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INTRODUCCIÓN: Las metalotioneínas (MT) son proteínas de bajo peso molecular y elevado contenido en cisteína, residuos a través de los cuales coordinan metales pesados (que incluyen metales fisiológicos como Zn y Cu) mediante enlaces metal-tiolato. Este enlace es susceptible de hidrólisis ácida u oxidativa a distintas condiciones según el ión metálico implicado. El uso de técnicas de ingeniería genética y síntesis proteica heteróloga permite obtener en forma pura complejos metal-MT constituidos in vivo aptos para su estudio mediante técnicas espectroscópicas (UV, CD, NMR) o espectrométricas (ESI-MS) [1], proporcionando esta última información de gran valor acerca de la composición y estequiometría de las MT sintetizadas in vivo.
Si bien se ha propuesto la dimerización de MT in vivo [2], hasta el momento no se dispone de pruebas directas de este proceso. Los únicos datos publicados corresponden a agregados metálicos Zn-MT o Cd-MT formados en condiciones excepcionales no representativas de las condiciones fisiológicas de su síntesis en el medio celular.

En este trabajo se evidencia por primera vez la posibilidad de la detección por ESI-MS de dímeros de Zn-MT, Cd-MT y Cu-MT constituidos in vivo mediante una deconvolución novedosa de su espectro. Una estrategia similar ha sido usada en [3,4] para detectar por ESI-MS la formación in vitro de dímeros MT.

MATERIAL Y MÉTODOS: Siguiendo el protocolo de producción heteróloga y purificación de MT descrito en [1] se sintetizó en E.coli la región C-terminal de la MT de Quercus suber (secuencia GSMNGCKCGSNCTCDPCNCK; masa molecular de 2025 Da) denominada C18-QsMT (d3) en medios suplementados con Zn, Cu o Cd. La concentración y contenido metálico medio de los agregados metal-d3 producidos se determinaron mediante ICP-OES [5]. La detección de las especies metálicas discretas presentes en las diferentes preparaciones metal-d3 se realizó mediante ESI-MS en un espectrómetro de cuadrupolo simple Fisons Platform II (VG Biotech), controlado por el programa MassLynx, y calibrado con mioglobina (0,1 mg/ml). 20 (L de muestra fueron inyectados en un capilar PEEK (1 m x 0,007 pulgadas) a 30 (L/min usando como eluyente acetonitrilo:acetato de amonio 5 mM, pH 7 (20:80). Condiciones: temperatura de sonda: 120ºC; potencial capilar-contraelectrodo: 3,5 KV; potencial lente-contraelectrodo: 1,5 KV y potencial del cono: 60 V. Se registró el intervalo m/z entre 850 y 1950 a 2 s/scan con un interscan delay de 0,2 s. Los pesos moleculares teóricos de las posibles especies metal-MT fueron calculados según [6]. Paralelamente, cada una de las muestras se analizó mediante ESI-MS ácido –acidificación con ácido fórmico hasta pH 2,5 y uso de 5:95 de metanol:formiato de amonio 10 mM, pH 2,5 (5:95) como eluyente- para caracterización del péptido demetalado (forma apo). 

Tabla I.- Concentración y contenido metálico medio de los agregados metal-d3 determinados mediante ICP-OES, usando la concentración de S como parámetro de referencia para la concentración del péptido d3 (que contiene 7 átomos de S/mol).

	Metal suplementado
	Zn
	Cu
	Cd

	Concentración (M)
	3,3 x 10-4
	2,2 x 10-4
	2,7 x 10-4

	Contenido metálico (átomos/péptido)
	1,9 Zn
	4,5 Cu
	2,1 Cd


RESULTADOS Y DISCUSIÓN: El ESI-MS ácido de las tres producciones (Zn-, Cu- y Cd-d3) muestra (Fig 1D) que en los tres casos se obtuvieron muestras puras y los contenidos metálicos calculados a partir del ESI-MS convencional son compatibles con el contenido global calculado por ICP-OES, Tabla I. Sin embargo, los espectros de ESI-MS revelan para cada preparación una distribución molecular característica que contempla la presencia tanto de especies monoméricas como diméricas. La asignación de los picos de ESI-MS a monómeros o a dímeros, que pueden contener bien un número par (dímeros Mp) o bien un número impar (dímeros Mi) de iones metàlicos, se ha hecho en base a la detección de tres distintos tipos de picos m/z de los espectros de ESI-MS: 

(1) Dímeros distinguibles por carga: dímeros Mp o Mi con una carga (z) impar

(2) Dímeros distinguibles por masa: dímeros Mi de carga z par o impar

(3) Picos “ambiguos”: originados por monómeros de carga z o por dímeros Mp y carga 2z. 

Se entiende que en un espectro la presencia de dímeros es manifiesta en picos de los tipos 1 y/o 2, y sólo se puede excluir la presencia del monómero en completa ausencia de picos del tipo 3.
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Fig 1.- Asignación de los espectros de ESI-MS obtenidos para los agregados (A) Zn-d3; (B) Cu-d3; (C) Cd-d3 y (D) apo-d3. Encuadrados en rojo se muestran los picos de dímeros por carga; en negro los picos de dímeros por masa y en azul los picos ambiguos (monómeros o dímeros). La reducida masa del péptido d3 no permite visualizar más de un pico del monómero en el rango de lectura.

Así, en los tres tipos de producciones analizadas, se han detectado formas diméricas, sin que ello excluya la presencia de los monómeros correspondientes. En metalotioneínas, si bien dímeros Mp de z impar ya habían sido descritos con anterioridad [3,4], los dímeros Mp de z par y los dímeros Mi se describen en este trabajo por primera vez. El análisis de las muestras demetaladas mediante tratamiento ácido, revela exclusivamente monómeros de la forma apo. La desaparición de las especies diméricas por acidificación indica que éstas no se debían a enlaces disulfuro intermoleculares. Hasta el momento, en otras MT producidas y purificadas en condiciones equivalentes y analizadas por ESI-MS sólo se han detectado formas monoméricas. Teniendo estos datos en consideración concluimos de nuestro trabajo que: 

(1) d3 forma agregados diméricos in vivo, puesto que éstos no son producto ni de la oxidación de la muestra ni de su concentración excesiva. 

(2) Éste es el primer trabajo en que se caracterizan dímeros de MT que contienen Cu.
(3) Los dímeros de MT formados in vivo son detectables por ESI-MS convencional. 

(4) La dímerización no es un proceso habitual en la formación de complejos metal-MT in vivo.
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