercuri. Pot ser I,+KI (en realitat KI3) o I, en algun suport
organic.

Bor

També es fan servir com antiséptics suaus en gotes nasals i oftalmologiques, en forma d’acid boric
(H3BO:3) o el borax (Na:B4O7-10 H>0O), que s’hidrolitza facilment donant acid boric. S’ha demostrat que
inhibeixen el creixement de microorganismes.
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Plata

Les sals de plata(I) s’utilitzen per evitar infeccions en cremades. Una de les pomades que es
comercialitza conté ’antibiotic sulfadiazina formant una sal amb la Ag' (Figura 19.2). Quan es fan servir
aquestes pomades s’ha de tenir present que el catid Ag" es pot reduir facilment per accié de la llum, el
que provoca la formacié de taques negres degudes a la plata metal-lica.

LN N%j
KA
NN
| N

Ag

Figura 19.2 Punt d’unié de la Ag' a la sulfadiazina.

H,N

Zinc

Les sals de zinc també s’han utilitzat des de 1’antiguitat; sembla que en el segle XVI a. C. ja es feien
servir per tractaments de la pell perque s’havia observat que tenien propietats cicatritzants. S ha vist que
els compostos de Zn(Il) tenen activitat antiviral.

Alumini

En desodorants i antitranspirants s’han utilitzat sovint sals d’alumini; en alguns llocs es recomana la
utilitzaci6 de I’alum com a desodorant, considerant que pel fet de ser un mineral natural és inofensiu.
Ara be, s’ha de tenir present que I’alum és una sal d’alumini: AI(NH4)(SO4),-12H,0. Les sals d’alumini
en medi aquos tendeixen a formar espécies gelatinoses en els porus de les glandules sudoripares
minimitzant la sortida de la suor. Aixo evita que hi hagi humitat i proliferin els bacteris responsables
del mal olor.

En els darrers anys hi ha hagut forca controvérsia en relacio a la utilitzacié de sals d’alumini, i la seva
possible influencia en el desenvolupament de cancer de pit. Pel moment pero no s’ha trobat cap relacio
clara. El que si val la pena tenir en compte és el fet de que I’alumini pot ser toxic, i per tant no €s
recomanable aplicar les seves sals sobre la pell irritada, ja que es pot absorbir més facilment.

També s’utilitzen compostos inorganics com antiacids. Per fer aquesta funcio cal una sal que tingui
caracter amfoter o lleugerament basic. Un dels compostos més emprats ¢€s el que familiarment es coneix
com bicarbonat, NaHCOj;. Amb I’acid de I’estdmac forma CO,. Altres antiacids son solucions tampo de
Al"o de Bi'™'. Per exemple, per tractaments de 1’ ilcera gastrica s’administra una mescla de oxiclorur de
bismut (BiOCl) i citrat de bismut, que forma una pel-licula protectora sobre la llaga, evitant el contacta
amb el medi acid.

Liti
Ja s’ha comentat que les sals de liti es fan servir en el tractament de trastorns bipolars. Es van comengar

a utilitzar en el segle XIX. Els tres compostos més emprats son: el carbonat de liti, citrat de liti i orotat
de liti (Figura 19.3).
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Figura 19.3 Compostos de liti emprats en tractaments per regular el trastorn bipolar.

Difosfonats

Un altra grup de farmacs inorganics son els difosfonats que s’utilitzen per tractar I’osteoporosi. La
formula general d’aquests anions es mostra en la Figura 19.4. Hi ha un carboni amb dos grups fosfonat
que sera el punt d’interaccié amb el Ca** dels ossos. Aquest C té també un grup OH i el que varia entre
els diferents farmacs és el grup R. Aquest grup organics ajuda a protegir la superficie de I’os de la
redissolucio.

Figura 19.4 Formula general dels difosfonats, emprats en el tractament de | ’osteoporosi.

19.2 Farmacs d’or (crisoterapia)

Entre els 1925 1 1935 es feien servir farmacs d’or(I) per tractar la tuberculosi, pero els resultats no eren
molt bons i sovint hi havia efectes toxics. Un dels farmacs del moment era el aurotiomalat de sodi
(Figura 19.5); es va veure que aquest farmac alleugeria el dolor de les articulacions. Aixo va dur a
Jacques Forestier a estudiar els seus efectes en ’artritis reumatica i ’any 1935 publicava el resultat del
seu estudi. A partir d’aquest compost inicial es va seguir la investigacié buscant millorar 1’eficacia

disminuint els efectes secundaris. >+

El Ag' és un acid tou, per tant té afinitat per les bases toves, és a dir forma complexos estables amb tiolat
(R-S7), i generalment presenta una geometria lineal, és a dir, que es coordina a dos grups tiolat. Un dels
problemes que presenta és que pot desproporcionar donant espécies de Au™™!

els efectes secundaris.

que son les que provoquen

En el medi biologic hi ha molécules que poden donar reaccions redox, oxidants o reductores. Per tant
cal evitar la desproporcio del Au' o la seva oxidacid. Per aix0 cal que el complex sigui molt estable, i
per aixo els millors son els lligands amb S.

Els primers farmacs, van ser compostos solubles en aigua, com el tiomalat de sodi i or, o
I’aurotioglucosa; el problema d’aquests compostos és que no es poden administrar via oral, ja que amb
el medi acid de I’estomac s’hidrolitzen i es trenca 1’enllag Au-S. Per aixo s’administren via
intramuscular (Figura 19.5).
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Figura 19.5 Farmacs d’or emprats en el tractament de |’artritis reumatica.

Per evitar la hidrolisi i que es puguin administrar via oral s’han fet servir lligands m-acid, com la
trietilfosfina, emprada en el farmac auranofin. Aquest farmac és més estable i es pot administrar via
oral. El mecanisme que es proposa €s que en sang perd el grup PEt; per coordinar-se a la albtimina, que
¢és una proteina rica en cisteines (Cys-SH). S’absorbeix aproximadament el 25% del compost, i va
majoritariament als lisosomes. En els lisosomes hi ha enzims hidrolitics, i sembla que el paper que hi
juga el Au'és la inhibicid d’aquests enzims. No esta clar el mecanisme d’actuacid perd, probablement
interacciona amb lligands Cys-S™ 1 una possible explicacid és que eviti I’entrecreuament de proteines
per formaci6 d’enllagos S-S.

S’ha observat que els pacients fumadors retenen més quantitat d’or ja que el fum inhalat té unes 1700
ppm de HCN, que forma el complex [Au(CN),] .

L’artritis reumatica és una inflamacio dels teixits de les articulacions. En alguns casos pot ser degut a la
presencia d’especies ROS, degut a que falla el sistema de defensa. En aquests casos I’administracio de
compostos de seleni (per afavorir I’eficacia de la glutatié peroxidasa) o de SOD de Cu-Zn (per destruir
els anions superoxid) resulta beneficiosa pel pacient.

19.3 Farmacs de plati

L’activitat antitumoral dels compostos de plati es va descobrir de forma accidental. S’estava estudiant
el creixement cel-lular en presencia d’un camp eléctric i es va observar la formaci6 de filaments i a més,
que s’inhibia la reproduccio cel-lular pero no s’inhibia el creixement cel-lular.

En altres estudies realitzats s’havia observat que els bacteris en presencia de radiacié d’energia elevada
(UV o d’energia superior) formaven filaments i que hi havia un trencament de ’ADN; és a dir que la
radiacio d’una determinada energia podia tenir activitat antitumoral.

Per tant el fet de que en fer I’estudi de I’efecte del camp eléctric s’observés la formacio de filaments va
dur a pensar que podia haver-hi alguna espécie en el medi que tingués activitat antitumoral. Per tant el
pas segiient va ser trobar quines espécies hi havia en solucio.

L’estudi realitzat feia servir electrodes de plati i una solucié de NH4Cl. Quan es va analitzar el contingut
de la solucio es va determinar que hi havia diversos complexos de Pt i Pt!Y amb lligands C1™ i NHs. Es
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va analitzar quin d’aquests compostos tenia 1’activitat antitumoral i es va veure que era el cis-
diaminadicloroplati(Il) cis-[PtClo(NH3)] (Figura 19.6). L’i6 Pt** té una configuracio electronica &® i la
geometria més favorable per un NC = 4 ¢és la plana quadrada.

Cl NH
N Y 3
Pt
/ \
Cl NH;

Figura 19.6 Primer farmac antitumoral de plati.

El pare d’aquest estudi va ser Barnett Rosenberg i el descobriment es va produir en el 1965.5 Al cap de
dos anys havien identificat I’espécie responsable d’aquesta activitat. Després ells mateixos ho van
provar sobre tumors; en provar-ho en ratolins van veure que a dosis elevada aquest compost era altament
toxic, afectava al ronyo, pero que a petites dosis el tumor anava disminuint fins a desapar¢ixer.

La comunitat cientifica treballant en el camp de I’oncologia eren molt escéptica, ja que en aquells
moments ja se sabia que els metalls pesants eren toxics. Per aixo cap laboratori els volia ajudar, ja que
no creien en que pogués ser una linia de recerca profitosa. Perd quan en el 1969 van tenir evidencies de
que funcionava en ratolins la cosa va canviar. L’any 1972 es provava per primer cop en pacients amb
cancer de testicle avangat, que en aquell moment no tenia altra tractament possible. I finalment 1’any
1978 als Estats Units es va aprovar la seva utilitzacidé com a farmac pel cancer d’ovari i de testicle en
estat avancat.

A partir d’aqui el segiient repte era saber com funcionava, és a dir quin era el seu mecanisme d’actuacio.
Es va estudiar la interaccio entre I’ ADN i el cis-[PtClo(NH3).]. Aquest complex de Pt" té dues posicions
labils, que son els dos clorurs. El fet de que siguin els clorurs els 1ligands labils i no els amoniacs és
degut al que es coneix com efecte “trans”: els lligands en trans al NH3z son més labils que els que estan
en trans aun CI .

Com ja s’ha comentat, la [C17] és molt diferent a 1’espai exterior que a 1’interior cel-lular [Cl Jex >>
[CI Jint. Per tant, mentre el complex estigui en un medi ric en CI™ es conservara en forma neutre (sense
aquatitzar). Per altra banda, en ser un compost neutre podra creuar amb més facilitat la membrana
cel-lular que si fos ionic. Un cop a I’interior on la [C17] és baixa, hi ha la reaccié d’aquatitzacié que dona
dos possibles especies ioniques (Figura 19.7). Son aquestes especies ioniques les que poden
interaccionar amb I’ADN. En primer lloc hi ha una atraccié electrostatica amb els fosfats externs a la
doble helix de ’ADN que afavoreix I’apropament i després hi ha la interaccié o coordinacié amb les
bases nitrogenades.

cl NH; H,0, NH, [T B0 2+
2 , ) NH
\P ‘/ \Pt/ 3 + \Pt :
W
Cl/ NH; 7 ONu \NH
: cl 3 H,0 3
|CI'] alta |CI'] baixa

Figura 19.7 Aquatitzacio del complex cis-[PtCI;(NH3),] en entrar a linterior cel-lular.

Tot i que en la doble hélix de ’ADN hi ha dos tipus de bases, purines i pirimidines, el complex de Pt"
té molta més afinitat per les bases de tipus purina (Figura 19.8). S’ha observat que es pot coordinar a
una sola base o a dos bases, que poden ser de la mateixa cadena o una de cada cadena.
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Figura 19.8 Bases nitrogenades de I’ADN a les que s enllaca el Pt". En vermell s’indica la posicié de
coordinacié del cis-[Pt(H>0)>(NH3)>]*".

La reacci6 entre el cis-[Pt(H,0)2(NH3)2]*" i I’ADN es va estudiar per RMN de %Pt (/= 1/2 i bundancia
35%). Al cap de mitja hora d’estar en contacte ja s’observa la preséncia de Pt" coordinat a una base de
I’ADN (Figura 19.9, B) amb una intensitat de pic similar a la de la forma sense interaccionar (A);
s’aprecia també una petita quantitat de Pt"" coordinat a dues bases de I’ADN (C). A mesura que passa el
temps, els pics corresponents al la forma A i la forma B decreixen en intensitat augmentant la intensitat
de pic de la forma C, que al cap de 9 hores ja és I’inica forma existent.

H,0. NH; H,0 NH;, Napn /NH3
Pt Pt P2t

H,0 NH; NapN NH, NADN NH;

A B C

Figura 19.9 Progrés de la reaccié entre el cis-[Pt(H>0)>(NH;);]*" i I’ADN.

A partir d’aquest estudi es va concloure que la coordinacié del complex cis-[Pt(H,0)(NH3),]*>" amb
I’ADN es dona per les dues posicions labils.

Estudis realitzats amb el complex de Pt amb dietilentriamina (dien), que només té una posicid 1abil
[Pt(dient)Cl]" indiquen que també interacciona amb 1I’ADN, que es coordina a les bases adenina,
[Pt(dien)Napn]**, perd el compost no té activitat antitumoral. Aix0 indica que per tal de que hi hagi
activitat antitumoral cal que el complex de Pt" es coordini a dues bases nitrogenades.

S’ha comprovat que el complex de Pt" té preferéncia per coordinar-se a dues bases nitrogenades veines,
de tipus purina, de la mateixa cadena. Les bases de tipus purina son I’adenina (A) i la guanina (G). En
un 50% dels casos es coordina a G-G i un 25% a G-A.

Una de les qliestions que es planteja és perque el trans-[PtCl2(NH3).] no té activitat antitumoral. Hi ha
dos aspectes a tenir en compte:

- Per una banda la formacio6 de 1’espécie dicationica per pérdua dels dos lligands C1™ és menys favorable
que en el cas de I’isomer cis, ja que el lligand Cl™ en posicio trans a H,O és menys labil que quan esta
en trans a NHs. Per tant la formaci6 de I’especie amb dos posicions labils és menys favorable. En la
Figura 19.10 es mostren les espécies derivades de 1’aquatitzacio de 1’isomer trans.

- Per altra banda, I’espécie trans-[Pt(H,0)>(NH3),]** també interacciona amb I’ADN coordinant-se a
bases tipus purina, pero donada la disposicio dels lligands labils a 180° no es pot coordinar a dues bases
veines de la cadena d’ADN sin6 que ho fa a bases alternes, G-X-A, podent ser X qualsevol base.

A part d’aquestes dues diferencies es va observar en el cas de I’isomer trans al cap de 24 h ja no queden
restes de Pt coordinat a I’ADN, el que indica que I’enllag és més labil que en I’isOmer cis.
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Figura 19.10 trans-[PtCly(NH3),] i complexos derivats per aquatitzacio.

La resolucio estructural dels adductes formats entre el cis-[PtClo(NH3),] i ’ADN va permetre veure que
en coordinar-se a bases veines hi ha un plegament de la doble hélix (Figura 19.11)%". L’estabilitat del
sistema ve refor¢ada per la preséncia d’enllagos per pont d’hidrogen entre els lligands NH3 i un grup
fosfat de ’ADN i un grup O=C de la guanina coordinada.

Figura 19.11 Coordinacié del cis-[Pt(H>0)>(NH3)>]*" a I’ADN i entorn del Pt" (Codi PDB: 1410).

La distorsio en la doble helix de la cadena d’ADN inhibeix la replicacié (no es forma nou ADN) i
inhibeix la transcripci6 (no es forma I’ ARNmissaiger). Per tant 1’activitat antitumoral d’aquest farmac de
plati no és deguda a que provoqui trencament de la cadena d’ADN sino tan sols a la seva deformacio.

Un dels problemes que presenta el cis-[PtCI2(NH3)2] és que no es pot administrar via oral, ja que amb el
medi acid de I’estomac els lligands NH3 es protonen i es descoordinen.

El cis-[Pt(H,0)>(NH3),]*" té molta afinitat per ’ADN, molta més que per qualsevol altre lligand
biologic, perd també pot interaccionar amb I’ ARN, amb proteines i amb fosfolipids. La seva interaccio
amb les proteines del plasma sanguini, pels residus de cisteina (Cys-SH), ¢és la causant dels efectes
secundaris del farmac.

L’administracié de compostos del tipus ditiocarbamat (Figura 19.12) minimitza aquests efectes. En tenir
dos grups S-donadors d’electrons poden coordinar-se al Pt evitant que ho facin amb les cisteines de les
proteines.

@0
Na§_ .. CH)CHy
C—N
4 N
§ CH,CH,

Figura 19.12 Dietilditiocarbamat de sodi.

La preséncia del cati6 cis-[Pt(H>O)2(NH;3):]*" activa el sistema de defensa cel-lular contra aquest agent
extern: la metal-lotioneina (rica en Cys-SH) i el glutatio (G-SH), es coordinen al catié complex i
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I’extreuen de la cel-lula. Aixo el que comporta és que el farmac no pot actuar com a tal: s’ha eliminat
del medi. Es diu que hi ha resisténcia al farmac.

El complex que ha superat aquest primer entrebanc arriba fins a I’ADN i es coordina a les bases,
provocant la deformacié de la doble helix. Aqui de nou la cél-lula ho detecta i repara I’anomalia que hi
ha a ’ADN. Per tant, un cop més el farmac no ha sigut eficag.

La part d’ADN que no es repara €s la que porta a I’apoptosi, la mort cel-lular, que és 1’objectiu del
farmac, acabar amb les cél-lules tumorals.

Hi ha una part dels adductes formats pel cis-[Pt(H>0)>(NH;3)2]** i I’ADN que la cél-lula no detecta com
anomal, 1 per tant no el repara.

En les cel-lules hi ha una familia de proteines, conegudes com proteines de reconeixement molecular,
que es troben tant en el citosol com en el nucli. Alguns factors de transcripcié genética formen part
d’aquesta familia de proteines. Aquestes proteines contenen uns dominis (o fragments de la cadena)
formats per uns 80 aminoacids, que es coneixen com dominis d’alta mobilitat en gel (HMG). Es per
aquestes posicions que els factors de transcripci6 interaccionen amb I’ADN. Es disposa de la resolucid
estructural de I’adducte format pel complex de Pt i I’ADN (cis-[Pt(Napn)2(NH;3)2]*%) i un domini HGM
dels factors de transcripcid (Figura 19.13).>® Com es pot veure en la Figura aquesta proteina interacciona
en la mateixa regié de I’ADN en la que hi ha I’adducte cis-[Pt(Nap~)2(NH;3)2]*.

Figura 19.13 Interaccio entre ’adducte cis-[Pt(N.pn)2(NH;)2J*" i una proteina d’alta mobilitat en gel
(HMG). En vermell la proteina HMG i en blau i groc pal-lid la doble hélix de I’ ADN. El complex de
Pt" esta unit a la cadena blava (Codi PDB 1CKT).

Tornant al tema de perqueé les cél-lules tumorals no reparen I’ADN que conté 1’adducte cis-
[Pt(Napn)2(NH;3)2]*" una possible explicacio és que hi hagi una certa competéncia per aquest punt de
uni6 entre el complex de Pt i la proteina amb el domini HMG, o be que part del factor de transcripcid
genética queda unit a aquesta regio on hi ha el complex de Pt perd sense realitzar la funcio de
transcripci6. En tots dos casos, el resultat €s ’apoptosi i en conseqiieéncia, la mort cel-lular.

L’altra qiiestid no resolta és per que el farmac de plati té més efecte en les cél-lules canceroses que en
les normals. Una possible explicacid pot ser que en les cél-lules tumorals falli el sistema reparador, o
que sigui més lent.

El farmac cis-[PtCly(NH3),] tot i que va ser un gran descobriment, tenia també les seves pegues: no
funciona per tots els tipus de cancer i presenta efectes secundaris. Aixo va dur a investigar nous
compostos de plati amb 1’objectiu de reduir la seva toxicitat. Tenint en compte que els efectes secundaris

148



son deguts a la interaccid del complex cationic, la qiiestio rau en buscar compostos en els que el compost
neutre trigui més temps en hidrolitzar-se. Per exemple, el cis-[PtClo(NH3),] t€ un #1,» ~ 1,5-3,6 hores, en
canvi si se substitueixen els dos lligands Cl™ per un lligand bidentat dianionic com és el 1,1-
ciclobutanodicarboxilat (cbdc), cis-[Pt(cbdc)(NH3),], el #12 ~ 30 h. La hidrolisi del lligand dicarboxilat
¢és molt més lenta que la de dos lligands monodentats, per tant circulara menys temps en forma idnica,
que és quan pot interaccionar amb altres proteines.

A partir dels diferents estudis realitzats es van extreure unes pautes que han de complir els farmacs de
plati per millorar la seva relacio6 entre eficacia i efectes adversos:

- Els complexos de Pt" plano-quadrats son millors que els de Pt'.
- Els dos lligands labils han d’estar en posicio6 cis.

- Hi ha d’haver algun grup N-H per poder formar enlla¢ per pont d’hidrogen entre el farmac i un
grup fosfat de I’ADN per estabilitzar el sistema.

- Han de ser compostos solubles i suficientment estables.
- Els compostos neutres son menys toxics i creuen més facilment la membrana cel-lular.

- El tip és important. Si s hidrolitzen massa rapid donen masses efectes secundaris, pero si la
hidrolisi és excessivament lenta és dificil que arribin a I’ADN i interaccionin.

En la Figura 19.14 es mostren diferents compostos de Pt" utilitzats en tractaments pel cancer. El farmac
cisplati, va ser el punt de partida, després van venir els farmacs de segona generacid, com soén el
carboplati, oxaliplati i el nedaplati, i en la tercera generacio de farmacs hi ha el lobaplati i el heptaplati.
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Figura 19.14 Farmacs de Pt" utilitzats en el tractament de diferents tipus de cancer.

19.4 Agents de contrast

La utilitzacio dels composts metal-lics en medecina cobreix dues vessant ben diferenciades: per una
banda els farmacs per combatre una malaltia, i per I’altre farmacs que s’utilitzen com agent de contrast,
que ¢és del que es parla en aquesta seccio.

Tal i com el seu nom indica un agent de contrast permet visualitzar millor una zona concreta del cos
(teixit o organ); per visualitzar-ho millot cal que es diferencii de I’entorn i aixo és el que fa I’agent de
contrast.

Agent de contrast en radiologia

Un agent de contrast emprat en radiologia ha de ser opac a la radicaciéo X. Un d’aquests compostos ¢és
el BaSO4 que és un compost molt insoluble en aigua, i molt dens. Per tant la seva administracio, en
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forma de suspensio, permet fer un seguiment del seu pas per I’estomac i intestins. En ser poc soluble
s’absorbeix molt poc i per tant els seus efectes toxics son negligibles.

Agent de contrast en ressonancia magnética nuclear

La utilitzacié de la ressonancia magnética nuclear (RMN) em medicina permet obtenir imatges de RMN
(RMNI o RMI) que aporten informaci6é que pot ser util en el diagnostic d’algunes malalties. Aquesta
técnica el que fa és RMN de 'H, i fixa la seva atencio en els protons de I’aigua.

En RMN el temps de relaxacio és el temps que triga el senyal en desaparéixer, és a dir el temps que triga
en canviar |’orientacio de I’espin nuclear (/ = 1/2) del protd. El temps que triga en relaxar depén de la
interaccio que presenta aquest espin nuclear amb el medi. Aquest temps de relaxacio degut a la interaccio
I---medi és T (relaxacio longitudinal). El temps de relaxacié degut a la interacci6 /-1, T», correspon a
la relaxacié transversal, i afecta a I’amplada de banda.

En aquesta técnica es fa servir un camp magnétic H = 1-1,5 Tesles i una freqiiéncia de radiacio v= 40-
70 MHz. I les imatges que s’enregistren son del temps de relaxacio, especialment de 77.

En general, un teixit inflamat o teixit tumoral es diferencia de la resta de teixits del voltant quan es fa la
RMI. Una possible explicacio a aquest fet €s que hi hagi preséncia de radicals i aixo afecta al RMI.

Un radical és una espécie paramagnética S = 1/2. Es ben sabut que els compostos de ions metal-lics
paramagnétics en RMN donen senyals amples i molt desplacades. A més, la preséncia de 1'i6
paramagnetic afavoreix la relaxacié deguda a la interaccid /---medi. Per tant la preséncia de ions
paramagngétics (espin electronic S # 0) fa disminuir el 7.

Per tant, basant-se amb aix0, si s’administra un compost paramagneétic que vagi al lloc que es vol
visualitzar per RMI, el 7} en aquella zona disminuira molt i per tant sera molt diferent a la del teixit del
voltant. Es a dir, el contrast sera més alt. Aixi doncs, per tal d’aconseguir el maxim de contrast cal un
16 metal-lic que tingui un espin electronic (S) molt alt, el maxim possible.

Entre els elements del bloc d el maxim valor de S que es pot obtenir amb un compost mononuclear és .S
= 5/2, que correspon a una configuracio electronica d°: Fe'' o Mn! d’espin alt. Entre els elements del
bloc f'el maxim és S = 7/2 que correspon al lantanid Gd™ .

Aixi doncs, els agents de contrast utilitzats en RMI s6n compostos de gadolini(IIT). De totes les RMI
que es fan per diagnostic, en un 30-40% dels casos s’utilitza algun agent de contrast. La utilitzaci6 dels
compostos de gadolini com agents de contrast es va iniciar ’any 1988. Onze anys més tard, dels 25
milions de RMI que es van fer al mon, uns 8 milions eren amb agent de contrast , es a dir que ~32% es
feien ja amb agent de contrast.

L’agent de contrast €s un compost que no ha d’entrar a la cél-lula i que ha de tenir una molécula d’aigua
coordinada que s’intercanvia amb 1’aigua del medi. El que es visualitza és la diferencia entre 1’aigua que
hi ha a D’interior cel-lular i la de I’exterior que és la que t¢ la influéncia de 1’agent paramagnétic.

Les condicions que ha de complir un compost per poder-lo utilitzar com agent de contrast en RMI son:

- El cati6 metal-lic ha de tenir un espin electronic elevat per poder modificar al maxim el 7. El
millor és el Gd™ que té¢ S=7/2.

- Que sigui un complex estable, per evitar la preséncia del cati6 lliure que podria competir amb
cations essencials i/0 interaccionar amb lligands biologics.

- Els lligands que tingui el complex han de servir per dirigir-lo cap al teixit que es vol analitzar,
¢és a dir es busca la maxima selectivitat.
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- Ha de poder-se eliminar facilment. Cal que resti al cos el temps suficient per fer la prova pero
que no quedi retingut massa temps més.

- Ha de ser el menys toxic possible. Els compostos neutres son menys toxics que els idnics. Per
altra banda, si tenen més d’un 1ligand labil presenten més toxicitat.

Aixi doncs el més idoni és un compost de Gd™ amb un lligand polidentat (que confereix elevada
estabilitat) i una sola posicid labil ocupada per una molécula de H>O. Com que el gadolini és un metall
del bloc f'és voluminds i pot presentar NC elevat; facilment pot formar complexos amb NC = 9. Es
poden emprar lligands que tinguin 8 posicions de coordinacid, i la novena posicid en 1’entorn del metall
és la que ocupa ’aigua.

En la Figura 19. 15 es poden veure dos dels compostos utilitzats. Modificant el lligand polidentat es pot
modular I’estabilitat del complex, la seva solubilitat i la selectivitat pel teixit a on ha d’arribar. Per
exemple, si es vol visualitzar un os, al lligand se 1’hi pot penjar un grup difosfonat, de forma que tingui
afinitat pels o0ssos.

Gd-DTPA Gd-DOTA

Figura 19.15 Compostos de Gd(IIl) utilitzats com agents de contrast per RMI.

El grau de labilitat de la molécula d’aigua depén de la distancia Gd-OHa, que depén del lligand polidentat
(distorsio que provoca, densitat electronica que aporta, etc). Com més labil sigui 1’aigua, més rapid és
I’intercanvi amb ’aigua de 1’entorn, i per tant, més afecta al 77 i hi ha més contrast. Ara be, en ser més
labil el compost és més toxic. Per tant, cal arribar al compromis entre els beneficis i els efectes nocius.

19.5 Radiofarmacs

Els elements radioactius, tot i la seva toxicitat o perillositat, tenen aplicaciéo en medecina. Com ja s’ha
comentat, no es poden posar tots en el mateix sac, ja que els diferents niclids tenen caracteristiques
diferents, en quant a la radiacio, les particules emeses i el temps de semidesintegracio.

Els radiofarmacs es poden classificar en dos grups segons la seva aplicacio:
- Radiofarmacs per diagnostic: compostos que s’utilitzen com agents de contrast.
- Radiofarmacs per terapia: 1’objectiu és la destruccio de les cél-lules tumorals.
Radiodiagnostic: gammagrafia

En alguns casos per fer un diagnostic cal utilitzar técniques en que I’agent de contrast conté un nucli
radioactiu. En aquests casos el que es detecta és la radiacidé emesa per aquest compost en un determinat
punt del cos. Aquesta és la base de la gammagrafia, en que s’enregistra la imatge de la radiaci6 emesa.
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L’objectiu és exclusivament el diagnostic, per tant cal que el nuclid sigui el menys agressiu possible.

Els requisits que ha de complir son:

Cal que el #1,» de I’isotop radioactiu emprat sigui relativament curt: que doni temps a preparar
el compost, administrar-lo i fer la prova, perd que no resti massa més temps en el cos.

La radiacié que emeti ha de ser de baixa energia, per tal de que sigui el menys perjudicial
possible.

No ha d’emetre particules o ni 3, que son destructives.
El compost ha de ser estable per evitar la interaccidé amb proteines i altres biomolécules.

Els lligands que hi hagi al voltant de 1’16 central han de modular la seva selectivitat pel teixit
que es vol visualitzar. Es a dir que el compost ha de ser el maxim de selectiu, evitant que pugui
afectar a teixits o organs veins.

Aproximadament en el 80% de les gammagrafies el nucli radioactiu que es fa servir és el **™Te (tecneci
99 metaestable). El tecneci €s un element peculiar, ja que tots els seus isotops tenen un temps de vida
mitja molt curt. Les caracteristiques del *™Tc que el fan el candidat idoni per radiodiagnostic son:

Energia de la radiacio emesa: 140 keV.
Temps de semidesintegracio: ¢, ~ 6 hores.

El compost ™TcO4 és molt facil d’obtenir i a partir d’aquest, s’obtenen els altres agents de
contrast.

El *™TcO4 s’obté passant sérum fisioldgic per un generador que conté alimina i *?MoOs ; la solucid

resultant té una concentraci6 de 1’ordre de 1077 0 10® M. A partir d’aquest compost de *™T¢

VII, per

reduccid, es preparen els altres compostos amb diferents estats d’oxidaci6 i diferents lligands.

Alguns dels compostos utilitzats es mostren en la Figura 19.16. L’estat d’oxidacié del metall radioactiu

i els lligands modulen la geometria del compost i I’afinitat pels diferents tipus de teixits. Per exemple,
per diagnosticar malalties de tipus neurodegeneratiu, com son I’ Alzheimer o el Parkinson, es fa servir

un compost que conté un grup amb caracteristiques estructurals similars a la cocaina. La cocaina

bloqueja el transport de dopamina i per tant un farmac que contingui un grup similar pot ajudar en el
diagnostic de problemes neurologics.
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Figura 19.16 Radiofarmacs utilitzats com agents de contrast.

Hi ha altres farmacs radioactius utilitzats també en diagnostic. Per exemple, per visualitzar la glandula

tiroide, com que la major part del iode del cos esta localitzat alla, es fa servir I’isotop radioactiu de iode,
1311.

Un altre dels isotops ampliament emprat és el ’Ga que té un temps de vida mitja d’unes 78 h. El catié
7Ga’" en ser semblant al Fe** pot ser transportat per la transferrina. En general s’administra com a citrat
de gal-li i en la sang s’uneix rapidament a la transferrina.

Cal no confondre el ’Ga*" (element del bloc p) utilitzat en farmacs radioactius per diagnostic, amb el
Gd*" (element del bloc f) utilitzat també com agent de contrast, perd que no és radioactiu i s utilitza en
RMNIL

Radioterapia

En aquest cas cal que el nucli radioactiu emeti particules o i/0 3 al seu voltant. Ha de ser més agressiu
que quan es fa servir per diagnostic. L’objectiu és que s’emeti la radiacio de forma localitzada.
L’aplicacié de la radiacié pot ser de forma externa, o be de forma interna, introduint la font de
radioactivitat al lloc on es vol que actui.

La unitat que mesura I’energia de la radiacié absorbida per la matéria és el gray, Gy. 1 Gy =1J Kg™\.
L’energia que s’absorbeix depén del material, tipus de teixit o organ.

La radiacio ambiental és ~0,002 Gy; la que es fa servir en radiodiagnostic ha de ser inferior a 0,001 Gy.
En canvi la que s’utilitza en terapia és major a 1 Gy.

Com que I’aplicaci6é de radiacio pot provocar el trencament d’enllagos covalents i la formacio de
radicals, en alguns casos s’administra '*'I per tal d’estimular la sintesi de glutatio (G-SH) i activar la
glutatié peroxidasa que protegeixen dels radicals.

En radioterapia per les tiroides s’utilitza el '*'T; pels ossos es fan servir composts de '¥Re amb Iligands
difosfonat, que com ja s’ha comentat, tenen molta afinitat pel teixit ossi.
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