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RESUl\:IEN 

Los organismos marinos son altamente sensibles a muchos tipos de estrés 

ambiental y consecuentemente el análisis de sus respuestas moleculares es muy 

importante para comprender sus mecanismos de adaptación a un medio ambiente 

contaminado. Este trabajo tiene por objetivo caracterizar la e)....-presión del gen de la 

metalotioneína en celomoCÍtos del erizo antártico Sterechinv.s newnayeri en 

respuesta al estrés por metales pesados. 

Para esto primeramente se evaluó la relación entre la cantidad de celomocItos 

totales y células rojas en distintos e),.-perimentos de e)....-posición a cloruro de cadmio 

(CdClJ, por medio de baño y de inyección directa en la ca,-idad celómica. En 

ambos e),.-perimentos se observó un aumento en la cantidad de celomocitos, sin 

embargo solo se obtmieron diferencias significativas en aquellos organismos 

estimulados a trayés de inyección de CdCt a 1 00 ¡J.~ Y _00 ¡J..gIL. En cuanto a 

la viabilidad celular esta no se vió afectada de mayor manera en ambas 

e),.-periencias. Respecto del análisis molecular, los yalores de cuantificación 

semicuantitatiya de la expresión de la metalotioneína demostraron ser mucho 

mayores e,n aquellos organismos que fueron estimulados a 100 ¡J..~ 'L de CdCb a 

diferencia de aquellos estimulados a 200 ¡J.gIL. 

Este es el primer reporte en equinodermos donde se caracteriza una 

metalotioneína desde celomocitos y en una especie antártica como S. neumayeri. . 

Las diferentes concentraciones de cadmio ensayadas estimularon o bloquearon la 

proliferación de los celomocitos dependiendo de la concentración de cadmio que 

se utilice. La e)....-presión del gen de la metalotioneína en celomocÍtos de S. 

newnayeri es inductible y puede yariar en el tiempo . Las '!\rITs ( metalotioneínas) 

han sido definidas como proteínas multifunción ya que no solo participan en 

procesos de detoxificación de metales pesados! sino también como secuestradores 

de especies reactiyas de oxígeno . la alta , i abilidad obtenida en los celomocitos 

podría esta asociada a esta capacidad. Finalmente! la e),.-presión de la '!\1T podría 

ser una buena herramienta como biomarcador ante la contaminación por metales 

pesados. 



ABSTRACT 

The marine organisms are highly sensitive to many types of environmental 

stress.The analysis of their molecular responses is extremely important to 

understand their adaptation mechanisms in contaminated environments. The aim 

of trus research is to characterize the expression of metallotruonein gen in 

coelomocytes of the antarctic sea urchin Sterechinus neumayeri in response 

tohea'.'Y metal stress. 

Firstly, the relation between the amount of coelomocytes and red cells was 

evaluated when sea urchin was exposed to cadmium chloride (CdCb) by 

irnmersion and a direct injection in the coelomic cavity. In both experirnents an 

increase in the coelomocytes number was observed; however significant 

differences were seen only in the organisms stimulated with CdCb to 100 IlgIL 

and 200 IlgIL through inyection. The cel1ular viability was not affected in any of 

the experiments. The molecular analysis by RT-PCR semi quantitative 

quantification showed higher values of metallothionein expression in organisms 

stimulated with 100 IlgIL de CdCb in difference those stimulated to 200 IlgIL. 

This is the first report in echinoderms which characterizes a 

metallothionein from coelomocytes in a Antarctic sea urchin as S. neumayeri. The 

different cadmium concentrations tested stimulated or blocked the proliferation of 

coelomocytes depending on the concentration of cadmium used. The expression 

of the mtallothionein gene in coelomocytes of S. neumayeri was inducible and 

could vary over time. The MTs have been identified as multifunctional protein, 

since not only they were involved in detoxification pro ces ses ofheavy metals, but 

also as scavenger of reactive oxygen species. The high viability obtained in 

coelomocytes could be associated with this avility of metallothionein. Finally, we 

demostrated that the expression of MT might be a good tool as a biomarker to 

heavy metal pollution. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 PLANTEAMIENTO 

En la actualidad, ¿qué se puede considerar como ambiente prístino? Cuando 

la humanidad ha avanzado en tecnología haciendo al planeta tierra mucho más 

vulnerable a los efectos post-desarrollo, las consecuencias del avance de nuevas 

tecnologías y de la modernización no tiene límites, incluso haciéndose presente en 

aquellos lugares que consideramos como los más remotos, un claro ejemplo de 

esto es el continente Antártico considerado con poca intervención humana y 

"aislado" de los demás continentes, sin embargo influenciado por las actividades 

antropogénicas, y por aquellos efectos indirectos como el agujero en la capa de 

ozono (Troshichev y Gabis, 2005)., asociado al aumento de las temperaturas así 

como el cambio climático global. 

Por lo anteriormente expuesto, es de suma importancia tener un registro de los 

niveles de contaminación antártica, variaciones a través del tiempo, procedencia y 

efecto en los distintos ecosistemas presentes, ya que estos no escapan al impacto 

global y local de las actividades antropogénicas, los derrames de hidrocarburos de 

petróleo son una forma común de contaminación localizada en regiones frías , 

causada principalmente por infraestructura en mal estado, error humano, sabotaje 

o riesgos naturales ( Join UNDP, 2003) estos derrames se pueden encontrar en 

muchas fuentes de contaminantes en la Antártica, aire, nieve, suelo y biota, los 

derrames de hidrocarburos en los suelos pueden resultar en un incremento en la 

degradación de microbios y un decrecimiento en la diversidad de la comunidad 

microbial del suelo ( Aislabie el al.,2004). 

Otra fuente de contaminación en la Antártica ha sido el aumento de la 

intervención humana más específicamente de las estaciones científicas que cada 

vez producen mucho más desechos y son más difíciles de controlar, un ejemplo 

es lo que ocurre en Bahia Winter Quarters, esta pequeña bahía adyacente a la base 
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americana de la Estación McMurdo ha sido severamente impactada ( Lenihan et 

al. 1990), esta bahía se encuentra al lado del vertedero para las operaciones de 

esta estación y el sustrato ( particularmente en la parte alta de la bahía) se 

encuentra lleno de una amplia variedad de desechos incluyendo bidones de 

combustible, vehículos, neumáticos, tuberías y mangueras (Lenihan, 1992). 

No se puede dejar de mencIOnar la influencia que poseen los aerosoles 

atmosféricos en el ambiente antártico ya que estos son una importante fuente de 

elementos, su composición química es relevante para poder entender los procesos 

de transporte de contaminantes sobre largas distancias. Los elementos volátiles 

As, Se, Sb y Hg pueden ser transportados largas distancias en forma gaseosa 

considerando que Zn, Cd y Pb son solo transportados como materia particulada 

(Hayharth y Jones, 1992). Por otro lado, Ni, As, Se, Cd y Pb son contaminantes 

originados desde combustible fósil (Mattigod y Page, 1983; Evangelou, 1998). 

Las variaciones en la radiación solar, y la temperatura de la estratosfera, pueden 

dañar la densidad del ozono y por lo tanto influenciar las dinámicas de la 

atmósfera terrestre. De esta manera el constante vórtice circumpolar que rodea la 

Antártica el que contiene una alta zona de presión bloquea el aire saturado de 

ozono en la Antártica central , avanzando hacia regiones de latitud media, esto en 

combinación con la desaparición de la insolación durante la estación de invierno 

produce un decrecimiento en el ozono total sobre las regiones polares de forma 

dramática produciéndose el agujero en la capa de ozono (Troshichev y Gabis, 

2005). 

La radiación UV es absorbida por muchas moléculas biológicas causando daño 

molecular que puede perjudicar funciones biológicas vitales. El daño al ADN en 

particular es un resultado de la exposición a la UV causando una variedad de 

lesiones al ADN, así como debilitamiento, mutagénesis y muerte (Harm, 1980; 

Mitchell y Karentz, 1993; Friedberg et al. 1995; Mitchell, 1996). La radiación 

UV A (Radiación ultravioleta tipo A) no es la principal causa del daño al ADN, la 

radiación UVA se envuelve en reacciones fotoquímicas con agua para generar 
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especies de oxígeno reactivo (ROS) que pueden causar un significante daño 

oxidativo a nivel intra- y extracelular (Karentz el al., 2004). 

Existen muchas metodologías para determinar la contaminación en los 

diferentes ecosistemas antárticos, la que se utilice va a depender de la información 

que se quiera obtener y el tipo de contaminante que se quiera estudiar, de esta 

manera podemos tener análisis de testigos de hielo para elementos traza (e.g 

Alexandrine el al. 2009), técnicas de limpieza de elementos traza ( Bruland el al. 

1979), dónde a través de diferentes solventes de ultralimpieza se van separando 

los distintos elementos traza, métodos geoquímicos para discriminar metales en 

sedimentos (e.g Rebecca el al. 2006) y también a través de un registro de los 

propios organismos afectados por los distintos tipos de contaminantes. Con estos 

organismos polares se han desarrollado pocos métodos para enfrentar sustancias 

provenientes de otros continentes por lo tanto es importante poder evaluar los 

niveles potenciales de toxicidad en las especies antárticas siendo esta una vía para 

entender el impacto biológico en estos organismos (Corsolini, 2008). 

Normalmente aquellos organismos que son utilizados como bioindicadores son 

representativos del ambiente que habitan, poseen una amplia distribución, 

comportamientos específicos, como ser sésiles, lo que por ejemplo permite 

determinar con certeza que los contaminantes que los afectan son del sector que 

habitan, así como también poseen habilidades para bioacumular contaminantes 

ambientales (e.g Zbao, 2005), de esta manera los organismos son utilizados para 

detectar daños a nivel fisiológico, tanto como en tejidos como a nivel molecular, 

otorgando de esta manera importantes datos sobre la evolución de los 

contaminantes en sus hábitats y hasta que punto son capaces de afectarlos. 

Los equinodermos se encuentran entre los animales bentónicos más abundantes 

(Holm el al. 2008), comprenden numerosas especies que dominan cuantitativa y 

cualitativamente el bentos aportando un papel estructurador en este hábitat (Saier, 

2001) y una alteración de su población podría afectar a toda la comunidad y 
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amenazar el equilibrio del ecosistema donde viven (Coteur et al. 2003), por lo 

tanto son una buena opción para ser utilizados como organismos bioindicadores. 

Los organismos marinos toman y acumulan metales traza en sus tejidos blandos 

en yarios órdenes de concentración y magnitud por sobre los niveles ambientales 

(Sarkar, 2006). El continente antártico no está ex.ento de estos metales traza y de 

metales pesados afectando gravemente las redes tróficas que son relatiyamente 

simples produciéndose bioacumulación y biomagnificación en estas (l\1oreno et 

al. 1997). 

Esto se puede e\ idenciar a través del análisis fisiológico de estos organismos, 

prestando especial atención a los efectos producidos por los diferentes factores 

estresantes debido a los cambios de sus ecosistemas, los organismos que presentan 

determinados procesos \ itales que responden a variaciones ambientales de forma 

mesurable y pueden ser utilizados como parámetros para avalar estas alteraciones, 

son denominados organismos bioindicadores. 

La metalotioneína es una proteína que ha sido detectada en embriones de erizo 

de mar y su síntesis de ARJ s mensajeros es regulada así como inducida por 

metales pesados (Nemer, 1984). La característica más importante de la 

metalotioneÍna es su alto contenido de cisteína, lo que le otorga una función 

biológica importante al poder asociarse a metales y de esta manera poder alcanzar 

su estructura terciaria, se considera de esta forma que la metalotioneÍna juega un 

rol en el control homeostático de metales esenciales (Cu, Zn) ya que pueden 

actuar como almacén de metales esenciales que cumplen roles claves en procesos 

enzimáticos u otras demandas metabólicas (Brouwer et al. 1989; Viarengo y 

Nott, 1993; Roesijadi , 1996). Los metales que no son esenciales como el Cd y 

Hg son sin embargo capaces de desplazar a los esenciales asociados con la 

metalotioneína (Amiard y Cosson, 1997), (e.g Cserjesi et al. 1997). El rango de 

metales pesados que pueden unirse a la metalotioneína es bastante amplio sin 

embargo existen algunos metales que poseen más afinidad con esta proteína que 
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otros, en una escala de afinidad, los primeros serían el Cu, Cd, Hg, seguidos por 

el Zn. 

Por lo anteriormente expuesto la metalotioneína se encuentra involucrada en la 

destoxificación de cantidades en exceso de ambos metales tanto esenciales como 

metales traza no esenciales (Amiard el al. 2006). 

La inducción de la metalotioneína ocurre la mayoría de las veces de forma 

dramática en respuesta a daño tisular, infección, inflamación y enfermedades 

neoplásicas, y parece ser que aquí es dónde la metalotioneína puede tener una 

mayor influencia (Coyle el al. 2002). 

Así como la metalotioneína está involucrada en detoxificación de metales 

esenciales y no esenciales, también juega un rol importante en la eliminación de 

los radicales libres de oxígeno, estas especies de oxígeno activo son 

continuamente producidas en los tejidos por la acción del sistema mitocondrial de 

transporte de electrones y de la Nicotinamida-Adenina Dinucleótido fosfato 

reducida (NADPH) en leucocitos y macrógafos, sin embargo varios sistemas de 

defensa antioxidantes previenen el daño del tejido por los radicales de oxígeno. 

Este sistema incluye un rango de antioxidantes específicos como la catalasa para 

el peróxido de hidrógeno, la superóxido dismutasa para el anión superóxido, y la 

glutatión peroxidasa para el peróxido de hidrógeno y Iípidos oxidados, 

antioxidantes no específicos como el glutatión reducido, la ceruloplasmina, y la 

transferrina (Sato y Bremner, 1993). Sin embargo, no existe mecanismo de 

defensa específico en contra de los radicales hidroxilos, que es la más potente 

dentro de las especies de oxígeno reactivo. De esta manera se ha enfocado la 

atención a la metalotioneína como un radical depurador, debido a la constante 

velocidad de reacción con radicales hidroxilo in vitro la cual es muy alta 

(Tbornalley y Vasak, 1985). 

Este trabajo abordará por primera vez la expresión de la metalotioneína (MT) 

en celomocitos del erizo antártico Sterechinus neumayeri, estas células están 
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relacionadas con el si stema inmune, pero además tienen la capacidad de responder 

a lesiones, invasión de hospedadores y agentes citotóxicos. Esto es muy relevante 

ya que existen pocas investigaciones que registren los efectos de contaminación 

en invertebrados marinos adultos (e. g Equinodermos) (Matranga, 2000), de esta 

manera podríamos utilizar los celomocitos de S. neumayeri como biomarcadores 

de la contaminación por metales pesados en ambientes marinos antárticos. 

1.2 CONTAMINACIÓN ANTÁRTICA 

El continente antártico toma su posición actual alrededor de 45 millones de 

años atrás y ha estado aislado de otros continentes desde la separación de la 

península antártica desde Sudamérica (alrededor de 30 Ma) . La abertura y 

profundización del Paso Drake, lo cual permitió el establecimiento de la Corriente 

Circumpolar Antártica y los vórtex ciclónicos circumpolares. La Antártica es 

usualmente percibida como un remoto y hostil lugar con escasa intervención 

humana. (Bargagli, 2008). Desafortunadamente el ambiente antártico ya no es 

prístino al igual que otras regiones remotas del planeta y no escapa al impacto de 

las actividades antropogénicas locales y globales (UNEP, 2002; Bargagli, 2005; 

Bergstrom et al. 2006). 

Aunque el continente Antártico es percibido como un símbolo de gran 

vacío, la presencia humana en el Océano Austral y en el continente comenzó a 

principios de 1900 con la cacería, pesca y exploración, y muchas especies de 

plantas y animales invasivos han sido deliberadamente introducidos en islas sub­

antárticas ( Frenot et al. 2005) 

Aunque las barreras naturales como la circulación oceánica y atmosférica 

protegen a la Antártica de las aguas desde bajas latitudes y de las masas de aire, 

existen datos disponibles de concentraciones de metales, pesticidas y otros 

contaminantes persistentes en el aire, nieve, musgos, líquenes y organismos 

marinos los cuales muestran que la mayoría de los contaminantes persistentes en 
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el ambiente antártico son transportados desde otros continentes hacia el 

Hemisferio Sur desde todas las regiones en la Tierra. 

Actualmente los niveles de contaminantes en los organIsmos antárticos son 

menores que aquellos encontrados en especies desde otras regiones remotas, a 

excepción de las concentraciones naturales de Cd y Hg en algunos organismos 

marinos especialmente en albatros y petreles (Bargagli, 2008). 

La población crece y el desarrollo industrial en algunas ciudades del 

Hemisferio Sur está cambiando la tendencia mundial de los contaminantes 

antropogénicos persistentes y nuevas clases de químicos que han sido detectados 

en el ambiente antártico. Aunque existe un ingreso limitado de contaminantes 

antropogénicos desde el Hemisferio Norte hacia la Antártica, los registros de 

deposición en la nieve Antártica y el hielo durante 1950 ' s y 1960 ' s han revelado 

la presencia de productos de fisión ( 238pu, 239+240pU. 24 1 Am, 137 Cs, 90Sr y 3R ) 

liberados en el Hemisferio Norte (Koide el al. 1979) los que son reconocidos 

como pruebas de armas hechas por la U.S a comienzos de los años 50, la U.S.S.R 

a comienzos de los años 60, la destrucción del satélite SNAP-9A perteneciente en 

esa época a la U.S, el cual contenía 238pu y las pruebas hechas por Francia y China 

a comienzo de los años 60 y 70 , lo cual revelan la persistencia de estos elementos 

de fusión en el medio ambiente. 

El mercurio emitido de las fuentes antropogénicas y naturales ocurre en la 

atmósfera, mayormente en la forma de gas elemental (RgO) , el que no tiene un 

gran tiempo de vida en las regiones temperadas y tropicales. Una vez depositada 

en los ecosistemas acuáticos y terrestres el metal es parcialmente re-emitido hacia 

el aire, así asumiendo las características de un contaminante global tal como POPs 

(Contaminantes Orgánicos Persistentes), la persistencia de estos contaminantes 

industriales tóxicos en los ecosistemas antárticos, está parcialmente asociada con 

las actividades de las estaciones científicas; sin embargo la principal fuente de 

contaminantes para este remoto continente es el transporte atmosférico ( Wania, 

2003). 
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Este metal ahora es conocido como el contaminante mas serIO en los 

ecosistemas polares debido a los eventos de agotamiento de merCUrIO en 

primavera, en el A lto Ártico (Schroeder et al. 1998), en zonas sub antárticas y en 

la Antártica ( Ebinghaus et al. 2002), lo cual resulta en una masiva y rápida 

deposición de mercurio iónico Hg (UI) desde la atmósfera, esta deposición de 

mercurio iónico es debido a la ox idación del mercurio elemental atmosférico Hg 

(O) . 

La mayoria de los organismos en el Océano Austral son especies endémicas 

con características ecofisiológicas únicas resultado de una larga historia evolutiva 

de aislamiento y la mayoría de las especies en los ecosistemas terrestres alcanzan 

el límite de su distribución bajo duras condiciones climáticas. Los organismos 

antárticos pueden ser más afectados y ser más vulnerables a los efectos adversos 

de contaminantes persistentes que aquellos organismos de otras regiones. Aunque 

las especies migratorias de aves marinas y mamíferos pueden contribuir con la 

transferencia de POPs hacia el sur , su transporte hacia el Océano Austral y la 

Antártica ocurre a través de las vías marina y especialmente atmosférica. 

(Bargagli, 2008) . 

El drenaje de flujo catabático es compensado por un flujo de aires desde las 

altas latitudes medias de la tropósfera que transporta vapor de agua, gases y 

aerosoles a la Antártica. (Bargagli, 2008) . Gases reactivos y partículas en las 

masas de aire son parcialmente removidas por tormentas ciclónicas en el lado 

occidental y estas luego son reemplazadas por evaporación y la ruptura de 

burbujas de aire en el Océano Austral (Shaw, 1988). Durante la estación seca 

ocurren intensas incineraciones de biomasa en los trópicos, y las imágenes 

satelitales cada año muestran largas plumas de humo del fuego en los continentes 

en el Hemisferio Sur. La biomasa que se quema libera vapor de agua, partículas 

de humo, CO2, C}4 y muchos otros gases traza. (Bargagli, 2008) . 
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Muchos elementos traza en el aerosol antártico poseen un ongen natural 

(Arimoto et a1. 2008). Sin embargo, muestras tomadas desde la península 

antártica, muestran altos factores de enriquecimiento de Cr, Cu, Ni, Pb, V Y Zn 

con respecto a la corteza y la composición del mar, estos han sido usualmente 

atribuidos a aportes desde la actividad humana en la antártica y/o algo más en el 

Hemisferio Sur. ( e.g., Plancho n et aL, 2002; Mishra et aL, 2004; Hur et aL , 

2007). Los elementos anteriormente mencionados son liberados por la combustión 

de carbón, aceite y gasolina y por la producción de metales no ferrosos (pacyna y 

Pacyna, 2001). 

Como es el caso de los elementos traza, las concentraciones de POP son más 

altas en muestras de aire desde la Península Antártica e islas Sub-antárticas que en 

aquellas desde sitios continentales (Bargagli, 2005). 

El incremento de la actividad humana en la Antártica, especialmente durante el 

Año Geofisico Internacional y después del establecimiento de varias estaciones 

científicas probablemente contribuyó al incremento en los niveles de Pb y otros 

metales en la nieve antártica. La evidencia de campo del incremento en la 

acumulación de Hg en organismos criptogámicos está en aumento en la Antártica 

lo que podría llegar a ser un importante sumidero en el ciclo global del Hg, 

especialmente en vista de los posibles cambios en la cubierta del hielo marino y 

en el incremento de las emisiones antropogénicas de Hg en ciudades del 

Hemisferio Sur (Bargagli, 2008). 

1.2.1 Contaminación localizada en ecosistemas marinos costeros antárticos. 

Los metales traza, los PAHs (Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos) y otros 

productos de combustión con procesos de incineración, incluyendo PCDDs 

(policlorodibenzo-P-Dioxinas) y PCB 's (Bifenilos policlorados) se encuentran 

entre los contaminantes más extendidos encontrados en los ecosistemas marinos 

costeros dentro de unos pocos cientos de metros alrededor de las estaciones 

científicas (UNEP, 2002; Bargagli, 2005; Santos et al. 2005; Negri et al. 2006) . 

9 



Los químicos son introducidos en el ambiente marino costero a través de aguas 

residuales, lix iviados desde vertederos, y la deposición de partículas desde 

estaciones en actividades y operaciones en los barcos. 

Se ha registrado un significante estrés por parte de las comunidades bentónicas 

que se encuentran cercanas de los sitios costeros más contaminados (e.g Lenihan 

y Oliver, 1995; Conlan el al. 2000; Stark el al. 2003; Thompson el al. 2007). 

La respuesta de los organismos hacia la combinación de efectos como 

contaminantes tóxicos y enriquecimiento orgánico desde la eliminación de aguas 

residuales usualmente involucra una disminución en la abundancia y la diversidad 

de la fauna bentónica y un incremento en especies resistentes y oportunistas. 

Como los cambios en la estructura de la comunidad pueden resultar producto de 

una toxicidad directa y efectos indirectos de contaminantes; en general, los 

sedimentos marinos contaminados con hidrocarburos y metales traza exhiben 

grandes abundancia de poliquetos y gastrópodos que aquellos sedimentos sin 

contaminar (Stark el al., 2003). 

1.2.2 Contaminantes persistentes en cadenas alimenticias pelágicas y costeras 

Las aguas del Océano Austral poseen distintas características físico-químicas 

derivadas de su modelo de circulación (alrededor de un continente cubierto por 

hielo y la carencia de sistema de drenaje de ríos), la distribución estacional del 

hielo marino, y productividad primaria. Los experimentos de fertilización in situ 

(e.g. Boyd el al. 2000) indican que la baja productividad es principalmente debido 

a la carencia de Fe y Mn y/o como factor limitante el Si. El impacto de metales 

traza desde fuentes antropogénicas puede ser fuertemente detectada en las aguas 

del Océano Austral o sedimentos, las concentraciones de Pb en las aguas del Mar 

de Weddell son aproximadamente la mitad de aquellas concentraciones que 

habitualmente se miden en otros ambientes oceánicos (Sañudo-Wilhelmy el al. 

2002). Sin embargo, el componente antropogénico de metales, reflejan la 

composición isotópica de los aerosoles de otros continentes del Hemisferio Sur 

(AJleman el al. 2001) y ahí está la evidencia que muchas especies de aves 
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mannas y mamíferos marinos pueden acumular altas concentraciones de 

elementos potencialmente tóxicos como el Cd y el Hg. 

Tabla 1.- Media de concentraciones (Ilg g-l dry wt) de Cd y Hg en organIsmos 

representativos de la red trófica costera Antártica. (Obtenida de Bargagli, 2008). 

Region Oiganism Species Organ Cd Hg Re fe ré nces 

WindmUlls , Macroalgae Himanroula llus gra ndifoliu:s Thallus 7.5±8.6 Runcic and Riddk (ZJ04) 
Macroalgae lridaea ro raalll Thallus 3.1>00.4 0.09 ± 0.04 
Phytoplanl:ton -PooIC2d across spea es Whol.,. 2.1±0.9 0.04±0.01 
Zooplankton Poolcd across spe:cics Wholc 3.4±2.3 0.07 ± 0.03 
Pont",a .1>oolcd across sp<!cies Whol<! 26.4±14.8 0.08iO.05 
Holothuroidca Pooted across: spea"s Whol c 7.7 ±:3 .. a 0.2:3 ± 0:09 
l\st~ roidca .QdOllUlster ua lidus · l\nns 13.6 ±1.a 0 .. 11010 0.06 

. Echinofdea Ste~echínlts lIeúmayeyi' .5oft tfss ucs 13.0 ±4.8 O.10 ± O.06 
Polychaeta Harmothoe ""inosa Whole 6.8·±O.6 Q07± 0.02 
Amphipoda Paramoera ·wa lken . Whole 7.2±2.7 0.07 ±0.03 

Terra Nova Bny Bivalvi. Adam ussium colb<cki Digcstiv" gland 55.7±27 0.35.00.08 Barg.gli (+001) ' 
. Neobttc'c inum eatoni Digestivo gland 227±G5 O.24±O.10 

fish 1l'ematom us ¡"'rnacdui liv.er 9 .9 ±S.8 O.4-6± O.25 

Musclc O.04 ±O.02 0.83±0.65 
Chi~o<lroco h~ntatll8 l.iv.er 2 .9 ±0;8 o.19±.O.12 

Mus clc· 0.OO ±O.02 O.44± 0.31 
Birds Pagodromo n lue4 Fcathfús o.S4±0:18 

Pyljoscetis ud. l¡a. Fe.th.,.. 0.82±O.13 

Catha racm maoco rrytíc.ki Fc.thills 2 91± L93 
Livcr :3.1±2.1 3S ±16 

South Shetland Is. Seals '1epronydtotes we<l<lelHi Muscle O.OO±O.02 19 ±O.7 Szcfcr ct al. (1S93, 1994) 
Kidney 25 ±18 13 ,.8 

1.3 GENES BIOMARCADORES y APLICACIONES 

El término biomarcador ha estado en uso desde ] 970' s inicialmente en el 

campo cl ínico del cáncer y enfermedades cardiovasculares. Según la NHI 

(National Institutes 01 Health) un hiomarcador se define como un indicador 

cuantitativo de biología definible o proceso patológico que podría ser uti lizado 

como diagnóstico o terapia de control (Lemley, 2007). Los biomarcadores se han 

utilizado con distintas fina lidades como para detectar por ejemplo: la exposic ión a 

a lgún agente dañino, las consecuencias de un estrés, la evolución de ciertas 

enfennedades y últimamente detectando variaciones fis iológicas en organismos 

como prod ucto de l cambio climático. 

Estas vari aciones que podemos reconocer pueden ser resultantes de daño 

celular debido a la exposición de una variedad de factores estresantes. Un cambio 

en la expresión de genes (es decir, en la síntesis de proteínas) puede producirse a 
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al estrés en otros metales como en eu, Zn y Hg (Kagi y Vallee, 1960). Esta 

sensibilidad a múltiples factores estresantes indica el potencial de utilidad de esas 

proteínas como biomarcadores cuantitativos y cualitativos de las condiciones 

ambientales (Karouna-Renier y Zebr; 1999). La inducción de la metalotioneína 

es producto de una respuesta bioquímica a altas disponibilidades de metales en el 

ambiente, una característica que es típica de un biomarcador definida por 

Depledge (1993) se refiere a: "Una variación bioquímica, celular, fisiológica o de 

comportamiento que puede ser medida en tejido, en muestras de fluido corporal o 

a nivel de organismos completos que proveen evidencia de la exposición y de los 

efectos de uno o más contaminantes químicos (y/o radiaciones)" . 

El uso de las metalotioneínas como biomarcadores ha sido validado en muchos 

estudios in situ (Imber el al. 1987; Couillard el al. 1995; Rasport el al. 

1999a,b; Lionetto el al. 2001; Ross el al. 2002; Mourgaud el al. 2002). Estos 

resultados son generalmente positivos, en particular cuando el gradiente de 

contaminación por metales es bastante real (Amiard el al. 2006) 

Los biomarcadores se utilizan para: 

• detectar la presencia de una exposición 

• determinar las consecuencias biológicas de la exposición 

• detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patológico 

• identificar a los individuos sensibles de una población 

• fundamentar la decisión de intervenir, tanto a nivel individual como 

ambiental. 

Los análisis químicos solo muestran las concentraciones de contaminantes 

particulares en el ambiente, mientras que un Índice de biomarcador también 

demuestra su biodisponibilidad, sus efectos combinatorios interactivos 

considerando los numerosos factores ambientales de la ubicación de dónde se 

realicen los análisis (Amiard el al. 2006) 
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1.4 CARACTERISTICAS DE LAS MET ALOTIONEINAS 

Estudiando los constituyentes tisulares responsables de la acumulación de 

Cadmio (Cd) se aisló en 1957 la metalotioneína (MT) renal equina (Margoshes y 

Vallee, 1957). Su posterior caracterización puso de manifiesto que se trataba de 

un polipéptido de bajo peso molecular, con un alto contenido en cisteínas y sin 

aminoácidos aromáticos ni histidina. Estas proteínas contienen varios átomos 

metálicos en su molécula que se encuentran coordinados en dos estructuras en 

forma de grupos metal-tiolato (Kagi y Vallee, 1960). Así es como hasta ahora se 

han descubierto proteínas con características similares, constituyendo así la súper 

familia de las metalotioneínas. Debido a la amplitud del grupo se ha establecido 

una clasificación, basándose en homologías de secuencias y criterios filogenéticos 

que ha subdividido a la superfamilia en varias familias, subfamilias y otras 

categorías (Binz y Kagi, 1999; Kojima el al. 1999). 

1.4.1 MetalotioneÍnas en mamíferos 

Se han establecido 15 familias de MTs, la primera de las cuales corresponde a 

las proteínas aisladas de vertebrados. Las MTs de esta familia, al igual que todas 

las demás, presentan dos componentes claramente diferenciados en cuanto a su 

naturaleza química. Poseen un componente polipeptídico y otro metálico. 

Frecuentemente se utiliza el término tioneína en referencia a la proteína en 

ausencia de metales. 

La familia 1 presenta varias subfamilias de las cuales cuatro pertenecen a las 

MTs de mamíferos; mMT-I, mMT-II, mMT-III, mMT- IV, en nuestra especie 

(Homo sapiens) se ha aislado la mMT-I. 
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las lvIT-I y :r.IT-II están bien caracterizadas desde el punto de ,ista bioquímico y 

han sid amplian1eme eSTUdiadas desde su descubrimiento en 195 , aunque no 

fueron aisladas en el ratón fig 1) hasta 19 5 (Nordberg et al. 1975). 

Ji musculus :r.ITl 

Sec.uencia l\ilodelo para Vertebrados 

K-x(l ,- -C-C-x-C-C-P-x(2)-C 

~IDP:\"CS@ I IGGSQA.G--\ GSIT~KE9KIITSCKKGGSGCP\-G~AK~AQGGVCKGSSE 
1:..CRC~_-\ 

Fig 1.- Se uencia modelo de la metalotioneína para yertebrados, alineamiemo 

para .1VUS musculus (ratón común). (http ://expasy .. org/cgí-bin/lists?metaIlo .. trt). 

Las cisteínas inyolucradas se encuentran resaltadas con gris. 

1.4.2 Tioneína 

Tioneína es el nombre que recibe la :r.IT sin metales. Como en todas las 

proteínas, sus propiedades vienen determinadas, en gran medida por su secuencia 

de aminoácidos, que en este caso está compuesta entre 61 y 68 unidades. El rasgo 

más destacable de la secuencia aminoacídica de las :r.rITs de mamífero es la gran 

proporción de isteínas (Cys), en concreto _O por molécula. Estas cisteínas se 

agrupan en secuencias del tipo Cys-X -Cys, Cys- Cys y Cys-X-Y - Cys, donde X e 

y son aminoácidos diferentes de la cisteína. Los aminoácidos conservados Cys, 

_Arg, Lys son los responsables de la unión a metales, especialmente las cisternas 

(Cherna.ik y Huang5 1991; Cismowski y Huang, 1991; Cismo"ski et al. 1991; 

Chang et al. 1998)5 aunque las lisinas y argIDlllas también podrían intervenir 

(Cody y Huang, 1994; Pan et al. 1994). 

En cuanto al contenido metálico, existe una amplia , -ariedad de metales que 

puede unirse a las metalotioneínas. La afinidad dependerá del elemento metálico . 

En condiciones fisiológicas las ]\ITs suelen coordinar Zinc (Zn) y/o Cobre Cu) . 
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Sin embargo estos pueden ser desplazados por otros metales pesados del medio 

como Cadmio (Cd) o Mercurio (Hg). 

En una escala, la afmidad sería la siguiente: Zn (H) < Plomo (Pb) (H) < Cd (H) 

< Cu (1), Plata (Ag), Hg (H), Bismuto (Bi) (H) (Kagi y Kojima, 1978). 

La unión a metales es reversible de manera que bajo determinadas condiciones, 

como un descenso del pH o variaciones en el estado redox, se pueden desplazar 

los átomos metálicos de la molécula de MT obteniendo así la apoproteína. 

1.4.3 Estructura 

La estructura se encuentra condicionada por su secuencia de aminoácidos y 

sobre esta puede influir la unión con cofactores. En el caso de las MTs, los 

metales pueden jugar un papel muy importante en la adquisición de la estructura 

terciaria correcta (Fig 2 A Y B). 

Fig 2.- (A) Estructura 3D de la metalotioneína del enzo Strongylocentrotus 

purpuratus (Dominio Alfa) (Riek el al, 1999). La cual contiene cuatro iones de 

metales coordinados a través de 11 enlaces metal-tiolato. (B) Estructura 3D de la 

metalotioneína del erizo Strongylocentrotus purpuratus (Dominio Beta) (Riek el 

al, 1999). La cual contiene tres iones de metales coordinados a través de 9 enlaces 

metal-tiolato. 
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El elemento cla\'e para la unión de estos metales es la cisteÍna que en situación 

fisiológica se encuentra reducida y se coordina con los átomos metálicos. Se ha 

apreciado la presencia de dos grupos diferenciados en los cuales cada átomo 

metálico diyalente esta coordinado con cuatro cisteÍnas. El grupo más cercano al 

e:\.1Temo N-terminal es capaz de coordinar 3 átomos metálicos mientras que el más 

cercano al C-terminal une 4 átomos. Cada uno de estos grupos se encuentra 

localizado en un dominio globular denominado dominio 13 y a respectivamente. 

Cada dominio está totalmente separado del otro y se unen entre si por un bucle 

flexible (\\ringe y 1\1ikIossy, 1982). 

Así pues, las rITs están formadas por dos dominios prácticamente idénticos 

con un centro metálico alrededor del cual se estructura la cadena polipeptídica en 

forma de giros helicoidales hacia la derecha en el caso del dominio beta y a la 

izquierda en el caso de alfa (Schultze et al. 1988; Kagi, 1993). Las MTs poseen 

una gran flexibilidad y son capaces de aceptar átomos de diferentes tamaños, esto 

es debido a que no posee un alto grado de estructuración por la carencia de 

estructuras secundarias rígidas (M.esserle et al. 1990 1\1esserle et al. 1992). Son 

proteínas que pueden variar su contenido metálico y en cierto grado su estructura. 

1.5 EXPRESIÓN DE 1\1ET ALOTI01\r:EINA 

1.5.1 Regulación de las lVITs 

La concentración final de una proteína puede ser regulada de muchas maneras. 

El primer mecanismo de contro l es la regulación de la expresión del gen que 

codifica para la determinada proteína. Esto se puede llevar mediante 

modificaciones locales de la cromatina o actuando a través del promotor del gen. 

Ambos mecanismos están influienciados por la localización del gen en el genoma 

y por la estructura del promotor. Así para poder entender la regulación de las rITs 

se deben conocer sus genes. 
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1.5.2 Genes de nITs 

Existen genes funcionales que normalmente se encuentran agrupados en un 

mismo cromosoma y en algunas especies también encontramos genes no 

funcionales dispersos p r el genoma. Estos últimos pueden ser de dos tipos 

diferentes: 

Aquellos que tiene estructura de intrones y exones pero que 

debido a la presencia de mutaciones no pueden producir ningún 

tipo de proteínas. 

11 Pseudogenes srn estructura de intrones y exones que 

probablemente prO\-ienen de mensajeros procesados que han 

sufrido transcripción re\-ersa y posteriormente el producto se ha 

insertado en el genoma (Katrin y Richard~ 1982; Palmiter ~ 

1987) . 

1.5.3 n1etales inductores 

Los metales de transición son los inductores más potentes de las :MT-I y II_ la 

primera , -ez que se obseryaron cambios en las cantidades tisulares de estas 

proteínas fue tras la administración de Cd (pisc.ator~ 1964) ~ Posteriormente se 

descubrieron otros inductores metálicos como Zn, Cu, Cobalto (Ca), Bi, Ag, Hg, 

]\iquel (Ni) y Pb. 

Algunos metales como el Zn y el Cu pueden modular la expresión de las lvIT -1 

Y II a trayés de las cantidades presentes en la dieta (Richards y Cousins~ 1976; 

~Ienard et al. 1981; Bremner y ~forrison , 1986) . Los resultados no siempre son 

iguales para todos los metales y existen diferencias en la respuesta de cada 

órgano. 
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1.5.4 Células inmunitarias y Metalotioneína. 

El erizo de mar al igual que la mayoría de los invertebrados posee un 

sistema inmune innato, donde los celomocitos son las células claves en cuanto a la 

respuesta inmune innata actuando como los principales efectores inmunitarios, 

como mediadores primarios del rechazo de aloinjertos. Los celomocitos median la 

respuesta inmune a través de la fagocitosis y encapsulación de partículas 

extrañas, en conjunto con la liberación por degranulación de moléculas 

antimicrobianas (Smith el al., 2006). 

En los equinodermos la clasificación de los celomocitos está basada 

esencialmente en criterios morfológicos (Gross el al, 2000), distinguiéndose 

corrientemente cuatro categorías, fagocitos células vibrátiles, células esferoidales 

rojas y esferoidales decoloradas. Se ha demostrado que estos celomocitos activan 

su maquinaria de reacción en respuesta a diferentes tipos de estrés físico y 

químico, como la temperatura, la exposición a metales pesados o a la radiación 

UV (Matranga el al. 2000, 2002, 2005, 2006). Es así como se ha evidenciado la 

modificación del número de celomocitos producto de condiciones de 

contaminación, aumentando un tipo de celomocitos conocido como células rojas 

esferoidales. Los celomocitos son considerados los efectores del sistema inmune 

de erizo, reaccionando con modificaciones en su motilidad, pero la presencia de 

altas cantidades de células rojas son un claro indicador de contaminación o estrés, 

por esa misma razón los fluidos celómicos de los animales que han sido sometidos 

a algún tipo de estrés o contaminación son de color rojo, probablemente debido a 

la lisis o degranulación de estas células rojas esferoidales (Matranga el al. 2000). 

Así también las metalotioneínas podrían proteger al ADN frente al daño 

oxidativo o intervenir en procesos de transferencia de metales, en el proceso de 

regulación de las metalotioneínas (Troncoso, 2000) De cualquier manera tanto las 

MTs citoplasmáticas como las nucleares podrían intervenir indirectamente en 

procesos de proliferación y diferenciación (Cherian el al. 1999), también poseen 

defensas frente a los radicales libres que pueden incrementarse durante situaciones 
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de estrés oxidativo en un intento por equilibrar la situación o ponerse en marcha 

otra serie de mecanismos de emergencia. Estos pueden ser defensas adicionales, 

mecanismos de reparación o pueden iniciar procesos como la apoptosis para evitar 

daños mayores al organismo completo (Sato y Bremner, 1993). 

Anteriormente los niveles de metalotioneína habían sido determinados en 

ovocitos de dos especies de erizos, en el erizo del mediterráneo Sphaerechinus 

granularis y el erizo antártico Sterechinus neumayeri, (Scudiero el al. 1997). Sin 

embargo este trabajo trata sobre el análisis de los niveles de expresión de 

metalotioneína pero en celomocitos los cuales son células inmuno-competentes 

(pinsino el al. 2008), reconocidas corno efectoras del sistema inmune del erizo 

por su capacidad de responder a lesiones, agentes citotóxicos, etc. (Matranga, 

1996; Matranga el al. 2005), estos celomocitos son las células claves en cuanto a 

la respuesta inmune innata, actuando como los principales efectores inmunitarios, 

como mediadores del rechazo de aloinjertos. Los celomocitos median la respuesta 

inmune a través de la fagocitosis y encapsulación de partículas extrañas, en 

conjunto con la liberación por degranulación de moléculas antimicrobianas 

(Smith el al. 2006). Se ha detectado que durante la gastrulación de las células 

pigmentarias y después de su diferenciación, son capaces de sintetizar la molécula 

denominada como Equinocromo A presente en las células esferoidales rojas las 

cuales presentan actividad antibacteriana (Castelani el al. 2003). 

El aumento celular puede ser cuantificado, siendo directamente proporcional 

con el nivel de estrés al cual se somete el organismo. También a nivel molecular 

se puede determinar la expresión del gen de la metalotioneína, el cual se encuentra 

directamente relacionado con la proliferación celular y con el estrés al cual ha sido 

sometido el erizo. 
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2. OBJETIVOS E HIPÓTESIS DE TRABAJO 

El objetivo general de esta investigación es caracterizar la expresión del gen de 

la metalotioneína en celomocitos del erizo antártico Sterechinus neumayeri en 

respuesta al estrés por metales pesados. 

Objetivos específicos: 

a) Analizar la expresión de la metalotioneína en el erizo antártico ante un estrés 

por CdCb a diferentes concentraciones. (100 Ilg/L Y 200 Ilg/L) 

b) Relacionar este estrés con una posible variación en el número de celomocitos 

circulantes y su viabilidad celular. 

c) Poder utilizar los celomocitos de S. neumayeri como un biomarcador ante la 

contaminación por metales pesados. 

Hipótesis: 

El cadmio es un importante estresor en ambientes acuáticos debido a que 

persiste en la naturaleza y es bioacumulado en los organismos. El erizo antártico 

S. neumayeri frente a concentraciones elevadas de Cd activaría mecanismos de 

destoxificación en el cual los celomocitos serían claves en este proceso. El 

siguiente trabajo plantea que producto de un estrés por CdCb se generará un 

aumento en el número de celomocitos circulantes, y por 10 tanto en la expresión 

de la metalotioneína, la cual puede ser utilizada como biomarcador de 

contaminación ambiental para metales pesados. 
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3. METODOLOGÍA 

3.1 ÁREA DE MUESTREO 

Las muestras fueron obtenidas en Bahía Maxwell (62° 15' S, 58° 55' W) la cual 

se encuentra localizada en la Isla Rey Jorge (Fig 3), perteneciente a las Islas 

Shetland del Sur, Península Antártica. 

B 

62'S 

Kiog George Islam) 
66"S 

Fig 3.- Islas Shetland del Sur, Península Antártica, el lugar de muestreo se 

encuentra marcado en rojo correspondiente a la Bahía Maxwell en la Isla Rey 

Jorge. 

22 



Las islas Shetland del Sur se caracterizan por presentar clima Polar. Las 

temperaturas medias en la temporada estival rara vez sobrepasan los 0° C, 

mientras que en invierno son de -12° C. 

3.2 OBTENCIÓN DE MUESTRAS Y ESTIMULACIÓN CON CLORURO 

DE CADMIO. 

Las muestras fueron colectadas por buceo autónomo en un rango de 4-10 

mt de profundidad. Los erizos se extrajeron de su ambiente natural y se 

dispusieron en un acuario a 1°C, con circulación por bomba, primeramente se 

pusieron aquellos erizos que se utilizaron como control, posteriormente aquellos 

erizos estimulados a 100 Ilg/L Y por último aquellos estimulados a 200 Ilg/L. 

El acuario utilizado poseía una capacidad aproximadamente de 30 L el cual se 

encontraba equipado con una pequeña bomba (1) , un aireador (2) con su 

respectivo motor (3), una sonda para enfriar (chiller) (4) que mantenía una 

temperatura fría adecuada y un termómetro para ir controlándola (Fig 4). 

Fig. 4.-Esquema del sistema de recirculación utilizado para la mantención de los 

erizos a una temperatura de 1°C, los erizos luego de ser extraídos de su ambiente 

natural eran dispuestos inmediatamente en este acuario dónde se mantenían con 

alimento (algas) hasta su estimación con CdCh. 
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Para cada estimulación se utilizaron 6 erizos de igual tamaño, la estimulación 

se realizó con CdCb el cual fue aplicado en forma de solución en el acuario de 

30 litros y por estimulación directa a través de inyección dentro de la cavidad 

celómica (Viarengo et al. 1999) con un tiempo de mantención máxima de 24 

horas. 

3.3 OBTENCIÓN, CONTEO Y DETERMINACIÓN DE VIABILIDAD 

DE CELO MOCITOS. 

El líquido celómico fue obtenido con una jeringa a través de la membrana 

peristomal según método Plytycz y Selgelid (1993), los celomocitos se obtuvieron 

a través de centrifugación a goC, el conteo se realizó a través de microscopio en 

una cámara de Neubauer, para realizar el dicho conteo se tomaron en cuenta las 

cuatros esquinas y el centro del cuadriculado para los celomocitos totales, y para 

determinar las cantidades de células rojas solo se tomó en cuenta el cuadro 

cuadriculado de en medio. 

Las cantidades totales de celomocitos, células rOjas y viabilidad celular se 

determinaron con las siguientes fórmulas: 

o Células rojas / 0,5 x 1000 

o Celomocitos totales x 50000 

o Células viables x 50000 

Fuente: http://www.animal. ufl.edu/hansenlProtocols/hemacytometer.htm . 
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Para determinar la yiabilidad elular se les agregó una al ícuota de Trypan Blue 

para teñir sele tiyameme aquellas élulas muertaS. , las cuales posteriormeme 

también fueron c madas. Se distinguieron como células muertas aquellas que 

t maron col ración azul por el ingreso del olorame debido a la disfuncionalidad 

de la membrana elular. 

3.4 E~7TRACIÓN DE A~'( 

Para poder obtener el .ARl"J de los celomocitos desde el fluido celómico, este 

fue entrifugado a 4000 rpm de esta manera fue separado del componente 

celular. La e~1:racción de .ARl'\ se realizó utilizando el reacti\-o Trizol (lmitrogen 

® según protoolo del fabricante, basado en la e~1:racción fenólica, donde el 

hom geneizado elular fue desprotoneizado y así liberado de aquellos 

omponemes que no sean bidrosolubles mediante una separación de fases con 

clistinta solubilidad (Hernández et al. 1995). 

Para obtener el A.Rl"J se agregó .... 00 )l. L cloroformo, posteriormeme se 

entrifugó dónde se pudieron distinguir claramente dos fases, además de fenol se 

le agregó cloroformo el cual tiene la cap<l' idad de eliminar ARl"Jasas, así omo 

de disolyer lípidos y proteínas. El ADN es selectÍyamente retenid en la fase 

orgánica e interfase, dejando el ARl'\i en la fase acuosa, el ARN se ya purificando 

ada yez más a través de la utilización de etanol e isopropanol. Por lo que la fase 

a uosa se transfirió a un nue\-o rubo donde se le agregó alcobol isopropílico, se 

agitó suayemente y se llevó a centrifugación en frío 8°C obteniendo cada yez un 

producto más puro. 

Para finalizar la fase de e:\..LTa ción el precipitado de ARl~ fue la\-ado con 

etanol, centrifugado 7500 rpm por 5 min) en frío 8°C) y agitado suavemente, 

posteriormente se entrifugó y se le e:\..trajo el etanol, por ultimo se dej ó secar a 

temperatura ambiente y se le añadió 60 !ll de agua estéril y es almacenado a -80°C 

para su cuantifica ión. 



Todo el procedimiento fue realizado utilizando guantes de látex, puntas con filtro 

y tubos libres de ARNasas. 

3.4.1 Cuantificación de ARN 

La cuantificación se llevó a cabo en un espectrofotómetro (UV-1603; UV­

Visible Spectrophotometer Shimadzu) el cual midió la cantidad de luz absorbida 

por las muestras a una longitud de onda de 260 y 280 nm .Las muestras se 

dispusieron en unas cubetas de plástico (cubetas UV desechables (BRAND), 500 

111) , una de las cubetas se utilizó como controlo blanco con 100 111 de agua ultra 

pura y la otra cubeta contenía el ARN (90 111 de agua ultra pura más 10 111 de 

ARN), una vez obtenidos los valores de absorción a 260 y 280 nm se calcula R, el 

cual nos indicó la calidad de los ARN. 

F.D (Factor de dilución)= (111 ARN + 90 111 H20) / 10 111 ARN 

A 260 X 40 x f.d = (llg/ml)/1 000 = Ilg/ul. 

Se consideró un ARN de buena calidad cuando el R era igualo superior a 1,8. 

Si la calidad del ARN era la adecuada se procedió a realizar una retro­

transcripción para obtener el ADN complementario que fue utilizado en la 

reacción de la polimerasa en cadena (PCR) . 
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3.5 RT-PCR SEMI CUANTITATIVA 

Una vez que el ARN fue extraído, fue necesano obtener el ADN 

complementario (ADNc) el cual sirvió de sustrato pare poder realizar la PCR 

(Polimerase Chain Reaction) a través de una enzima proveniente de un retrovirus . 

La transcriptasa inversa (RT) (Invitrogen ®) se utilizó como molde de una 

molécula de ARN a la cual se le unirá un pequeño fragmento de ADN como 

cebador (Oligo-dT) (Invitrogen ®). 

La trascripción reversa se realizó utilizando 1 f..lg de ARN total de cada muestra 

junto con la enzima transcriptasa reversa MuLV (Applied Biosystem ®). Esto se 

introdujo en tubos de PCR para disponerlos en el termociclador (Eppendorf ® 

Mastercycle personal , capacidad 25 tubos) el programa que se utilizó constó de 

los siguientes ciclos: 65°C por 5 minutos, 37°C por 59 minutos y 72° C por 15 

minutos. 

Tabla 2.- Partidores diseñados a partir de la secuencia conocida de la 

metalotioneÍna en S. neumayeri caracterizada desde ovocitos (Scudiero et al. 

1997). 

Gen Sentido Secuencia 5'-3' 

Forward CACCATGCCTGA TGTCAAGT 

MetalotioneÍna Reverse TGTCTGGCTTGGAGCATGTTG 

Tamaño 

amplicón Tm 

(pb) (CO
) 

60 

292 61 

Con ambos partidores (Sintetizadas por Invitrogen®) se amplificó todo el marco 

de lectura para la proteína. 
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Para la PCR el volumen de reacción fue de 25 fll. Este volumen incluía el mix 

de amplificación y 1 fll de ARN total , las condiciones de amplificación del 

termociclador consistieron en 30 ciclos a, 94°C 10 min, 94°C] min, 55°C 1 min, 

72°C] min, 72°C 7 mino 

El producto resultante de esta PCR se cargó en un gel de agarosa a 1.5% y fue 

visualizado con bromuro de etidio en un transiluminador a UV. 

Luego de obtener las fotos de los geles, de los erizos estresados con CdCI 2, se 

cuantificó la expresión de la MT, a través del software ImageJ v 1.41. Se realizó 

un triplicado de la MT, posteriormente los datos fueron graficados a través del 

software SigmaPlot v 8.0. 

3.6.- RT-PCR EN TIEl\1PO REAL 

Para las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron diluciones 1110 de cada 

una de las muestras de los grupos control y experimental. Estas reacciones fueron 

realizadas en un volumen final de 25 fll , agregando los mismos partidores usados 

en la PCR semicuantitativa y agregando una solución lista para su uso 

denominada SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las 

condiciones de amplificación del termociclador 7500 de Applied Biosystems, 

consistieron en 40 ciclos a, 94°C 10 min, 94°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C] mino 

Los resultados fueron finalmente analizados por el uso del programa 7500 versión 

2.0.1. 
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3.7 PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR 

Para poder obtener la secuencia, los productos de RT-PCR se purificaron 

según protocolo Spin Prep PCR Clean- p Kit (Novagen ) el cual consiste en 

transferir la reacción de PCR a un tubo de centrífuga (1 ,5 mI), posteriormente se 

le añadió el buffer de unión ( la cantidad es 400 111 per. 100 111 de reacción de 

PCR, lle\'ándose a vórtex, posteriormente se utilizo un tubo con filtro en un tubo 

recibidor de 2 mI dónde se recibió el filtrado a centrifugación (2: 10000 x g por 1 

min.)., se desechó el fluido y el filtro se colocó dentro de otro tubo recibidor de 2 

mI añadiéndole 400 111 de Spin Prep Bind Buffer A, se llevo a centrifuga ( 2: 

10000 x g por 1 min.), se retiró el filtro y se desechó el lavado, nuevamente se 

coloca el filtro en un tubo recibidor de 2 mI dónde se le agregaron 500 ).11 de 

buffer de lavado, se centrifugó nuevamente (2: 10000 x g por 1 min.), se removió 

el filtro, se desecho el la\ ado, y se volvió a centrifugar por 2 mino para remover 

todo residuo del buffer de lavado, por último se transfirió el tubo con filtro a un 

tubo recibidor del eluido de 1,5 mI, se pipeteó 50 111 de agua ultra pura 

precalentada ( 70°C) agregándose a al nuevo tubo a través del filtro, se incubó por 

3 mino a temperatura ambiente. Inmediatamente se centrifugó por 1 mino y se 

colectó el producto PCR eluido. 

3.8 Al~ÁLISIS EXPRESIÓN DE GENES 

El producto amplificado desde los celomocitos se secuenció mediante el 

protocolo de secuenciación en el laboratorio del Servicio Agríco la Ganadero 

(SAG) en Punta Arenas. Para confirmar la secuencia se realizaron una búsqueda 

de homologías con el algoritmo de BLAST en el sitio \\ eb NCBI ( 

http ://w\\\\".ncbi .\w\·./blast). Las secuencias nucleotídicas fueron traducidas 

virtualmente a través del servidor ExPASY (bttp ://\"\\\-w.expasY.orQ:I). Los 

alineamientos se realizaron con las secuencias proteicas conocidas de la 

metalotioneína en diferentes organismos de distintos reinos, contrastándolas con 

las de Sterechinus neuJl1Cl) eri con el software CLUSTALX. y posteriormente los 
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árboles filogenéticos fueron realizados con el software :MEGA 4.1 

(w\vw.megasofuvare.net/rnega41 ). 

La cuantificación de la expresión de genes fue realizada con el sofulv'are 

ImageJ v lA] , (http://imagej.software.inforrner.com/1AI) se calculó el promedio 

acuerdo a los píxeles de la imagen utilizando una escalada de valores de grises 

dentro de la selección representado en Unidades Arbitrarias (UA), para 

diferencias significativas se utilizo t-test. 

3.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los análisis estadísticos para celomocitos totales, células rOjas y 

cuantificación génica fueron realizados con el sofulv'are STATISTICA 7.0, 

utilizando ensayo de ANOVA (Análisis \Vizard) , un valor de p < 0,05 fue 

considerado como significante, cómo análisis de comparaciones posteriores (post 

hoc) se utilizó el ensayo Newman-Keuls. 
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4. RESCL T_ill O S 

4.1 _-L'\_-U.rSIS CEL LLAR 

4.1.1 Conteo de celomoCÍtos: 

• Eyaluación de la induccion de la.:\IT por baño de cloruro de Cadmio. 

La Lantidad de celom ciw s t tales en 1 s organismos c nrroles después de 6 

horas de estimula ion fue de un romedio de 6.9_S == 0.9 0 :\:10" células 'ml. " ' 

mientras Lue para 1 s organismos e:>.-puest s a 100 )1g L de CdCl: el prome i de 

el m cÍtos totales fue e 5.858 = 0._80 x l O" células;ml por lo tamo se eyidenció 

un descenso en el número de estos. P r el e onrrari o! para aquellos rgamsmos 

e::-;: uest s a _00 )1 gL de e CI: el promedio fue e 9 .800 == 1.89 7x I OD! 

regismin ose un aumento en mpara i ' n a 1 s orgarusm s c ntroles \ ' con los 

e::-;: uest s a 100 )1 =:- L de CdCI: (Fig, 5" 

Des ues de las L h ras! 1 s rgamsmos c nUGles mantu\ieron 

a ximadamente su cantidad inicial de elomocItos totales c n un promedio de 

6.783 = O.S l -+ x I 06 élulas mI, obseryán ose un ligero aumem en a uellos 

rgamsm - ex uest - a 100 jlgL de C CI.:.. c n un medio de 7.+-+1= 

0.7Lxl0E células "m I y un aumento más notable en a uellos r=:-amsmos e::-;: uestos 

a _ OO )1 =:- l de CdCI.:.. con un promedi e 9.890= _ .0 8xl0Dcélulas. 'ml T i;:;. S') . 

Ya asadas las _-+ h ras 1 s rganlsm s ilrroles sIgUleron manteniendo 

aproximadamente su cantida inicial de elomo Ít s t tales Oil un romedio de 
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no significativa con respecto a las demás horas, con un promedio de 10.233 ± 

1.353x l06 células/mI (Fig. 5). 

La cantidad de celomocitos totales no exhibió una variación significativa en el 

tiempo en los organismos controles, sin embargo en los organismos estimulados a 

lOOllg/L se observó un aumento gradual post-inducción similar al obtenido para 

200 IlglL después de 24 horas. Si bien, se logra apreciar una respuesta rápida al 

aumento del número de celomocitos totales frente a una mayor concentración de 

CdCb (200 Ilg/L), esta no fue significativa (P>0.05). 
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Fig. 5.- Variación de la cantidad de celomocitos totales a diferentes 

concentraciones de CdCb durante el tratam iento por baño. Si bien se aprecia una 

tendencia la aumento en los erizos sometidos a las dos concentraciones de CdCh -, 
esta no fue significativa (P>0.05). 
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Lo mismo ocurrió con las células rojas, que también reyelaron su particular 

participación en la respuesta inmunitaria en Sterechinus neulllayeri. la Fig. 6 

muestra que después de las 6 horas la cantidad de células rojas en los organismos 

controles tuYO un promedio de 1.063 ± 0.194x105 células/mI, para aquellos 

organ ismos ex.puestos a 100)lg/L e:\..Ístió un aumento en la cantidad de cél ulas 

rojas con un promedio de l.653 ± 0.16lx105 células/mI y posteriormente un 

descenso en aquellos organismos expuestos a 200)l.g/L con un promedio de 1.570 

±0.208x.l05 células/mI. 

Luego de las 12 horas, los organismos controles exhibieron un aumento en la 

cantidad de células rojas con un promedio de 1.730 ± 0.208xl 05 células/mI, en los 

organismos ex.puestos a lOO)lg/L se observó un descenso en la cantidad de células 

rojas con un promedio de 1.380 ± 0.244xl05 células/mI, lo mismo ocurrió para 

aquellos organismos ex.puestos a 200)l~ con un promedio de 1.313 ± 0.21lx.1 05 

células/mI, las cantidades de células rojas para cada tratamiento fueron menores 

que el grupo control (Fig. 6). 

Después de las 24 horas, las cantidades de células rajas en los organIsmos 

controles presentó una disminución, con un promedio de 1.570± 0.359x.105 

células/mI, y más aún en los organismos expuestos a 1 OO.u~ L con un promedio de 

0.883 ± 0.251x105 células/mI, sin embargo se registró la mayor cantidad de 

células rojas en aquellos organismos expuestos a 200)l~ con un promedio de 

2.003± 0.598x.l 05 células/mI (Fig. 6). 

Si bien la Fig. 6 refleja notables variaciones en la cantidad de células rojas para 

los distintos tratamientos a diferentes horas, no se encontraron diferencia 

significativa entre ellas (P>0.05) . Sin embargo, a 100 )lg/L se aprecia una 

tendencia a la disminución progresiva de estas células, mientras que a 200)l~ al 

fmal de la estimulación a las 24 horas se observó un awnento en el número de 

estas. 
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Fig 6.- Variación de la cantidad de células rojas a diferentes concentraciones de 

CdCb durante el tratamiento por baño Si bien se aprecia una tendencia al 

aumento en los erizos sometidos a 200¡..tg/L de CdCb, esta no fue sign ificativa 

(P>0.05). 

Se pudo observar que el porcentaje de viabilidad celular entre tratamientos no 

fue significativo P > 0.05 (Fig. 7), los organismos controles son aquellos que 

presentan más viabilidad celular sin embargo no difieren mucho de los otros 

tratamientos, la viabilidad solo disminuye un poco cuando los organismos son 

sometidos a 100 ¡..tg/L con un promedio de 95.931 % Y 200 ¡..tg/L con un promedio 

de 94.714%. 
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Fig 7.- Cantidad de células viables a diferentes concentraciones de CdCh y 

control en tratamiento de baño . Se puede observar como la viabilidad celular no se 

ve afectada en gran medida cuando los organismos son estimulados a 100 /lg/L Y 

200 /lglL de CdCh 

• Inducción por inyección en la cavidad celómica de CdCh 

Anteriormente se evaluó el efecto de la estimulación con CdCh en e l medio 

dónde se mantenían los erizos. En esta segunda experiencia sin embargo se quiso 

observar que ocurría con las mismas concentraciones de CdCh pero inyectadas 

directamente dentro de la cavidad celómica de Sneumayeri para tener la certeza 

de la inducción del gen de la MT por parte de los celomocitos. 

La Fig. 8 muestra que después de las 6 horas, los organismos contro les 

presentan un promedio de 6.925±0.907xI06 células/mI de celomocitos totales , 

esta cantidad aumentó para aquellos organismos expuestos a 100/lg/L de CdCh 

con un promedio de 9.620 ±1.246xI06 células/mi , pero sin ser significativa 

(P>0.05) , por el contrario se observó un descenso en la cantidad de celomocitos 

totales a una exposición de 200 /lglL de CdCh con un promedio de 

4.530±1.078xl06 células/mi , lo cual estuvo por debajo de la cantidad de 
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aquellos organismos e:\.puestos a 1 OO .u~ de CdCb a 24 horas con promedio de 

10.680 ± 0.878x1 06 células/ml. 
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Fig 8. - Variación de la cantidad de celomocitos totales a diferentes 

concentraciones de CdCt durante el tratamiento por inyección. Se puede apreciar 

que existió un rápido aumento en la cantidad de celomocitos luego de las 6 horas 

de exposición a 100)lg/L y como estas aumentaron de fonna más gradual en 

aquellos organismos estimulados a 200)l g/L. 

La cantidad de células rojas para los organismos controles pasadas las 6 horas 

fue de un promedio de 1.996± 0.963x1 05 células/mI, mientras que los organismos 

expuestos a 100)lg/L de CdCb exhibieron un gran aumento en la cantidad de 

cél ulas rojas con un promedio de 1.660 ± 0.3840.963xl05 células/mI, sin embargo 

aquellos organismos expuestos a 200)lg/L mostraron un descenso con un 

promedio de 0.680± 0.239x.105 cé lulas/mi, debajo del grupo control'\' aquellos 

ex.puestos a 1 OO)l.gIL de CdCb (Fig. 9). 
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Luego de las 12 horas, los organismos controles exhibieron un notable aumento 

en la cantidad de células rojas con un promedio de 0.540± 0 .097xl05 células/mI , 

sin embargo en aquellos organismos expuestos 1001lg!L se observó un descenso 

con un promedio de 0.984 ± 0.064x l 05 células/mI al igual que aquellos expuestos 

a 200,uglL de CdCb con un promedio de 0.592 ± 0.057xl05 células/mI dónde se 

encontraron diferencias significativas (P< 0.05) con los organi smos expuestos a 

1 00 11 gIL a 6 horas y los organismos controles después de las 12 horas (P< 0.05) 

(Fig.9). 

Después de las 24 horas la cantidad de células rojas tiende a descender en los 

organismos controles con un promedio de 0.540 ± 0.125x l 05 células/mI, no así en 

los organismos expuestos a 100 Ilg/L de CdCb dónde el promedio es de 1.1 84 ± 

0.236x105 células/mI, lo que sugiere un aumento con respecto a las 12 horas, los 

organismos expuestos a 200llgIL poseen un leve aumento con un promedio de 

0.744± 0.136x l05 (Fig. 9). 

Según la Fig. 9 existe diferencia en las cantidades de células rojas entre los 

tratamientos según ANOVA, con un P<0.05. 
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Fig 9.- Cantidad de células rojas a diferentes concentraciones de CdCh y control 

en tratamiento de inyección. Los erizos presentaron en general un aumento en el 

tiempo en el número de células rojas, en el caso de los erizos inyectados con 100 

¡.tg/L solo se apreció un aumento a las primeras 6 horas para disminuir 

posteriormente, en el caso de los erizos de 200 ¡.tg/L no se apreció una inducción 

en el numero de células rojas en el tiempo. 

La viabilidad de los celomocitos al igual que el experimento anterior no fue 

afectada de gran manera por la inyección de CdCh, los organismos controles 

nuevamente son aquellos que presentaron más viabilidad celular sin diferir 

demasiado de los tratamientos. A 100¡.tg/L se exhibió un promedio de 89.794% y 

a 200¡.tg/L se exhibió un promedio de 91.630 % (Fig 10). 
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Fig 10.- Cantidad de células viables a diferentes concentraciones de CdC h y 

control en el tratamiento de inyección. 

4.1.2 A nálisis de la expresión de la MT en celomocitos. 

Se puede observar que existió una mayor expresión del gen de la MT en 

aquellos organismos estimulados a 200llg/L, en aquellos organismos estimulados 

a lOOllg/L se evidencia la máxima expresión inmediatamente a las 6 horas, y 

como desciende esta a las 12 horas, para luego aumentar su expresión de manera 

más leve a las 24 horas (Fig 11). 
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Organismos estimulados por baño de CdCh 

Mw 1 2 3 4 5 6 7 9 

Fig 11.- Electroforesis de productos RT-PCR. Los productos fueron analizados 

en un gel de agarosa al 1,5% teñido con bromuro de etidio. Los productos 1,2 y 3 

de RT-PCR corresponden a organismos control a 6, 12 Y 24 horas 

respectivamente, los productos 4,5 y 6 de RT-PCR corresponden a organismos 

estimulados con 100¡..LglL de CdCb y productos 7,8 y 9 para organIsmos 

estimulados con 200¡..LglL de CdCb_ Mw (marcador de peso). 
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Organismos estimulados por inyección de CdCh 

Se puede observar que la expresión del gen de la MT en los organismos 

controles mostró un leve aumento en las tres diferentes horas a las que fueron 

expuestas los organismos, esta expresión aumentó en aquellos organismos 

estimulados a 100¡.¡g/L, para luego disminuir la intensidad de expresión en 

aquellos que fueron estimulados a 200¡.¡glL (Fig 12). 

Mw 1 2 3 4 5 6 -7 8 9 

Fig 12.- Electroforesis de productos RT-PCR. Los productos con SYBR Gold 

fueron analizados en un gel de agarosa al 1 %. 

Los productos 1,2 y 3 de RT-PCR corresponden a organismos control a 6, ]2 Y 

24 horas respectivamente, los productos 4,5 y 6 de RT-PCR corresponden a 

organismos estimulados con 100¡.¡g/L de CdCb y los productos 7,8 y 9 

corresponden a organismos estimulados con 200¡.¡g/L de CdCb. Mw (marcador de 

peso). 
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Fig 1". - Compara ión entre e~""preslOn del gen de la r.1etalotioneína y el gen 

e nuol A tina para organismos estimulados por baño. 

Ele trofi resis de productos PCR con el gen de la lvfetalotioneÍDa y el gen 

ontrol Actilla. (1) representa aquellos organismos control a 6, L Y 2-+ horas 

respe tiyamente, (2) organismos estimulados alOa Jl~ a 6, 12 Y _-+ hrs, (3) 

organismos estimulados a_OO ¡.Lg a 6, 1_ Y _4 horas 

Como gen control para omparar los resultados p r baño, se utilizó la actina, se 

obser;a en las fotografías de los geles, la amplificación de la metalotioneína en la 

parte superior, en dónde la banda se \-e definida para los tratamientos de 

estimula ión por baño, pero sin embargo en la e~""presi ' n de la a tina n se logra 

distinguir una banda más defmida, ni en los organismos ontr les así como en los 

e timulados a distintas oncentraciones. esto puede sugerir que la actina no es un 

buen gen c ntrol para S. n eWllCI] -e¡'¡ ( Fig 13). 
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4.2 CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE MT 

Por medio del uso del software Imagen v 1.4, utilizando los píxeles de la 

imagen y basándose en una escala de grises se calcularon Jos valores promedios 

de la expresión de la metalotioneína, graficándose posteriormente en unidades 

arbitrarias (UA) (Fig 14). 
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Fig 14.- Cuantificación de la expresión de la metalotioneÍna (Utilizando el 

software Imagen v 1.4) a diferentes concentraciones de CdCh y horas para 

organismos estimulados por baño. 

La expresión de MT aumenta a 6 y 12 horas para disminuir a 24 horas. La 

expresión se consideraron significativas cuando P<O.05. 
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El aen de la metalotioneína comenzó a aumentar su expresión cuando el 
o 

organismo se sometió a altas concentraciones de CdCh, exhibiendo un aumento 

máximo luego de 6 horas de estimulación a 100 ¡.tg/L con un promedio de 17.85 

±0.745 UA, posteriormente se observó una declinación en la expresión del gen a 

una concentración de 200 ¡.tg/L con un promedio de 9.82 ±1.425 VA. 

Luego de las 12 horas de exposición, se observó un descenso en la expresión 

para los organismos controles exhibiendo un promedio de 3.15 ± 0.369 UA, así 

también para los organismos que fueron expuestos a 100 ¡.tg/L con un promedio 

de 14.58 ± 0.821 UA y aquellos estimulados a 200 ¡.tglL con un promedio de 9.24 

± 0.266 VA. 

Después de las 12 horas de exposición a CdCh la expresión del gen aumentó en 

los organismos controles con un promedio de 6.70 ± 1.692 VA, por el contrario en 

los organismos estimulados a 100 ¡.tg/L esta disminuyó, exhibiendo un promedio 

de 8.05 ± 1.124 VA, aquellos estimulados a 200 ¡.tg/L presentaron un promedio de 

10.29 ± 1.395 VA. 

Los niveles de la metalotioneína varían entre los diferentes tiempos de 

exposición y concentraciones del CdCh. Se ha observado que a mayores 

concentraciones y tiempo de exposición la expresión de la metalotioneína 

disminuye (200 ¡.tg/L) y que la mayor expresión se detectó inmediatamente luego 

de las primeras 6 horas de exposición (lOO ¡.tg/L). 

4.3.- RT-PCR EN TIEMPO REAL 

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron con un volumen final de 25 

¡.tI, se utilizaron los mismos partidores que en la PCR semicuantitativa. Según la 

Fig. 15 (A), el gráfico de amplificación del gen de la MT en PCR tiempo real 

para los organismos controles, mostró un CT (Ciclo umbral "Cycle threshold") 

similar para las distintas horas, luego de las 6 horas de mantención se observó un 

CT promedio de 19.08 ciclos, ya pasadas las 12 horas se obtuvo un CT promedio 

de 18.83 ciclos y posterior a las 24 horas un CT promedio de 19.09 ciclos. 
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Por lo que los organismos controles no mostraron modificación en la expresión 

de la MT. Por el contrario según, la Fig. 15 (B), los organismos estimulados a 100 

/lg/L a 6 , 12 Y 24 horas, obtuvieron distintos CT, la pnmera curva de 

amplificación que se evidenció fue la de organismos luego de las 6 horas de 

exposición a CdCb, con un CT promedio de 15.106 ciclos, que indica que el gen 

de la MT aumento su expresión, posteriormente se observó la curva de 

amplificación de los organismos luego de las 12 horas de exposición con un CT 

promedio de 18.33 ciclos y finalmente la curva de amplificación de aquellos 

organismos expuestos luego de 24 horas con un CT promedio de 21.02 ciclos. Por 

lo cual el nivel de expresión del gen de la MT muestra una caída respecto de los 

organismos control. 
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Fig 15.- (A) Curva de amplificación del gen de MT en PCR tiempo-real para los 

organismos controles a 6, 12 Y 24 horas en el experimento de baño. (B) Curva de 

amplificación del gen de MT en PCR tiempo-real para organismos estimulados a 

1 OO/lglL de CdCb a 6, 12 Y 24 horas en experimento de baño. 
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Los valores de transcripción del gen de la MT que fueron medidos por 

comparación directa de los valores CT, se graficaron para visualizar mejor la 

eficiencia de amplificación para los organismos controles y aquellos estimulados a 

100 flg/L de CdCh. 

La Fig. 16 (A) muestra los CT del gen de la MT en organismos controles, se 

observó un CT relativamente bajo, lo cual indicaría una baja transcripción de 

ARN. En organismos estimulados a 100 Ilg/L de CdCh muestra grandes 

diferencias en los CT a las distintas horas, los organismos expuestos 6 horas son 

los que presentan el menor CT por lo tanto una mayor expresión del gen, seguidos 

por los correspondientes a 12 horas en el cual el CT es similar al de los organismos 

control y 24 horas alcanzando un CT entre 21 y 22 ciclos, que evidenciaría una 

baja respecto de los organismos control, que indicaría una menor transcripción. 
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Fig 16.- (A) Niveles de expresión del gen de la MT para organismos controles a 6, 

12 y 24 horas respectivamente indicando sus respectivos ciclos dónde la 

fluorescencia cruza el umbral. (B) Niveles de expresión del gen de laMT para 

organismos estimulados a 100 Ilg/L de CdCh a 6, 12 y 24 horas, indicando sus 

respectivos ciclos dónde la fluorescencia cruza el umbral. 
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Tabla 3.- Parámetros fisico-químicos y porcentaje de identidad de diferentes MT 

de organismos representativos dentro de la escala evolutiva. Número de 

aminoácidos (No aa), peso molecular (Mw), punto isoeléctrico (pI) y porcentaje 

de identidad (% identidad). 

MT N° aa Mw pi % identidad 

Orosophila melanogaster 40 3853,4 8,06 32,81 
Caenorhabditis elegans 75 8090 ,2 7,79 32,89 
Metaphire posthuma 84 8363,6 8,20 40,23 
Amynthas aspergillus 77 7661,7 7 ,77 35,90 
Mytilus edulis 71 6917,1 7 ,79 33,33 
Crassostrea gigas 86 8901,4 8 ,26 32,58 
Laternula elliptica 72 7074,1 7 ,73 37,84 
Strongylocentrotus 

64 6444,5 6 ,06 90,62 
purpuratus 
Sterechinus neumayeri 64 6428,5 7,25 
Paracentrotus lividus 66 6595,6 6,02 69,70 
Lytechinus pictus 67 6753,9 7,27 70,59 
Salmo salar 59 5914,9 8,07 35,38 
Mus musculus 61 6018 ,1 8,38 30,88 
Pan troglodytes 39 3786,4 7,37 29,69 
Homo sapiens 61 6014,1 8,38 32,35 

Considerando la Fig. 17 Y la tabla 3 de los organismos representativos dentro de 

la escala evolutiva, se puede observar que el organismo que tiene un mayor 

porcentaje de identidad con S. neumayeri es Strongylocentrotus purpuratus con 

90,62 % de similaridad, esto es debido a que poseen una misma cantidad de 

aminoácidos (64) para la secuencia de la metalotioneína, pero sin embargo varían 

en su punto isoeléctrico (6.06), además ambos son invertebrados marinos que 

pertenecen a la familia de los equinodermos. 

Quien tuvo un menor porcentaje de afinidad con Sneumayeri fue Pan 

troglodytes con un 29,69% de similaridad, esto debido a que es un vertebrado, 

mamífero, que posee otro tipo de arreglo modelo para esta proteína, además de 

contener menos aminoácidos (39 aa) y poseer un punto isoeléctrico diferente. 
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El árbol filogenético deja mucho más en claro la afinidad que posee 

s.neumayeri con S. purpuratus, y como difiere con otros invertebrados marinos de 

su misma familia como P. lividus y L. pictus, esta diferencia corresponde 

principalmente a la distinta cantidad de am inoácidos en la secuencia la 

metalotioneÍna para estas distintas especies (Fig 18) 
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Caenorhabditis elegans 

Metaphire posthuma 

Amynthas aspergillus 

Lyteehinus pie tus 

Paraeentrotus lividus 

Strongyloeentrotus purpuratus 

Stereehinus neumayeri 

Fig. 18.- Árbol filogenético (Neighbor-Joining) inferido de los códigos de 

la secuencia de nucleótidos de MT. La distancia relacionada a la secuencia de aa 

del nematodo Caenorhabditis elegans (NM_0722954) fue utilizado como grupo 

externo. "outgroup" . Los números sobre cada intersección indican el porcentaje 

de similitud entre especies. Homo sapiens (NM 175617), Pan troglodytes 

(XM_001144465), Mus musculus (NM_013602), Salmo salar (NM_001141338), 

Drosophila melanogaster CNM_07957), Crassostrea gigas (B7ZDQ4), Mytilus 

edulis (P80252), Laternula elliptica (QOPHS7), Metaphire posthuma (COIN 14), 

Amynthas asp ergillus (ClIE33), Ly techinus pictus (002033), Paracentrotus 

lividus (Q966Z5), Strongylocentratus purpuratus (P04 734-1), Sterechinus 

neumayeri (P55953). Los números en los nodos son un indicador del nivel de 

confidencia (dado como un porcentaje) por las ramas determinado a través del 

análisis de 1000 réplicas. La barra de escalas indica una distancia de evolución de 

0,1 aa. 
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VI 
....... 

Se eligieron 6 especies representativas para observar aquellos aminoácidos conservados en cada secuencia proteica de 

estos diferentes organismos a través de un alineamiento. 

Homo s api ens 
MuS mus cu 7 us 
sa7mo salar 
Myti 7us edú7is 
sterechinus neumayeri 
strongy7ocentrotus purpuratus 

.<" 1'" "'11'" '" '" '" 

"EKCS­
DKCT­
'CDTS-

'NCKCE5< 
'CTEG­
'CTEG-

61 
61 
59 
71 
64 
64 

Fig 19.- Alineamiento de aminoácidos de la proteína de Metalotioneína. El alineamiento fue realizado con Clustal W2 

online http://www.ebi.ac.uklTools/clustalw2/index.html . Los aminoácidos (Cisteínas) encerrados en rojo son aquellos 

compartidos en todas las proteínas y se encuentran involucradas en la asociación a metales y la captura de radicales 

oxidantes. Los números de accesos de las secuencias utilizadas en este alineamiento son: Horno sapiens (NM 175617), 

Mus musculus (NM_013602), Salmo salar (NM_OOI141338), Mytilus edulis (P80252), Strongylocentratus purpuratus 

(P04734-1), Sterechinus neumayeri (P55953). 



VI 
N 

Se eligieron 4 especies representativas de erizos para observar aquellos aminoácidos conservados en cada secuencia 

proteica, a través de un alineamiento. 

sterechinus neumayeri 
strongy7ocentrotus purpuratus 
paracentrotus 7ividus 
Lytechinus pictus 

MP--DVloEGKIGQ!TGEIDGT-IININIIICTEGI 64 MP--DV C EGK GK C TGE C DGT- C N o D -5 CTEG~ 64 
MP--DT C DGK GQ CTGK C DGAS C N o G G CTEG 66 
MPGPDV C DGK GG C TGK C EGDR C N D AnlG 67 

Fig 20.- Alineamiento de aminoácidos de la proteína de Metalotioneína. El alineamiento fue realizado con Clustal W2 

online http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. Los aminoácidos (Cisteínas) encerrados en rojo son aquellos 

compartidos en todas las proteínas y se encuentran involucradas en la asociación a metales y la captura de radicales 

oxidantes. Los números de accesos de las secuencias utilizadas en este alineamiento son: Sterechinus neumayeri 

(P55953), Strongylocentrotus purpuratus (P04734-1), Paracentrotus lividus (Q96625),Lytechinus pictus (002033) . 



Según la figura 19 y 20 correspondiente a los alineamientos, en toda la 

secuencia de la metalotioneína para los distintos organismos comparados se 

observó un aminoácido conservado, la cisteína, si bien esta se presenta en todos 

los organismos alineados, puede poseer distintos arreglos, como X-Cys-X-Cys, 

donde X es cualquier otro aminoácido distinto de cisteína, o también se presenta 

como, X-Cys-Y-Cys, dónde X e Y corresponden a distintos aminoácidos, también 

se pueden encontrar dos cisteínas juntas Cys-Cys. 

5.- DISCUSIÓN 

El Cd es un elemento tóxico para la célula y afecta vanos de sus 

componentes, causando la inhibición de transporte de aminoácidos, de Na+/K+ -

ATPasas y alteraciones en el metabolismo mitocondrial. Para protegerse de 

posibles daños del Cd los celomocitos generarían mecanismos para acumular este 

metal y así evitar sus efectos adversos. Esto concuerda con las experiencias 

realizadas donde la viabilidad celular no se vio afectada de manera significativa 

Fig. 7 Y 10, Y se evidenció un mecanismo de defensa a nivel molecular, dónde el 

gen de la metalotioneÍna se expresó por sobre niveles basales Fig 14. 

La metalotioneÍna es una proteína ubicua, de bajo peso molecular, rico en 

cisteínas y una alta afinidad por los metales. Inicialmente fueron descubiertas en 

constituyentes titulares responsables de la acumulación natural de Cd, pero el Cd 

es solo algunos de los metales que inducen la expresión de esta proteína la cual se 

cree juega un rol general en el metabolismo y detoxificación de un número de 

metales trazas esenciales y no esenciales. 

La secuencia de ADNc en el gen de MT en S. neumayeri, exhibió un 

tamaño completo de 292 pb que codifican para una proteína de 64 aminoácidos 

con 20 residuos de cisteína. Usualmente las MT de los vertebrados exhiben entre 

61-62 residuos de aminoácidos, menos que S. neumayeri que posee 64. Torres et 

al (1997) sugiere que las metalotioneÍnas de cadenas más largas probablemente 

indican una mayor eficiencia en asociarse a metales pesados, ya que las MT más 

grandes contienen más residuos de cisteÍna las cuales que están involucradas en la 
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captura de iones metálicos, la MT de s.neumayeri contendría una alta cantidad de 

cisteína (31.25%) por lo cual podría ser más eficiente en la captura de Cd, esta en 

comparación a otros equinodermos (Fig 20) particularmente erizos, revela el alto 

grado de conservación en cuanto a la posición de las cisteínas. 

Históricamente la metalotioneína fue aislada de la corteza renal equina (Kügi 

y Vallee, 1960) , el cual fue caracterizado de la siguiente manera: peso molecular 

6000-7000; alto contenido metálico, composición aminoacídica característica ( 

alto contenido de cisteínas) , sin aminoácidos aromáticos, distribución única de 

cisteína en la secuencia aminoacídica, sin embargo la metalotioneína a sido 

reportada que se encuentra a través de todo el reino animal así como en plantas, 

varios microorganismos eucariotas también algunos vertebrados representativos 

de otras clases y de casi todas los fila de invertebrados excepto en celenterados. 

La Tabla 3, posee algunos de los organismos representativos de cada phylum 

que poseen similitudes con la secuencia proteica de la metalotioneína con 

Sterechinus neumayeri, en esta tabla se puede observar el número de aminoácidos 

de la proteína para cada organismo, así como su peso molecular, punto 

isoeléctrico y porcentaje de identidad, el organismo que posee más % de identidad 

con Sterechinus neumayeri es Strongylocentrotus purpuratus con un 90.62 % , 

esto es debido a que ambos pertenecen a la familia de los equinodermos siguiendo 

una secuencia modelo en la configuración proteica de la metalotioneína, para la 

familia de los erizos (Equinoidea) dónde la MT posee 64-67 residuos de proteína, 

los miembros de esta familia son reconocidos por una secuencia modelo de 

arreglos de cisternas: 

P-D-x-K-C-[V,F]-C-C-x(5)-C-x-C-x( 4 )-C-C-x( 4)-C-C-x( 4,6)-C-C 
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Localizada cerca del extremo ammo terminal, la secuencIa proteica está 

dividida en dos dominios estructurales, cada uno con 9 y 11 cisteínas vinculados a 

3 y 4 iones bivalentes, respectivamente. 

También se puede observar en la tabla 3 que Pan triglody tes es el que menos 

porcentaje de similitud posee debido a que la secuencia modelo para este 

orgamsmo cae en los vertebrados, teniendo una alta variación en la cantidad de 

aminoácidos 

K-x(1 ,2)-C-C-x-C-C-P-x(2)-C 

A diferencia de los humanos, la MT en animales es mucho más abundante 

en el tejido parenquimático, pero su ocurrencia y biosíntesis ha sido documentada 

en muchos tejidos y tipos de células, como en este caso los celomocitos. 

Estas diferencias entre los organismos de la tabla 3 se pueden ver reflejados en 

el árbol filogenético Fig. 18, pero así como existen diferencias en la cantidad de 

aminoácidos, también poseen similitudes, las metalotioneínas de organismos 

eucariotas, procariotas y también de plantas se asemejan a las formas de los 

mamíferos por su contenido de cisteínas y por la ocurrencia de estructuras de 

grupos metal-tiolato (Kagi y Kojima, 1987). 

Además de las diferencias bioquímicas también existen aquellas puramente 

físicas y químicas, es conocido que la molécula de MT posee un peso molecular 

de 6000 Da o menos, sin embargo en un gel de filtración, en mam íferos y 

crustáceos, las MT han eluido a una posición correspondiente a una proteína 

globular de 10000 Da, esta discrepancia ha sido atribuida a su forma no-globular. 

Este aparente tamaño molecular depende fuertemente de la concentración de 

sales. (Rauser, 1987; Grill, 1987). 
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Todas estas diferencias que se encuentran en la proteína entre distintas especies 

es debido a la mutación de la MT y a la distribución de los dominios altamente 

conservados, por lo mismo tienen diferentes grados de separación en la escala 

evolutiva, además de la diferenciación de la proteína, ya que en base a sus 

características estructurales, las MT fueron clasificadas en tres clases (Fowler el 

aI.1987), la clase 1 corresponde a polipéptidos con la ubicación de los residuos de 

cisteína en forma similar a las MT descritas en el riñón del caballo, a la cual 

pertenece el bivalvo Mytilus edulis (MacKay el al. 1990) con un 33.33 % de 

similaridad y una cantidad de 71 aa ( tabla 3), la clase Il corresponden a 

polipéptidos con la ubicación de los restos de cisteína en forma ligeramente 

similar a las MT descritas en el riñón del caballo, a esta clase pertenece el erizo 

Strongylocentrotus purpuratus ( Nemer el al. 1985; Wikinson y Nemer, 1987) el 

cual arrojó un 90.62% de similaridad con la secuencia proteica del S. neumayeri.( 

tabla 3) y a la misma clase que pertenece la secuencia de S. neumayeri. Los 

organismos pertenecientes a la clase III son polipéptidos atípicos metal-tiolados 

con síntesis no asociada directamente con genes estructurales, estos han sido 

identificados en algas, levaduras y plantas superiores las cuales no se incluyeron 

en el análisis de similaridad. 

Se puede observar en la Fig. 19 donde están dispuestas las distintas especies 

que se eligieron para ver las similitudes de la proteína a nivel genómico como 

existen sitios conservados de cisteína entre las distintas especies, pero también se 

conoce que existen genes que son específicamente de vertebrados pero han sido 

encontrados en erizos marinos (deuterostomados-específicos), otros han sido 

identificados en erizos de mar pero no en el linaje de los cardados, lo que sugiere 

que existe una pérdida de estos genes en los vertebrados y que la expresión de 

algunas familia de genes ocurren aparentemente de forma independiente en erizos 

de mar y vertebrados ( Sea Urchin Genome Sequencing Consortium, el al. 

2006) 
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Las diferencias ocurridas en el alineamiento de aminoácidos de la proteína 

entre las distintas especies de erizos utilizadas en la Fig. 20 (Equinodermata) se 

pueden deber a la cantidad, tipos de tejidos o células donde se encuentra, son 

altamente variables, reflejando lo que puede ser diferencia en años, estado de 

desarrollo, tipo de dieta, y algún otro factor no conocido aún. (Cousins y Coppen, 

1987). 

En el contexto de la evolución genómica, la distribución de los dominios 

conservados de proteína y motivos dentro de la secuencia provee una visión de 

expansión y contracción de la familia de genes, así como una idea en los cambios 

en la función de la proteína., la metalotioneína se considera como un completo 

modelo conservado desde el aminoácido n02 hasta el n064, los que se encuentran 

involucrados en la respuesta inmune innata en la asociación con metales pesados y 

la detoxificación de radicales de oxigeno. 

Las figuras 19 y 20 reflejan la alta cantidad de cisteÍnas conservadas, esta 

abundancia de cisteínas y su arreglo Cys-Cys, Cys-X-Cys y Cys-X-Y-Cys, dónde 

X e Y son residuos de otros aminoácidos para unirse a los iones de metales. Las 

posiciones de los aminoácidos básicos Lys y Arg en la secuencia de MT de todos 

los vertebrados e invertebrados, sugieren que también juega un rol importante en 

la formación de complejos de metales ( Nemer el al. 1985) 

5.1 Proliferación celular 

Algunos animales son más sensibles a particulares tipos de estrés, mientras que 

otros pueden enfrentarse a grandes fluctuaciones en sus condiciones ambientales, 

por 10 tanto hasta cierto punto existen sistemas que ayudan a mantener las 

funciones corporales y la homeostasis a un nivel normal (Holm el al. 2008), los 

celomocitos que son considerados los efectores de la inmunidad en el erizo de mar 

han aportado a mantener este equilibrio homeostático en el erizo Sterechinus 
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neumayeri como lo demuestran las diferentes gráficas que revelan un aumento en 

las cantidad de estos. 

La fig. 5 muestra un aumento en la cantidad de celomocitos totales en aquellos 

organismos a los cuales se les ha inducido el estrés por CdCI2 por baño si bien 

este aumento no fue significativo ( P<0.05) este aumento es atribuible a que estas 

células dentro de los equinodermos se encuentran directamente relacionadas con 

la respuesta al estrés por metales pesados. Estos celomocitos son extremadamente 

sensibles a cualquier daño fisiológico y son capaces de responder a invasión de 

hospedadores, agentes citotóxicos, etc. (Matranga, 1996; Matranga el al. 2005) 

y por lo mismo son capaces de reaccionar detectando al Cd como un agente que 

rompe la homeostasis del individuo. 

Lo mIsmo ocurrió con las células rOjas (Fig 6) que tampoco presentaron 

diferencias significativas (P < 0.05) en la experiencia de estimulación por baño, si 

bien igual existió un aumento, esta proliferación celular es atribuible la 

sensibilidad y protección de la homeostasis del organismo. Se desconoce el rol 

específico de estas células en cuanto a si son capaces de expresar la MT, futuros 

estudios podrían caracterizar la expresión de la MT en estas células. 

En ambos experimentos, aquellos erizos estimulados directamente a través de 

inyección con CdCh y aquellos estimulados con CdCh en medio se observan 

diferencias en la cantidad de celomocitos, no solo entre las distintas condiciones , 

sino también entre los individuos de la misma especie, esto es debido a que la 

proporción de cada tipo de célula puede variar no solo entre especies sino también 

entre individuos de la misma especie de acuerdo a su tamaño y condiciones 

fisiológicas ( Matranga el aI.2000), para esta experiencia se utilizaron erizos de 

igual tamaño, sin embargo se desconocen las condiciones fisiológicas de cada uno 

de los individuos. 
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Así como Smith et al. (1995) muestra que las células rojas en el erizo de mar 

son quimiotáticamente atraídas hacia las bacterias y que su equmocromo 

desgranulado posee efectos bactericidas, también la fig. 6 Y 9 muestran el 

particular aumento respecto del número que poseen las células rojas en 

comparación a las demás células esféricas involucradas con el sistema inmune del 

erizo, estas células corresponden a un tipo de celomocitos llamados células 

esféricas dentro de las cuales también se encuentran las incoloras, ambas son 

ameboides y similares en tamaño (Matranga el al. 2006), este aumento de células 

rojas es debido a que estas contienen equinocromo A una naftoquinona que les 

otorga el color rojo característico de estas células 10 que además se ha visto 

reflejado en el fluido celómico de aquellos individuos que han sido estimulados 

con CdCh el cual ha tomado una coloración más rojiza, confirmando de esta 

manera el aumento de estas células rojas. 

Las células rOjas no son las únicas en reaCCIOnar en cantidad ante la 

administración de CdCh, pero sin embargo han sido consideradas como la 

principal población celular en ser afectadas por estrés como contaminación y 

exposición a agua de mar cálida o fría (Matranga el al. 2000). 

Aunque en ambos experimentos se pudo observar un aumento en la cantidad de 

celomocitos totales y células rojas, sólo aqueIlos organismos estimulados 

directamente con CdCh dentro de la cavidad celómica presentaron diferencias 

significativas entre los distintos tratamientos a distintas horas, esto se debe a que 

aunque las células puedan detectar al Cd como agente estresante, por el hecho de 

encontrarse en el medio, toma mucho más tiempo que 24 horas de exposición para 

producir una respuesta celular significativa, por lo tanto las diferencias 

significativas pueden encontrarse pasados los 7 días de exposición ( Viarengo el 

al. 1999). 
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Como se mencionó anteriormente, se evidenció un aumento significativo en la 

cantidad de celomocitos totales como respuesta a la inyección de CdCI2 dentro de 

la cavidad celómica, el origen de estas nuevos celomocitos podrían tener como 

fuente el epitelio celómico el cual ha sido sugerido como el origen más probable 

de celomocitos en equinodermos ( Muñoz-Capuli el al. 2005), pero así también 

se sugieren otros tejidos hematopoyéticos que podrían aportar a este aumento en 

la cantidad de celomocitos, como el órgano axial y los cuerpos de Tiedemann, 

dónde en ellos se ha estudiado la respuesta mitótica ( Holm el al. 2008) y se ha 

visto reflejado en un incremento en el número de celomocitos totales circulantes 

con una mayor proliferación celular y posterior diferenciación en celomocitos 

circulantes con actividad inmune. 

5.2 Viabilidad celular y especies reactivas de oxígeno. 

En cuanto a los resultados sobre la viabilidad celular, a contrario de lo que se 

esperaba, no existió un mayor descenso en la cantidad de celomocitos totales ni en 

células rojas, por lo tanto el daño en la membrana celular causado por el efecto 

tóxico del cloruro de cadmio sólo se registro en algunos celomocitos, los que 

permitieron el ingreso de este colorante al citoplasma (método de exclusión del 

colorante). 

Lo que se esperaba en este caso era un mayor descenso en la viabil idad 

celular debido a una apoptosis, el cual es un proceso importante del normal 

desarrollo y podría jugar un rol crítico en la eliminación de células que son 

anormales o en este caso que han sido dañadas (Ju., 2005). Este particular 

proceso tiene que ver con la regulación de la respuesta inmune, ya que una vez 

que la respuesta inmune ha sido activada y la eliminación del agente estresante o 

en este caso la disminución del daño a partir de la administración del CdCI2 ha 

ocurrido, el sistema inmune debe retornar a su estado basal de reposo 

(homeostasis), por la finalización de las señales de estimulación (Guerrero., 

2007). 
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Sin embargo, este débil daño celular podría ser atribuible al rol antioxidante de 

la metalotioneína, ya que así como esta se encuentra involucrada en la 

detoxificación de metales esenciales y no esenciales. Además la MT también 

juega un rol en le eliminación de radicales libres de oxígeno, estas especies de 

oxígeno activo son continuamente producidas en los tejidos por la acción del 

sistema de transporte de electrón mitocondrial y de Nicotinamida-Adenina 

Dinucleótido fosfato reducida (NADPH) en leucocitos y macrógafos. Sin 

embargo varios sistemas de defensa antioxidantes previenen el daño del tejido por 

los radicales de oxígeno. Este sistema incluye un rango de antioxidantes 

específicos como la catalasa para el peróxido de hidrógeno, la superóxido 

dismutasa para el anión superóxido, y la glutatión peroxidasa para el peróxido de 

hidrógeno y lípidos oxidados, antioxidantes no específicos como el glutatión 

reducido, la ceruloplasmina, y la transferrina (Sato y Bremner, 1993). Sin 

embargo, no existe mecanismo de defensa específico en contra de los radicales 

hidroxilos, que es la más potente dentro de las especies de oxígeno reactivo. De 

esta manera se ha enfocado la atención a la metalotioneína como un depurador de 

radicales, debido a la constante velocidad de reacción con radicales hidroxilo in 

vitro la cual es muy alta (Thornalley y Vasak, 1985). El mecanismo que utilizan 

las metalotioneínas para capturar radicales libres de oxígeno no ha sido bien 

determinado, aunque Thomalley y Vasak (1985) sugieren que los residuos de 

cisteína particularmente los grupos tiolato de las metalotioneínas son los 

principales blancos para la reacción de los radicales hidroxilos con proteínas, los 

cuales poseen múltiples sitios de "ataque" hacia los radicales hidroxilos. Por otra 

parte, Thomas el al (1986) argumentan que el principal mecanismos de protección 

de la metalotioneÍna contra estos radicales hidroxilo es la liberación de Zn el cual 

es subsecuentemente tomado por la membrana protegiéndolas de la peroxidación 

lipídica y por lo tanto estabilizando las membranas e impidiendo que afecte las 

diferentes funciones celulares. 
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5.3 Expresión de MT en Sterechinus neumaveri 

En paralelo a los análisis de celomocitos se demostró que existe una 

inducción de la MT debido a la estimulación con CdCb, esto es debido a que MT 

tiene una directa relación con la respuesta de destoxificación en el erizo S. 

neumayeri, así como se describe también en S. pwpuratus (Nemer et al. 1984) a 

diferencia que para S. pwpuratus se describe en ovocitos y en S. neumayeri se ha 

experimentado sobre los celomocitos. 

Esta estimulación con CdCb aumentó la expresión del gen de MT en S. 

neumayeri cuando los erizos fueron expuestos al CdCb por estimulación directa a 

través de una inyección, (Fig 11) y por el baño (Fig 12) dónde todas las bandas 

amplificaron un producto de 292 pares de bases, la variación que existe entre estas 

bandas corresponde al grado de intensidad de la expresión del gen de la 

metalotioneína, la intensidad va en aumento desde los organismos control, 100 

¡.Lg!L Y 200 ¡.Lg/L con variaciones entre las distintas horas de estimulación. 

Podría esperarse que los orgamsmos control no tuvieran ningún tipo de 

amplificación del gen de la MT por no estar estimulados con CdCb, sin embargo 

el hecho de sacarlos de su ambiente natural, disponerlos en un espacio reducido, 

la poca disponibilidad de alimento y su manipulación, son condiciones de estrés 

que llevan a que expresen la MT , aunque su expresión sea mucho más especifica 

con estrés por metales pesados, pero por estar relacionada con el sistema 

inmunitario de todas maneras se induce su expresión de manera más baja. 

Esta exposición a CdCI2 puede inducir la trascripción de la metalotioneína, 

proteína que se une a metales pesados y está involucrada con la regulación y 

detoxificación de estos metales pesados, en este caso con CdCb, por lo tanto el 

nivel de inducción del gen podría proveer una medida de exposición a este metal 

pesado (Karin, 1987; Hamer 1986). 
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También e:dste e\-idencia que la e:\:posición a CdCb incrementa la producción 

de especies de o:\:ígeno reactivo (ROS) promO\-iendo el estrés o:ddati\-o, donde la 

sobre e:\:presión de la lvIT podría proteger a las células del estrés o:\:idatiyo y no 

solo a trayés de la dinámica de asociación o liberación de metales, sino que 

también actuando como capturador de radicales libres y metabolitos reactivos de 

o:dgeno (\ iarengo et al. 2000) . 

De esta manera nos podemos dar cuenta que las funciones biológicas de los 

metales y su paso a través de las células y los organismos se encuentran 

inyariablemente relacionados a la existencia de macromoléculas específicas 

relacionadas con metales. (\ aBe, 1960). na \-entaja de utilizar la IT corno un 

indicador de exposición a metales biodisponibles, cae en su potencial para reflejar 

una respuesta integrada. (Evans et al. , 2000). 

Se puede distinguir una importante diferencia entre los diferentes 

experimentos realizados (baño e inyección) al observar las fig 11 Y 12, dónde se 

nota que aquellas bandas que corresponden a inducción directa por inyección se 

encuentran ligeramente desplazadas unas sobre otras, en comparación con 

aquellas bandas que corresponden a una inducción menos directa por baño. 

Esto puede ser debido a que el CdCt tiene un efecto mucho más directo en S. 

neumayeri, siendo necesaria la activación de isoformas de rIT, para poder 

detoxificar y regular el efecto dañino de este metal pesado. Sin embargo, para 

poder dilucidar esto son necesarios más estudios bioquímicos y moleculares de 

esta variación. 

En contraste con muchas proteinas la cantidad de MT no decrece con la 

exposición al metal, al contrario, el metal induce la síntesis de IvIT, 

proporcionando un mecanismo protector contra la to:\:icidad de metales, se conoce 

que la acumulación de metales pesados produce la inducción de ~(rT y 

eventualmente la detoxificación (Bebianno y Langston. , 1991) también esta 
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as ciado c n la capa idad de as Clarse con estos metales y por lo tanto 

incrementar su re -isten ia a la t xi idad de esto - ( Amiard et al. 200 6) . 

5,4 Genes control 

La a una. especialmente acuna ~, Junto con gliceraldeído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). tubulina. iclofilina. fa t r de elongación 1-a., 

u iquitina. unidad ribosomal 1SS, son e::\.presadas constirutiyamente y están 

iny lucradas en las fun iones básicas requeridas para la mantención celular 

(Ruan :- Lai .. 200 

Por lo tant para poder onrra.:,-mr los resultados de la e:\..-presión de la l\fT en S 

neumayeri, se utilizó como gen ontrol la actina, ya que este gen ha sido 

altamente consen-ado entre especies a través de la e,-olución y está presente en 

todas las élulas eucar10tas (\ andekerckhoye y ,Veber~ 1978), además de ser 

comúnmente utilizado como conuol interno endógeno para nonnalizar los 

estudios de e:\..-presión de genes (Stnrzenbaum et al~ 2001), debido a que posee 

los niyele- de e::\.presión más estables mparado con otros controles internos ( 

Biederman y Cortes . ~ 2004). Sin embargo, la e:\..-presión de este gen control 

presentó Yariacione~ lo que es laro indicador de que la Actina como gen control 

no sÍn-e para Sterechinus newnayeri. 

La Actina -e encuentra directamente relacionada c n las funciones fisiológicas 

elulares amo la motilidad, los cambios de fonna de la célula durante en ciclo 

celular, organización del citoplasma, intera ciones celulares, adhesión molecular y 

transporte intra dular (Smith,1998; :l\:1oustakas~199 8), y en este caso con la 

prolifera ión elular , la cual , -aria mu ha dentro de las distintas con entraciones 

de CdCb (Fig 13 . 
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Estudios han demostrado variantes en la expresión de actina-~ a nivel de 

ARNm. De esta manera se sugiere que actina-~ ciertamente no satisface los 

requerimientos básicos para su aplicación como gen de control interno ya que su 

expresión cambia en respuesta los estímulos químicos, durante el crecimiento­

diferenciación y en estado de enfermedad (Ruan y Lai., 2007), en este caso con la 

introducción de CdCh. 

5.5 Cuantificación por PCR semicuantitativa de la MT en Sterechinus 
neumaveri 

Los organismos controles, presentan el mayor aumento de expresión a las 6 hrs. 

debido al brusco cambio desde su ambiente natural al acuario. Esta elevada 

expresión que muestran los organismos controles sin la administración de CdCb, 

es debido al estrés oxidativo propio del metabolismo normal que se produce en el 

organismo, y que en condiciones de estrés aumenta lo que puede resultar en un 

daño en la estructura celular. 

Para los organismos que fueron estimulados con CdCb 100 Ilg/L Y 200 Ilg/L la 

expresión de MT es muchísimo mayor debido a la unión de iones de Cd a la 

proteína sin el metal (Tiolato), junto con el estrés oxidativo. 

Si se observa la fig 14 a una mayor escala en general se puede observar un 

aumento de la expresión en aquellos organismos a estimulados a 100 Ilg/L, Y un 

descenso en aquellos estimulados a 200 Ilg/L lo cual indica un método de 

regulación en la expresión del gen de la MT para volver a su estado basal. 
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Para afianzar más estos resultados semicuantitativos si comparamos las figuras 

de la pcr en tiempo real (Fig 15 ) A Y B se puede observar como existió una clara 

inducción del gen de la metalotioneína en aquellos organismos estimulados a 100 

¡..¡.g/L en comparación con los organismos controles, lo mismo demuestra la grafica 

(Fig 16) A Y B donde se notan de mejor manera como los organismos controles 

poseen similares CT en comparación con aquellos organismos estimulados donde 

los CT varían de sobremanera entre las distintas horas de estimulación. 

Este aumento en la expresión de la MT podría ser una herramienta fundamental 

para utilizar esta proteína como un biomarcador específico en respuesta a los 

metales, considerando la habilidad que poseen muchos invertebrados en acumular 

metales pesados tóxicos. 
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6.- CONCLUSIONES 

La metalotioneína es una proteína que claramente es inducible por el estrés a 

CdCh, y su expresión aumenta por este mismo. Sin embargo la inducción es 

variable intraespecificamente e interespecificamente por varias razones tanto 

ambientales o fisiológicas. Posee una directa relación con el aumento en la 

cantidad de celomocitos, más específicamente con las células rojas que tienen que 

ver con su pigmento antibacterial denominado equinocromo A. 

También posee un rol protector contra el estrés oxidativo debido a los radicales 

libres de oxigeno producidos por la exposición al CdCh permitiendo de esta 

manera que la viabilidad celular no se vea mayormente afectada. 

Se rectifica entonces como lo mencionan otros autores que la MT posee un rol 

protector contra la toxicidad a Cd, a través de su asociación con motivos 

conservados de cisteína que se mantienen a través de la evolución en los 

diferentes organismos. 

Las funciones de la MT dependerán de las características de las especies y 

requerimientos de los órganos y tejidos además del tipo de metalotioneína para 

cada filum . 

Según los datos en el aumento de celomocitos y en la expresión de la MT, 

sugieren que esta proteína puede ser un potencial biomarcador de contaminación 

ambiental ya que podría ser un sistema temprano de alerta 
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8.-ANEXO 

8.1 ABREVIATURAS Y SIGLAS 

ACT: Actina 

ADN: Ácido desox irribunucleico 

ADNe: ADN complementario 

Arg: arginina 

ARN: Ácido Ribonucleico 

ARNsas: Ribonucleasas 

ARNm: ARN mensajero 

As: arsénico 

BLAST: Siglas en inglés de Basic Local Aligment and Search Tool 
Alineamiento local básico y búsqueda de herramientas 

oc: Grado centígrado 

CdCh : cloruro de cadmio 

Cd: cadmio 

CH4 metano 

CO2 : dióxido de carbono 

Cr: cromo 

CT : cic lo umbral 

Cys: cisteína 
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pb: pares de bases 

PCDD: Policlorodibenzo-P-Dioxinas 

PCB: Bifenilos policlorados 

PCR: Siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction = Reacción en cadena de la 
Polimerasa 

pI: punto isoeléctrico 

POP: Contaminantes Orgánicos Persistentes 

ROS: Especies reactivas de oxígeno 

rpm: Revoluciones por minuto 

RT: Siglas en inglés de Reverse Transcription = Transcripción Reversa 

SACo Servicio Agrícola y Ganadero 

Sb: antimonio 

Se: selenio 

Si: silicio 

J.1g: Microgramo 

J.11: Microlitro 

UV: Ultravioleta 

UVA: radiación ultravioleta tipo A 
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Tab la 4.- Análisis de comparaciones múltiples (Newman-Keu ls) para ce lomocitos totales en estimu lación en 

baño de CdCh. 

Tratamiento Horas Control Control Control 100 J.lgllt 100 J.lgllt 100 J.lg/lt 200 J.lg/lt 200 J.lg.llt 200 J.lg/lt 
6 horas 12 horas 24 horas ' 6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 
6.9250 6.7833 7.5417 5.8583 7.4417 9.8250 9.8000 9.8900 10.233 

contr0[t- 6 0. .937723 0..937543 0. .824920. 0..775591 0. .498675 0. .390.892 1 0. .5729671 0. .530.890. 
- "-- -- -- ~ 

_ f~!~r~1 1",2 0. .937723 0..97460.9 0. .610.0.60. 0. .929151 0..545794 0. .459111 0..60.3158 10..547576 
___ .font.!'~j__ 2~ 0. .937543 0. .97460.9 10. ·881727 0. .9560.58 0..420.425 0..216389 0..565151 0..5710.85 1 --

D.263256 ,D.3493D8 ID.2939?4 1 100 J.l9l lt¡ 6 0..824920. 0..610.0.60. 0..881727 0. .815482 0. .314614 ----r-' -- ·--[D.553DEi'l' _ ~ . .1qr~g{ltr~ J2 0. .775591 0..929151 0. .9560.58 0. .815482 0..397349 D . 655895LQ. 634~8~1 
'---'-' 

_._. ~.!!.º-. l!g ,~~l._.~.24. 0..498675 0. .545794 0. .420.425 0. .314614 ·rJ.'553D67l--- 0..9890.90. 0. .971471 10. .972135 1 

... _ 2.ºº" J.lg!!tL .... ~~ 0. .390.892 0..459111 0. .216389 0. .263256 0..397349 0. .9890.90. ---·~.998703 ¡ 0. .9950.84 1 

200 J.lg/lt i 12 0. .572967 0. .603158 0. .565151 0. .34930.8 0..655895 0. .971471 0. .998703 I ~ D. 84~ª.~J ._--------- ---------
0 .63428'2 '0.972135 ''', ioo" J.I gllir- '24 0. .530.890. 0..547576 0. .5710.85 0..293954 0..9950.84 ) D. 8497?4 1 ! 
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Tabla 5.- Análisis de comparaciones múltiples (Newman-Keu ls) para célu las rojas en estimulación por 

baño de CdCI2 

Tratamiento Horas Control Control Control 100 pgllt 100 pgilt 100 pgllt 200 pgllt 200 pg/lt 200 pg/It 
6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 
1.0633 1.7300 1.5700 1.6533 1.3800 .88333 1.2933 1.3133 2.0333 

Contro 11 _ 6 . 0.845574 1 0.857332 O .854991 O 925092 i 26130I O 654566 L O c~76588 1 0~5;:S8~ 

..... ~::::::: :- ... ~~ ~:~~0:947 435 r094L4~1~~~i~~ -~~~~~~ *~~~~~¡~~~~ ~~~~~~ ~~~~?3 
"100 "pg/lt' 6 0,854991 1-0,881369 ' 0,8711431-----ri854391 0,738354'-0,954286 T 0,9093401 0~738557 
100pg/lt l 12 -0,925092 0]"02090 -0.711593 0,854391 r-'-" -1 0 , 86591:f O~984318rO , 89677:to.7046i3 

.' 200 pgllt 12 ~~6588 [.-0.924307 Q.:~~ºª87 0 .~09.349 ~89~773 ~Jl}3~91 Io . ~69Q3BL _ "0 .720565 
200 P9/lt , 24 0.557885 10.555432 1 0.800870I o.?38§57 0.704673 0.391139 0.771983 i 0.720565 ; 
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Tabla 6.- Análisis de comparaciones múñtiples (Newman-Keuls) para celomocitos totales en estimulación por 

inyección de CdCh. 

- --- - ---- -- -

Tratamiento Hora Control Control Control · 100 J1gllt 100 J1g/lt 100 J1g/lt 200 J1g11t 200 J19/lt 200 J19/lt 
6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 

,- 6.9250 6.7833 1.5417 9.6200 3.3900 10.680 4.5300 8.0000 8.6600 
Control ! 6 10.932168 10,710957 10.486708 10.1584'10 10.229159 1 0.325748 1 0.792983 ¡ 0.721025 

-_._----!~---, 

Control l 12 0.932168 1 I 0.890646 I 0.528783 1 0.112808 1 0.242986 , 0.180298! 0.881728 ' 0.786356 
-----~------:---:I'---~ 

Control · 24 0.710957 ' 0.890646 10.594222 10.108233 10.334116 10.277872 10.782940 0.778103 
--~ 10~J!9¡ít=~: 0.486708 ro. 528783 1 0.594222 ! I O. 0·1 '1486 0.524803 0.053126 1 0.593109 0.564455 
____ 1 Oº_l!g/lt i---.-g 0.158410 i 0.1128081 0.108233 ! 0.011486 i 1 IJ 002386 , 0.494183 ¡ 0.080280 0.040820 
__ . __ ~.º-~.gfl!1. 24 0.229159 10.242986 10.334116 1 0.524803 1 0.002386 ~ 0.0'13094 10.377996 0.446886 

·---·-?-º-º-I!g'~!i·----·~ 0.325748 10.180298 i 0.277872 1 0.0531261 0.494183 0.0'13094 t==089 0.148775 
200 J19/It¡ 12 0.792983 10.881728 0.782940 10.593109 0.080280 0.377996 1 0.240089 0.691692 

---20oJ!g7It: 24 0.721025 10.786356 10.778103 10.564455 0.040820 0.446886 10.14877510.691692 
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Tabla 8.- Análisis de comparaciones múltiples (Newman-Keuls) para células rojas por estimulación 

con inyección de CdCh. 

Tratamiento Horá Control Control Control 100 pg/lt 100 pg/lt 100 pg/lt 200 pg/lt 200pgllt 200 pg/lt 
6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 horas 24 horas 
1.0633 1.7300 1.5700 1.6600 .98400 1.1840 .68000 .59200 .74400 

Control l 6 ¡ 0.285364 i 0.293056 ! 0.293698 1 0.813288 LQ]19497 Lg.661544 1 0.622884 1 0.607636 
~~--C~ntro d - 12 0.285364 1 0.881257 10.834922 10.244564 10.370163 10.056686 0.0362 19 10.071213 --. __ ._._--i"-._--
___ So~~o l l __ 24 0.293056 ! 0.881257 i 10.788764 í 0.308931 i 0.254116 1 0.104970 10.075228 10.116905 

100 P9/lt¡ 6 0.293698 10.834922 10.788764 1 10.272421 10.336971 / 0.074207 ¡ 0.049806 1 0.088615 
=Joo_~g2!!L_ 1 ~ 0.813288 ! 0.244564 1 0.308931 LQ. 272421 I LQ.821 092 10.636285 1 0.645591 1 0.476066 
_~ ___ ~~O 1!9i'lt! __ ._24 0719497 ! 0.370163 ' 0.2541 16] 0.336971 1 0.8210921 , 0561442 10.492717 1 0.556359 

200 119llt j 6 0.661544 10.056686 10.10497010.074207 1 0.636285 ! 0.561442 1 10.793347 10.848889 
~-. 200 ~9/Iti- 12 0.62288ij 0.0362191 0.075228 i 0.049806 1 0.645591 ! 0.492717 1 0.793347 1 10.892150 _.---------_ .. --- "'------

0.607636 1 0.0712·13 ! 0.1169051 0:Q88615 1 0.4(6066[ 0.556359 1 0.848889 i 0.892150 I 200 pg/ltl 24 
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Tabla 9. - Prueba de signi ficancia para células roj as en organismos estimulados a 

inyecc ión de CdCb. 

SS MS p 
Intercept 61 .28803 61.28803 0.000000 

Tratamiento 5.33292 2.66646 0.000586 
Hora 0.03253 0.01 626 0.946303 

Tratamiento*Hora 2.68365 0.6709 ] 0.07801 3 
Error 11 .47657 0.29427 

Tabl a 10.- Valores promedios y desviaciones estándar para organi smos 

estimulados con CdCb a través de inyección. 

',:; ... ", "." ,.i;',:r.t-; " ~pl. ·Y ., .. ,, ~t.~ ." ' G .. -., " .',.-" {'i',~;h,: ~·:i:;,p¡B$.ti rnl!J l'aeip!il~-, ·0ri/c:;;dCI~ª¡itr;a~iés:'delil1\Ye'eci0n·;¡- ~;. ,: 
Células Rojas Celomocitos Totales 

Promedio (105
) SO Promedio (106

) SO 
Control 6 hrs 1.996 0.963 4.880 1.727 
Control 12 hrs 0.540 0 .097 7.580 1.223 
Control 24 hrs 0.540 0.125 10.910 0.826 
100 I-lg/L 6 hrs 1.660 0.385 9.620 1.246 
100 I-lg/L 12 hrs 0.984 0.064 3 .390 0.721 
100 I-lg/L 24 hrs 1.184 0.237 10.680 0 .878 
200 I-lg/L 6 hrs 0.680 0.240 4.530 1.078 
200 I-lg/L 12 hrs 0.592 0.057 8 .000 1.688 
200 I-lg/L 24 hrs 0.744 0.137 8 .660 2 .384 
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Tabla 11.- Valores promedios y desviaciones estándar para organismos 

estimulados con CdCb a través de baño. 

Células Rojas Celomocitos Totales 
Promedio 105 SD Promedio 106 SD 

Control 6 hrs 1.063 0 .194 6.925 0.907 
Control 12 hrs 1.730 0 .208 6.783 0.514 
Control 24 hrs 1.570 0.360 7 .542 0.376 
100 Ilg/L 6 hrs 1.653 0.161 5.858 0 .281 
100 Ilg/L 12 hrs 1.380 0.244 7.442 0.713 
100 Ilg/L 24 hrs 0.883 0.251 9 .825 1.955 
200 Ilg/L 6 hrs 1.293 0.641 9 .800 1.897 

200 Ilg/L 12 hrs 1.313 0 .211 9 .890 2.078 
200 /L 24 hrs 2 .033 0.598 10.233 1.354 

Tabla 12.- t-test para los valores de cuantificación del gen de la metalotioneína en 

organismos estimulados por baño, los valores significativos (P < 0.05) se indican 

con rOJo. 

7.972 9.821333 -0.924524 4 0.407539 

3.15 14.58167 -12.6932 4 0.000222 

3.15 9.238 -13.3664 4 0.000181 

6.7 8 .045 -0 .662046 4 0.544137 

6.7 10.28633 -1 .635 4 0.177388 
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