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RESUMEN

Los organismos marinos son altamente sensibles a muchos tipos de estrés
ambiental y consecuentemente el analisis de sus respuestas moleculares es muy
importante para comprender sus mecanismos de adaptacion a un medio ambiente
contaminado. Este trabajo tiene por objetivo caracterizar la expresion del gen de la
metalotioneina en celomocitos del erizo antartico Sterechinus neumayeri en
respuesta al estrés por metales pesados.

Para esto primeramente se evalud la relacion entre la cantidad de celomocitos
totales y células rojas en distintos experimentos de exposicién a cloruro de cadmio
(CdCly), por medio de bafio y de inyeccion directa en la cavidad celémica. En
ambos experimentos se observd un aumento en la cantidad de celomocitos, sin
embargo solo se obtuvieron diferencias significativas en aquellos organismos
estimulados a través de inyeccién de CdCl, a 100 pg/L y 200 pg/L. En cuanto a
la viabilidad celular esta no se vio afectada de mayor manera en ambas
experiencias. Respecto del analisis molecular, los valores de cuantificacion
semicuantitativa de la expresion de la metalotioneina demostraron ser mucho
mayores en aquellos organismos que fueron estimulados a 100 pg/L de CdCl, a
diferencia de aquellos estimulados a 200 pg/L.

Este es el primer reporte en equinodermos donde se caracteriza una
metalotioneina desde celomocitos y en una especie antartica como S. neumayeri.
Las diferentes concentraciones de cadmio ensayadas estimularon o bloquearon la
proliferacion de los celomocitos dependiendo de la concentracion de cadmio que
se utilice. La expresion del gen de la metalotioneina en celomocitos de S.
neumayeri es inductible y puede variar en el tiempo. Las MTs ( metalotioneinas)
han sido definidas como proteinas multifuncién ya que no solo participan en
procesos de detoxificacion de metales pesados, sino también como secuestradores
de especies reactivas de oxigeno. La alta viabilidad obtenida en los celomocitos
podria esta asociada a esta capacidad. Finalmente, la expresion de la MT podria
ser una buena herramienta como biomarcador ante la contaminacion 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 this research is to characterize the expression of metallothionein gen in
coelomocytes of the antarctic sea urchin Sterechinus neumayeri in response
toheavy metal stress.

Firstly, the relation between the amount of coelomocytes and red cells was
evaluated when sea urchin was exposed to cadmium chloride (CdCl,) by
immersion and a direct injection in the coelomic cavity. In both experiments an
increase in the coelomocytes number was observed; however significant
differences were seen only in the organisms stimulated with CdCl, to 100 pg/L
and 200 pg/L through inyection. The cellular 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 pg/L de CdCl; in difference those stimulated to 200 pg/L.

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 processes of heavy 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. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO

En la actualidad, ;qué se puede considerar como ambiente pristino? Cuando
la humanidad ha avanzado en tecnologia haciendo al planeta tierra mucho mas
vulnerable a los efectos post-desarrollo, las consecuencias del avance de nuevas
tecnologias y de la modernizacion no tiene limites, incluso haciéndose presente en
aquellos lugares que consideramos como los mas remotos, un claro ejemplo de
esto es el continente Antartico considerado con poca intervencion humana y
“aislado” de los demas 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 asi

como el cambio climéatico global.

Por lo anteriormente expuesto, es de suma importancia tener un registro de los
niveles de contaminacidn antartica, 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
petroleo son una forma comun de contaminacion localizada en regiones frias,
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 Antartica, aire, nieve, suelo y biota, los
derrames de hidrocarburos en los suelos pueden resultar en un incremento en la
degradacion de microbios y un decrecimiento en la diversidad de la comunidad

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

Otra fuente de contaminaciéon en la Antartica ha sido el aumento de la
intervencion humana mas especificamente de las estaciones cientificas que cada
vez producen mucho mas desechos y son mads dificiles de controlar, un ejemplo

es lo que ocurre en Bahia Winter Quarters, esta pequefia bahia adyacente a la base



americana de la Estacion McMurdo ha sido severamente impactada ( Lenihan et
al. 1990), esta bahia se encuentra al lado del vertedero para las operaciones de
esta estacion y el sustrato ( particularmente en la parte alta de la bahia) se
encuentra lleno de una amplia variedad de desechos incluyendo bidones de

combustible, vehiculos, neumaticos, tuberias y mangueras (Lenihan, 1992).

No se puede dejar de mencionar la influencia que poseen los aerosoles
atmosféricos en el ambiente antartico ya que estos son una importante fuente de
elementos, su composicién quimica es relevante para poder entender los procesos
de transporte de contaminantes sobre largas distancias. Los elementos volatiles
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 fosil (Mattigod y Page, 1983; Evangelou, 1998).
Las variaciones en la radiacion solar, y la temperatura de la estratosfera, pueden
dafiar la densidad del ozono y por lo tanto influenciar las dindmicas de la
atmosfera terrestre. De esta manera el constante vortice circumpolar que rodea la
Antartica el que contiene una alta zona de presion bloquea el aire saturado de
ozono en la Antartica central, avanzando hacia regiones de latitud media, esto en
combinacioén con la desaparicion de la insolacion durante la estacion de invierno
produce un decrecimiento en el ozono total sobre las regiones polares de forma
dramatica produciéndose el agujero en la capa de ozono (Troshichev y Gabis,
2005).

La radiacion UV es absorbida por muchas moléculas bioldgicas causando dafio
molecular que puede perjudicar funciones biologicas vitales. El dafio al ADN en
particular es un resultado de la exposicién a la UV causando una variedad de
lesiones al ADN, asi como debilitamiento, mutagénesis y muerte (Harm, 1980;
Mitchell y Karentz, 1993; Friedberg et al. 1995; Mitchell, 1996). La radiacion
UVA (Radiacion ultravioleta tipo A) no es la principal causa del dafio al ADN, la

radiacion UVA se envuelve en reacciones fotoquimicas con agua para generar



especies de oxigeno reactivo (ROS) que pueden causar un significante dafio

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

Existen muchas metodologias para determinar la contaminacion en los
diferentes ecosistemas antarticos, la que se utilice va a depender de la informacion
que se quiera obtener y el tipo de contaminante que se quiera estudiar, de esta
manera podemos tener analisis de testigos de hielo para elementos traza (e.g
Alexandrine et al. 2009), técnicas de limpieza de elementos traza ( Bruland et al.
1979), donde a través de diferentes solventes de ultralimpieza se van separando
los distintos elementos traza, métodos geoquimicos para discriminar metales en
sedimentos (e.g Rebecca et 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 antérticas siendo esta una via para

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

Normalmente aquellos organismos que son utilizados como bioindicadores son
representativos del ambiente que habitan, poseen una amplia distribucion,
comportamientos especificos, como ser sésiles, lo que por ejemplo permite
determinar con certeza que los contaminantes que los afectan son del sector que
habitan, asi como también poseen habilidades para bioacumular contaminantes
ambientales (e.g Zhao, 2005), de esta manera los organismos son utilizados para
detectar dafios a nivel fisiologico, tanto como en tejidos como a nivel molecular,
otorgando de esta manera importantes datos sobre la evolucién de los

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

Los equinodermos se encuentran entre los animales bentonicos mas abundantes
(Holm et al. 2008), comprenden numerosas especies que dominan cuantitativa y
cualitativamente el bentos aportando un papel estructurador en este habitat (Saier,

2001) vy una alteracion de su poblacion podria afectar a toda la comunidad y



amenazar el equilibrio del ecosistema donde viven (Coteur et al. 2003), por lo

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

Los organismos marinos toman y acumulan metales traza en sus tejidos blandos
en varios ordenes de concentraciéon y magnitud por sobre los niveles ambientales
(Sarkar, 2006). El continente antartico no esta exento de estos metales traza y de
metales pesados afectando gravemente las redes troficas que son relativamente
simples produciéndose bioacumulacion y biomagnificacion en estas (Moreno et

al. 1997).

Esto se puede evidenciar a través del andlisis fisioldgico de estos organismos,
prestando especial atencion a los efectos producidos por los diferentes factores
estresantes debido a los cambios de sus ecosistemas, los organismos que presentan
determinados procesos vitales que responden a variaciones ambientales de forma
mesurable y pueden ser utilizados como parametros para avalar estas alteraciones,

son denominados organismos bioindicadores.

La metalotioneina es una proteina que ha sido detectada en embriones de erizo
de mar y su sintesis de ARNs mensajeros es regulada asi como inducida por
metales pesados (Nemer, 1984). La caracteristica mas importante de la
metalotioneina es su alto contenido de cisteina, lo que le otorga una funcion
biologica importante al poder asociarse a metales y de esta manera poder alcanzar
su estructura terciaria, se considera de esta forma que la metalotioneina juega un
rol en el control homeostatico de metales esenciales (Cu, Zn) ya que pueden
actuar como almacén de metales esenciales que cumplen roles claves en procesos
enzimaticos u otras demandas metabolicas (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
metalotioneina (Amiard y Cosson, 1997), (e.g Cserjesi et al. 1997). El rango de
metales pesados que pueden unirse a la metalotioneina es bastante amplio, sin

embargo existen algunos metales que poseen mas afinidad con esta proteina que



otros, en una escala de afinidad, los primeros serian el Cu, Cd, Hg, seguidos por

el Zn.

Por lo anteriormente expuesto la metalotioneina se encuentra involucrada en la
destoxificacion de cantidades en exceso de ambos metales tanto esenciales como

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

La inducciéon de la metalotioneina ocurre la mayoria de las veces de forma
dramatica en respuesta a dafio tisular, infeccidon, inflamacion y enfermedades
neoplasicas, y parece ser que aqui es donde la metalotioneina puede tener una

mayor influencia (Coyle et al. 2002).

Asi como la metalotioneina estd involucrada en detoxificacion de metales
esenciales y no esenciales, también juega un rol importante en la eliminacion de
los radicales libres de oxigeno, estas especies de oxigeno activo son
continuamente producidas en los tejidos por la accion del sistema mitocondrial de
transporte de electrones y de la Nicotinamida-Adenina Dinucleétido fosfato
reducida ( NADPH) en leucocitos y macrogafos, sin embargo varios sistemas de
defensa antioxidantes previenen el dafo del tejido por los radicales de oxigeno.
Este sistema incluye un rango de antioxidantes especificos como la catalasa para
el peroxido de hidrogeno, la superoxido dismutasa para el anidén superoxido, y la
glutation peroxidasa para el peroxido de hidrogeno y lipidos oxidados,
antioxidantes no especificos como el glutation reducido, la ceruloplasmina, y la
transferrina (Sato y Bremner, 1993). Sin embargo, no existe mecanismo de
defensa especifico en contra de los radicales hidroxilos, que es la mas potente
dentro de las especies de oxigeno reactivo. De esta manera se ha enfocado la
atencion a la metalotioneina como un radical depurador, debido a la constante
velocidad de reaccion con radicales hidroxilo in vitro la cual es muy alta

(Thornalley y Vasak, 1985).

Este trabajo abordard por primera vez la expresion de la metalotioneina (MT)

en celomocitos del erizo antartico Sterechinus neumayeri, estas células estan



relacionadas con el sistema inmune, pero ademas tienen la capacidad de responder
a lesiones, invasion de hospedadores y agentes citotoxicos. Esto es muy relevante
ya que existen pocas investigaciones que registren los efectos de contaminacion
en invertebrados marinos adultos (e.g Equinodermos) (Matranga, 2000), de esta
manera podriamos utilizar los celomocitos de S. neumayeri como biomarcadores

de la contaminacion por metales pesados en ambientes marinos antarticos.

1.2 CONTAMINACION ANTARTICA

El continente antartico toma su posicion actual alrededor de 45 millones de
afios atras y ha estado aislado de otros continentes desde la separacion de la
peninsula antartica desde Sudamérica (alrededor de 30 Ma). La abertura y
profundizacién del Paso Drake, lo cual permitio el establecimiento de la Corriente
Circumpolar Antartica y los vortex ciclonicos circumpolares. La Antartica es
usualmente percibida como un remoto y hostil lugar con escasa intervencion
humana. (Bargagli, 2008). Desafortunadamente el ambiente antartico ya no es
pristino 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 Antartico es percibido como un simbolo de gran
vacio, la presencia humana en el Océano Austral y en el continente comenzé a
principios de 1900 con la caceria, pesca y exploracion, y muchas especies de
plantas y animales invasivos han sido deliberadamente introducidos en islas sub-

antarticas ( Frenot et al. 2005)

Aunque las barreras naturales como la circulacion ocednica y atmosférica
protegen a la Antartica 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, liquenes y organismos

marinos los cuales muestran que la mayoria de los contaminantes persistentes en



el ambiente antartico son transportados desde otros continentes hacia el

Hemisferio Sur desde todas las regiones en la Tierra.

Actualmente los niveles de contaminantes en los organismos antarticos son
menores que aquellos encontrados en especies desde otras regiones remotas, a
excepcion de las concentraciones naturales de Cd y Hg en algunos organismos

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

La poblacion crece y el desarrollo industrial en algunas ciudades del
Hemisferio Sur estd cambiando la tendencia mundial de los contaminantes
antropogénicos persistentes y nuevas clases de quimicos que han sido detectados
en el ambiente antartico. Aunque existe un ingreso limitado de contaminantes
antropogénicos desde el Hemisferio Norte hacia la Antartica, los registros de
deposicion en la nieve Antartica y el hielo durante 1950°s y 1960°s han revelado
la presencia de productos de fision ( ***Pu, *****Pu. **'Am, ¥’Cs, *Sr y °H )
liberados en el Hemisferio Norte (Koide et al. 1979) los que son reconocidos
como pruebas de armas hechas por la U.S a comienzos de los afios 50, la U.S.S.R
a comienzos de los afios 60, la destruccion del satélite SNAP-9A perteneciente en
esa época ala U.S, el cual contenia ***Pu y las pruebas hechas por Francia y China
a comienzo de los afios 60 y 70 , lo cual revelan la persistencia de estos elementos

de fusidn en el medio ambiente.

El mercurio emitido de las fuentes antropogénicas y naturales ocurre en la
atmosfera, mayormente en la forma de gas elemental (Hg"), el que no tiene un
gran tiempo de vida en las regiones temperadas y tropicales. Una vez depositada
en los ecosistemas acudticos y terrestres el metal es parcialmente re-emitido hacia
el aire, asi asumiendo las caracteristicas de un contaminante global tal como POPs
(Contaminantes Organicos Persistentes), la persistencia de estos contaminantes
industriales toxicos en los ecosistemas antarticos, estd parcialmente asociada con
las actividades de las estaciones cientificas; sin embargo la principal fuente de

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

2003).



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 Alto Artico (Schroeder et al. 1998), en zonas subantarticas y en
la Antartica ( Ebinghaus et al. 2002), lo cual resulta en una masiva y rapida
deposicion de mercurio i6nico Hg (IIT) desde la atmosfera, esta deposicion de

mercurio i6nico es debido a la oxidacion del mercurio elemental atmosférico Hg

(0).

La mayoria de los organismos en el Océano Austral son especies endémicas
con caracteristicas ecofisiologicas unicas resultado de una larga historia evolutiva
de aislamiento y la mayoria de las especies en los ecosistemas terrestres alcanzan
el limite de su distribucion bajo duras condiciones climaticas. Los organismos
antarticos pueden ser mas afectados y ser mas vulnerables a los efectos adversos
de contaminantes persistentes que aquellos organismos de otras regiones. Aunque
las especies migratorias de aves marinas y mamiferos pueden contribuir con la
transferencia de POPs hacia el sur , su transporte hacia el Océano Austral y la
Antartica ocurre a través de las vias marina y especialmente atmosférica.

(Bargagli, 2008).

El drenaje de flujo catabatico es compensado por un flujo de aires desde las
altas latitudes medias de la tropdsfera que transporta vapor de agua, gases y
aerosoles a la Antartica. (Bargagli, 2008). Gases reactivos y particulas en las
masas de aire son parcialmente removidas por tormentas ciclonicas en el lado
occidental y estas luego son reemplazadas por evaporacion y la ruptura de
burbujas de aire en el Océano Austral (Shaw, 1988). Durante la estacion seca
ocurren intensas incineraciones de biomasa en los tropicos, y las imdgenes
satelitales cada aflo muestran largas plumas de humo del fuego en los continentes
en el Hemisferio Sur. La biomasa que se quema libera vapor de agua, particulas

de humo, CO,, CH4 y muchos otros gases traza. (Bargagli, 2008).



Muchos elementos traza en el aerosol antartico poseen un origen natural
(Arimoto et al. 2008). Sin embargo, muestras tomadas desde la peninsula
antartica, muestran altos factores de enriquecimiento de Cr, Cu, Ni, Pb, V y Zn
con respecto a la corteza y la composicion del mar, estos han sido usualmente
atribuidos a aportes desde la actividad humana en la antartica y/o algo mas en el
Hemisferio Sur. ( e.g., Planchon et al., 2002; Mishra et al., 2004; Hur et al.,
2007). Los elementos anteriormente mencionados son liberados por la combustion
de carbon, aceite y gasolina y por la produccion de metales no ferrosos (Pacynay
Pacyna, 2001).

Como es el caso de los elementos traza, las concentraciones de POP son mas
altas en muestras de aire desde la Peninsula Antartica e islas Sub-antarticas que en

aquellas desde sitios continentales (Bargagli, 2005).

El incremento de la actividad humana en la Antartica, especialmente durante el
Ano Geofisico Internacional y después del establecimiento de varias estaciones
cientificas probablemente contribuyd al incremento en los niveles de Pb y otros
metales en la nieve antartica. La evidencia de campo del incremento en la
acumulacion de Hg en organismos criptogamicos esta en aumento en la Antartica
lo que podria 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 Contaminacion localizada en ecosistemas marinos costeros antarticos.

Los metales traza, los PAHs (Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos) y otros
productos de combustion con procesos de incineracion, incluyendo PCDDs
(Policlorodibenzo-P-Dioxinas) y PCB’s (Bifenilos policlorados) se encuentran
entre los contaminantes mas extendidos encontrados en los ecosistemas marinos
costeros dentro de unos pocos cientos de metros alrededor de las estaciones

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



Los quimicos son introducidos en el ambiente marino costero a través de aguas
residuales, lixiviados desde vertederos, y la deposicion de particulas desde
estaciones en actividades y operaciones en los barcos.

Se ha registrado un significante estrés por parte de las comunidades bentonicas
que se encuentran cercanas de los sitios costeros mas contaminados (e.g Lenihan
y Oliver, 1995; Conlan et al. 2000; Stark et al. 2003; Thompson et al. 2007).
La respuesta de los organismos hacia la combinacion de efectos como
contaminantes toxicos y enriquecimiento organico desde la eliminacion de aguas
residuales usualmente involucra una disminucion en la abundancia y la diversidad
de la fauna benténica 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 gastropodos que aquellos sedimentos sin

contaminar (Stark et al., 2003).

1.2.2 Contaminantes persistentes en cadenas alimenticias pelagicas y costeras

Las aguas del Océano Austral poseen distintas caracteristicas fisico-quimicas
derivadas de su modelo de circulacion (alrededor de un continente cubierto por
hielo y la carencia de sistema de drenaje de rios), la distribucion estacional del
hielo marino, y productividad primaria. Los experimentos de fertilizacion in situ
(e.g. Boyd et 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 oceanicos (Safiudo-Wilhelmy et al.
2002). Sin embargo, el componente antropogénico de metales, reflejan la
composicion isotdpica de los aerosoles de otros continentes del Hemisferio Sur

(Alleman et al. 2001) y ahi esta la evidencia que muchas especies de aves
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marinas y mamiferos marinos pueden acumular altas concentraciones de

elementos potencialmente téxicos como el Cd y el Hg.

Tabla 1.- Media de concentraciones (ug g dry wt) de Cd y Hg en organismos
representativos de la red trofica costera Antartica. (Obtenida de Bargagli, 2008).

Region Organism Species Organ Cd Hg References
Windmill Is. Macroalgae Himaritothallus grandifolius ~ Thallus 7.518.6 Runcie and Riddle (2004)
Macroalgae Iridaga cordata Thallus 31104 009+ 0.04
Phytoplankton  Pooled across species Whole 21109 004+0.01
Zooplankton Pooled across species Whole 34123 007 +£0.03
Porifera Pooled across species Whole 264+148  0.08:0.05
Holothurcidea Pooled across species Whole 7738 023+ 0.09
Asteroidea COdontaster validus Arms 136118 011006
Echinpidea Sterechinus neumayeri Soft tissues 130+48 010+ 0.06
Polychaeta Harmathoe spinosa Whole 6.8£0.6 007 £0.02
Amphipoda Pararmoera walkeri Whole 7.242.7 007 +£0.03
Terra Nova Bay Bivalvia Adam ussium colbecki Digestive gland 557 +27 035:0.08  Bargagli (2001)
Neobucrinum eatoni Digestive gland =~ 227165 0.24+0.10
Fish Trematomus bernacchil Liver 9.915.8 0462025
Muscle 004002 0832065
Chionodraco hamatus Liver 29108 0192012
Muscle 0.06+002 0441031
Birds FPagodroma nivea Feathers 0542018
Fygoscelis adeline Feathers 082£0.13
Catharacta maccormicki Feathers 2911193
Liver 31221 35 +16
South ShetlandIs. Seals Leptonychotes weddellii Muscle 003002  19x0.7 Szefer et al. (1993, 1994)
Kidney 25+18 13:8

1.3 GENES BIOMARCADORES Y APLICACIONES

El término biomarcador ha estado en uso desde 1970’s inicialmente en el
campo clinico del cancer y enfermedades cardiovasculares. Segin la NHI
(National Institutes of Health) un biomarcador se define como un indicador
cuantitativo de biologia definible o proceso patoldgico que podria ser utilizado
como diagnostico o terapia de control. (Lemley, 2007). Los biomarcadores se han
utilizado con distintas finalidades como para detectar por ejemplo: la exposicion a
algin agente dafiino, las consecuencias de un estrés, la evolucion de ciertas
enfermedades y ultimamente detectando variaciones fisiologicas en organismos

como producto del cambio climatico.
Estas variaciones que podemos reconocer pueden ser resultantes de dafio

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

en la expresion de genes (es decir, en la sintesis de proteinas) puede producirse a
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niveles muy inferiores de los umbrales toxicos determinados por los bioensayos
actualmente utilizados como criterios de valoracion, por lo tanto los cambios en la
expresion de proteinas pueden ser cuantificados con mayor precision que los
resultados estandar de los bioensayos. (Karouna-Renier y Zehr, 1999). Estas
respuestas a nivel molecular pueden servir como indicadores de exposicion y los

efectos que estos producen (Stegeman et al. 1992).

Las aplicaciones de los biomarcadores son muy amplias se pueden utilizar para
localizar alglin tipo de exposicion, las consecuencias de un estrés, la evolucion de
ciertas enfermedades y ultimamente detectando variaciones fisiologicas en
organismos como producto del  cambio climatico y asi también han
proporcionado a los cientificos una vision mucho mas clara de los efectos

fisioldgicos producidos por los agentes estresantes en los organismos estudiados.

Tras la exposicion a estrés medioambiental los organismos han demostrado
exhibir una respuesta protectora generalizada conocida por la expresion de las
proteinas de estrés térmico (HSP) (Sanders, 1993; Sanders et al. 1994). Esta
respuesta al estrés, caracterizada por la rapida sintesis de un juego de proteinas,
fue primero observado en Drosophila en respuesta al severo estrés térmico
(Ritossa, 1962). Desde entonces se ha puesto de manifiesto que esta proteina es
inducida como resultado de la exposicion a una amplia variedad de factores
estresantes incluyendo temperaturas elevadas, metales traza, plaguicidas, agentes
oxidantes y otros contaminantes (Dyer, 1991; Sanders, 1993). Asi como la
proteina de estrés térmico existe otra proteina capaz de manifestar respuesta al
estrés ambiental, denominada metalotioneina. Las metalotioneinas, poseen bajo
peso molecular y se encuentran en una gran cantidad de organismos no
relacionados. El nombre se esta proteina deriva del hecho que esta tiene un gran

contenido de metales y es rica en cisteinas (Kagi y Schaf- fer, 1988).
Originalmente la metalotioneina fue identificada como una proteina de bandeo

para el cadmio, responsable de la acumulacién natural en la corteza renal equina

(Margoshes y Vallee, 1957). Sin embargo, se ha utilizado para medir la respuesta
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al estrés en otros metales como en Cu, Zn y Hg (Kagi y Vallee, 1960). Esta
sensibilidad a multiples factores estresantes indica el potencial de utilidad de esas
proteinas como biomarcadores cuantitativos y cualitativos de las condiciones
ambientales (Karouna-Renier y Zehr; 1999). La induccion de la metalotioneina
es producto de una respuesta bioquimica a altas disponibilidades de metales en el
ambiente, una caracteristica que es tipica de un biomarcador definida por
Depledge (1993) se refiere a:”Una variacion bioquimica, celular, fisiologica 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 exposicion y de los

efectos de uno o mas contaminantes quimicos (y/o radiaciones)”.

El uso de las metalotioneinas como biomarcadores ha sido validado en muchos
estudios in situ (Imber et al. 1987; Couillard et al. 1995; Rasport et al.
1999a,b; Lionetto et al. 2001; Ross et al. 2002; Mourgaud et al. 2002). Estos
resultados son generalmente positivos, en particular cuando el gradiente de

contaminacion por metales es bastante real (Amiard et al. 2006)

Los biomarcadores se utilizan para:

o detectar la presencia de una exposicion

e determinar las consecuencias biologicas de la exposicion

e detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patologico
e identificar a los individuos sensibles de una poblacion

o fundamentar la decision de intervenir, tanto a nivel individual como

ambiental.

Los anélisis quimicos solo muestran las concentraciones de contaminantes
particulares en el ambiente, mientras que un indice de biomarcador también
demuestra su biodisponibilidad, sus efectos combinatorios interactivos
considerando los numerosos factores ambientales de la ubicacion de donde se

realicen los analisis (Amiard et al. 2006)
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1.4 CARACTERISTICAS DE LAS METALOTIONEINAS

Estudiando los constituyentes tisulares responsables de la acumulacion de
Cadmio (Cd) se aislo en 1957 la metalotioneina (MT) renal equina (Margoshes y
Vellee, 1957). Su posterior caracterizacion puso de manifiesto que se trataba de
un polipéptido de bajo peso molecular, con un alto contenido en cisteinas y sin
aminoacidos aromaticos ni histidina. Estas proteinas contienen varios atomos
metalicos en su molécula que se encuentran coordinados en dos estructuras en
forma de grupos metal-tiolato (K&gi y Vallee, 1960). Asi es como hasta ahora se
han descubierto proteinas con caracteristicas similares, constituyendo asi la stper
familia de las metalotioneinas. Debido a la amplitud del grupo se ha establecido
una clasificacion, basdndose en homologias de secuencias y criterios filogenéticos
que ha subdividido a la superfamilia en varias familias, subfamilias y otras

categorias (Binz y Kagi, 1999; Kojima et al. 1999).

1.4.1 Metalotioneinas en mamiferos

Se han establecido 15 familias de MTs, la primera de las cuales corresponde a
las proteinas aisladas de vertebrados. Las MTs de esta familia, al igual que todas
las demas, presentan dos componentes claramente diferenciados en cuanto a su
naturaleza quimica. Poseen un componente polipeptidico y otro metélico.
Frecuentemente se utiliza el término tioneina en referencia a la proteina en

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

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

(Homo sapiens) se ha aislado la mMT-I.
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Las MT-I y MT-II estan bien caracterizadas desde el punto de vista bioquimico y
han sido ampliamente estudiadas desde su descubrimiento en 1957, aunque no

fueron aisladas en el raton (fig 1) hasta 1975 (Nordberg et al. 1975).

Secuencia Modelo para Vertebrados
K-x(1,2)-C-C-x-C-C-P-x(2)-C

M.musculus MT1
MDPNCSCTTGGSCACAGSCKCKECKCTSCKKCCSCCPVGCAKCAQGCVCKGSSE
KCRCCA

Fig 1.- Secuencia modelo de la metalotioneina para vertebrados, alineamiento
para Mus musculus (raton comun). (http://expasy.org/cgi-bin/lists?metallo.txt).

Las cisteinas involucradas se encuentran resaltadas con gris.

1.4.2 Tioneina

Tioneina es el nombre que recibe la MT sin metales. Como en todas las
proteinas, sus propiedades vienen determinadas, en gran medida por su secuencia
de aminoacidos, que en este caso estd compuesta entre 61 y 68 unidades. El rasgo
mas destacable de la secuencia aminoacidica de las MTs de mamifero es la gran
proporcion de cisteinas (Cys), en concreto 20 por molécula. Estas cisteinas se
agrupan en secuencias del tipo Cys-X-Cys, Cys- Cys y Cys-X-Y- Cys, donde X e
Y son aminodcidos diferentes de la cisteina. Los aminoacidos conservados (Cys,
Arg, Lys) son los responsables de la unién a metales, especialmente las cisteinas
(Chernaik y Huang, 1991; Cismowski y Huang, 1991; Cismowski et al. 1991;
Chang et al. 1998), aunque las lisinas y argininas también podrian intervenir

(Cody y Huang, 1994; Pan et al. 1994).
En cuanto al contenido metalico, existe una amplia variedad de metales que

puede unirse a las metalotioneinas. La afinidad dependera del elemento metélico.

En condiciones fisiologicas las MTs suelen coordinar Zinc (Zn) y/o Cobre (Cu).

15



Sin embargo estos pueden ser desplazados por otros metales pesados del medio

como Cadmio (Cd) o Mercurio (Hg).

En una escala, la afinidad seria la siguiente: Zn (II) < Plomo (Pb) (II) < Cd (II)
< Cu (I), Plata (Ag), Hg (II), Bismuto (Bi) (II) (K&gi y Kojima, 1978).

La unién 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 4&tomos metalicos de la molécula de MT obteniendo asi la apoproteina.

1.4.3 Estructura

La estructura se encuentra condicionada por su secuencia de aminoacidos y
sobre esta puede influir la union con cofactores. En el caso de las MTs, los
metales pueden jugar un papel muy importante en la adquisicion de la estructura

terciaria correcta (Fig 2 A y B).

Fig 2.- (A) Estructura 3D de la metalotioneina del erizo Strongylocentrotus
purpuratus (Dominio Alfa) (Riek et al, 1999). La cual contiene cuatro iones de
metales coordinados a través de 11 enlaces metal-tiolato. (B) Estructura 3D de la
metalotioneina del erizo Strongylocentrotus purpuratus (Dominio Beta) (Riek et
al, 1999). La cual contiene tres iones de metales coordinados a través de 9 enlaces

metal-tiolato.
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El elemento clave para la union de estos metales es la cisteina que en situacion
fisiologica se encuentra reducida y se coordina con los 4tomos metalicos. Se ha
apreciado la presencia de dos grupos diferenciados en los cuales cada atomo
metalico divalente esta coordinado con cuatro cisteinas. El grupo mas cercano al
extremo N-terminal es capaz de coordinar 3 atomos metalicos mientras que el mas
cercano al C-terminal une 4 atomos. Cada uno de estos grupos se encuentra
localizado en un dominio globular denominado dominio B y a respectivamente.
Cada dominio estd totalmente separado del otro y se unen entre si por un bucle

flexible (Winge y Miklossy, 1982).

Asi pues, las MTs estan formadas por dos dominios practicamente idénticos
con un centro metalico alrededor del cual se estructura la cadena polipeptidica 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; Kéagi, 1993). Las MTs poseen
una gran flexibilidad y son capaces de aceptar d&tomos de diferentes tamafios, esto
es debido a que no posee un alto grado de estructuracién por la carencia de
estructuras secundarias rigidas (Messerle et al. 1990 Messerle et al. 1992). Son

proteinas que pueden variar su contenido metalico y en cierto grado su estructura.

1.5 EXPRESION DE METALOTIONEINA

1.5.1 Regulacién de las MTs

La concentracion final de una proteina puede ser regulada de muchas maneras.
El primer mecanismo de control es la regulacion de la expresion del gen que
codifica para la determinada proteina. Esto se puede llevar mediante
modificaciones locales de la cromatina o actuando a través del promotor del gen.
Ambos mecanismos estan influidos por la localizacién del gen en el genoma y por
la estructura del promotor. Asi para poder entender la regulacion de las MTs se

deben conocer sus genes.
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1.5.2 Genes de MTs

Existen genes funcionales que normalmente se encuentran agrupados en un
mismo cromosoma y en algunas especies también encontramos genes no

funcionales dispersos por el genoma. Estos ultimos pueden ser de dos tipos

diferentes:

1) Aquellos que tiene estructura de intrones y exones pero que
debido a la presencia de mutaciones no pueden producir ningin
tipo de proteinas.

11) Pseudogenes sin estructura de intrones y exones que

probablemente provienen de mensajeros procesados que han
sufrido transcripcion reversa y posteriormente el producto se ha
insertado en el genoma (Katrin y Richard, 1982; Palmiter,
1987).

1.5.3 Metales inductores

Los metales de transicion son los inductores mas potentes de las MT-1 y II. La
primera vez que se observaron cambios en las cantidades tisulares de estas
proteinas fue tras la administracion de Cd (Piscator, 1964), Posteriormente se
descubrieron otros inductores metalicos como Zn, Cu, Cobalto (Co), Bi, Ag, Hg,

Niquel (Ni) y Pb.

Algunos metales como el Zn y el Cu pueden modular la expresion de las MT-I
y II a través de las cantidades presentes en la dieta (Richards y Cousins, 1976;
Menard et al. 1981; Bremner y Morrison, 1986). Los resultados no siempre son
iguales para todos los metales y existen diferencias en la respuesta de cada

organo.
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1.5.4 Células inmunitarias y Metalotioneina.

El erizo de mar al igual que la mayoria 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 encapsulacion de particulas
extrafias, en conjunto con la liberacion por degranulacion de moléculas

antimicrobianas (Smith et al., 2006).

En los equinodermos la clasificacion de los celomocitos estd basada
esencialmente en criterios morfologicos (Gross et al, 2000), distinguiéndose
corrientemente cuatro categorias, fagocitos células vibratiles, células esferoidales
rojas y esferoidales decoloradas. Se ha demostrado que estos celomocitos activan
su maquinaria de reaccion en respuesta a diferentes tipos de estrés fisico y
quimico, como la temperatura, la exposicion a metales pesados o a la radiacion
UV (Matranga et al. 2000, 2002, 2005, 2006). Es asi como se ha evidenciado la
modificacion del numero de celomocitos producto de condiciones de
contaminacion, 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 contaminacion o estrés,
por esa misma razon los fluidos celomicos de los animales que han sido sometidos
a algun tipo de estrés o contaminacion son de color rojo, probablemente debido a

la lisis o degranulacion de estas células rojas esferoidales (Matranga et al. 2000).

Asi también las metalotioneinas podrian proteger al ADN frente al dafio
oxidativo o intervenir en procesos de transferencia de metales, en el proceso de
regulacion de las metalotioneinas (Troncoso, 2000) De cualquier manera tanto las
MTs citoplasmaticas como las nucleares podrian intervenir indirectamente en
procesos de proliferacion y diferenciacion (Cherian et 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 situacién o ponerse en marcha
otra serie de mecanismos de emergencia. Estos pueden ser defensas adicionales,
mecanismos de reparacion o pueden iniciar procesos como la apoptosis para evitar

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

Anteriormente los niveles de metalotioneina habian sido determinados en
ovocitos de dos especies de erizos, en el erizo del mediterraneo Sphaerechinus
granularis y el erizo antartico Sterechinus neumayeri, (Scudiero et al. 1997). Sin
embargo este trabajo trata sobre el andlisis de los niveles de expresion de
metalotioneina pero en celomocitos los cuales son células inmuno-competentes
(Pinsino et al. 2008), reconocidas como efectoras del sistema inmune del erizo
por su capacidad de responder a lesiones, agentes citotoxicos, etc. (Matranga,
1996; Matranga et 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 encapsulacion de particulas extrafias, en
conjunto con la liberacion por degranulacion de moléculas antimicrobianas
(Smith et al. 2006). Se ha detectado que durante la gastrulacion de las células
pigmentarias y después de su diferenciacion, son capaces de sintetizar la molécula
denominada como Equinocromo A presente en las células esferoidales rojas las

cuales presentan actividad antibacteriana (Castelani et 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 expresion del gen de la metalotioneina, el cual se encuentra
directamente relacionado con la proliferacion celular y con el estrés al cual ha sido

sometido el erizo.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

El objetivo general de esta investigacion es caracterizar la expresion del gen de
la metalotioneina en celomocitos del erizo antartico Sterechinus neumayeri en

respuesta al estrés por metales pesados.

Objetivos especificos:
a) Analizar la expresion de la metalotioneina en el erizo antartico ante un estrés

por CdCl, a diferentes concentraciones. (100 pg/L y 200 pg/L)

b) Relacionar este estrés con una posible variacion en el nimero de celomocitos

circulantes y su viabilidad celular.

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

contaminacion por metales pesados.

Hipotesis:

El cadmio es un importante estresor en ambientes acudticos debido a que
persiste en la naturaleza y es bioacumulado en los organismos. El erizo antartico
S. neumayeri frente a concentraciones elevadas de Cd activaria mecanismos de
destoxificacion en el cual los celomocitos serian claves en este proceso. El
siguiente trabajo plantea que producto de un estrés por CdCl, se generard un
aumento en el numero de celomocitos circulantes, y por lo tanto en la expresion
de la metalotioneina, la cual puede ser utilizada como biomarcador de

contaminacion ambiental para metales pesados.
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3. METODOLOGIA

3.1 AREA DE MUESTREO

Las muestras fueron obtenidas en Bahia 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, Peninsula Antartica.

King George Island

Fig 3.- Islas Shetland del Sur, Peninsula Antartica, el lugar de muestreo se
encuentra marcado en rojo correspondiente a la Bahia Maxwell en la Isla Rey

Jorge.
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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 OBTENCION DE MUESTRAS Y ESTIMULACION CON CLORURO
DE CADMIO.

Las muestras fueron colectadas por buceo autonomo 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 circulacion por bomba, primeramente se
pusieron aquellos erizos que se utilizaron como control, posteriormente aquellos

erizos estimulados a 100 pg/L y por ultimo aquellos estimulados a 200 pg/L.

El acuario utilizado poseia una capacidad aproximadamente de 30 L el cual se
encontraba equipado con una pequefia bomba (1) , un aireador (2) con su
respectivo motor (3), una sonda para enfriar (chiller) (4) que mantenia una

temperatura fria adecuada y un termometro para ir controlandola (Fig 4).

Fig. 4.-Esquema del sistema de recirculacion utilizado para la mantencion de los
erizos a una temperatura de 1°C, los erizos luego de ser extraidos de su ambiente
natural eran dispuestos inmediatamente en este acuario donde se mantenian con

alimento (algas) hasta su estimacion con CdCl,.
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Para cada estimulacion se utilizaron 6 erizos de igual tamano, la estimulacion
se realizo con CdCl, el cual fue aplicado en forma de solucion en el acuario de
30 litros y por estimulacion directa a través de inyeccion dentro de la cavidad
celomica (Viarengo et al. 1999) con un tiempo de mantenciéon maxima de 24

horas.

3.3 OBTENCION, CONTEO Y DETERMINACION DE VIABILIDAD
DE CELOMOCITOS.

El liquido celomico fue obtenido con una jeringa a través de la membrana
peristomal segiin método Plytycz y Selgelid (1993), los celomocitos se obtuvieron
a través de centrifugacion a 8°C, el conteo se realizo a través de microscopio en
una camara 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 tomo en cuenta el cuadro

cuadriculado de en medio.

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

determinaron con las siguientes formulas:

@ Células rojas / 0,5 x 1000
@ Celomocitos totales x 50000
) Células viables x 50000

Fuente: http://www.animal.ufl.edu/hansen/Protocols/hemacytometer.htm.
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Para determinar la viabilidad celular se les agreg6 una alicuota de Trypan Blue
para tefir selectivamente aquellas células muertas., las cuales posteriormente
también fueron contadas. Se distinguieron como células muertas aquellas que
tomaron coloracion azul por el ingreso del colorante debido a la disfuncionalidad

de la membrana celular.

3.4 EXTRACION DE ARN

Para poder obtener el ARN de los celomocitos desde el fluido celomico, este
fue centrifugado a (4000 rpm) de esta manera fue separado del componente
celular. La extraccion de ARN se realizo utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen
®) segun protocolo del fabricante, basado en la extraccion fendlica, donde el
homogeneizado celular fue desprotoneizado y asi liberado de aquellos
componentes que no sean hidrosolubles mediante una separacion de fases con

distinta solubilidad (Hern&ndez et al. 1995).

Para obtener el ARN se agregd 200 ul/L cloroformo, posteriormente se
centrifugd donde se pudieron distinguir claramente dos fases, ademds de fenol se
le agregd cloroformo el cual tiene la capacidad de eliminar ARNasas, asi como
de disolver lipidos y proteinas. El ADN es selectivamente retenido en la fase
organica e interfase, dejando el ARN en la fase acuosa, el ARN se va purificando
cada vez mads a través de la utilizacion de etanol e isopropanol. Por lo que la fase
acuosa se transfirid a un nuevo tubo donde se le agregd alcohol isopropilico, se
agitd suavemente y se llevo a centrifugacion en frio (8°C) obteniendo cada vez un

producto mas puro.

Para finalizar la fase de extraccion el precipitado de ARN fue lavado con
etanol, centrifugado (7500 rpm por 5 min) en frio (8°C) y agitado suavemente,
posteriormente se centrifugd y se le extrajo el etanol, por ultimo se dejo secar a
temperatura ambiente y se le afiadié 60 pl de agua estéril y es almacenado a -80°C

para su cuantificacion.
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Todo el procedimiento fue realizado utilizando guantes de latex, puntas con filtro

y tubos libres de ARNasas.

3.4.1 Cuantificacion de ARN

La cuantificacion se llevé a cabo en un espectrofotometro (UV-1603; UV-
Visible Spectrophotometer Shimadzu) el cual midid 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 plastico (cubetas UV desechables (BRAND), 500
ul), una de las cubetas se utiliz6 como control o blanco con 100 pl de agua ultra
pura y la otra cubeta contenia el ARN ( 90 pl de agua ultra pura mas 10 ul de
ARN), una vez obtenidos los valores de absorcion a 260 y 280 nm se calcula R, el

cual nos indico la calidad de los ARN.

R= Az60/A2s0

F.D (Factor de dilucion)= (ul ARN + 90 ul HO) / 10 ul ARN

A260 x40x f.d= (ug/ml)/lOOO = ug/ul

Se considerdé un ARN de buena calidad cuando el R era igual o superior a 1,8.

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

transcripcion para obtener el ADN complementario que fue utilizado en la

reaccion de la polimerasa en cadena (PCR).
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3.5 RT-PCR SEMICUANTITATIVA

Una vez que el ARN fue extraido, fue necesario obtener el ADN
complementario (ADNc) el cual sirvido 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 utilizd6 como molde de una
molécula de ARN a la cual se le unird un pequefio fragmento de ADN como

cebador (Oligo-dT) (Invitrogen ®).

La trascripcion reversa se realizo utilizando 1pg 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 utilizd consto de
los siguientes ciclos: 65°C por 5 minutos, 37°C por 59 minutos y 72° C por 15

minutos.

Tabla 2.- Partidores disefiados a partir de la secuencia conocida de la
metalotioneina en S. neumayeri caracterizada desde ovocitos (Scudiero et al.
1997).

Tamafo
Gen Sentido Secuencia 5-3" amplicon Tm
(pb)  (C%)
Forward CACCATGCCTGATGTCAAGT 60

Metalotioneina Reverse TGTCTGGCTTGGAGCATGTTG 292 61

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

de lectura para la proteina.
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Para la PCR el volumen de reaccion fue de 25 ul. Este volumen incluia el mix
de amplificacion y 1ul de ARN total, las condiciones de amplificacion del
termociclador consistieron en 30 ciclos a, 94°C 10 min, 94°C 1 min, 55°C 1 min,

72°C 1 min, 72°C 7 min.

El producto resultante de esta PCR se cargo6 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 CdCl,, se
cuantifico la expresion de la MT, a través del software Imagel] v 1.41. Se realizo
un triplicado de la MT, posteriormente los datos fueron graficados a través del

software SigmaPlot v 8.0.

3.6.- RT-PCR EN TIEMPO REAL

Para las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron diluciones 1/10 de cada
una de las muestras de los grupos control y experimental. Estas reacciones fueron
realizadas en un volumen final de 25 pl, agregando los mismos partidores usados
en la PCR semicuantitativa y agregando una solucién lista para su uso
denominada SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las
condiciones de amplificacion 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 1 min.
Los resultados fueron finalmente analizados por el uso del programa 7500 version

2.0.1.
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3.7 PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR

Para poder obtener la secuencia, los productos de RT-PCR se purificaron
segun protocolo Spin Prep PCR Clean-Up Kit (Novagen ®) el cual consiste en
transferir la reaccion de PCR a un tubo de centrifuga (1,5 ml), posteriormente se
le anadi6 el buffer de union ( la cantidad es 400 pl per. 100 pul de reaccion de
PCR, llevandose a vortex, posteriormente se utilizo un tubo con filtro en un tubo
recibidor de 2 ml donde se recibio el filtrado a centrifugacion (> 10000 x g por 1
min.)., se desecho el fluido y el filtro se coloco dentro de otro tubo recibidor de 2
ml afiadiéndole 400 pl de Spin Prep Bind Buffer A, se llevo a centrifuga ( >
10000 x g por 1 min.), se retir6 el filtro y se desecho el lavado, nuevamente se
coloca el filtro en un tubo recibidor de 2 ml donde se le agregaron 500 pl de
buffer de lavado, se centrifugd nuevamente ( > 10000 x g por 1 min.), se removio
el filtro, se desecho el lavado, y se volvid a centrifugar por 2 min. para remover
todo residuo del buffer de lavado, por ultimo se transfirié el tubo con filtro a un
tubo recibidor del eluido de 1,5 ml, se pipete6 50 ul de agua ultra pura
precalentada ( 70°C) agregandose a al nuevo tubo a través del filtro, se incub6 por
3 min. a temperatura ambiente. Inmediatamente se centrifugé por 1 min. y se

colecto el producto PCR eluido.

3.8 ANALISIS EXPRESION DE GENES

El producto amplificado desde los celomocitos se secuencid mediante el
protocolo de secuenciacion en el laboratorio del Servicio Agricola Ganadero
(SAG) en Punta Arenas. Para confirmar la secuencia se realizaron una busqueda
de homologias con el algoritmo de BLAST en el sitio Web NCBI (

http://www.ncbi.gov./blast). Las secuencias nucleotidicas fueron traducidas

virtualmente a través del servidor ExPASY (http://www.expasy.org/). Los

alineamientos se realizaron con las secuencias proteicas conocidas de la
metalotioneina en diferentes organismos de distintos reinos, contrastindolas con

las de Sterechinus neumayeri con el software CLUSTALX. y posteriormente los
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arboles filogenéticos fueron realizados con el software MEGA 4.1

(www.medasoftware.net/mega41 ).

La cuantificacion de la expresion de genes fue realizada con el software
ImagelJ v 1.41, (http://imagej.software.informer.com/1.4/) se calculd el promedio
acuerdo a los pixeles de la imagen utilizando una escalada de valores de grises
dentro de la seleccion representado en Unidades Arbitrarias (UA), para

diferencias significativas se utilizo t-test.

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos para celomocitos totales, células rojas y
cuantificacion génica fueron realizados con el software STATISTICA 7.0,
utilizando ensayo de ANOVA (Andlisis Wizard) , un valor de p < 0,05 fue
considerado como significante, como andlisis de comparaciones posteriores (post

hoc) se utiliz6 el ensayo Newman-Keuls.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISIS CELULAR

4.1.1 Conteo de celomocitos:

e Evaluacion de la induccion de la MT por bafio de cloruro de Cadmio.

La cantidad de celomocitos totales en los organismos controles después de 6
horas de estimulacion fue de un promedio de 6.925 + 0.907x10° células/ml,
mientras que para los organismos expuestos a 100 pg/L de CdCl, el promedio de
celomocitos totales fue de 5.858 + 0.280 x10° células/ml por lo tanto se evidencid
un descenso en el nimero de estos. Por el contrario, para aquellos organismos
expuestos a 200 pg/L de CdCl, el promedio fue de 9.800 + 1.897x10°,
registrandose un aumento en comparacion a los organismos controles y con los

expuestos a 100 pg/L de CdCl, (Fig 5).

Después de las 12 horas, los organismos controles mantuvieron
aproximadamente su cantidad inicial de celomocitos totales con un promedio de
6.783 + 0.514 x10° células/ml, observandose un ligero aumento en aquellos
organismos expuestos a 100 pg/L de CdCl,, con un promedio de 7.441+
0.712x10° células/ml y un aumento mas notable en aquellos organismos expuestos

a 200 pg/L de CdCl,, con un promedio de 9.890+ 2.078x10° células/ml (Fig. 5).

Ya pasadas las 24 horas los organismos controles siguieron manteniendo
aproximadamente su cantidad inicial de celomocitos totales con un promedio de
7.541+ 0.376x10° células/ml, sin embargo se registr6 un mayor aumento en la
cantidad de celomocitos totales en aquellos organismos expuestos a 100 pug/L de
CdCl, con promedio de 9.825+ 1.955x10° células/ml, para los organismos

expuestos a 200 pg/L de CdCl, la cantidad de celomocitos totales vario de manera
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no significativa con respecto a las demas horas, con un promedio de 10.233 +

1.353x10° células/ml (Fig. 5).

La cantidad de celomocitos totales no exhibié una variacion significativa en el
tiempo en los organismos controles, sin embargo en los organismos estimulados a
100pg/L se observd un aumento gradual post-induccidon similar al obtenido para
200 ng/L después de 24 horas. Si bien, se logra apreciar una respuesta rapida al
aumento del nimero de celomocitos totales frente a una mayor concentracion de

CdCl; (200 pg/L), esta no fue significativa (P>0.05).
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Fig. 5.- Variacion de la cantidad de celomocitos totales a diferentes
concentraciones de CdCl, durante el tratamiento por bafo. Si bien se aprecia una
tendencia la aumento en los erizos sometidos a las dos concentraciones de CdCl,,

esta no fue significativa (P>0.05).
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Lo mismo ocurri6 con las células rojas, que también revelaron su particular
participacion en la respuesta inmunitaria en Sterechinus neumayeri, la Fig. 6
muestra que después de las 6 horas la cantidad de células rojas en los organismos
controles tuvo un promedio de 1.063 £ 0.194x10° células/ml, para aquellos
organismos expuestos a 100pg/L existi6 un aumento en la cantidad de células
rojas con un promedio de 1.653 + 0.161x10° células/ml y posteriormente un

descenso en aquellos organismos expuestos a 200png/L con un promedio de 1.570

+0.208x10° células/ml.

Luego de las 12 horas, los organismos controles exhibieron un aumento en la
cantidad de células rojas con un promedio de 1.730 £ 0.208x10° células/ml, en los
organismos expuestos a 100pug/L se observd un descenso en la cantidad de células
rojas con un promedio de 1.380 + 0.244x10° células/ml, lo mismo ocurri6 para
aquellos organismos expuestos a 200 pg/L con un promedio de 1.313 + 0.211x10°
células/ml, 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 rojas en los organismos
controles presenté una disminucién, con un promedio de 1.570+ 0.359x10°
células/ml, y més aun en los organismos expuestos a 100pug/L con un promedio de
0.883 + 0.251x10° células/ml, sin embargo se registré la mayor cantidad de
células rojas en aquellos organismos expuestos a 200 pg/L con un promedio de

2.003+ 0.598x10° células/ml (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 pg/L se aprecia una
tendencia a la disminucion progresiva de estas células, mientras que a 200 pg/L al
final de la estimulacion a las 24 horas se observo un aumento en el numero de

estas.
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Fig 6.- Variacion de la cantidad de células rojas a diferentes concentraciones de
CdCl, durante el tratamiento por bafo Si bien se aprecia una tendencia al
aumento en los erizos sometidos a 200ug/L de CdCl,, esta no fue significativa

(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 mas viabilidad celular sin embargo no difieren mucho de los otros
tratamientos, la viabilidad solo disminuye un poco cuando los organismos son
sometidos a 100 ug/L con un promedio de 95.931 % y 200 ug/L con un promedio
de 94.714%.
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Fig 7.- Cantidad de células viables a diferentes concentraciones de CdCl, y
control en tratamiento de bafio. Se puede observar como la viabilidad celular no se
ve afectada en gran medida cuando los organismos son estimulados a 100 pg/L y

200 pg/L de CdCl,,

e Induccidn por inyeccion en la cavidad celomica de CdCl,

Anteriormente se evaluo el efecto de la estimulaciéon con CdCl, en el medio
donde se mantenian los erizos. En esta segunda experiencia sin embargo se quiso
observar que ocurria con las mismas concentraciones de CdCl, pero inyectadas
directamente dentro de la cavidad celémica de S.neumayeri para tener la certeza

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

La Fig. 8 muestra que después de las 6 horas, los organismos controles
presentan un promedio de 6.925+0.907x10° células/ml de celomocitos totales ,
esta cantidad aument6 para aquellos organismos expuestos a 100ug/L de CdCl,
con un promedio de 9.620 +1.246x10° células/ml, pero sin ser significativa
(P>0.05) , por el contrario se observd un descenso en la cantidad de celomocitos
totales a una exposicion de 200 pg/L de CdCl, con un promedio de

4.530+1.078x10° células/ml, lo cual estuvo por debajo de la cantidad de
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celomocitos totales del grupo control y de aquellos expuestos a 100ug/L, pero que

tampoco fue significativa (P>0.05).

Pasadas las 12 horas, los organismos controles con un promedio de 6.783
+0.514x10° células/ml presentaron una pequefia disminucion con respecto a las 6
horas, sin embargo en aquellos organismos expuestos a 100ug/L de CdCl, se
apreci6 un descenso en la cantidad de celomocitos totales con un promedio de
3.390+0.721x10° células/ml siendo este significativo (P<0.05) con respecto a los
organismos estimulados a 100ug/L. a las 6 horas de estimulacion, también se
exhibi6 un aumento y un aumento sobre el grupo control y el grupo expuesto a
100pg/L en aquellos organismos expuestos a 200ug/L de CdCl, con un promedio
de 8.000+1.688x10° células/ml, pero sin embargo este no fue significativo

(P>0.05) (Fig. 8).

Después de las 24 horas, los organismos controles mantuvieron
aproximadamente su cantidad inicial de celomocitos totales con un promedio de
7.541+0.376x10° células/ml, sin embargo aquellos organismos expuestos a
100ug/L presentaron un promedio de 10.680 + 0.878x10° células/ml mostrando
diferencias significativas con aquellos organismos estimulados a 100ug/L a 6
horas y 100pg/L a 12 horas (P<0.05), los erizos sometidos a 200ug/L presentaron
un promedio de 8.660 + 2.384x10° células/ml, dénde ambos grupos exhibieron
una mayor cantidad de celomocitos totales respecto del grupo control, pero sin

mostrar diferencias significativas respecto entre ellos y el grupo control. (P>0.05)

(Fig. 8).

La diferencia seglin la Fig. 8 es evidente con un P< 0.05 segin ANOVA, lo
cual indico una diferencia significativa entre los tratamientos, pero no asi en los
organismos controles. Estas diferencias significativas se deben principalmente a
aquellos organismos expuestos a 100ug/L a 12 horas con promedio de
3.390+0.721x10° células/ml con aquellos organismos expuestos a 100pg/L a 6
horas con promedio de 9.620 +£1.246x10° y 100pg/L a 24 horas con promedio de

10.680 + 0.878x10° células/ml, asi como también a aquellos organismos expuestos
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a 200ug/L de CdCl, a 6 horas con promedio de 4.530+1.078x10° células/ml con
aquellos organismos expuestos a 100ug/L de CdCl, a 24 horas con promedio de

10.680 + 0.878x10° células/ml.

14

P <0.05
121 P <0.05

[
10 1 I

Celomocitos totales por mi 1[105)

0 - L -
FH 12H 24 H
Horas
H Coniol
3 100 pgi
B 200 pgi

Fig 8.- Variacion de la cantidad de celomocitos totales a diferentes
concentraciones de CdCl, durante el tratamiento por inyeccioén. Se puede apreciar
que existio un rapido aumento en la cantidad de celomocitos luego de las 6 horas
de exposicion a 100pg/L y como estas aumentaron de forma mdas gradual en

aquellos organismos estimulados a 200pug/L.

La cantidad de células rojas para los organismos controles pasadas las 6 horas
fue de un promedio de 1.996+ 0.963x10° células/ml, mientras que los organismos
expuestos a 100pug/L de CdCI, exhibieron un gran aumento en la cantidad de
células rojas con un promedio de 1.660 + 0.3840.963x10° células/ml, sin embargo
aquellos organismos expuestos a 200ug/L mostraron un descenso con un
promedio de 0.680+ 0.239x10° células/ml, debajo del grupo control y aquellos
expuestos a 100pg/L de CdCl, ( 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+ 0.097x10° células/ml,
sin embargo en aquellos organismos expuestos 100ug/L se observd un descenso
con un promedio de 0.984 + 0.064x10° células/ml al igual que aquellos expuestos
a 200pg/L de CdCl, con un promedio de 0.592 + 0.057x10° células/ml dénde se
encontraron diferencias significativas (P< 0.05) con los organismos expuestos a
100pg/L 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 + 0.125x10° células/ml, no asi en
los organismos expuestos a 100pg/L de CdCl, donde el promedio es de 1.184 +
0.236x10° células/ml, lo que sugiere un aumento con respecto a las 12 horas, los
organismos expuestos a 200ug/L poseen un leve aumento con un promedio de

0.744+ 0.136x10° (Fig. 9).

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

tratamientos segun ANOVA, con un P<0.05.
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Fig 9.- Cantidad de células rojas a diferentes concentraciones de CdCl, y control
en tratamiento de inyeccion. Los erizos presentaron en general un aumento en el
tiempo en el numero de células rojas, en el caso de los erizos inyectados con 100
ug/L solo se aprecid6 un aumento a las primeras 6 horas para disminuir
posteriormente, en el caso de los erizos de 200 pg/L no aprecio una induccién 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 inyeccion de CdCl,, los organismos controles
nuevamente son aquellos que presentaron mds viabilidad celular sin diferir
demasiado de los tratamientos. A 100ug/L se exhibidé un promedio de 89.794% y
a200pg/L se exhibi6 un promedio de 91.630 % (Fig 10).
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Fig 10.- Cantidad de células viables a diferentes concentraciones de CdCl, y

control en el tratamiento de inyeccion.

4.1.2 Anélisis de la expresion de la MT en celomocitos.

Se puede observar que existio una mayor expresion del gen de la MT en
aquellos organismos estimulados a 200ug/L, en aquellos organismos estimulados
a 100ug/L se evidencia la maxima expresion inmediatamente a las 6 horas, y
como desciende esta a las 12 horas, para luego aumentar su expresion de manera

mas leve a las 24 horas (Fig 11).
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Organismos estimulados por bafio de CdCl,

Fig 11.- Electroforesis de productos RT-PCR. Los productos fueron analizados
en un gel de agarosa al 1,5% tefiiddo 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 100ug/L de CdCl, y productos 7,8 y 9 para organismos
estimulados con 200ug/L de CdCl,. Mw (marcador de peso).
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Organismos estimulados por inyeccion de CdCl,

Se puede observar que la expresion del gen de la MT en los organismos
controles mostr6 un leve aumento en las tres diferentes horas a las que fueron
expuestas los organismos, esta expresion aumentd en aquellos organismos
estimulados a 100pg/L, para luego disminuir la intensidad de expresion en

aquellos que fueron estimulados a 200ug/L (Fig 12).

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, 12 y
24 horas respectivamente, los productos 4,5 y 6 de RT-PCR corresponden a
organismos estimulados con 100ug/L de CdCl, y los productos 7,8 y 9
corresponden a organismos estimulados con 200pg/L de CdCl,, Mw (marcador de

peso).
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Fig 13.- Comparacion entre expresion del gen de la Metalotioneina y el gen

control Actina para organismos estimulados por bafio.

Electroforesis de productos PCR con el gen de la Metalotioneina y el gen
control Actina. (1) representa aquellos organismos control a 6, 12 y 24 horas
respectivamente, (2) organismos estimulados a 100 ug/L a 6, 12 y 24 hrs, (3)
organismos estimulados a 200 pg/L a 6, 12 y 24 horas

Como gen control para comparar los resultados por bafio, se utilizé la actina, se
observa en las fotografias de los geles, la amplificacion de la metalotioneina en la
parte superior, en donde la banda se ve definida para los tratamientos de
estimulacion por bafo, pero sin embargo en la expresion de la actina no se logra
distinguir una banda més definida, ni en los organismos controles asi como en los
estimulados a distintas concentraciones, esto puede sugerir que la actina no es un

buen gen control para S. neumayeri ( Fig 13).
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4.2 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE MT

Por medio del uso del software Imagen v 1.4, utilizando los pixeles de la
imagen y basandose en una escala de grises se calcularon los valores promedios
de la expresion de la metalotioneina, graficandose posteriormente en unidades

arbitrarias (UA) ( Fig 14).
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Fig 14.- Cuantificaciéon de la expresion de la metalotioneina (Utilizando el
software Imagen v 1.4) a diferentes concentraciones de CdCl, y horas para

organismos estimulados por bafio.

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

expresion se consideraron significativas cuando P<0.05.
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El gen de la metalotioneina comenzd a aumentar su expresion cuando el
organismo se sometid a altas concentraciones de CdCl,, exhibiendo un aumento
maximo luego de 6 horas de estimulacion a 100 pg/L con un promedio de 17.85
+0.745 UA, posteriormente se observo una declinacion en la expresion del gen a

una concentracion de 200 pg/L con un promedio de 9.82 £1.425 UA.

Luego de las 12 horas de exposicion, se observo un descenso en la expresion
para los organismos controles exhibiendo un promedio de 3.15 + 0.369 UA, asi
también para los organismos que fueron expuestos a 100 ug/L. con un promedio
de 14.58 = 0.821 UA y aquellos estimulados a 200 pg/L con un promedio de 9.24
+0.266 UA.

Después de las 12 horas de exposicion a CdCl; la expresion del gen aumento6 en
los organismos controles con un promedio de 6.70 + 1.692 UA, por el contrario en
los organismos estimulados a 100 pg/L esta disminuy6, exhibiendo un promedio
de 8.05 £ 1.124 UA, aquellos estimulados a 200 pg/L presentaron un promedio de
10.29 + 1.395 UA.

Los niveles de la metalotioneina varian entre los diferentes tiempos de
exposicion y concentraciones del CdCl,. Se ha observado que a mayores
concentraciones y tiempo de exposicion la expresion de la metalotioneina
disminuye (200 pg/L) y que la mayor expresion se detectdé inmediatamente luego

de las primeras 6 horas de exposicion (100 pg/L).

4.3.- RT-PCR EN TIEMPO REAL

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron con un volumen final de 25
ul, se utilizaron los mismos partidores que en la PCR semicuantitativa. Segun la
Fig. 15 (A), el grafico de amplificacion del gen de la MT en PCR tiempo real
para los organismos controles, mostréo un Cr (Ciclo umbral “Cycle threshold”)
similar para las distintas horas, luego de las 6 horas de mantencion se observo un
Cr promedio de 19.08 ciclos, ya pasadas las 12 horas se obtuvo un Cr 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 modificacion en la expresion
de la MT. Por el contrario segun, la Fig. 15 (B), los organismos estimulados a 100
pg/L a 6 , 12 y 24 horas, obtuvieron distintos Cr, la primera curva de
amplificacion que se evidencid fue la de organismos luego de las 6 horas de
exposicion a CdCl,, con un Cr promedio de 15.106 ciclos, que indica que el gen
de la MT aumento su expresion, posteriormente se observd la curva de
amplificacion de los organismos luego de las 12 horas de exposicion con un Cr
promedio de 18.33 ciclos y finalmente la curva de amplificacion de aquellos
organismos expuestos luego de 24 horas con un Ct promedio de 21.02 ciclos. Por
lo cual el nivel de expresion del gen de la MT muestra una caida respecto de los

organismos control.
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Fig 15.- (A) Curva de amplificacion del gen de MT en PCR tiempo-real para los
organismos controles a 6, 12 y 24 horas en el experimento de bano. (B) Curva de
amplificacion del gen de MT en PCR tiempo-real para organismos estimulados a

100pg/L de CdCl, a 6, 12 'y 24 horas en experimento de bafio.
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Los valores de transcripcion del gen de la MT que fueron medidos por
comparacion directa de los valores Cr, se graficaron para visualizar mejor la

eficiencia de amplificacion para los organismos controles y aquellos estimulados a

100 pg/L de CdCl,.

La Fig. 16 (A) muestra los Cr del gen de la MT en organismos controles, se
observo un Cr relativamente bajo, lo cual indicaria una baja transcripcion de
ARN. En organismos estimulados a 100 pg/LL de CdCl, muestra grandes
diferencias en los Cr a las distintas horas, los organismos expuestos 6 horas son
los que presentan el menor Cr por lo tanto una mayor expresion del gen, seguidos
por los correspondientes a 12 horas en el cual el Cr es similar al de los organismos
control y 24 horas alcanzando un Cr entre 21 y 22 ciclos, que evidenciaria una

baja respecto de los organismos control, que indicaria una menor transcripcion.
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6 horas 12 horas 24 horas 6 horas 12 haoras 24 horas

Fig 16.- (A) Niveles de expresion del gen de la MT para organismos controles a 6,
12 y 24 horas respectivamente indicando sus respectivos ciclos donde la
fluorescencia cruza el umbral. (B) Niveles de expresion del gen de la MT para
organismos estimulados a 100 pg/LL de CdCl;, a 6, 12 y 24 horas, indicando sus
respectivos ciclos donde la fluorescencia cruza el umbral. En la figura indicar las

desviaciones.
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4.4 ANALISIS DE LAS SECUENCIA DE LA MT OBTENIDA DESDE
CELOMOCITOS.

El producto de amplificacion obtenido desde los celomocitos usando los
partidores de la MT de S. neumayeri, correspondi6 a la MT descrita
anteriormente, pero caracterizada desde los ovocitos (Scudiero et al. 1997).
Incluyendo los extremos 5y 3, el largo completo de la secuencia correspondid a
292 pb que codifica para una proteina de 64 residuos aminoacidicos. El peso
molecular calculado para esta proteina correspondié a 6428,5 Da, con un punto

isoeléctrico de 7,25.

MT Fwr
cacocatgoctgatgtocaadtotgbot gt tycasagagugtaaguagt gty ctgoaaggaa 61

15 ¥ P I ¥V K ¢ ¥ ¢ C K E G E E ¢ & C K &G
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33 K E ¢ ¢ T T ¢ E < < K D ¢ T C C &G K C T
satgotgoatgoaagtgtgotyatgyctgoaaat ytygaagoygytyotogtgeactgay 1581
59 N A A C KE C 4 D G C EKE C G &5 G <€ 3 < T E
guasactgtgoatgyotagactttagoaagycocttatccactygyatyasagattgtata 241
64 G N C A C -

MT Rvr
tacagetyaagaagtogyt Caacaatgetge casfBt oot cCaadcagaca 29z

Fig 17.- Secuencia de acidos nucleicos y aminoacidos correspondientes a la
proteina de la metalotioneina en el erizo Sterechinus neumayeri, con los
respectivos partidores sintetizados a partir de la secuencia conocida de ovocitos de

S.neumayeri.
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Tabla 3.- Parametros fisico-quimicos y porcentaje de identidad de diferentes MT
de organismos representativos dentro de la escala evolutiva. Numero de

aminoacidos (N° aa), peso molecular (Mw), punto isoeléctrico (pl) y porcentaje

de identidad (% identidad).

MT N° aa Mw pl % identidad

Drosophila 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 64445 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
aminodcidos (64) para la secuencia de la metalotioneina, pero sin embargo varian
en su punto isoeléctrico (6.06), ademas ambos son invertebrados marinos que

pertenecen a la familia de los equinodermos.

Quien tuvo un menor porcentaje de afinidad con S.neumayeri fue Pan
troglodytes con un 29,69% de similaridad, esto debido a que es un vertebrado,
mamifero, que posee otro tipo de arreglo modelo para esta proteina, ademas de

contener menos aminoacidos (39 aa) y poseer un punto isoeléctrico diferente.
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El arbol filogenético deja mucho mas 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 aminoacidos en la secuencia la

metalotioneina para estas distintas especies (Fig 18)
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1 56 { Strongylocentrotus purpuratus
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Fig. 18.- Arbol filogenético (Neighbor-Joining) inferido de los codigos de
la secuencia de nucledtidos de MT. La distancia relacionada a la secuencia de aa
del nematodo Caenorhabditis elegans (NM_0722954) fue utilizado como grupo
externo. “outgroup”. Los niimeros sobre cada interseccion 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 (NM_07957), Crassostrea gigas (B7ZDQ4), Mytilus
edulis (P80252), Laternula elliptica (QOPHS7), Metaphire posthuma (COIN14),
Amynthas aspergillus (C1IE33), Lytechinus pictus (002033), Paracentrotus
lividus (Q966Z75), Strongylocentratus purpuratus (P04734-1), Sterechinus
neumayeri (P55953). Los numeros en los nodos son un indicador del nivel de
confidencia (dado como un porcentaje) por las ramas determinado a través del
analisis de 1000 réplicas. La barra de escalas indica una distancia de evolucion de

0,1 aa.

50



'(€565Sd) Hakewnau snuIydaIds “(1-¥€L10d)
snyeandind snyenusoolABbuons (zszosd) sinps snINAIN (8EETHFIT00 JAN) Jefes owfes (Z09€T10 JAN) SnInosnuw sniy

“(L19SLT JAN) suaides OWOH :UOS OJUSIWEAUIE IS U SEPEZI[IIN SLIOUINIIS SB[ 9P SOSIIOB Op SOIQWINU SO ‘SAJULPIXO

so[eorpel op eimded B[ A S9[BJOW € UQIORIOOSE B UD SEPBION[OAUI UBHUINOUS 3 A seuldjord se[ sepo) ud sopnreduwiod

so[[onbe uos ofo1 Ud SOPEIIdOUD (SBUIS)ISI)) SOPIOBOUIIE SO * [WIY XOPUl/ZM[EISN[O/S00 ] AN 08 1o MMM //:dNT duIfuo

A\ TBISN[D UOD OPEZI[eal dnj OJUSIWEIUIE [F "BUIOUONO[BIAA 9P BuIdI0Id B[ Op SOPIOBOUIWE 9P OJUSIWERIUIY -'6] 1]

k-3 A E-R - E-3
o _:m -7 2l b e ﬂ 13 i e g OTHETA. ﬂ A Gt SIBNGINST SN1042Le20f ABLe 1S
PO uﬁu —DF 12 IS TN n S DTN uh O F AT DA T Lupdeanany snULLDRIR 1S
T um B T WY, e e VR VISP ) n“u LTINSt sifnna snjeilw
66 .n- e, SN WL N DT 2L Mo Gy P ES Oty B
ro h- — T T e b T e e e L e i e LA FEAIENE U
o m —5INFS NG Lm_, um,yn_yn_mmdmamr — 20 W AT SURLOES QWO

"OJUSTWIBAUI[E UN 9P SYARI} B SOWSIUBTIO SOJUIJIP SOISO

op eo10)J01d BIOUSNOIS BPRD UD SOPEAIISUOD SOpIogouIwe so[jonbe 1eA1osqo eied seanejuosardar saroadso 9 uoIaISI[o 9

51



"(££0200) smaid snuiyaa1h1($29960) SNPIAIL snjouadeled (1-+¢L+0d) snyedndind smoausdojAbuons “(€565Sd)

11oABWN3U SNUIYJ3ISIS :UOS OJUMWEBIUI[E SO UQ SBPBZI[IN SBIOUINIIS SB[ OP SOSIIOB Op SOIOWNU SO SIIUBPIXO
soreorper op eanided e[ A SO[BJOW B UQIOBIOOSE B] U SBPBION[OAUI UBHUINOUD 3s A seurdjoid se[ sepo) uo sopnredwod
so[[onbe uos ofo1 Ud SOPEIIdIUD (SBUIQISI)) SOPIOROUIWIE SO “[UIY XIPUI/ZM[BISN[I/S[O0 /N IR Iqd MMM //:dNY duIfuo

TA\ TBISN[D UOD OPEBZI[Bdl 9Nj OJUSIWEAUIE [F BUIOUONO[BIIA P Bulojoid e[ Op SOpIOBOUIWE 9P OJUSIWEUI[Y -'07 SI

49 Sl L2 a NE2HED L dDIADIHOLIDIEDD sn3aid s30T
=l 53130765 2 M OIS TOIADTHD L IDOFTE SHOLALL SHI0JILEIELES
i 53139285 a NLZpED0-- LDTAD30 L LIDTEHD sniedndind snioduaani ADu0 L3S
12t 5310905 M ([NImisame Selialsh BRELIE B ilea) Laadegnay snuiyaesa1s

"OJUSIWBOUI[E UN Op S9ARN B ‘Bo19)01d

BIOUONOAS BPEBD U SOPBAIISUOD soproeourwie so[jonbe 1earosqo eied soziio op seAnejuosardor soroadso 1 u0IdISI[o oS

52



Segin la figura 19 y 20 correspondiente a los alineamientos, en toda la
secuencia de la metalotioneina para los distintos organismos comparados se
observd un aminoacido conservado, la cisteina, si bien esta se presenta en todos
los organismos alineados, puede poseer distintos arreglos, como X-Cys-X-Cys,
donde X es cualquier otro aminoacido distinto de cisteina, o también se presenta
como, X-Cys-Y-Cys, donde X e Y corresponden a distintos aminodcidos, también

se pueden encontrar dos cisteinas juntas Cys-Cys.

5.- DISCUSION

El Cd es un elemento toxico para la célula y afecta varios de sus
componentes, causando la inhibicion de transporte de aminoacidos, de Na'/K " -
ATPasas y alteraciones en el metabolismo mitocondrial. Para protegerse de
posibles dafios del Cd los celomocitos generarian mecanismos para acumular este
metal y asi 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 evidenci6é un mecanismo de defensa a nivel molecular, donde el
gen de la metalotioneina se expres6 por sobre niveles basales Fig 14.

La metalotioneina es una proteina ubicua, de bajo peso molecular, rico en
cisteinas y una alta afinidad por los metales. Inicialmente fueron descubiertas en
constituyentes titulares responsables de la acumulacion natural de Cd, pero el Cd
es solo algunos de los metales que inducen la expresion de esta proteina la cual se
cree juega un rol general en el metabolismo y detoxificacion de un niimero de
metales trazas esenciales y no esenciales.

La secuencia de ADNc en el gen de MT en S. neumayeri, exhibiéo un
tamafio completo de 292 pb que codifican para una proteina de 64 aminoécidos
con 20 residuos de cisteina. Usualmente las MT de los vertebrados exhiben entre
61-62 residuos de aminoacidos, menos que S. neumayeri que posee 64. Torres et
al (1997) sugiere que las metalotioneinas de cadenas mas largas probablemente
indican una mayor eficiencia en asociarse a metales pesados, ya que las MT mas

grandes contienen mas residuos de cisteina las cuales que estan involucradas en la
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captura de iones metalicos, la MT de S.neumayeri contendria una alta cantidad de
cisteina (31.25%) por lo cual podria ser mas eficiente en la captura de Cd, esta en
comparacion a otros equinodermos (Fig 20) particularmente erizos, revela el alto

grado de conservacion en cuanto a la posicion de las cisteinas.

Historicamente la metalotioneina fue aislada de la corteza renal equina ( K&gi
y Vallee, 1960) , el cual fue caracterizado de la siguiente manera: peso molecular
6000-7000; alto contenido metalico, composicion aminoacidica caracteristica (
alto contenido de cisteinas) , sin aminoacidos aromaticos, distribucién unica de
cisteina en la secuencia aminoacidica, sin embargo la metalotioneina a sido
reportada que se encuentra a través de todo el reino animal asi 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 metalotioneina con
Sterechinus neumayeri, en esta tabla se puede observar el numero de aminoacidos
de la proteina para cada organismo, asi como su peso molecular, punto
isoeléctrico y porcentaje de identidad, el organismo que posee mas % 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 configuracioén proteica de la metalotioneina, para la
familia de los erizos (Equinoidea) donde la MT posee 64-67 residuos de proteina,
los miembros de esta familia son reconocidos por una secuencia modelo de

arreglos de cisteinas:

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 amino terminal, la secuencia proteica esta
dividida en dos dominios estructurales, cada uno con 9 y 11 cisteinas vinculados a

3 y 4 iones bivalentes, respectivamente.

También se puede observar en la tabla 3 que Pan triglodytes es el que menos
porcentaje de similitud posee debido a que la secuencia modelo para este
organismo cae en los vertebrados, teniendo una alta variacion en la cantidad de

aminoacidos

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

A diferencia de los humanos, la MT en animales es mucho mas abundante
en el tejido parenquimatico, pero su ocurrencia y biosintesis 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 arbol filogenético Fig. 18, pero asi como existen diferencias en la cantidad de
aminodcidos, también poseen similitudes, las metalotioneinas de organismos
eucariotas, procariotas y también de plantas se asemejan a las formas de los
mamiferos por su contenido de cisteinas y por la ocurrencia de estructuras de

grupos metal-tiolato (K&gi y Kojima, 1987).

Ademas de las diferencias bioquimicas también existen aquellas puramente
fisicas y quimicas, es conocido que la molécula de MT posee un peso molecular
de 6000 Da o menos, sin embargo en un gel de filtracion, en mamiferos y
crustaceos, las MT han eluido a una posiciéon correspondiente a una proteina
globular de 10000 Da, esta discrepancia ha sido atribuida a su forma no-globular.
Este aparente tamafio molecular depende fuertemente de la concentracion de

sales. (Rauser, 1987; Grill, 1987).
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Todas estas diferencias que se encuentran en la proteina entre distintas especies
es debido a la mutacion de la MT y a la distribucion de los dominios altamente
conservados, por lo mismo tienen diferentes grados de separacion en la escala
evolutiva, ademas de la diferenciacion de la proteina, ya que en base a sus
caracteristicas estructurales, las MT fueron clasificadas en tres clases (Fowler et
al.1987), la clase I corresponde a polipéptidos con la ubicacion de los residuos de
cisteina en forma similar a las MT descritas en el rindon del caballo, a la cual
pertenece el bivalvo Mytilus edulis (MacKay et al. 1990) con un 33.33 % de
similaridad y una cantidad de 71 aa ( tabla 3), la clase II corresponden a
polipéptidos con la ubicacion de los restos de cisteina en forma ligeramente
similar a las MT descritas en el rifion del caballo, a esta clase pertenece el erizo
Strongylocentrotus purpuratus ( Nemer et al. 1985; Wikinson y Nemer, 1987) el
cual arrojo 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 atipicos metal-tiolados
con sintesis no asociada directamente con genes estructurales, estos han sido
identificados en algas, levaduras y plantas superiores las cuales no se incluyeron

en el analisis de similaridad.

Se puede observar en la Fig. 19 donde estan dispuestas las distintas especies
que se eligieron para ver las similitudes de la proteina a nivel genémico como
existen sitios conservados de cisteina entre las distintas especies, pero también se
conoce que existen genes que son especificamente de vertebrados pero han sido
encontrados en erizos marinos (deuterostomados-especificos), otros han sido
identificados en erizos de mar pero no en el linaje de los cordados, lo que sugiere
que existe una pérdida de estos genes en los vertebrados y que la expresion de
algunas familia de genes ocurren aparentemente de forma independiente en erizos
de mar y vertebrados ( Sea Urchin Genome Sequencing Consortium, et al.
2006)
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Las diferencias ocurridas en el alineamiento de aminoacidos de la proteina
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 afios, estado de
desarrollo, tipo de dieta, y algun otro factor no conocido atn. (Cousins y Coppen,
1987).

En el contexto de la evolucion gendmica, la distribucion de los dominios
conservados de proteina y motivos dentro de la secuencia provee una vision de
expansion y contraccion de la familia de genes, asi como una idea en los cambios
en la funcién de la proteina., la metalotioneina se considera como un completo
modelo conservado desde el aminoacido n°2 hasta el n°64, los que se encuentran
involucrados en la respuesta inmune innata en la asociacion con metales pesados y

la detoxificacion de radicales de oxigeno.

Las figuras 19 y 20 reflejan la alta cantidad de cisteinas conservadas, esta
abundancia de cisteinas y su arreglo Cys-Cys, Cys-X-Cys y Cys-X-Y-Cys, donde
X e Y son residuos de otros aminoacidos para unirse a los iones de metales. Las
posiciones de los aminodcidos bésicos Lys y Arg en la secuencia de MT de todos
los vertebrados e invertebrados, sugieren que también juega un rol importante en

la formacion de complejos de metales ( Nemer et al. 1985)

5.1 Proliferacion celular

Algunos animales son mas sensibles a particulares tipos de estrés, mientras que
otros pueden enfrentarse a grandes fluctuaciones en sus condiciones ambientales,
por lo tanto hasta cierto punto existen sistemas que ayudan a mantener las
funciones corporales y la homeostasis a un nivel normal (Holm et al. 2008), los
celomocitos que son considerados los efectores de la inmunidad en el erizo de mar

han aportado a mantener este equilibrio homeostatico en el erizo Sterechinus
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neumayeri como lo demuestran las diferentes graficas 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 CdCl, por bafio 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 dafio fisioldgico y son capaces de responder a invasion de
hospedadores, agentes citotoxicos, etc. (Matranga, 1996; Matranga et al. 2005)
y por lo mismo son capaces de reaccionar detectando al Cd como un agente que

rompe la homeostasis del individuo.

Lo mismo ocurrid6 con las células rojas (Fig 6) que tampoco presentaron
diferencias significativas (P < 0.05) en la experiencia de estimulacion por baiio, si
bien igual existi6 un aumento, esta proliferacion celular es atribuible la
sensibilidad y proteccion de la homeostasis del organismo. Se desconoce el rol
especifico de estas células en cuanto a si son capaces de expresar la MT, futuros

estudios podrian caracterizar la expresion de la MT en estas células.

En ambos experimentos, aquellos erizos estimulados directamente a través de
inyeccion con CdCl, y aquellos estimulados con CdCl, 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
proporcion de cada tipo de célula puede variar no solo entre especies sino también
entre individuos de la misma especie de acuerdo a su tamafio y condiciones
fisiologicas ( Matranga et al.2000), para esta experiencia se utilizaron erizos de
igual tamafio, sin embargo se desconocen las condiciones fisiologicas de cada uno

de los individuos.
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Asi como Smith et al. (1995) muestra que las células rojas en el erizo de mar
son quimiotaticamente atraidas hacia las bacterias y que su equinocromo
desgranulado posee efectos bactericidas, también la fig. 6 y 9 muestran el
particular aumento respecto del numero que poseen las células rojas en
comparacion a las demas 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 tamano (Matranga et al. 2006), este aumento de células
rojas es debido a que estas contienen equinocromo A una naftoquinona que les
otorga el color rojo caracteristico de estas células lo que ademds se ha visto
reflejado en el fluido celémico de aquellos individuos que han sido estimulados
con CdCI; el cual ha tomado una coloraciéon mas rojiza, confirmando de esta

manera el aumento de estas células rojas.

Las células rojas no son las tUnicas en reaccionar en cantidad ante la
administracion de CdCl,, pero sin embargo han sido consideradas como la
principal poblacion celular en ser afectadas por estrés como contaminacion y

exposicion a agua de mar calida o fria (Matranga et al. 2000).

Aunque en ambos experimentos se pudo observar un aumento en la cantidad de
celomocitos totales y células rojas, soélo aquellos organismos estimulados
directamente con CdCl, dentro de la cavidad celéomica 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 mas tiempo que 24 horas de exposicion para
producir una respuesta celular significativa, por lo tanto las diferencias
significativas pueden encontrarse pasados los 7 dias de exposicion ( Viarengo et

al. 1999).
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Como se mencion6 anteriormente, se evidencido un aumento significativo en la
cantidad de celomocitos totales como respuesta a la inyeccion de CdCl, dentro de
la cavidad celomica, el origen de estas nuevos celomocitos podrian tener como
fuente el epitelio celomico el cual ha sido sugerido como el origen mas probable
de celomocitos en equinodermos ( Mufioz-Capuli et al. 2005), pero asi también
se sugieren otros tejidos hematopoyéticos que podrian aportar a este aumento en
la cantidad de celomocitos, como el 6rgano axial y los cuerpos de Tiedemann,
donde en ellos se ha estudiado la respuesta mitotica ( Holm et al. 2008) y se ha
visto reflejado en un incremento en el nimero de celomocitos totales circulantes
con una mayor proliferacion celular y posterior diferenciacion en celomocitos

circulantes con actividad inmune.

5.2 Viabilidad celular y especies reactivas de oxigeno.

En cuanto a los resultados sobre la viabilidad celular, a contrario de lo que se
esperaba, no existidé un mayor descenso en la cantidad de celomocitos totales ni en
células rojas, por lo tanto el dafo en la membrana celular causado por el efecto
toxico del cloruro de cadmio sélo se registro en algunos celomocitos, los que
permitieron el ingreso de este colorante al citoplasma (método de exclusion del
colorante).

Lo que se esperaba en este caso era un mayor descenso en la viabilidad
celular debido a una apoptosis, el cual es un proceso importante del normal
desarrollo y podria jugar un rol critico en la eliminacion de células que son
anormales o en este caso que han sido dafiadas (Ju., 2005). Este particular
proceso tiene que ver con la regulacion de la respuesta inmune, ya que una vez
que la respuesta inmune ha sido activada y la eliminacién del agente estresante o
en este caso la disminucion del dafio a partir de la administracién del CdCl, ha
ocurrido, el sistema inmune debe retornar a su estado basal de reposo
(homeostasis), por la finalizaciéon de las sefiales de estimulacion (Guerrero.,

2007).
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Sin embargo, este débil dafio celular podria ser atribuible al rol antioxidante de
la metalotioneina, ya que asi como esta se encuentra involucrada en la
detoxificacion de metales esenciales y no esenciales. Ademds la MT también
juega un rol en le eliminacion de radicales libres de oxigeno, estas especies de
oxigeno activo son continuamente producidas en los tejidos por la accion del
sistema de transporte de electron mitocondrial y de Nicotinamida-Adenina
Dinucledtido fosfato reducida (NADPH) en leucocitos y macrogafos. Sin
embargo varios sistemas de defensa antioxidantes previenen el dafo del tejido por
los radicales de oxigeno. Este sistema incluye un rango de antioxidantes
especificos como la catalasa para el peroxido de hidrogeno, la superoxido
dismutasa para el anion superdxido, y la glutation peroxidasa para el peroxido de
hidrégeno y lipidos oxidados, antioxidantes no especificos como el glutation
reducido, la ceruloplasmina, y la transferrina (Sato y Bremner, 1993). Sin
embargo, no existe mecanismo de defensa especifico en contra de los radicales
hidroxilos, que es la més potente dentro de las especies de oxigeno reactivo. De
esta manera se ha enfocado la atencion a la metalotioneina como un depurador de
radicales, debido a la constante velocidad de reaccion con radicales hidroxilo in
vitro la cual es muy alta (Thornalley y Vasak, 1985). El mecanismo que utilizan
las metalotioneinas para capturar radicales libres de oxigeno no ha sido bien
determinado, aunque Thornalley y Vasak (1985) sugieren que los residuos de
cisteina particularmente los grupos tiolato de las metalotioneinas son los
principales blancos para la reaccion de los radicales hidroxilos con proteinas, los
cuales poseen multiples sitios de “ataque” hacia los radicales hidroxilos. Por otra
parte, Thomas et al (1986) argumentan que el principal mecanismos de proteccion
de la metalotioneina contra estos radicales hidroxilo es la liberacion de Zn el cual
es subsecuentemente tomado por la membrana protegiéndolas de la peroxidacion
lipidica y por lo tanto estabilizando las membranas e impidiendo que afecte las

diferentes funciones celulares.
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5.3 Expresion de MT en Sterechinus neumaveri

En paralelo a los analisis de celomocitos se demostré que existe una
induccion de la MT debido a la estimulacion con CdCl,, esto es debido a que MT
tiene una directa relacion con la respuesta de destoxificacion en el erizo S.
neumayeri, asi como se describe también en S. purpuratus (Nemer et al. 1984) a
diferencia que para S. purpuratus se describe en ovocitos y en S. neumayeri se ha

experimentado sobre los celomocitos.

Esta estimulacién con CdCl, aument6 la expresion del gen de MT en S.
neumayeri cuando los erizos fueron expuestos al CdCl, por estimulacion directa a
través de una inyeccion, (Fig 11) y por el bafio (Fig 12) donde todas las bandas
amplificaron un producto de 292 pares de bases, la variacion que existe entre estas
bandas corresponde al grado de intensidad de la expresion del gen de la
metalotioneina, la intensidad va en aumento desde los organismos control, 100

ug/L'y 200 pg/L con variaciones entre las distintas horas de estimulacion.

Podria esperarse que los organismos control no tuvieran ningun tipo de
amplificacion del gen de la MT por no estar estimulados con CdCl,, sin embargo
el hecho de sacarlos de su ambiente natural, disponerlos en un espacio reducido,
la poca disponibilidad de alimento y su manipulacion, son condiciones de estrés
que llevan a que expresen la MT , aunque su expresion sea mucho mas especifica
con estrés por metales pesados, pero por estar relacionada con el sistema

inmunitario de todas maneras se induce su expresion de manera mas baja.

Esta exposicion a CdCl, puede inducir la trascripcion de la metalotioneina,
proteina que se une a metales pesados y estd involucrada con la regulacion y
detoxificacion de estos metales pesados, en este caso con CdCl,, por lo tanto el
nivel de induccion del gen podria proveer una medida de exposicion a este metal

pesado (Karin, 1987; Hamer 1986).
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También existe evidencia que la exposicion a CdCl, incrementa la produccion
de especies de oxigeno reactivo (ROS) promoviendo el estrés oxidativo, donde la
sobre expresion de la MT podria proteger a las células del estrés oxidativo y no
solo a través de la dindmica de asociacion o liberacion de metales, sino que
también actuando como capturador de radicales libres y metabolitos reactivos de

oxigeno (Viarengo et al. 2000).

De esta manera nos podemos dar cuenta que las funciones bioldgicas de los
metales y su paso a través de las células y los organismos se encuentran
invariablemente relacionados a la existencia de macromoléculas especificas
relacionadas con metales. (Valle, 1960). Una ventaja de utilizar la MT como un
indicador de exposicion 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 (bafio e inyeccidn) al observar las fig 11 y 12, donde se
nota que aquellas bandas que corresponden a induccion directa por inyeccion se
encuentran ligeramente desplazadas unas sobre otras, en comparacién con

aquellas bandas que corresponden a una induccidén menos directa por bafio.

Esto puede ser debido a que el CdCl, tiene un efecto mucho mas directo en S.
neumayeri, siendo necesaria la activacion de isoformas de MT, para poder
detoxificar y regular el efecto dafiino de este metal pesado. Sin embargo, para
poder dilucidar esto son necesarios mas estudios bioquimicos y moleculares de

esta variacion.

En contraste con muchas proteinas la cantidad de MT no decrece con la
exposicion al metal, al contrario, el metal induce la sintesis de MT,
proporcionando un mecanismo protector contra la toxicidad de metales, se conoce
que la acumulacion de metales pesados produce la induccion de MT vy

eventualmente la detoxificacion (Bebianno y Langston., 1991) también esta
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asociado con la capacidad de asociarse con estos metales y por lo tanto

incrementar su resistencia a la toxicidad de estos ( Amiard et al.2006) .

5.4 Genes control

La actina, especialmente actina 5, junto con gliceraldeido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), tubulina, ciclofilina, factor de elongacion 1-a,
ubiquitina, unidad ribosomal 18S, son expresadas constitutivamente y estan
involucradas en las funciones basicas requeridas para la mantencién celular

(Ruan vy Lai., 2007).

Por lo tanto para poder contrastar los resultados de la expresion de la MT en S.
neumayeri, se utilizo como gen control la actina, ya que este gen ha sido
altamente conservado entre especies a través de la evolucion y estd presente en
todas las células eucariotas (Vandekerckhove y Weber, 1978), ademas de ser
comunmente utilizado como control interno endogeno para normalizar los
estudios de expresion de genes (Sturzenbaum et al, 2001), debido a que posee
los niveles de expresion mas estables comparado con otros controles internos (
Biederman y Cortes., 2004). Sin embargo, la expresion de este gen control
presentd variaciones, lo que es claro indicador de que la Actina como gen control

no sirve para Sterechinus neumayeri.

La Actina se encuentra directamente relacionada con las funciones fisiologicas
celulares como la motilidad, los cambios de forma de la célula durante en ciclo
celular, organizacion del citoplasma, interacciones celulares, adhesion molecular y
transporte intracelular (Smith,1998; Moustakas,1998), y en este caso con la
proliferacion celular , la cual varia mucho dentro de las distintas concentraciones

de CdCl, (Fig 13).
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Estudios han demostrado variantes en la expresion de actina-f a nivel de
ARNm. De esta manera se sugiere que actina-f ciertamente no satisface los
requerimientos basicos para su aplicacion como gen de control interno ya que su
expresion cambia en respuesta los estimulos quimicos, durante el crecimiento-
diferenciacion y en estado de enfermedad (Ruan y Lai., 2007), en este caso con la

introduccion de CdCl,.

5.5 Cuantificacion por PCR semicuantitativa de la MT en Sterechinus

neumayerli

Los organismos controles, presentan el mayor aumento de expresion a las 6 hrs.
debido al brusco cambio desde su ambiente natural al acuario. Esta elevada
expresion que muestran los organismos controles sin la administraciéon de CdCl,,
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

dafo en la estructura celular.

Para los organismos que fueron estimulados con CdCl, 100 pg/L y 200 pg/L la
expresion de MT es muchisimo mayor debido a la uniéon de iones de Cd a la

proteina 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 expresion en aquellos organismos a estimulados a 100 ug/L, y un
descenso en aquellos estimulados a 200 pg/L lo cual indica un método de

regulacion en la expresion del gen de la MT para volver a su estado basal.
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Para afianzar mas estos resultados semicuantitativos si comparamos las figuras
de la per en tiempo real (Fig 15 ) A y B se puede observar como existi6 una clara
induccion del gen de la metalotioneina en aquellos organismos estimulados a 100
ng/L en comparacion 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 comparacion con aquellos organismos estimulados donde

los Cr varian de sobremanera entre las distintas horas de estimulacion.

Este aumento en la expresion de la MT podria ser una herramienta fundamental
para utilizar esta proteina como un biomarcador especifico en respuesta a los
metales, considerando la habilidad que poseen muchos invertebrados en acumular

metales pesados toxicos.

66



6.- CONCLUSIONES

La metalotioneina es una proteina que claramente es inducible por el estrés a
CdCl,, y su expresion aumenta por este mismo. Sin embargo la induccién es
variable intraespecificamente e interespecificamente por varias razones tanto
ambientales o fisiologicas. Posee una directa relacion con el aumento en la
cantidad de celomocitos, més especificamente 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 exposicion al CdCl, 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 asociacion con motivos
conservados de cisteina que se mantienen a través de la evolucién en los

diferentes organismos.

Las funciones de la MT dependeran de las caracteristicas de las especies y
requerimientos de los organos y tejidos ademas del tipo de metalotioneina para

cada filum.
Seglin los datos en el aumento de celomocitos y en la expresion de la MT,

sugieren que esta proteina puede ser un potencial biomarcador de contaminacion

ambiental ya que podria ser un sistema temprano de alerta
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8.- ANEXO

8.1 ABREVIATURAS Y SIGLAS

ACT: Actina

ADN: Acido desoxirribunucleico
ADNCc: ADN complementario
Arg: arginina

ARN: Acido Ribonucleico
ARNSsas: Ribonucleasas

ARNmM: ARN mensajero

AS: arsénico

BLAST: Siglas en inglés de Basic Local Aligment and Search Tool =

Alineamiento local basico y bisqueda de herramientas

°C: Grado centigrado

CdCl, . cloruro de cadmio

Cd: cadmio

CHj. metano

CO:.,. didxido de carbono

Cr: cromo

Cr. ciclo umbral

Cys: cisteina
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D: dalton

Dry wt: peso seco

dNTP’s: Siglas en inglés de Deoxynucleotide thriphosphates = Desoxinucle6tidos
trifosfatos

e.g: Ejemplo

ExPASy: Siglas en inglés de Expert Protein Analisys System = Sistema de
analisis experto en proteinas

FD: Factor de dilucion

Fe: fierro

Fig: Figura

Hg: mercurio

Mn: manganeso

MT: Metalotioneina

MTSs: Metalotioneinas

Mw: Marcador de peso

NADPH: Nicotinamida-Adenina Dinucleétido fosfato reducido

NCBI: Siglas en inglés de National Center for Biotechnology Information =
Centro nacional de informacion sobre biotecnologia

NHI: National Institutes of Health

Ni: niquel

nm: nanémetro

PAH: Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Pb: plomo
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pb: pares de bases

PCDD: Policlorodibenzo-P-Dioxinas

PCB: Bifenilos policlorados

PCR: Siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction = Reaccion en cadena de la
Polimerasa

pl: punto isoeléctrico

POP: Contaminantes Organicos Persistentes

ROS: Especies reactivas de oxigeno

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Siglas en inglés de Reverse Transcription = Transcripcion Reversa
SAG. Servicio Agricola y Ganadero

Sb: antimonio

Se: selenio

Si: silicio

Mg: Microgramo

pl: Microlitro

UV: Ultravioleta

UVA: radiacién ultravioleta tipo A
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Tratamiento*Hora| 142.636

Tratamiento
Error

Intercept
Hora

Tabla 7.- Prueba de significancia para celomocitos totales en organismos

expuestos a CdCl,.
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Tabla 9.- Prueba de significancia para células rojas en organismos estimulados a

inyeccion de CdCly,
SS MS p
Intercept 61.28803 61.28803  0.000000
Tratamiento 5.33292 2.66646 0.000586
Hora 0.03253 0.01626  0.946303
Tratamiento*Hora 2.68365 0.67091 0.078013
Error 11.47657 0.29427

Tabla 10.- Valores promedios y desviaciones estdndar para organismos

estimulados con CdCl, a través de inyeccion.

Estimulacion por CdCl, a través de inyeccion
Células Rojas Celomocitos Totales
Promedio (10°>) SD [Promedio (10°) SD

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 pg/L 6 hrs 1.660 0.385 9.620 1.246
100 pg/L 12 hrs 0.984 0.064 3.390 0.721
100 pg/L 24 hrs 1.184 0.237 10.680 0.878
200 pg/L 6 hrs 0.680 0.240 4.530 1.078
200 pg/L 12 hrs 0.592 0.057 8.000 1.688
200 pg/L 24 hrs 0.744 0.137 8.660 2.384
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Tabla 11.- Valores promedios y desviaciones estdndar para organismos

estimulados con CdCl, a través de bario.

Estimulacion por CdCl, en bafio

Células Rojas Celomocitos Totales

Promedio (10>)  SD | Promedio (10°  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 pg/L 6 hrs 1.653 0.161 5.858 0.281
100 pg/L 12 hrs 1.380 0.244 7.442 0.713
100 pg/L 24 hrs 0.883 0.251 9.825 1.955
200 pg/L 6 hrs 1.293 0.641 9.800 1.897
200 pg/L 12 hrs 1.313 0.211 9.890 2.078
200 ug/L 24 hrs 2.033 0.598 10.233 1.354

Tabla 12.- t-test para los valores de cuantificacion del gen de la metalotioneina en
organismos estimulados por bafio, los valores significativos (P < 0.05) se indican

con rojo.

Tratamiento cuantificaciéon de la expresion del gen de MT ( t-test)
control 6 horas | Mean Mean t-value df P
vs 100 pg/L 7.972 17.85167 -6.2168 4 0.003408
control 6 horas
vs 200 pg/L 7.972 0.821333 -0.924524 4 0.407539
control 12
horas
vs 100 pg/L 3.15 14.58167 -12.6932 4 0.000222
control 12
horas
vs 200 pg/L 3.15 9.238 -13.3664 4 0.000181
control 24
horas
vs 100 pg/L 6.7 8.045 -0.662046 4 0.544137
control 24
horas
vs 200 pg/L 6.7 10.28633 -1.635 4 0.177388
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