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The hepatic metallothionine was isolated and partially purified from rats treated
previously with stable CLCd and CLCd’®. The livers were subjected to the extraction
of proteins of low relative molecular weight by heat, ammonium sulphate, Sephadex
G-25 and Sephadex G-75. The partially purified extracts were subjected to the phar
macological activity test on isolated mouse vas deferens. A specific effect on the
norepinephrinic synapsis was obtained through an increment of the answer to the elec
tric stimulus. The mechanism of action could be explained by the increase of the
calcium permeability through the membrane or by the increment of the norepinephrine
presynaptic release.
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El significado del cadmio en los seres
vivos ha sido estudiado por varios auto-
res (11, 12). Margoshes y Vallee ais-
laron por primera vez la metalotioneina
de corteza de rinon de caballo, que con-
tiene ademas de cadmio, zinc y, en me-
nor cuantfa, cobre y hierro. Piscator
atribuye a la metalotioneina una impor-
tante funcion en la detoxification de me-
tales (12) y Pulido et al. (15) describen
esta proteina en rinon de seres humanos 
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asociando, ademas de cadmio, zinc, cobre
y mercurio. Esta proteina se caracteriza
por tenet una masa molecular entre 6000
y 7000, y por filtration sobre gel 10.000
daltones, y comportarse como una esfe-
ra (7, 8); se le atribuye un alto contenido
en metales, no poseer ningun aminoaci-
do aromatico y presentar una elevada
composition en cisteina. Presenta propie-
dadcs opticas caractensticas de los gru-
pos cmercaptidos*.  Recientemente se han
encontrado varias isoformas moleculares
de esta proteina (16, 17).

El objeto de este trabajo consiste en
obtener la metalotioneina purificada, co-
nocer su polimorfismo y actividad biolo
gica especifica, para un posterior estudio 
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de su funcion y el aislamiento de cada
una de sus formas moleculares.

Material y Metodos

Aislamiento de protetnas. Se utilizan
cuatro grupos de diez ratas macho de
raza Wistar de apro^imadamente 240 g
alimentadas con dieta estandar de pienso
compuesto y agua ad libitum, dos para
inyectar cadmio y los dos restantes como
controles. Se administra por via i.p. dia-
riamente, y hasta un total de 15 inyec-
ciones, dosis de 1 mg Cd/kg rata, de una
solution de Cl2Cd, y en las ultimas 3 in-
yecciones se anaden en cada dosis 2 /xCi
de CloCd-109. La administration del ra-
dionucleido se realiza a uno de los dos
grupos, con el fin de poder realizar expe-
rimentos paralelos con extractos estables
y radiactivos. Elio permite utilizar tec-
nicas con aparatos que no deben conta-
minarse.

Los higados obtenidos por diseccion,
tras ser pesados, se someten a extraction
y purification segun trabajos anteriores
(3). Se recogen fracciones por medio del
sistema Uvicord-Colector de fracciones
(LKB) y las obtenidas correspondientes
al pico radiactivo de protemas marcadas
con cadmio-109 se reunen, desalifican y
liofilizan, ajustandose al tftulo proteico de
3,2 mg proteina/16 X 103 cpm/ml.

Los extractos obtenidos paralelamente
de higados con cadmio estable y control
conticnen las moleculas de bajo peso mo
lecular igual que la fraction problema,
pero sin marcar con el radionucleido, y
se ajustan al mismo titulo proteico.

Actividad farmacoldgica. Los conduc
es deferentes aislados de ratones albinos
colocados en una placa de Petri con di
solution Krebs a temperatura ambiente,
se limpian y se separan las vainas de teji-
do conectivo que los envuelve (5, 18).
Libres de adherencias se anudan y mon
tan en bano de organos, con copa de

20 ml y dos electrodos de platino-iridio
verticales; se hace Hegar una disolucion
Krebs de composition mM: CINa 118;
KC1 4,75; MgSO4 1,2; CaCl2 2,5; KH.PO,
1,19; NaHCO3 25 y glucosa 5,5, por per
fusion continua a un ritmo de 60 go-
tas/min, gaseada con mezcla carbogena
(95 % O2 y 5 % CO2) a 35°C de tem
peratura (1).

Los estimulos se proporcionan median-
te trenes de pulsos (de 3 a 25) de 80 mV,
duration 1 ms, frecuencia 15 Hz y a
intervalos de 1 min; se registran las
concentraciones mediante un transductor
de fuerza-desplazamiento a un polfgrafo
Grass FTO3. El extracto que contiene la
proteina en estudio se administra por per
fusion continua.

Resultados

En los experimentos realizados para
controlar los pesos de los diferentes gru
pos de animates, se observan las variacio-
nes del peso total y del peso de los distin-
tos 6rganos de animates tratados con cad
mio, expresados en % respecto a los con-
troles. El peso total de los animales
controles dado que estan en crecimiento
aumenta progresivamente a medida que
avanza el experimento y el peso total de
las ratas tratadas con cadmio aumenta
con lentitud (— 30'%). El pulmon es el
unico organo que experimenta decremen-
to (— 45 %). El resto de los 6rganos es-
tudiados experimenta aumento de peso:
hfgado + 30 %, rinones + 20 %, pan
creas + 10 %, testiculos + 5 %, bazo
4- 50 %, cerebro + 35 %. El aumento
de protemas hepaticas y renales de ani
males tratados con cadmio y siempre re-
fcrido a animales control es del + 38 %
y + 5 %, respectivamente.

Al someter el extracto hepatico a la
purification por precipitation fraccionada
con sulfato amonico a distintas concen
traciones (40, 60, 80 y 100 %) se obtu-
vieron cuatro fracciones proteicas, cuyas
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Fig. 1. Purification fraccionada de proteinas
de baja masa molecular con sulfato amdnlco.
Las barras rayadas representan los porcentajes
de proteina de partida y las blancas los por
centajes de proteina precipitada en radionu-
cleico Cd-109. Las fracciones I, II, III y IV se
obtienen por precipitacidn fraccionada con
SO<(NH,)J a 40, 60, 80 y 100 % respectiva-

mente.

FRACCIONES

Fig. 2. Purificacidn del extracto proteico indu-
cldo con cadmio estable en columna de Sepha
dex G-50 (30 X 2 cm) con tampon fosfato

0,1 M, pH = 7,2 y flu jo de 8 ml/h.
La fraction proteica de mctalotioneina es filtra-
da en la fracci6n n.° 20 con mayorcs concen-
traciones de zinc y cadmio. ... Cd; + -+ Zn
por espectrofotomctria de absorcion atomica;

250 nm; ••• 215 nm y ------ 280 nm.

proteinas se determinaron por los meto-
dos de Hartree (6) y Lowry (9). La
proteina objeto de estudio precipita en to-
das las fracciones obtenidas, con un por-
centaje mayor en la fraction III, que co-
rresponde a una concentration del 80 %
de sulfato amonico (fig. 1).

La fraction mayoritaria de la metal-
proteina a traves de una columna de Se
phadex G-50- (30 X 2 cm) con tampon
fosfato 0,1 M, pH = 7,2 es eluida en la
fraction 20 y se corresponde con las ma-
yores concentraciones de Zn y Cd, ele-
mentos asociados por aquella. La frac
tion 20 muestra absorcion en el ultravio-
leta a las longitude^ de onda de 250 y
215 nm. A 280 nm, la metalproteina he
patica tiene una reducida absorcion (fi-
gura 2), lo que indica que carece de ami-
noacidos aromaticos y corrobora anterio-
res resultados (3).

Las determinaciones de Zn y Cd por
espectrofotometna de absorcion atomica
se realizaron en extractos paralelos de hi-
gado de ratas tratadas con Cd estable y
sometidas al mismo tiempo al proceso de
extraction.

Los tres picos de proteinas obtenidos
en la separation por filtration a traves de
Sephadex G-50, de 215, 250 y 280 nm
corresponden a proteinas de elevada masa
molecular relativa, metalproteina y otras

Fig. 3. Espectro ultraviolets del extracto de
metalotioneina hepatica purificada.

Presenta un mdximo en 253 nm en tampon
formiato amdnico 0,01 M pH = 7,4.
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Fig. 4. Activldad farmacologica del extracto
purificado de metalotioneina hep&tica.

(A): grifica control con trenes de pulsos de 3
a 25 y 80 mV, frecuencia 15 Hz, duracidn
1 ms. (B): respuesta contr&ctil antes y despu6s
do la administracidn, en el lugar de la flecha,
del factor hepiitico proteico de bajo peso mo

lecular aislado y purificado.

proteinas de bajo peso molecular o pep-
tidos y aminoacidos, respectivamente.

El extracto purificado de la metalpro-
teina obtenida despues de un paso pos
terior por Sephadex G-75 (40 X 2,7 cm),
utilizando tampon formiato amonico 0,01
M, pH — 7,4, da un miiximo en su es-
pcctro de absorcion molecular a 253 nm
(figura 3).

En la figura 4 se rcpresenta el grafico
control obtenido en poligrafo con trenes
de pulsos de 3 a 25 y 80 mV con una
duration de 1 ms, frecuencia 15 Hz y a
intervalos de 1 min.

La figura 4 (B) muestra la respuesta
contractil antes y despues de la adminis
tration por perfusion continua del factor
hepatico aislado a la concentration de
2,2 /rM/ml.

El pico obtenido del extracto paralelo,
inducido con cadmio-109 y aplicada la
fecnica de aislamiento (3) se sometio a
electroforesis en gel de poliacrilamida y
proportion© una sola banda radiactiva,
indicativa de la existencia de una protef-
na parcialmente purificada radiactiva, que
liga atomos de cadmio radionucleido.

Discusion

La exposition de ratas al efecto del
cadmio induce de forma variable el in
crement© de peso de algunos organos.
Este aumento esta en relation con la con
centration de metalotioneina, pero no de-
pende directamente de ella, sino del ede
ma y fibrosis que acompana al trastomo
patologico. Las concentraciones de meta
lotioneina en diferentes organos se man-
tienen aun despues de suprimir la expo
sition al Cd (4, 14, 19), datos corrobo-
rados por el aumento de concentration
de Zn y Cd en organos, metales mayori-
tarios en la metalotioneina. El hfgado y
rinon son los organos que muestran ma
yor concentration de metalotioneina con
Cd (13, 15, 21). Se encuentra un aumen
to de peso estadrsticamente significative
en los drganos sistemicos de las ratas tra-
tadas con Cd, que oscila entre el 22 y
el 50 % respecto a los controles y tam-
bien un incremento de su concentration
proteica, si bien, solo se observa signifi
cative el aumento de peso de hfgado,
por la gran variation de la respuesta in
dividual.

La disminuci6n de peso del pulm6n
respecto a controles puede justificarse por
la respuesta homeostdtica del organismo
a la presencia del Cd, a sus propiedades
fisico-quimicas de bloquear ciertas pro-
temas a las que se une por ser un ele-
mento de reducido reticlaje, y a sus efec-
tos toxicos (2).

El extracto proteico que se utiliza para
la aplicaci6n farmacologica ha sido puri
ficado del contenido salino a traves de
columnas de Sephadex PD-10. Se elimi-
nan numerosas proteinas durante la tcc-
nica de extraction y purification median-
te precipitation por calor y por sulfato
amonico y principalmente en los pasos
finales con Sephadex G-50 y G-75. A par-
tir de la fraction mas representativa, co-
rrespondiente al pico de baja masa mo
lecular relativa. recogida de la columna
de Sephadex G-75, se obticne un espec- 
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tro con un maximo de metalprotema co-
rrespondiente a 253 nm, que muestra la
pureza de la muestra. La electroforesis
sobre gel de poliacrilamida proporciona
un solo pico de proteina, metalotioneina.
El extract© obtenido por liofilizacion de
las fracciones correspondientes a la meta
lotioneina eluidas del Sephadex G-75, se
somete a los experimentos de actividad
farmacologica.

Se descarta que el pico radiactivo ob
tenido, que corresponde a un peptido de
bajo peso molecular, pueda representar
un fragmento o rotura de una metalpro-
teina u otro peptido precursor, como si
procediera de un artefacto por toxicidad
o sobrecarga de un metal pesado. Pro-
bablemente, se trata de un peptido nativo
y el experiment© representa un paso pre-
vio a un estudio mas detallado sobre la
actividad farmacologica de la metalotio
neina. En el caso de que la administra
tion de iones de un metal pesado indujera
rotura de moleculas proteicas, muy pro-
bablemente se detectarian otras molecu
las de variados pesos moleculares, segura-
mente artefactos, y una radiactividad di-
fusa, en las fracciones recogidas de las
sucesivas columnas de Sephadex realiza-
das.

Los resultados experimentales sugieren
la presencia en los extractos purificados
de hfgado de ratas tratadas con Cd, de
un factor proteico hepatico de bajo peso
molecular con una neta y efectiva activi
dad farmacologica, demostrada en la si-
napsis noradrenergica del conducto defe-
rente de raton. En el caso de que esta
proteina aislada fuese la metalotioneina
(20) se la podria considerar como una
proteina reguladora del metabolism© y no
como proteina especifica de un determi-
nado metal, con un significado biologic©
y regulador mas amplio y en relation con
la membrana celular y con sus funciones.

El mecanismo de action del efecto bio-
logico hallado en la sinapsis noradrener
gica, podria explicate, bien a traves del
aumento de liberation presinaptica de no- 

radrenalina, o bien por un aumento de
la permeabilidad de la membrana post-
sinaptica para el calcio. Estas dos hipote-
sis son discutidas actualmente en nuestro
grupo de trabajo, teorica y experimental-
mente. La actividad biologica del extrac-
to estudiado corresponde haciendo un po-
sible parangon con el de la metalotionei
na, al conjunto de las isoformas de metal-
proteina (17), y de un extract© proteico
hepatico acuoso, de pH neutro, termo-
estable y de bajo peso molecular.
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Resumen
Se alsla y purifica parcialmente una metal-

proteina hepAtica, posiblemente la metalotio
neina hep&tica, a partir de higado de ratas que
han sido previamente tratadas con ClsCd esta
ble y con Cl,Cdlc°. El higado se somete a ex-
traccidn de proteinas de baja masa molecular
relativa con calor, Sephadex G-25, sulfato am6-
nico, Sephadex G-75 y los extractos parcial
mente purificados se someten a pruebas de
actividad farmacoldgica sobre conducto defe-
rente aislado de ratones albinos. Se obtiene un
efecto especifico sobre la sinapsis noradrenGr-
gica que se traduce por un aumento de la res-
puesta al estimulo electrico. El mecanismo de
acci6n podria explicarse por un aumento de
la permeabilidad de la membrana para el cal-
cio o por el aumento de la liberacidn presi-
ndptica de noradrenalina.
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