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RESUMEN. Las metalotioneinas (MTs) son proteinas muy particulares con masa molar entre 6-7 kDa, alto
contenido de cisteinas (30%) y ausencia de aminoécidos arométicos. Se encargan de mantener la homeostasis
del Zn y Cu e intervienen en la desintoxicacion de metales no esenciales, como Cd y Hg. Son barredores de
radicales libres, principalmente de hidroxilos libres y superdxidos. Estas proteinas participan en una gran
cantidad de procesos fisioldgicos que han sido estudiados detalladamente en organismos vertebrados. Sin
embargo, en invertebrados el estudio no ha avanzado a la misma velocidad. En los moluscos bivalvos, los
estudios de estas proteinas surgen como una respuesta fisiolégica ante la exposicién a metales pesados, por lo
que han sido utilizados ampliamente como biomarcadores de metales pesados, lo cual sustentd su validacion
como herramienta para determinar ambientes contaminados. Mas recientemente, se han aislado y caracterizado
isoformas de las MTs en moluscos bivalvos. En algunas especies se ha determinado la funcion de cada una de
ellas en diferentes etapas del ciclo de vida y se han establecido asociaciones entre la induccion de MTs y factores
ambientales. Los estudios han demostrado que en bivalvos existe gran polimorfismo de las MTs y mientras
algunas pueden ser inducidas por metales pesados, otras solo se asocian a procesos fisiologicos. Esta revision
trata las caracteristicas y funciones de las M Ts partiendo del amplio conocimiento que se tiene en vertebrados y
los alcances en los estudios realizados en bivalvos.

Palabras clave: metalotioneinas, bivalvos, biomarcadores, estrés oxidativo, contaminacion, metales pesados.

Metallothioneins in marine bivalves

ABSTRACT. Metallothioneins (MTs) are very particular proteins with a molar mass between 6-7 kDa, rich in
cysteine (30%) and absence of aromatic amino acids. They undertake the maintenance of homeostasis of Cu and
Zn and the detoxification of non-bioessential metals as Cd and Hg, and they are scavengers of free radicals,
mainly of free hydroxyl and superoxides. These proteins are involved in a large number of physiological
processes that have been studied in detail in vertebrate organisms. However, in invertebrates the study has not
advanced at the same rate. Studies of MTs in bivalve mollusks have increased as a physiological response to
heavy metal exposure. These invertebrates have been used widely as biomarkers of heavy metals, which
supported their use as a tool to determine contaminated environments. More recently, isoforms of the MTs on
bivalve mollusks have been isolated and characterized. Different functions of these isoforms have been proposed
at different stages of the life cycle. Additionally environmental and xenobiotic factors modulate the expression
and function of these proteins. The studies have demonstrated that there is a great polymorphism of MTs in
bivalves, Some MTs can be induced by heavy metals, other are only associated with physiological processes.
This revision deals about the characteristics and function of MTs, starting from the wide available knowledge
in vertebrates and less knowledge in invertebrates.

Keywords: metallothionein, bivalves, biomarkers, oxidative stress, contamination, heavy metals.
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INTRODUCCION

Las metalotioneinas (MTs) fueron aisladas por primera
vez en la corteza de rifion de caballo como una proteina
que enlaza zinc y cadmio, y su nombre se atribuye al
elevado contenido de metal y grupos sulfidrilos, carece
de aminoacidos aromaticos y tiene una masa molar
entre 6-7 Kda (Margoshes & Vallee, 1957; Kégi &
Vallee, 1960).

Los estudios han determinado que las MTs estan
presentes en todas las formas de vida, desde las
bacterias hasta los mamiferos (Capdevilla & Atrian,
2011), con una variacion en el contenido de cisteina que
puede oscilar entre 25 y 30% Yy debido a la falta de
aminoacidos aromaticos y regiones hidrdéfobas, son
proteinas estables al calor (Klaassen et al., 2009). Hasta
enero de 2015, méas de 9800 secuencias de nucleétidos
se han registrado en la base de datos de nucleétidos de
la NCBI como MTs y sélo 155 secuencias se han
determinado en 38 especies de bivalvos. De los
invertebrados marinos, los bivalvos son los organismos
mas estudiados y la razén que ha permitido un mayor
estudio de las MTs en estos invertebrados esta dada por
la asociacion que se establecid entre los metales toxicos
y las MTs, una vez que fueron aisladas enlazadas al Cd
(Kagi &Vallee, 1960). Por consiguiente estas proteinas
se han relacionado con la desintoxicacion de metales.

Por otro lado, la necesidad de buscar respuestas ante
la gran capacidad que tienen los bivalvos de biocon-
centrar metales en 6rdenes de magnitud muy superiores
a su entorno, causaron un incremento de las investiga-
ciones en esta direccion. Los estudios han sefialado un
aumento en los niveles de MTs como una respuesta a la
contaminacion por metales, y es por ello que adn son
ampliamente utilizadas en organismos biomonitores.
Adicionalmente, los bivalvos se han establecido como
los modelos mas idéneos para evaluar conta-minacion
en ambientes acuaticos, porque presentan poco
desplazamiento, son organismos filtradores, se
encuentran en casi todos los ambientes, tienen gran
importancia comercial y son facilmente mantenidos en
condiciones de confinamiento para estudios de
toxicidad. Todo lo anterior ha sustentado que estos
organismos sean los mejores representantes para
estudios de MTs.

El andlisis de las MTs en bivalvos ha estado dirigido
en su mayoria a la cuantificacion de esta proteina como
biomarcador de contaminacién ambiental, particular-
mente por la presencia de metales pesados, al
considerar que elevadas concentraciones de metales
inducen la expresion de las proteinas, como lo
demuestran numerosos estudios realizados bajo
condiciones de laboratorio (Baudrimont et al., 1997;
Geret & Cosson, 2002). No obstante, el uso de esta
proteina como herramienta para valorar el impacto de

metales en los ecosistemas ha sido controversial, pues
no siempre se han determinado asociaciones entre los
niveles de metales y la expresion de la proteina
(Viarengo et al., 1999; Monserrat et al., 2007;
Machreki-Ajmi et al., 2008). Esto ha permitido
establecer que los mecanismos de induccidn de estas
moléculas, estdn modulados por factores bi6ticos como
la etapa de desarrollo, sexo, estado reproductivo, tasa
de crecimiento y también por factores abidticos como:
la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, intensidad
de luz y otros (Ladhar-Chaabouni et al., 2012; Lemus
etal., 2013).

La variacion anual de los factores ambientales en los
ecosistemas marino-costeros determinan variaciones
metabdlicas que modulan los ciclos reproductivos de
los bivalvos (Martinez-Castro & Vazquez, 2012;
Castillo-Durén et al., 2013) y los procesos fisiologicos
asociados al desarrollo de tejido germinativo, madu-
raciony desove. Estas etapas de reproduccion implican
la movilizacidn de sustratos exdgenos y enddgenos
(Hurtado et al., 2012; Ke & Li, 2013), regulados por la
activacion y sintesis de proteinas requeridas para la
proliferacion del tejido germinativo, crecimiento y
desove. En este sentido, los trabajos efectuados sobre la
relacion entre las MTs y el ciclo reproductivo han
sefialado algunas asociaciones entre la madurez
gonadal y los niveles de esta proteina (Baudrimont et
al., 1997), mientras que otros sugieren un relacion con
los factores ambientales, principalmente disponibilidad
de alimento y temperatura y las MTs (Cotou et al.,
2001; Leini6 & Lehtonen, 2005).

Por otro lado, las MTs juegan un papel fundamental
como barredoras de radicales libres, los cuales se
producen por la metabolizacién incompleta de los
sustratos energéticos en la mitocondria y que pueden
ser modulados por factores ambientales, como la
temperatura, salinidad, pH y otros (Abele et al., 2002;
Heise et al., 2003).

Es por ello, que el conocimiento sobre el papel
fisiolégico de las MTs en la homeostasis de los
elementos esenciales, mecanismos de transduccion de
sefiales, barredor de especies reactivas de oxigeno y sus
implicaciones en dafios en los procesos celulares,
(apoptosis y necrosis celular), revisten mucha impor-
tancia en el conocimiento del papel de las MTs en el
ciclo de vida de los bivalvos.

El presente trabajo es una revision de los aspectos
fundamentales de estas proteinas considerando los
estudios realizados con vertebrados y el conocimiento
actual sobre estas proteinas en bivalvos.

Estructurade la MT

Las MTs son proteinas que no poseen aminoacidos
aromaticos y voluminosos como la tirosina, triptofano,
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fenilalanina y leucina, por lo que carecen de una
estabilidad estructural. Esta propiedad estructural es
determinada por los enlaces metal-tiolados. Los iones
metélicos divalentes se unen formando una estructura
tetraédrica, mientras que para el Cu puede ser
tetraédrica o triagonal de acuerdo a su estado de
oxidacién (Coyle et al., 2002; Capdevilla et al., 2010).
El enlazamiento del Cu y Cd a la molécula, muestra una
mayor constante de estabilidad que el Zn, lo que ha
determinado que metales como Cu, Cd y Hg tengan
mayor capacidad de desplazar al Zn de la MT y en
consecuencia formar complejos mas estables de CdMt,
CuMt y HgMt (Sabolic et al., 2010).

A pesar de las diferencias especificas, estas
proteinas presentan un elevado grado de similitud en su
secuencia de aminodcidos y una posicibn muy
conservada de los residuos de cisteina, con alta
repeticion de las secuencias Cis-x-Cis, Cis-Cis y Cis-x-
y-Cis, donde x e y son aminoacidos distintos a la
cisteina (Hamer, 1986), tal como se observa en la
alineacion realizada por Wong et al. (2009), en algunas
especies (Fig. 1).

Se han identificado dos arreglos en las MTs para el
enlazamiento de los iones metéalicos divalentes. El
dominio B conformado por tres iones metalicos y 9
cisteinas (M3Cys9) y el dominio a por 4 metales y 11
cisteinas (M4Cys11). La longitud total de la proteina 'y
su contenido de cisteina varian significativamente entre
especies (Syring et al., 2000; Molté et al., 2007; Park
et al., 2007) (Fig. 2).

Clasificacion de las metalotioneinas

La clasificacion tradicional de las MTs, que ha sido mas
ampliamente utilizada se basa en las caracteristicas de
la estructura primaria. La Clase I, incluye todas las
formas de MTs de vertebrados y también de otra fila,
con estructura primaria muy similar a la MT de caballo
(<biblio>). En la Clase Il, se encuentran los polipép-
tidos que presentan poca homologia con las secuencias
de aminoécidos de las MTs de mamiferos. Finalmente,
la Clase Il1, esta constituida por una familia de péptidos
de cadena corta; se han definido como atipicas y tienen
la capacidad para unir iones metalicos formando
complejos estables intracelulares. Estos Ultimos
polipéptidos estan constituidos por unidades (-Glu-
Cys)nX3, donde n varia entre once y doce veces,
dependiendo del organismo y X es frecuentemente
glicina o alanina. Estas moléculas, cadistinas y
fitoquelatinas, fueron aisladas en las vacuolas de
células de levaduras y de células de plantas superiores,
respectivamente (Murasugi et al., 1981; Zenk, 1996).

Otra clasificacion fue la propuesta por Binz & Kagi
(1999), la cual se basa en la definicion de familias y
subfamilias, considerando su relacion evolutiva y se

describen 15 familias de MTs, de las cuales muchas ya
han sido estudiadas y se ha establecido la estructura de
coordinacion con los metales. También esta la
clasificacion realizada por Valls et al. (2001), basada
en la preferencia de las MTs por conformar complejos
homo metalicos y correctamente plegados al unir, ya
sea, metales divalentes (Zn*2 o Cd*?) o monovalentes
(Cu™) y MTs intermedias que por un extremo son Zn-
tioneinas y por el otro son Cu-tioneinas (Bofill et al.,
2009). Estas ultimas, se han caracterizado como
proteinas con propiedades intermedias, como es el caso
de la MT4 de mamiferos que funciona con preferencias
metélicas ambivalentes (Bofill et al., 2009).

Se han sefialado variaciones en la estructura primaria
de MTs, que pueden ser facilmente identificadas de
acuerdo a la carga total de la proteina y se les denomina
isoformas de MTs. Estas isoformas se han clasificado
considerando la nomenclatura de la IUPAC-IUB
(Nomenclature of Multiple Forms of Enzymes), siendo
numeradas de acuerdo con la secuencia de elucién de
las resinas de intercambio iénico (MT-1, MT-2, MT-3,
etc.), las subisoformas son representadas por letras
(MT-1a, MT-1b, etc.). Las isoformas son una indi-
cacion de polimorfismo genético (Kagi & Kojima,
1987).

Las MTs son muy peculiares, ya que carecen de una
estructura terciaria y se define en sus formas apo-MTs,
los péptidos que carecen de metal y se les ha llamado
tioneinas, mientras que la coordinacidn con el metal,
determina la estructura 3D, y muestran diferentes
plegamientos, dependiendo del tipo y la cantidad de
iones metalicos coordinados. Por lo tanto, las MTs
constituyen un sistema muy complejo, con el mismo
péptido se forman diferentes plegamientos 3D, y a su
vez estan relacionados con distintos roles funcionales
(Blindauer & Leszczyszyn, 2010).

Induccion de la sintesis de MTs por metales

La expresion de las MTs es controlada a nivel de la
transcripcion y puede ser inducida por una gran variedad
de agentes fisiologicos, estresores ambientales y
metales de transicion (Juarez-Rebollar & Méndez-
Armenta, 2004). Los sitios promotores del gen de la
MTs presentan elementos de respuesta a metal (MRE)
gue contienen secuencias de siete pares de bases
(TGCRCNC) y estan presentes en multiples copias en
las regiones promotoras de todas las MTs inducidas por
metales (Culotta & Hammer, 1989). Una proteina
denominada factor de transcripcion de MTs (MTF-1)
actlla como mediador para iniciar la expresion de gen
MT. Este factor, MTF-1 requiere una elevada concen-
tracion de Zn para la union al ADN (Westin &
Schaffner, 1988). Los estudios en mamiferos (Heuchel
et al., 1994; Gunes et al., 1998), sefialan que MTF-1 es
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AnaMTz2 1B
C.glgas 1 B
C.ariakensis 1
C.wvirginica 1
U, tumidus 1
M.edulis 1
C.fluminea 1
O.edulis 1
M. lusoria 1
B.azoricus 1
AnaMT2 56
C.gigas 53
C.ariakensis 53
C.virginica 55
U.tumidus 52
M.edulis 54
C.fluminea 54
O.edulis 53
M.lusoria 57
B.azoricus 54

Figura 1. Secuencia de aminoacidos de MTs de bivalvos. Los residuos idénticos se representan en negro, mientras que en

gris los conservados (Wong et al., 2009).

Metallothionein

1 2930 61
I IMDPNCSCATDGSCSCAGSCKCKQCKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCSQGCLCKEASDKCSCCA I
| N 1

Figura 2. Dominios y enlazamiento de metales a la meta-
lotioneina (Stillman, 1995).

una proteina ubicua que contiene seis dominios de zinc
y algunos dominios de activacion trans, rica en
aminoacidos 4acidos, prolina y serina/treonina, los
cuales son requeridos para la traduccién inducible por
el metal. La forma activa de MTF-1 es inhibida
inicialmente por un inhibidor sensible al Zn,
denominado inhibidor de la transcripcion de metal
(MTI). En presencia de Zn y Zn-iones, los complejos
MTF-1y MTI se disocian. Esta condicion permite que
MTF-1 interactie con el MRE en el sitio promotor de
la MT para activar la transcripcion. La union de la MT
recién sintetizada al Zn, promueve la formacion del
complejo MTF-1/MTI (Palmiter, 1998).

Las MTs tienen la capacidad de interactuar con
radicales, particularmente el oxigeno reactivo, el anién
superoxido y oxido nitrico (Atif et al., 2006). De tal
manera, que las MTs al reaccionar con estos radicales,

oxidan los cluster metal-tioles; quedando los iones
metélicos disponibles (Kang, 2006; Gagné et al., 2008).
Bajo estas condiciones las MTs puede existir en el
citoplasma celular en una forma oxidada libre de metal
y reducida enlazada al metal. La forma oxidada o
reducida de la MTs es modulada por la relacion
GSH/GSSG (Chen & Maret, 2001; Maret, 2008).

Adams et al. (2002), han propuesto un modelo en el
cual la regulacion de la transcripcion de la MTs via
MTF-1/MRE es controlada por multiples cascadas de
transduccion de sefiales que afectan la fosforilacion de
MTF-1. Este modelo esta basado en que la MFT-1
contiene algunos sitios potenciales de fosforilacion
conservados, por ejemplo se ha evidenciado que
cuando la proteina kinasa C, esta inhibida, los niveles
de la MTs disminuyen (Yu et al., 1997), también algo
similar se ha observado con la casein quinasa Il y
tirosina quinasa.

Sin embargo, a pesar del hecho de que las MTs se
han investigado durante casi 50 afios, los estudios
recientes determinan innumerables funciones fisioldgicas
que involucran no sélo el metabolismo de los metales
esenciales, toxicos y mecanismos oxidativos sino que
se ha determinado que estan involucradas en distintos
tipos de cancer (Theocharis et al., 2002; Shimoda et al.,
2003; Pedersen et al., 2009; Soo et al., 2011). La gran
cantidad de asociaciones entre las MTs y muchas
enfermedades en los humanos explica que esta proteina
haya sido ampliamente estudiada en vertebrados y
sigue siéndolo. No obstante, los estudios en inverte-
brados marinos son aln reducidos y estan dirigidos en
la mayoria de las investigaciones al papel que
desempefian en el campo de la toxicologia, particular-
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mente los metales. Alrededor de 50 especies diferentes
de invertebrados acuéticos, la mayoria de los cuales son
moluscos bivalvos muestran respuestas a la induccion
de las MTs por efecto de metales. Esto ha ocasionado
que sean ampliamente estudiados como potenciales
biomarcadores de ambientes contaminados, pero, mas
reducidos son los estudios relacionados con la
induccion y su papel fisiolégico en los procesos
celulares.

Metalotioneinas en moluscos bivalvos

Hasta el afio 2015 se han identificado 155 secuencia de
nucleétidos de MTs o proteinas relacionadas que
corresponden a 38 especies de bivalvos, siendo las
cuatro especies mas estudiadas: Crassostrea virginica,
Mytilus edulis, Crassostrea gigas y Perna viridis (Fig.
3). Existe un nimero mayor de especies a las que no se
les ha secuenciado la estructura primaria; sin embargo,
se les sigue utilizando como biomonitores en estudios
ambientales a través de la determinacién de la
concentracion total de MTs.

El estudio de las MTs en los bivalvos se ha enfocado
principalmente a su expresion como respuesta a los
metales pesados y es por ello que los niveles de
induccién de esta proteina se han asociado a ecosistemas
contaminados por metales (Cosson, 2000) y mas
recientemente a cualquier contaminante que pueda
inducir estrés oxidativo (Valavanidis et al., 2006). Bien
sea, en condiciones de confinamiento o en ambientes
potencialmente contaminados.

Se ha determinado la estructura primaria de las MTs
de un gran nimero de organismos (Tabla 1) y se han
establecido los modelos estructurales de la molécula en
relacion a los metales enlazados. Generalmente se
presentan dos dominios de enlazamiento que varian de
acuerdo a la especie. La informacion en relacion a la
gendmica se incrementa significativamente en funcion
de las maltiples isoformas y funciones que tienen las
MTs en los invertebrados marinos. Uno de los grupos
que ha recibido mayor atencién son los mitilidos,
debido a su amplia distribucion, facil reproduccién y
cultivo y su gran uso en las evaluaciones de biomo-
nitoreo.

Particularmente, en el bivalvo M. edulis, se han
reportado dos formas de MTs, la MT-10 y MT-20
(Mackay et al., 1993; Ivankovic et al., 2002). La forma
monomérica MT10 de 10 kDa tiene 73 aminoacidos (21
cisteinas) y es inducida a elevadas concentraciones de
Zny Cd. La MT-20 corresponde a la forma dimérica 20
kDa, tiene 72 aminoacidos (23 cisteinas), es inducida
por exposicion a Cd (Frazier et al., 1985; Isani et al.,
2000; Lemoine et al., 2000). En esta dltima, los
residuos adicionales de cisteina podrian aumentar las
propiedades de enlazamiento de los metales y crear

Crassastreq virginica
Aytilus eduiis
Crassostren Qigos

Perna viridis
Berthymodiolus ororfcus
Mytilus galloprovinciolis
Bathymodiolus thermophifus
Ostrea eduis

Ruditopes philippinarum
Cergstoderma edule
Crassastren ariokensis
Crassostreo anguloto

Argopecten irradians

otros

=]
=
=]
P
(=]
W
=

40

Figura 3. Numero de trabajos que evallan la estructura
primaria de las metalotioneinas en bivalvos.

enlaces entre las subunidades monoméricas (Tabla 1).
Por otro lado Leung et al., 2014 determinaron 10
isoformas de la MTs, 6 correspondientes a las MT10 |
y 4 alas MTO Il (Fig. 4).

Las isoformas de las MTs en los organismos pueden
ser el producto de varios genes o también reflejar el
polimorfismo en las poblaciones. En el caso de los
mitilidos, la caracterizacion genémica indica que los
genes de las MTs estan formados de tres exones y dos
intrones (Khoo & Patel, 1999; Leignel & Laulier,
2006). Dos secuencias distintas para las MTs pueden
corresponderse a dos genes diferentes, por ejemplo en
P. viridis la MTI1 tiene 1657 pb y la MTI2 tiene 2045
pb y codifican la misma proteina (Khoo & Patel, 1999).

Esto sugiere que en una poblacion e inclusive dentro
de un mismo organismo pueden encontrarse diferentes
genes para las MTs. Estos genes contienen regiones
regulatorias distintivas inducidas diferencialmente por
factores extrinsecos e intrinsecos. En M. edulis se han
determinado genes que codifican MTs libres de intron,
es el caso de la MT-10 que contiene 66 aminoacidos
con un esquema de lectura abierta; una MT similar fue
determinada en la especie Bathymodiolus thermophilus
(Leignel et al., 2005). Posiblemente estas MTs
muestren una rapida transcripcién en respuesta a la
exposicion de metales. Si bien, son temas que aln no
han sido muy bien detallados, esto ha sido sugerido.

Las MTs de la ostra americana, C. virginica
muestran la estructura of-dominio caracteristica de
moluscos (designado como CvMT-I). Ademas, pre-
senta una segunda y extensa subfamilia de MTs
(CvMT-II) que han surgido aparentemente a partir de
una mutacion de parada que trunca la proteina después
del dominio a; después de una serie de eventos de dupli-
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Tabla 1. Isoformas de metalotioneinas en bivalvos.

Especie Isoformas de MTs Ndmero de aminoacidos  Autor
Muytilus edulis MT 10-IV 73 Mackay et al. (1993)
MT 10-la 73
MT 10-1 73
MT 10-111 73
MT 20-11 72
MT 10-Ib 73 Barsyte et al. (1999)
MT 20-I isoforms Ay B 71 Mackay et al. (1993)
MT 20-I11 isoform A 72
MT MT1 MT2 73 Khoo & Patel. (1999)
MT 20-I11 isoform B 71 Mackay et al. (1993)
MT MT-20 72 Leignel & Laulier (2006)
MT MT-20 73
MT MT-10A(2) 74
Mytilus sp. MT 20-I1 72 Lilja et al. (2008)
Mytilus galloprovincialis MT 20-I11 isoform A 72 Ceratto et al. (2002)
MT MT-20MT-20 IV 69 Aceto et al. (2011)
MT 20-IV MT-20-1V 72 Dondero et al. (2005)
MT MT-10 MT-10 1l 73 Aceto et al. (2011)
MT IA MT-IA 75 Jenny et al. (2004)
MT IID MT-IID 149 Jenny et al. (2004)
MT IIG MT-IIG 204
MT IIE MT-lIE 149
MT IIH MT-1IH 200
MT IIF MT-IIF 145
MT IIC MT-IIC 94 Jenny et al. (2004)
MT IB MT-IB 75 Jenny et al. (2004)
MT IVB MT-IVB 83 Jenny et al. (2006)
MT IHA MT-11IA 62 Jenny et al. (2006)
MT IIA MT-1IA 43 Jenny et al. (2004)
MT IIB MT-1IB 43
Crassostrea gigas MT mt, mt2, CG1_10021194 Tanguy & Moraga (2001)
MT MT 75 Tanguy & Moraga (2001)
MT-10bMT-10c, MT-10b 73 Hardivillier et al. (2004)
Bathymodiolus azoricus MT MT-20 69 Hardivillier et al. (2004)
MT, isoform MT-10a 73 Hardivillier et al. (2004)
Bathymodiolus thermophiles ~ MT MT-10Bt(2) 70 Leignel et al. (2005)
MT MT-10Bt(1) 70
MT MT-20 69
Ruditapes decussatus MT MT 72 Ladhar-Chaabouni et al. (2009)
Laternula elliptica MT 10b 73 Park et al. (2007)
MT 10a 73 Park et al. (2007)
Perna viridis MT IID MT 72 Leung et al. (2014)
MT IIB MT 72
MT IB MT 73
MT IC MT 73
MT IF MT 73
MT IIC MT 72
MT IAMT 73

MT A MT 72
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a 1 10 20 30 40 50 60 70 73
MT10-IA MPSPCNC JE CICGTGCSGEG CGDACKCSSGCGCSGIK;@V PGECACGKQ CKCDSSCSCK
MT10-IB MPSPCNC RE CICGTGCSGEG CGDACKCSSGCGCSGCK})?VC ICACGKQCTGPBTCKCDSSCSCK
MT10-IC MPSPCNC BE CICGTGCSGEGC CGDACKCSSGCGCSGCK;’QV PGECACGKQCTEPRTCKCDSSCSCK
MT10-ID MPSPCNC BETRVCICGTGCSGEG CGDACKCSSGCGCSGCK&'ZV PGECACGKQ! CKCDSSCSCK
MT10-IE MPSPCNC BETRVCICGTGCSGEG(] CGDACKCSSGCGCSGCK!V;V PGECACGKQCTEPGTCKCDSSCSCK
MT10-IF MPSPCNC RE CICGTGCSGEG CGDACKCSSGCGCSGCK!!VC CAPGGECACGKQCTEPETCKCDSSCSCK
MT10-lIA MPSPCNCNETRVCICGSGCSGEGCECGDACKCRSRBCGCSGC C. - CACGKQCTEPETCKCDSSCSCK
MT10-11B MPSPCNCNET CICGSGCIGEGC CGDACKCEBISBICGCSGCK C -CACGKQCTEPETCKCDSSCSCK
MT10-lIC MPSPCNCNE CICGSGCRGEGCGCGDACK( ICGCSGCK -CACGKQ/ PBITCKCDSSCSCK
MT10-1ID MPSPCNCN VCICGSGCSGEGCGCGDACKC CGCSGCKIVCRC - CACGKQ! CKCDSSCSCK

b

Isoformas MT10 Isoforma | MT10 isoforma Il

A 1B IC ID IE IF 1A IIB IIC IID

Masa molecular (Da) 7301 7249 7248 7248 7190 7176 7183 7180 7167 7111

Namero de 73 73 73 73 73 73 72 72 72 72

aminodacidos

Punto Isoeléctrico 7,77 6,06 7,75 7,24 7.75 7,75 5,09 724 5,03 6,00

tedrico

Numero de Cisteinas 20 21 21 21 21 21 21 21 21 21

Cisteina (%) (27,4) (28,8) (28,8) (28,8) (28,8) (29,2) (29,2) (29,2) (29,2) (29,2)

Glicina (%) 15:1 151 15,1 15,1 16,4 16,4 12,5 13,9 139 13,9

indice de hidropatia -0,141 -0,045 -0051 -0,045 -0003 -0,003 -0,136 -0,144 -0,139 -0,093

Figura 4. Isoformas de la MT10 | y la MT10 Il de Perna viridis, a) secuencia de aminoacidos, b) resumen de las

caracteristicas de las isoformas (Leung et al., 2014).

cacién y recombinacion han dado origen a las
isoformas que contienen entre uno a cuatro o-dominios
y carecen de un dominio f (Jenny et al., 2004). La
CvMT-1l muestra bajos niveles basales de expresién en
tejidos de larvas y adultos. Una tercera familia de MTs,
CVMT-III se caracteriza por presentar dos dominios 3
y ausencia de dominios o, es la isoforma dominante
durante el desarrollo larval y muestra una moderada
inducibilidad por metales tanto en larvas como en
adultos (Jenny et al., 2006). La cuarta isoforma
CvMT-IV se aisl6 de hemocitos una vez que los
organismos fueron expuestos a una mezcla de bacterias.
De acuerdo a la distribucién de las cisteinas de esta
isoforma, parece estar relacionada con las MTs af
dominios. No obstante, presenta una serie de
sustituciones de aminoacidos en cuatro cisteinas
adicionales que dan lugar a una secuencias Cys-Cys y
tres secuencias Cys-Cys-Cys (Jenny et al., 2006). Esta
isoforma presenta una moderada expresion en larvas y
adultos, pero inducible por la presencia de metales.

La secuencia de la MT de C. gigas CgMT4, presenta
similitud a las descritas en el gen que codifica para la
MT de C. virginica, conocida como CvMT-IV (Jenny
et al., 2006) y el analisis filogenético revela que la
secuencia se alinea con este grupo CvMT-IV mejor que
con otras secuencias CgMT. Este gen al igual que los
sefialados anteriormente también contiene tres exones,
mientras que la CgMT3T, no muestra intrones (Tanguy

& Moraga, 2001; Tanguy et al., 2001) al igual que una
MT10 de M. edulis (Leignel & Laulier, 2006). En C.
gigas se han determinado 7 formas polimérficas de
CgMTL1 que ocurren en el exén 2 con tres tipos A, By
C vy que esta presente en el 80% de la poblacion
(Tanguy et al., 2002).

El conocimiento de la estructura de las MTs, y su
plasticidad ante la presencia de mdltiples factores
externos y xenobidticos en los cuerpos de agua,
contribuira a una mejor comprensidon sobre las
funciones de estas proteinas. Los estudios sefialados
anteriormente demuestran la existencia de una gran
cantidad de genes con un numero variado de
aminoacidos, que han sufrido mutaciones como
mecanismo adaptativo a los cambios externos.
Adicionalmente, el conocimiento de las diferentes
agrupaciones de los domnios o y  permitira establecer
funciones de estas moléculas (Jenny et al., 2004).

Funcién de las MTs

Se ha sefialado en muchos de los trabajos publicados,
que las MTs juegan un papel clave en la homeostasis de
los metales esenciales y en la depuracion de aquellos
que no lo son, o aquellos que aun siendo esenciales se
encuentren en los sistemas biolégicos en concen-
traciones toxicas. La MT es la principal proteina
intracelular que enlaza el Zn (Miles et al., 2000) en
mayor proporcion que otras proteinas. Mason & Jekins
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(1995), proponen que las MTs son en primer lugar un
deposito de Zn y Cu, disponible para cumplir con las
demandas enzimaticas para la sintesis de metaloenzimas
y mantenimiento de la homeostasis de muchos procesos
celulares y en segundo lugar reducen la unién no
especifica de los metales no esenciales dentro de las
células, disminuyendo su potencial téxico. Estudios
mas recientes muestran una gran participacion de las
MTs en muchos mecanismos celulares que inducen la
activacion del AMPc, calcio y la proteina quinasa C
(PKC), que forman parte de las cascadas de
sefializacién. De hecho, el analisis de las secuencias
promotoras de las MTs muestra que estas secuencias
contienen elementos de respuesta para una gran
cantidad de estimulos que regulan el ciclo celular.
Ejemplos de ellos son los glucocorticoides, ROS y
citosinas, lo que determina la participacion de las MTs
en mas de un proceso celular (Davis & Cousins, 2000),
que adn no han sido descritos.

En algunos invertebrados, particularmente los
gasteropodos cuentan con una isoforma de MTs
responsable de mantener la homeostasis de los metales
Cuy Zn, en las células que sintetizan la hemocianina,
jugando un papel fundamental en la distribucion de Cu
en esta molécula transportadora de oxigeno, la cual
contiene Cu en su estructura a diferencia de la
hemoglobina que contiene Fe. (Dallinger et al., 2005)

Capdevilla & Atrian (2011), sefialan que es muy
dificil establecer la funcion de las MTs porque no hay
un papel biolégico Unico para las MTs ya que, estan
involucradas en decenas de procesos fisioldgicos, y sus
funciones varian de un organismo a otro, e incluso entre
isoformas, por lo que, en sintesis, sus funciones son de
enlazamiento de metales y la actividad redox, siendo
necesario realizar mayor nimero de estudios en este
campo para obtener una definicion mas amplia de esta
proteina.

En los invertebrados, las funciones fisioldgicas de
las MTs, se han estudiado mas recientemente y han
estado dirigidas a la identificacion de las diferentes
isoformas y al papel que desempefian en el desarrollo y
ciclo de vida, particularmente en los bivalvos, que han
sido los mas estudiados. Muchos de los procesos de
induccidn de las diferentes isoformas de MTs ocurren
de manera indirecta, pues la temperatura, salinidad, pH,
niveles de oxigeno, disponibilidad de alimento, modulan
los procesos fisiologicos de los ciclos reproductivos, la
incorporacion de metales y el estado redox de la célula.

Algunas especies de bivalvos durante su ciclo de
vida estan expuestos a condiciones de anoxia por largos
periodos de tiempo, y han desarrollado un metabolismo
anaerébico muy eficiente que les permite estar
expuestos al aire por largo tiempo, modificando el
estado redox de la célula y donde los niveles de MTs se

incrementan significativamente, posiblemente como
mecanismo para eliminar los redicales libres formados
(English & Storey, 2003; Zapata-Vivenes et al., 2014).
Sin embargo, ain no estan claros los mecanismos
anaerobicos mediante los cuales esto ocurre, y es un
tema que requiere mucha discusion debido a la
multiplicidad de factores que se ha demostrado pueden
inducir la sintesis de la MTs bajo estas condiciones. Sin
embargo, la participacion de las MTs en el proceso
respiratorio ha sido sefialada, donde MTs/apoMTs son
capaces de modular la respiracién controlando los
niveles de Zn en la membrana interna de la mitocondria
(Yeetal., 2001).

Gatné et al. (2010), sefialan que el estado de
fosforilacion de las MTs puede ser afectado de acuerdo
a los niveles de contaminacion. En tal sentido, plantea
que la fosforilacion de las MTs en los tejidos de la
almeja Mya arenaria parece estar relacionada con el
catabolismo de MTs en las células. En sus resultados
demostré que las MTs fosforiladas se relacionan
negativamente con la cantidad total de MTs en las
células. EI aumento en las MTs fosforiladas también
parece estar relacionado con la proporcion de MT
oxidada en las células. Por otro lado, también se ha
demostrado que la MT-fosforilada est4 estrechamente
relacionada con los cambios en la actividad del
transporte de electrones mitocondriales y citocromo
oxidasa en los tejidos, lo que sugiere que la fosfori-
lacién de MTs estd acoplada de alguna manera a la
actividad mitocondrial de transporte de electrones y/o
que las MTs se oxidan por el aumento de las tasas de
respiracion mitocondrial y luego son fosforiladas para
la eliminacién, tal vez a través de la via de la
ubiquitina/proteasoma, que aln se desconoce.

Anteriormente, se ha sefialado que en los
organismos marinos los eventos reproductivos estan
asociados a variaciones estacionales y existe una
estrecha relacion funcional entre el sistema digestivo y
el desarrollo de las génadas, y por lo tanto los periodos
de abundancia de alimentos y el desarrollo de las
gonadas a menudo son coincidentes (Mackie, 1984). En
gran nimero de organismos filtradores las variaciones
estacionales de las MTs estan asociadas con periodos
de surgencia, lo que podria ser el resultado de una
mayor incorporacion de metales esenciales 0 no
esenciales provenientes del plancton y particulas finas
en suspension.

Ademas, las MTs podrian incrementarse en
respuesta al aumento en la concentracion de sustratos
energéticos y el desarrollo de los tejidos germinativos.
Un ejemplo de ello se puede observar en un estudio
sobre las MTs en M. edulis y Macoma balthica,
utilizando un indice estadistico integrado (considerando
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temperatura, salinidad, metales pesados y condicién
reproductiva) se demostré que los organismos estan
expuestos a una fuerte variabilidad estacional de la
temperatura y un periodo de méaxima disponibilidad de
alimentos en la primavera, los cuales rigen el ciclo
reproductivo de los bivalvos y explican la mayor parte
de la variabilidad natural observada en las MTs (Leini®
& Lehtonen, 2005).

En el caso de Cerastoderma glaucum donde se
evalud la estacionalidad de los niveles de MTs, los
autores demostraron que la concentracion de la MT
presenta fluctuaciones significativas a lo largo de todo
el afio, con un valor maximo en verano y a fines de
invierno, y sus resultados permitieron establecer que
los posibles cambios estacionales en la concentracion
de metales traza no se pueden explicar por completo
con el patron observado en los niveles de MT. Los
cambios fisiolégicos causados por el desarrollo de las
gonadas y la abundancia de alimento (cambio en la
masa de tejido) contribuyen a una variabilidad
significativa en los niveles de MT en el berberecho C.
glaucum y pueden interferir con la fuentes de metales
de origen antrpico (Machreki-Ajmi et al., 2011).

Metalotioneinas y estrés oxidativo

Los enlaces tioles de las MTs le confieren actividad
redox a los cluster enlazados con Zn. Esto indica que
las MTs pueden controlar la distribucidn celular de Zn
como una funcién del metabolismo energético celular.
La funcién redox de la MTs es dependiente del Zn y
sumamente importante para la regulacion de los
procesos fisioldgicos en los cuales el estrés oxidativo
moviliza el Zn desde las MTs (Bocchetti & Regoli,
2006).

Las MTs tienen la capacidad de interactuar con
radicales, particularmente el oxigeno reactivo, el anion
superéxido y éxido nitrico (Atif et al., 2006), liberando
los metales de la proteina. De tal manera que la MTs al
reaccionar con estos radicales oxidan los cluster metal-
tioles, liberando los metales de la proteina (Kang, 2006;
Gagné et al., 2008). De esta manera la M T puede existir
en el citoplasma celular en una forma oxidada libre de
metal y reducida enlazada al metal. La forma oxidada o
reducida de la MTs es modulada por la relacion
GSH/GSSG (Chen & Maret, 2001; Maret, 2008).

El mecanismo de 6xido-reduccion que modula la
afinidad de Zn por los grupos tioles de la MTs, esta
dado por la capacidad de 6xido-reduccién de los grupos
sulfidrilos de la cisteina y es fuertemente modulado por
GSH, GSSG. El 6xido nitrico también conduce a la
formacién de enlaces disulfuro, para formar nitroso-
tioles-SON, los cuales son subsecuentemente conver-
tidos en enlaces disulfuro (Cis-S-S-Cis), que ocurre

especificamente en el dominio beta de la MT1 de
mamiferos.

De esta forma, las cisteinas de los cluster metal
tiolados de las MTs confieren propiedades redox,
facilitando el potencial de la MTs para participar en
vias redox de transduccién de sefiales (Pearce et al.,
2000; Viarengo et al., 2000). EI Zn como sefializador
responde a las fluctuaciones de zinc "libre" y a las
constantes de inhibicion del zinc en proteinas y son la
base para activar o inhibir enzimas en los procesos de
la sefializacién, metabolismo energético citosélico,
mitocondrial, y factores de transcripcion en la
expresion génica (Krezel et al., 2007). Un ejemplo de
la participacién del Zn en la sefializacion de los
procesos fisiologicos es el papel que juega en los
procesos antiinflamatorios (Zangger et al., 2001).

Las MTs en condiciones aerobicas forman una
nueva especie quimica, que se caracteriza por una masa
molecular de aproximadamente dos veces el tamafio de
la MT monomérica Sin embargo, se ha descrito que esta
forma monomérica se produce in vivo y podria ser
sintetizada bajo condiciones de estrés oxidativo. La
formacion de entrecruzamientos disulfuro intermo-
leculares entre uno o mas residuos de cisteina (Zangger
et al., 2001), también puede estar asociado a factores
externos y posiblemente a condiciones de anoxia y
exposicion a metales.

Se ha demostrado que el Cd, puede desempefiar un
papel relevante en la produccion de especies reactivas
de oxigeno dando lugar al estrés oxidativo (Gagné et
al., 2008b) que pueda facilitar la dimerizacion de la
MTs. El dimero oxidativo se caracteriza por la
formacién de un enlace disulfuro intermolecular que
implica el dominio a, especificamente la Cys-36.
Durante el proceso, la estructura de los grupos de metal-
cisteina en ambos dominios de la MTs permanece
intacta y no se observa cambio conformacional o
modificaciones metal-metal. Esta dimerizacion oxida-
tiva de las MTs bien podria desempefiar un papel
importante como mediadores 6xido-reductores en las
vias de transduccion de sefiales. Hasta la fecha se
conoce que las MTs modulan tres procesos
fundamentales: 1) liberacién de mediadores gaseosos,
tales como el radical hidroxilo o el éxido nitrico, 2)
apoptosis y 3) enlazamiento en intercambio de metales
tales como Cu, Cd, Zny Hg.

Metalotioneias como biomarcadores de contami-
nacion por metales pesados

Una vez descubiertas las MTs asociadas a Cd en la
corteza de rifion de caballo, se sugiri6 que las mismas
estarian relacionadas con la contaminacidn por este
metal, razon por la cual gran nimero de estudios de
MTs en invertebrados marinos esta dirigido hacia el
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campo de la ecotoxicologia. Sin embargo, se discute la
potencialidad del uso de la MTs como biomarcador de
toxicidad para metales, no obstante, se ha incluido en
varios programas de biomonitoreo y entre los que se
encuentra el Programa de Seguimiento de la Contami-
nacion del Mar Mediterraneo (MEDPOL) como una
primera sefial de alarma de la existencia de efectos
biolégicos ocasionado por la contaminacion por
metales (UNEP/RAMOGE, 1999).

Los estudios toxicologicos con bivalvos bajo
condiciones de confinamiento, con parametros muy
bien controlados (temperatura, salinidad, fotoperiodo,
pH y otros) y el uso de concentraciones de metales muy
variadas que van desde valores ambientales realistas
hasta concentraciones muy tdxicas e incompatibles con
la vida, han sustentado el uso de las MTs como
biomarcadores de contaminacion por metales, particu-
larmente Cd, Cu y Hg. La mayoria de estos estudios
mostraron mecanismos de dosis-respuesta (Ma et al.,
2008; Li et al., 2015). Sin embargo, la historia previa
de exposicion a metales determina patrones de
respuesta variados (Roesijadi & Fellingham, 1987;
Lemus et al., 2014). Actualmente se conoce que las
MTs responden a un sin nimero de efectores que
pueden inducir su sintesis y que la misma proteina
puede estar involucrada en muchos procesos fisiol6-
gicos y al mismo tiempo con aquellos xenobidticos que
no necesariamente son metales.

La induccion de las MTs por metales toxicos como
el Cd y el Hg en bivalvos ha demostrado que existen
isoformas inducibles ante estos xenobi6ticos, pero otras
solo estan relacionadas con funciones fisioldgicas. En
C virginica, la isoforma CvMT-Il solo responde
moderadamente a la exposicion a metales y muestra
bajos niveles basales de expresion en tejidos de larvas
y adultos, mientras que la CvMT-111 se expresa durante
el desarrollo larval y es la isoforma dominante en esta
etapa de desarrollo, mientras que en los adultos la
expresion es baja. En ambos estadios del ciclo de vida,
la inducibilidad por metales es baja (Jenny et al., 2006).
Las altas concentraciones de Zn y Cd en mitilidos
inducen la sintesis de la forma monomérica MT-10,
mientras la forma MT-20 es inducida por la exposicion
a Cd (Frazier et al., 1985; Isani et al., 2000). Particular-
mente en Mytilus edulis se ha demostrado que el cloruro
de cadmio induce la sintesis de elevados niveles de
ARNmM para la MT 20 (Lemoine et al., 2000).

Todo lo anteriormente sefialado, demuestra que se
requieren muchos estudios sobre MTs en bivalvos que
puedan determinar el rol fisiol6gico de esta molécula,
como se ha demostrado para vertebrados incluyendo el
hombre, donde se han determinado un sin nimero de
funciones fisiologicas de estas proteinas.

CONCLUSIONES

Los moluscos, y en particular los bivalvos, son
actualmente el tercer grupo mas importante de
organismos marinos en términos de la produccion de
acuicultura. Se alimentan en el primer eslabon de la
cadena trofica, tienen poco o ningun desplazamiento y
su ciclo de vida es determinado por los ciclos
estacionales. Por lo tanto, han sido organismos modelos
en ecotoxicologia ya que pueden representar registros
de muchos metales, acumulandolos en érdenes de
magnitud superiores a las concentraciones presentes en
el agua de mar. Por todo lo dicho, han sido ampliamente
utilizados como biomonitores de Cd, Cuy Hg y buenos
inductores de la biosintesis de MTs. Al respecto, la MT
se considera un biomarcador valido de exposicion a
metales en los moluscos marinos, habiéndose
reconocido que podria ser un biomarcador Gtil para la
contaminacion por metales del medio ambiente marino,
a pesar de la falta de un método analitico oficial y la
medicion precisa de las MTs. Por otro lado, es
necesario ampliar el conocimiento del papel fisiologico
de las MTs en los aspectos biol6gicos de la especie y su
variacion estacional durante los procesos de
crecimiento y ciclo reproductivo. Adicionalmente, se
debe tener en cuenta los factores ambientales de la
zonas donde la especie se reproduce (épocas de sequia,
lluvia, surgencia o estacionalidad para las especies de
ambientes templados), ya que los factores ambientales
sumados a los fisioldgicos pueden modular los ciclos
de vida y la variacion estacional de las MTs.
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