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E n los sistemas biolégicos los meta-
les se encuentran en numerosas en-
zimas y proteinas, asi como en otros
biopolimeros y moléculas con funcio-
nes de regulacioén o control metabdli-
co.

La unién de los metales a las pro-
teinas varia ampliamente y produce es-
tructuras con especificidad quimica y
biologica. En la actualidad se ha desa-
rrollado mucho el estudio de proteinas
y polipéptidos que contienen grupos
de iones metélicos; llaman especialmen-
te 12 atencion los agrupamientos de es-
tos elementos en las proteinas denomi-
nadas metalotioneinas.

Las metalotioneinas fueron descu-
biertas en el afto de 1957 cuando Mar-
goshes y Vallee las identificaron como
proteinas fijadoras de cadmio en la cor-
teza renal de los equinos. Al parecer la
presencia de estas proteinas se relacio-
naba con la acumulacién de cadmio en
este tejido. Actualmente se reconoce a
las metalotioneinas como los Gnicos
compuestos bioldgicos que *‘natural-
mente’’ pueden contener este metal.

Ademas del cadmio, otros bioele-
mentos como el zinc y cobre son sus-
ceptibles de ser fijados por las metalo-
tioneinas.

Es importante sefialar que mientras
el esfuerzo para entender [a funcién
del zinc en los mecanismos enzimati-
cos ha sido un tema bioquimico de gran
importancia, desde los afios sesenta, el
estudio de las metalotioneinas no ha
sido desarrollado al mismo nivel, de tal

forma que su funcion precisa permane-
ce desconocida.

Definicién y ocurrencia

Las metalotioneinas han recibido esta
designacién con base en su alto conte-
nido de metales y grupos sulfhidrilo
provenientes de cadenas laterales de
cisteina; estos Gltimos contribuyen con
aproximadamente el 20% del peso to-
tal de la molécula. Las metaloprotei-
nas se presentan en el reino animal, asi
como en plantas superiores, microor-
ganismos eucaridticos y algunos pro-
cariotes. En los mamiferos, las metalo-
tioneinas se encuentran en mayor pro-
porcion en higado, riién, pancreas e
intestinos. Su concentracion en los se-
res vivos varia ampliamente, dependien-
do del organismo, tejido, edad, estado
de desarrollo, régimen dietético, histo-
ria de exposicion al metal, asi como
otros factores ain no completamente
identificados.

Las metalotioneinas aisladas y ca-
racterizadas a partir de tejido hepatico
humano obtenido de autopsias, contie-
nen casi exclusivamente zinc, mientras
que las metalotioneinas aisladas de ri-
nén contienen niveles sustanciales de
cadmio y cobre. Estas diferencias pro-
bablemente reflejan la exposicion natu-
ral a metales pesados, asi como la ex-
presion de diferentes formas molecula-
res denominadas isoformas o isometa-
lotioneinas. No obstante que las meta-
lotioneinas se localizan basicamente en



el citoplasma, se ha reportado también
su presencia en los lisosomas y en el
nicleo celular.

Clasificacién y polimorfismo

Debido a la falta de una funcion enzi-
matica conocida, [as metalotioneinas se
han clasificado en tres clases de acuer-
do a sus caracteristicas estructurales.

La cl~-2 1 incluye a las metalotio-
neinas de mamifero y aquellos polipép-
tidos con las siguientes caracteristicas:

« Alto contenido de metales pesa-
dos (4-12 Atomos/mol), unidos exclu-
sivamente a las proteinas por enlaces
tiol y formando agrupamientos.

» Alto contenido de cisteinas (tipi-
camente 23-33%) y ausencia de resi-
duos aromaticos e hidrofobicos.

* Bajo peso molecular (tipicamente
menor a 10 000 daltones).

» Homologia estructural o funcional
relacionada con las metalotioneinas de
marpiferos.

La clase I comprende a las metalo-
tioneinas que solo tienen correspon-
dencia muy distante con la estructura
primaria de las formas de mamiferos;
ejemplos de esta clase incluyen a las
metalotioneinas aisladas de erizo de mar,
maiz, levadura y ciertos procariotes.

Todas las metalotioneinas de las cla-
ses [ 'y Il se caracterizan por ser protei-
nas de cadena sencilla.

La clase Il incluye polipéptidos con-
teniendo unidades repetidas glutamil-
cisteinil. Son estructuras oligoméricas
formadas por dos 0 mas cadenas poli-
peptidicas de longitud variable.

Las metalotioneinas de la clase |
presentan un polimorfismo genético ex-
tremo, los tejidos de mamifero usual-
mente contienen dos subgrupos deno-
minados metalotioneina I (Mt I) y me-
talotioneina I (Mt II), basados en sus
propiedades cromatograficas de inter-
cambio i6nico (véase figura 1). A pH
neutro, estas dos fracciones difieren en
una sola carga negativa. En ungulados
y primates las Mt 1 y Mt Il pueden ser

a su vez separadas en varias isoformas
mediante cromatografia liquida de alta
presion. Las isoformas han sido desig-
nadas con letras minisculas, por ejem-
plo Mt 1a, Mt [b, etcétera. El polimor-
fismo mas complejo se encuentra en el
humano, en donde se expresan tantos
como 10 genes de isometalotioneinas,
algunos de ellos caracteristicos de cada
tejido en particular. Se ha descrito que
las diferentes isoformas exhiben dife-
rencias en sus afinidades de union aun
por el mismo metal.

En general, las metalotioneinas de
mamiferos (clase 1) son péptidos de 61
a 62 aminoacidos que contienen 20 cis-
teinas, 6 a 8 lisinas, 7 a 10 serinas y una
metionina acetilada en la porcién ami-
no terminal. No contienen histidinas ni
aminoacidos aromaticos; las metalotio-
neinas de pollo y erizo de mar contie-
nen 63 y 64 aminoacidos respectiva-
mente. Las metalotioneinas aisladas de
invertebrados y algunos hongos pre-
sentan cadenas polipeptidicas mas cor-
tas que las descritas en mamiferos. Las
metalotioneinas obtenidas de un hongo,
Neurospora crassa contienen 25 ami-
noacidos.

La caracteristica mas sobresaliente
de todas las metalotioneinas aisladas
es la abundancia del aminoacido cistei-
na, el cual constituye hasta una tercera
parte de la molécula. En las metalotio-
neinas de la clase [ es particularmente

FIGURA 1
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Separacion de las isoformas de las metalotionefnas 1y 11
de origen hepético mediante cromatografia de intercambio

1bnico.



notoria la corresponden-

FIGURA 2

cia en el alineamiento de
las cisteinas a lo largo de
la cadena polipeptidica; en
las proteinas aisladas de
mamiferos las 20 cistei-
nas son invarfantes (véa-
se figura 2), ademés de
la conservacion en los
aminoéacidos lisina y ar-

s

ginina, los cuales se yux-
taponen a las cisteinas. Se

ha sugerido que estos
aminoacidos pueden jugar
una funcion auxiliar en la formacién de
los complejos metal-apometalotionei-
na.

NUMERQ DE RESIDUOS

Sitios de unién a metales

En las metalotioneinas los metales es-
tan distribuidos en dos distintos agru-
pamientos polinucleares (véase figura
3). El agrupamiento ““A’’ contiene 11
cisteinas capaces de ligar a 4 atomos
de zinc y/o cadmio o de § a 6 atomos
de cobre. Este agrupamiento esta con-
tenido dentro del dominio a carboxilo
terminal de la molécula y comprende a
los aminoacidos del 31 al 61. El agru-
pamiento ‘‘B’’ tiene 9 cisteinas, une a
3 atomos de zinc y/o cadmio, o 6 ato-
mos de cobre. Los &tomos metélicos
estan contenidos en el agrupamiento 8
amino terminal, extendiéndose desde
los aminoacidos 1 al 30.

Todos los iones metilicos de las me-
talotioneinas se coordinan de manera
tetrahédrica a cuatro ligantes tiol de
las cadenas laterales de cisteinas. En el
agrupamiento ‘‘A’’, dos de los atomos
metalicos se unen a las cisteinas me-
diante 3 puentes y un sulfuro terminal
y los otros dos por 2 puentes y 2 sulfu-
ros terminales. En el agrupamiento
“B”’, los iones metalicos se unen por
2 puentes y 2 sulfuros terminales.

La estructura de las metalotionei-
nas-cobre no ha sido resuelta, sin em-
bargo es probable que sea bastante di-
ferente a la producida por el zinc o
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Variabilidad en la secuencia de aminodcidos. Se muestra el namero de aminoédcidos
diferentes en las secnencias de 30 metalotionenas aisladas de mamiferos. La post-
cién de las cistelnas conservadas se¢ indica mediante las barras oscuras.

cadmio. El cobre se une preferencial-
mente en el estado de oxidacién +1
mas que en el estado de oxidacion +2 y
Ja union estequiométrica es de 11 a 12
atomos/mol comparado con los 7 ato-
mos de cadmio o zinc. Lo antenor su-
giere que en la estructura del complejo
metalotioneina-cobre, este metal for-
ma esferas de coordinacion bipirami-
dales mas que tetraédricas, lo cual pue-
de alterar la estructura terciaria de la
proteina.

FIGURA 3

Induccién de la sintesis de
metalotioneinas

Una de las caracteristicas bio-
logicas mas sobresalientes de
las metalotioneinas aisladas de
mamiferos es la inducibilidad
de su biosintesis. La inocula-
cién a animales con sales de
cadmio, zinc o cobre causa
una acumulacion de metalo-
tioneinas en higado y/o rifién.
La induccion de metalotionei-
nas por metales pesados fue
descubierta por Piscator en
el afio de 1964; este investi-
gador encontré niveles ele-
vados de metalotioneinas en
el higado de conejos expues-
tos a cadmio. La concentra-

cién 6ptima del metal para
iniciar el proceso de induc-
cidn varia en los diferentes
sistemas biologicos, pero ge-

Agrupamientos metali-

cos en las metalotione-
fnas de la clase 1. Cir-
culos oscuros:  atomos
metdlicos. Circulos cla-
ros: cisteinas.



neralmente se presenta justo abajo del
nivel que causa la toxicidad celular.
Durnam y Palmiter han mostrado que
el proceso de inducciéon es debido a
una activaciéon transcripcional (véase
nota 1) de los genes de las metalotio-
neinas por iones metilicos pesados.

En el genoma de los mamiferos
(véase figura 4) existen regiones de
control a las cuales se unen factores de
transcripcion que intervienen en la ex-
presion genética de las proteinas que
regulan el metabolismo de metales pe-
sados. La unidon de estos factores al
genoma sefiala el sitio y momento en
que las RNA polimerasas deben iniciar
el proceso de transcripcion para las
metalotioneinas.

Ademas de los metales pesados, una
variedad de factores fisiologicos y ex-
perimentales inducen la sintesis de las
metalotioneinas (véase tabla 1). El de-
nominador comun de estos factores es
el incremento de hormonas glucocorti-
coides (véase figura 4). Empleando cé-
lulas Hela crecidas en un medio libre
de suero, el grupo del Dr. Hershman
demostrd que los glucocorticoides in-

FIGURA 4
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Secuencias de contro} transcripcionales en los genes de la metalotioneina Ila
humanag. Los primeros dos rectingulos representan las secuencias de control
para metales y glucocorticoides.

ducen la biosintesis de las metalotio-
neinas por mecanismos independientes
a la induccion debida a los metales pe-
sados. El proceso de induccion ocurre
a nivel de la iniciacion de la transcrip-
cién. El modelo de accion parece ini-
ciarse con la unidn de la hormona a su
receptor, el cual a su vez estimula la
transcripcion de las metalotioneinas por
interaccidn directa con las secuencias
de control contenidas en el DNA nu-
clear,

En general, el proceso de induccion
parece involucrar los siguientes pasos:

1. La célula blanco es expuesta a
metales o glucocorticoides.

2. Sintesis de RNAm de la apome-
talotioneina que llega a un estado esta-
cionario a las 4 horas.

3. La sintests de las metalotioneinas
es estimulada, detectandose incremen-
tos entre las 2 y 4 horas.

4. Los niveles maximos de metalo-
tioneinas se acumulan entre las 18 y 24
horas.

5. Si se eliminan los inductores, los
niveles de metalotioneina disminuyen
con una vida media de 12 a 22 horas
(mayor si el inductor es el cadmio).

6. Los niveles basales de metalotio-
neinas regresan a niveles basales en 48
a 72 horas.

La habilidad para inducir la sintesis
de metalotioneinas es mucho mayor para
metales (incrementos de 20 a 50 veces)
que para glucocorticoides (incremen-
tos de 2 a 4 veces).

Funciones de las metalotioneinas

Aun después de tres décadas del des-
cubrimiento de las metalotioneinas, el
significado funcional de estas protei-
nas permanece como un topico de dis-
cusion. Inicialmente se propuso que,
dadas las caracteristicas biologicas de
su inducibilidad por metales pesados,
estas proteinas podian constituir un sis-
tema “‘especial’’ de detoxificacion de
los organismos; sin embargo, parece
improbable que ésta sea su Gnica fun-



TABLA 1
Factores que inducen la sintesis de
metalotioneinas

Fisioldgicos Experimentales
Desarrollo Cadmio
Zinc de la dicta Tetracloruro de carbono
Infeccién Cobre
Inanicién Diabetes
Estrés Glucocorticoides
Zinc
cion, ya que:

* Los 1ones metalicos no estan pre-
sentes a niveles elevados en la mayoria
de los biotipos, por lo que éstos pro-
bablemente no ejercen una presién de
seleccion significativa para explicar la
existencia de un sistema especial de
detoxificacién.

« Si la funcién de las metalotionei-
nas fuera puramente protectora, uno
esperaria encontrar a estas proteinas
solo después de la exposicion a meta-
les téoxicos. En cambio se encuentra
que tienen un nivel basal de expresion
bastante alto.

Aunado a [o anterior y debido a que
el nivel de zinc y metalotioneinas esta
altamente influido por la dieta, ademas
del hecho de que las metalotioneinas
son inducidas en su sintesis por el zinc
de la dieta, se ha pensado que estas
proteinas juegan un papel de suma
importancia en aquellos procesos celu-
lares relacionados con la presencia de
iones metalicos.

Los iones metalicos observados ‘“na-
turalmente’’ en las metalotioneinas tie-
nen diferentes funciones biolégicas. El
cadmio es altamente toxico y no esen-
cial. El cobre, aunque bastante téxico,
es requerido por los sistemas biolégi-
cos como cofactor para la actividad de
vanas enzimas. El zinc es relativamen-
te no toxico y esencial para un gran
nimero de enzimas relacionadas con
multiples procesos bioquimicos de las
células.

Las metalotioneinas se unen a cada
uno de los iones con afinidades dife-
rentes: la constante de estabilidad del

complejo metalotioneina-cobre es apro-
ximadamente cien veces mayor que la
del complejo formado con el cadmio y
esta proteina; a su vez, la constante de
estabilidad de la metalotioneina con el
cadmio es mil veces mayor que la del
complejo formado con el zinc. Con base
en lo anterior, se ha postulado que las
metalotioneinas juegan al menos tres
funciones distintas, cada una de éstas
relacionada con e] metal que contie-
nen.

Cadmio

El cadmio es un componente natural
de los minerales de la tierra, por lo que
es inevitable que sea absorbido por los
organismos vivos. Se ha postulado que
la funcion principal de las metalotio-
neinas en relacion al cadmio, es la de
proteger a las células contra la toxici-
dad de este metal. La alta afinidad de
las metalotioneinas por el cadmio y su
larga vida media las hacen adecuadas
para esta funcion de detoxificacion.

Ademas del cadmio, las metalotio-
neinas se han implicado en el secuestro
de metales no esenciales como Hg, Pb,
Bi, Ag, Auy Pt. La induccion o capta-
cion de los metales por las metalotio-
neinas se ha relacionado, al igual que
para cadmio, con la proteccion de los
tejidos de animales preinoculados con
estos metales.

Cobre

En los sistemas biologicos el cobre es
mas abundante que el cadmio, ademas
de que el primero tiene funciones esen-
ciales en los organismos al actuar como
cofactor de algunas enzimas involucra-
das en reacciones de oxidorreduccion.
El cobre en su forma i6nica es un ele-
mento toxico potente. Se ha propuesto
que la funcién de las metalotioneinas
en relacion al cobre, es la de mantener
concentraciones intracelulares bajas del
metal en su forma idnica y al mismo
tiempo permitir fa activacion de enzi-



mas-cobre. Sin embargo, parece ser que
las metalotioneinas solo juegan una
funcién menor en el metabolismo del
cobre ya que, bajo condiciones norma-
les, la unidn del cobre a las metalotio-
neinas es demasiado fuerte para permi-
tir una facil transferencia del metal a
las enzimas. Probablemente otros li-
gantes o proteinas aiin sin identificar,
son los responsables de la acumulacion
y el transporte del cobre. Bajo condi-
ciones de alta exposicién a cobre, las
metalotioneinas inducidas pueden tam-
bién funcionar como un sistema efecti-
vo de detoxificacion.

Zinc

El zinc es un elemento ampliamente
distribuido en los sistemas biologicos;
es considerablemente menos reactivo y
toxico que el cobre y el cadmio. Las
enzimas dependientes de zinc catalizan
un rango mucho méas amplio de reac-
ciones que las enzimas dependientes
de cobre. Algunas se encuentran invo-
lucradas en los procesos de transferen-
cia de la informacién genética. Se ha
pensado que las metalotioneinas pue-
den modular de alguna manera estos
procesos. Al parecer las metalotionei-
nas sintetizadas por el higado funcio-
narian como una fuente labil de zinc, el
cual puede ser subsecuentemente utili-
zado por otros drganos para la activa-
cién de enzimas esenciales en el meta-
bolismo. Las metalotioneinas pueden
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actuar de manera directa con apoenzi-
mas inactivas o indirecta por regula-
cién del zinc disponible en el interior
celular. Las bajas constantes de estabi-
lidad del complejo metalotioneina-zinc
hacen a las metalotioneinas adecuadas
para este propdsito.

Lo anterior se ha demostrado en
parte por el hecho de que las metalo-
tioneinas-zinc pueden transferir al me-
tal a diferentes apoenzimas in vifro bajo
condiciones de pH y fuerza i6nica si-
milares al medio celular. Las apoenzi-
mas aldolasa y termolisina de levadu-
ra, asi como la fosfatasa alcalina de
Escherichia coli y anhidrasa carbdnica
de eritrocitos de bovino, son reactiva-
das por la metalotioneina-zinc de higa-
do de rata, siendo esta reactivacion tan
buena o mejor que la obtenida usando
sales de zinc. Los mecanismos posi-
bles de transferencia de zinc desde las
moléculas de las metalotioneinas a las
apoenzimas se esquematiza en la figu-
ras.

En vista de los conocidos efectos
del zinc sobre la embriogénesis, de su
participacion como cofactor en un
niamero de DNA y RNA polimerasas,
y su papel como modulador estructu-
ral en los llamados dedos de zinc (véa-
se nota 2 y figura 6), se tiene la hipote-
sis de que las metalotioneinas-zinc tie-
nen funciones importantes en el con-
trol de la informacion genética.

Las metalotioneinas pueden consti-
tuir, entonces, un sistema regulador ho-
meostatico para el ion zinc.
Diferentes isoformas (con di-
ferentes afinidades por el me-
tal) pueden transportar al zinc
a los compartimientos intra-
celulares o interactuar con
diversas clases de enzimas o
proteinas. Las hormonas pue-
den controlar la expresion de
los genes de las metalotionei-
nas y asi modular estados me-

APDENZIMAS tabolicos celulares cambiando
: N : _ la distribucién y disponibilidad
Mecanismos Irobab_l@dem;fcrmm de zinc desde las metalotionefnas-zinc a del 7
apoenzimas dependientes de zinc. €l ZInC.



El conocimiento actual de las meta-
lotioneinas se debe principalmente a la
confluencia de conocimientos prove-
nientes de tres areas. Los fisidlogos y
toxicologos se han interesado por su
funcion en el metabolismo, asi como
por su papel detoxificante. Los quimi-
cos de proteinas y espectroscopistas
por sus caracteristicas estructurales vy,
mas recientemente, los bidlogos mole-
culares se han interesado en su regula-
cion genética y el uso de las secuen-
cias de los promotores de las metalo-
tioneinas para experimentos de inge-
nieria genética. No obstante el gran
interés que han despertado reciente-
mente las metalotioneinas, aun hace fal-
ta conocer una gran cantidad de as-
pectos bioquimicos relacionados con
estas proteinas. Seguramente en un fu-
turo cercano, los avances en su estu-

FIGURA 6

Modelo propuesto para Ja estructura de un dedo de

zinc. La cinta ta el esqueleto carbono
nitrogenado de la cadena de aminodcidos. La
wnién del zinc (representado por ta esfera) con
cisteinas (a la izquierda) e histidinas (a la
derecha) ocutre cerca de la base del dedo {tormado
de Rhodes, D. y Klug, A., ““Zinc fingers’’, Scien-
tific American, Vol. 268, No. 2, 1993, pp. 56-65).

dio podran enriquecer los conocimien-
tos actuales de regulacion genética y
metabolica en los seres vivos.

Notas

' Proceso por el cual la enzima RNA poli-
merasa convierte secuencias de DNA a se-
cuencias de RNA, [as que posteriormente van
a ser leidas para sintetizar proteinas.

? Factores de transcripcién formados por
secuencias de aminoAcidos que en el espacio
constituyen estructuras en forma de ‘‘asa™
alrededor de un 4tomo central de zinc. El
metal actha favoreciendo el plegamiento de )a
proteina, 10 que le permite interactuar con el
DNA.
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