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RESUMEN 

 

El presente trabajo describe la diferencia en la acumulación de transcritos de 

ARNm de los genes de Metalotioneínas (MT), y Proteínas de Estrés Térmico 70 

(HSP 70) en muestras de intestino en ejemplares de erizo de mar Antártico 

(Sterechinus neumayeri) confrontados a 2mM y 5mM de Cloruro de Cadmio 

(CdCl2) mediante bioensayo. Los resultados obtenidos mediante la técnica de 

RT-PCR en tiempo real fueron normalizados con los valores de expresión del gen 

ARN Ribosomal 28S; considerado como estándar interno de la evaluación 

cuantitativa del estado fisiológico del erizo de mar Antártico; y posteriormente 

sometidos a un ANOVA de 1 factor (p=0,05).  

 

Dichos resultados evidencian variaciones en los niveles de expresión 

transcripcional de los genes de MT y HSP 70. De esta manera, la información 

preliminar obtenida sugiere la posibilidad de que el estudio genético del S. 

neumayeri permita emplearlo como una potencial especie bioindicadora de la 

contaminación a causa de metales pesados en el continente blanco.   

 

Palabra clave: Erizo de mar Antártico, Sterechinus neumayeri, Proteína de 

Estrés Térmico 70, Metalotioneína, ARN ribosomal 28S, bioindicadora.  
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INTRODUCCIÓN 

 

El erizo de mar Antártico (Sterechinus neumayeri), forma parte del Phylum 

Echinodermata, los cuales juegan un papel importante en la biodiversidad, 

composición, organización, y estructura de los ecosistemas que habitan en todas 

las latitudes en las que se encuentran.  Tanto en climas templados y fríos (1, 2, 

3).     

 
De manera general, los erizos de mar se encuentran en altas densidades, las 

mismas que causan cambios en la composición de las comunidades de 

organismos sésiles (1, 3).  

 
Normalmente, conforme aumentan las comunidades de erizos; comunidades de 

algas disminuyen considerablemente (3). De igual manera disminuyen otras 

comunidades de invertebrados debido a la competencia por el sustrato (2, 4). 
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Específicamente en el medio Antártico, estos  invertebrados, consumidores 

primarios y organismos esenciales para el ecosistema debido a su rol 

fundamental como estructurador de comunidades, y su amplia distribución, 

comprendida entre los 5 y 30 metros de profundidad; son organismos 

fundamentales no solo para las cadenas tróficas de vertebrados superiores que 

se pueden alimentar de ellos, como lobos de mar o ballenas, sino también para 

diversos eslabones de la cadena trófica, debido a que su alimentación, 

principalmente basada en algas, los convierte en organismos primordiales para 

el control, regulación y equilibrio entre las poblaciones de productores 

primarios y consumidores  (4, 5). Basado en lo antes expuesto, se puede citar 

como ejemplo que, en caso de erradicar al erizo de mar Antártico de su 

ecosistema, se podrían ver afectados no solo vertebrados superiores que se 

alimentan de ellos, sino también toda la cadena trófica Antártica, debido a que la 

proliferación de algas sería mayor; llevando consigo un cambio total de las 

condiciones de vida marinas, principalmente debido a las fluctuaciones de agua 

con mayor O2 durante el día y mayor CO2 durante la noche, así como la menor 

disponibilidad de espacios para el correcto desenvolvimiento de especies 

marinas; procesos que podrían afectar y concluir en la erradicación de más 

especies dentro de este ecosistema (4). Así, el estudio de la abundancia y el 

estado fisiológico del erizo de mar Antártico, pueden reflejar la salud de este 

ecosistema, tomando en cuenta su rol en la cadena trófica.  
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En lo que respecta a investigaciones con metales pesados en invertebrados, el 

erizo de mar, se ha convertido en un organismo utilizado a nivel mundial, 

realizando experimentos  tanto en estadios primarios de desarrollo como en 

adultos, para la determinación de niveles de concentración de metales pesados 

en ecosistemas marinos (6).  Esto se debe a su comportamiento cosmopolita, 

facilidad de manipulación y gran abundancia en diferentes ecosistemas 

alrededor del mundo (5, 6).  

 
La contaminación por metales pesados, contenidos en aerosoles, pinturas, 

textiles, infraestructura, entre otros,  son las causas  principales de que en la 

Antártida la contaminación ambiental y marina esté aumentando (7, 8). Siendo 

por estas razones que lo que para muchos era un sitio “virgen”, ya no pueda ser 

visto como tal debido a la disminución de las condiciones prístinas que antes 

poseía. 

El análisis de la problemática a causa  de la contaminación por metales pesados 

en el continente Antártico, es de suma importancia. Razón por la cual, el estudio 

de dichos metales, uno de los cuales es el Cadmio, que debido a la peligrosidad y 

toxicidad  por sus propiedades de persistir en el medio marino bioacumulándose 

y biomagnificándose en la cadena trófica, es de importante relevancia con la 

finalidad de encontrar una respuesta para mitigar los daños causados (8, 9). 
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En diferentes organismos se ha demostrado que tanto las proteínas de la familia 

de Proteínas de Estrés térmico 70 (HSP70), como las Metaloproteínas, en 

especial las Metalotioneínas (MTs), son buenos indicadores de estrés fisiológico 

ante agentes estresantes (10, 11). Las HSP70 son otra familia de proteínas 

distribuidas en todas las células y en el espacio intercelular, y que participan en 

la maduración de otras proteínas (12, 13). Las MTs, son una superfamilia de 

proteínas intracelulares capaces de unir metales de transición y metales pesados 

(14, 15).  

 
De igual manera, en experimentos con aumentos de temperatura en el erizo de 

mar Antártico, S. neumayeri, se han caracterizado dichas moléculas de respuesta 

ante el estrés fisiológico como son las Proteínas de Estrés Térmico 70 (HSP70). 

(12, 16). Dando como resultado el uso del erizo de mar Antártico como especie 

bioindicadora del cambio climático (5, 16).  

 
Razón por la cual, se ha experimentado con el erizo de mar Antártico para la 

obtención de Metalotioneínas (MTs), obteniendo resultados que en paralelo a los 

análisis de celomocitos (células del erizo de mar), indican que existe una 

inducción de las MTs debido a la estimulación con CdCl2 (2, 17).  

 

El presente trabajo abordará el estudio de la tasa transcripcional de genes de 

respuesta ante el estrés a causa de metales pesados, (Metalotioneínas y 
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Proteínas de Estrés Térmico 70), en tejidos del erizo de mar Antártico, S. 

neumayeri, a diferentes concentraciones de Cloruro de Cadmio (CdCl2), 

mediante el análisis de los niveles relativos de acumulación de los ARNm de 

ambos genes, normalizados con los ARNm constitutivos de Actina y 28S 

Ribosomal, debidamente validados como controles para la normalización del 

estado fisiológico del erizo de mar Antártico.  

 
Dicho estudio, basado en la expresión o supresión de los genes de respuesta ante 

el estrés a causa de metales pesados,  servirá para conocer si el erizo de mar 

Antártico, S. neumayeri, genera una respuesta ante la presencia de CdCl2 en el 

medio circundante, por medio de lo cual, se podrá determinar el uso del erizo de 

mar Antártico como bioindicador de la presencia de CdCl2 en el medio marino. 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO I 

 

 

 

 

1 GENERALIDADES 

1.1      Erizo de Mar Antártico (Sterechinus neumayeri) 

Los equinoideos, más conocidos como erizos de mar, forman 

parte del Phylum Echinoidea. Su cuerpo es de forma globosa o discoidal, carecen 

de brazos y poseen un esqueleto interno, cubierto sólo por la epidermis, el 

mismo que está constituido por numerosas placas calcáreas unidas entre sí 

formando un caparazón, en las que se articulan las púas móviles (1, 3, 4). 

 

Viven en todos los fondos marinos alrededor del mundo, son especies con 

un alto índice de abundancia en sus ecosistemas y se caracterizan por ser 

cosmopolitas (1, 3). 
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  Los erizos de mar son animales bentónicos que se desplazan sobre el 

sustrato marino debido a la acción combinada de los pies ambulacrales y las 

espinas móviles. Su alimentación es muy variada y se diferencia por especies y 

por hábitat, teniendo así que pueden ser herbívoros, suspensívo ros, detritívoros 

y una muy baja cantidad de depredadores. Su forma de reproducción es 

exclusivamente sexual (1, 3, 18). 

 

Por otra parte, el erizo de mar Antártico, Sterechinus neumayeri, gracias a 

su abundancia y características biológicas dentro de su ecosistema ha sido usado 

como organismo modelo en áreas de investigación como biología reproductiva, 

embriología, ecología, fisiología y toxicología (10, 19, 20). 

 

El erizo de mar Antártico posee una coloración que va de rojo brillante a 

morado opaco (Véase Anexo B-FIGURA 1), y puede crecer hasta 5 centímetros de 

diámetro (10, 21). 

 
Su cuerpo es globular con filas verticales de espinas largas, fuertes, de 

punta blanca entre los cuales hay una cubierta densa de espinas más pequeñas y 

filas verticales de pies de tubo (1, 4, 22). 
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Carecen de brazos y su esqueleto interno está constituido por numerosas 

placas calcáreas unidas entre sí formando un caparazón, en el cual se articulan 

las espinas o púas móviles. Las espinas y los pies ambulacrales permiten que el 

animal se mueva a través del suelo (1, 22, 23).  

 
Su alimentación se basa principalmente en diatomeas y algas, aunque 

también consume foraminíferos, anfípodos, briozoos, hidrozoos, poliquetos y 

esponjas (3, 4, 18).   

 

1.1.1 Clasificación taxonómica  

Reino Animalia 
Phylum Echinodermata 
Clase Echinoidea 
Superorden Echinacea 
Orden Camarodonta 
Familia Echinidae 
Genero Sterechinus 
Especie Sterechinus neumayeri 
                                            (Fuente: Elaborado por el Autor) 
 
 

1.1.2 Distribución y hábitat  
 

La distribución de esta especie es en todas las aguas del círculo polar 

incluyendo; Océano Austral, Islas Ballenas, las islas South Georgia y South 

Sandwich, Bahía Terra Nova e Isla Victoria (16).   
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La mayoría de estos organismos han sido encontrados alrededor de los 

250 metros de profundidad, aunque también hay presencia en menor 

abundancia, desde los 10 metros de profundidad en pequeñas ensenadas o  en las 

cercanías de algunos islotes (16, 18, 21). 

   

El erizo de mar Antártico, es una especie que habita las aguas frías 

alrededor del continente Antártico, desde hace alrededor de 25 a 35 millones de 

años que dicho continente se separó de América del Sur (4, 16).  

 

Dicho hábitat, constituido por aguas frías con abundante oxígeno disuelto 

y muy poca turbidez, nos haría pensar que esta especie es muy diferente a las 

encontradas en otros lugares del planeta como por ejemplo Centro y Sur-

América (16, 22). Sin embargo análisis del DNA mitocondrial, ha demostrado 

que el S. neumayeri se adaptó, millones de años atrás, a las condiciones de este 

continente, debido a que comparte mucha relación genética con dos especies que 

habitan la parte más meridional de América del Sur (Paracentrotus lividus y 

Loxechinus albus) (17, 24). 

 

Adicionalmente, estudios referente a la distribución de fauna bentónica 

con erizos de mar del género Sterechinus, distribuidos a lo largo de la Antártida 

denotan; pese a que S. neumayeri comparte relación con especies de América del 

Sur; se ha evidenciado que las especies superficiales de erizo de mar Antártico  S. 
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neumayeri, poseen divergencia genética en relación a las especies de mayor 

profundidad S. dentifer y S. antarticus.  Dichas especies de profundidad se 

encuentran genéticamente más relacionadas a las especies sub-Antárticas, 

fenómeno que no puede ser explicado por ninguna de las dos hipótesis de 

conexión evolutiva entre faunas Antárticas: emersión o sumersión. (25). 

 

1.1.3 Nicho Ecológico 
 

 
Las interacciones ecosistémicas del erizo de mar Antártico, consisten en 

las asociaciones con la vieira Antártica, Adamussium colbecki, y la estrella de 

mar, Odontaster validus (4). Muy a menudo presentan fragmentos de algas rojas 

que se adhieren a las espinas, esto es debido a que son ingeridas para 

alimentación, y porque comparten distribución espacial en toda la región 

circumpolar (4, 18). 

 
1.2 Metales pesados y Ambiente Antártico 
 

 
Una definición precisa de metal pesado, todavía no es establecida por los 

científicos y es tema de constante discusión y polémica (26). 

 

Una de las  definiciones existentes se basa en la gravedad específica: 

“metal pesado es aquel metal con gravedad específica > 5 g/cm3”, sin embargo 
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esto no es útil desde el punto de vista del estudio de los efectos toxicológicos que 

algunos metales tienen sobre el ambiente y los seres vivos (26, 27). 

 

Es por esta razón que una definición de metal pesado adoptada 

corresponde a “el grupo de metales o metaloides asociados con contaminación y 

toxicidad potencial" (26). 

 

Los metales pesados se clasifican en esenciales: cinc (Zn), cobre (Cu), 

cromo (Cr), níquel (Ni), selenio (Se) y aluminio (Al) y no esenciales: como 

cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb). (11, 25). “Los metales esenciales son 

necesarios para un crecimiento normal y pueden encontrarse unidos a proteínas o 

metaloproteínas (hemoglobinas y hemocianinas) o libres” (11). 

 

“El Zn y el Cu han sido identificados como componentes esenciales en 

reacciones enzimáticas, no obstante, ambos pueden ser de alta toxicidad si están 

presentes en exceso” (11).  

 

Por otro lado, es demostrado que los metales no esenciales no cumplen 

funciones metabólicas útiles en el organismo de los individuos que los contienen 

(11, 28).  (Véase Anexo A Tabla I). 
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 “Los principales orígenes de dichos contaminantes incluyen actividades 

agropecuarias, portuarias y petroleras, aguas residuales domésticas 

e industriales; así como también los que llegan a través del aire y el 

escurrimiento natural desde ríos y arroyos hasta el mar” (11, 26, 27). 

 

Los metales en general se encuentran en todos los organismos vivos y 

juegan diferentes roles. Pudiendo ser algunos de estos como elementos 

estructurales, estabilizadores de estructuras biológicas, componentes de 

mecanismos de control y/o activadores de los sistemas redox (26). 

 

Por esta razón, algunos metales son elementos esenciales y su deficiencia 

afecta a distintas funciones biológicas. Sin embargo cuando éstos se presentan 

en exceso pueden llegar a ser tóxicos (26, 27). 

 

“Algunos metales no tienen una función esencial conocida; por el contrario 

muestran manifestaciones tóxicas a exposiciones moderadas, pero dentro de los 

organismos interactúan en sitios importantes como son los grupos SH de los 

sistemas enzimáticos”  (29). 

 

Se ha comprobado que entre metales esenciales y no esenciales se existe 

una competencia intrínseca por presencia de ambos en un organismo , por 
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ejemplo el Cd no penetra en el feto, sin embargo causa un efecto negativo en el 

feto como consecuencia de una deficiencia de Zn (26). 

 

 

Desde 1940 grandes cantidades de metales tóxicos y no naturales 
vertidos en el ambiente marino han producido accidentes generando 
fatalidades. Algunos ejemplos son: la intoxicación por metil-mercurio en 
las bahías de Minimata y Niigata en Japón y en Irak, y según Nriagu (1990) 
la entrada de metales pesados a la atmósfera se ha triplicado y aún 
cuadruplicado en el período entre 1900 y 1990 (30). 

 

 

La distribución de los metales pesados en medios marinos y terrestres, 

permanece relativamente constante debido a la existencia de procesos 

biológicos naturales, tanto de síntesis como de degradación (26). 

 

Los metales pesados, pese a su toxicidad en determinadas 

concentraciones, son componentes naturales de los océanos y son requeridos 

por la biota en cantidades pequeñas. Como se ha mencionado con anterioridad, 

las dificultades surgen cuando dichos metales aparecen en concentraciones 

excesivas, principalmente en estuarios o en océanos; y, debido a que algunos de 

estos metales presentan una elevada toxicidad aún en bajas concentraciones, 

pueden en un corto periodo de tiempo dañar o finalizar con la vida vegetal o 

animal (9, 26, 28).  
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El cadmio fue descubierto en el año de 1817, por Stromeyer  en Göttingen y 

de manera independiente pero simultánea por Hermann en Schöneberg (29). 

 

El cadmio es un elemento que se encuentra en escasa proporción en la 

corteza terrestre y que se presenta generalmente en forma de cloruro, sulfito, 

sulfato y, más habitualmente, formando compuestos complejos con otros 

metales (27, 28, 31). 

 

Este elemento se genera, normalmente, como subproducto durante los 

procesos de producción de metales como el cinc, el plomo o el cobre. La  mayor 

contaminación por cadmio alrededor del planeta es la proveniente de las 

actividades de minería y refinado de materiales no ferrosos (29, 31). 

 

El cadmio es un elemento que no se oxida fácilmente, y tiene muchos usos 

incluyendo en las actividades y productos del ser humano como son baterías, 

pigmentos, revestimientos para metales, y plásticos (27, 28). 

 

El cadmio ingresa al aire por medio de diferentes fuentes como la 

minería, industria, y al quemar carbón y desechos domésticos. Mientras que, al 

agua y al suelo, ingresa por medio de vertederos y derrames en sitios de 

desechos peligrosos, en donde una parte se adhiere a partículas del suelo, y la 

otra parte se disuelve en el agua (27, 28, 31). 
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Cabe mencionar también, que el cadmio no se degrada en el medio 

ambiente, pero puede cambiar de forma y “desaparecer” de nuestro alcance , esto 

es debido a que las plantas, peces y otros animales lo incorporan en su 

organismo posterior a su captación del medio ambiente (27, 29). 

 

El cadmio tiene la particularidad de permanecer en el organismo por 

largo tiempo, y a su vez tiene la  capacidad de poder acumularse en los 

organismos después de años de exposición a bajos niveles. Ocasionando los 

procesos que conocemos como Bioacumulación y Biomagnificación (9, 27, 28, 

31). 

 

Como se mencionó anteriormente, el cadmio se presenta en la naturaleza 

y en los diferentes compuestos de uso antrópico en forma de cloruro, sulfito o 

sulfato. Una de estas formas más presentes es la de cloruro de cadmio (CdCl2) 

(9). 

 

La sal de Cloruro de Cadmio se presenta en forma de cristales incoloros, 

inodoros e higroscópicos, la solubilidad en agua es elevada, y es utilizado en la 

fabricación de fungicidas, tinción e impresión de textiles, y en baños de acabado 

metálico (9, 26, 27, 28). 
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Esta sal de cadmio para el ser humano es peligrosa, no solo por los efectos 

negativos que puede causar al ambiente, sino porque demanda un gran riesgo a 

la salud por la exposición, debido a que es un compuesto carcinógeno, mutágeno 

y teratógeno (9, 29, 31). 

 

El cloruro de cadmio es tóxico para los organismos acuáticos, y en 

ambientes marinos, el cloruro de cadmio tiende a bioacumularse y 

biomagnificarse a través de la cadena trófica, estos procesos se originan 

principalmente en las algas debido a la captación de nutrientes en suspensión 

para realizar fotosíntesis, aunque también puede originarse por medio del 

ingreso en organismos filtradores a través de los sedimentos y agua (9, 27, 39). 

 

Como se ha mencionado con anterioridad, la peligrosidad de todos los 

metales pesados, incluido el cadmio por su facilidad de llegar a afectar la salud 

humana y animal, es un aspecto relevante a estudiar. Independiente de que la 

Antártida sea el cuarto continente más extenso del mundo, que no está habitado 

por el hombre, y que presenta cualidades de un ambiente extremo único, 

presentando en invierno un aumento del doble de su tamaño por la cantidad de 

hielo que se forma en su periferia al congelarse el mar, mientras que en verano 

algunas zonas permaneces libre de hielo (32).  Éste no se encuentra excepto de 

la afectación por contaminantes.  
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Uno de esos contaminantes más recurrentes, como consecuencia de todos 

los materiales que se emplean en construcción, vestimenta y el mecanismo de 

eliminación de desechos depositados en la Antártida producto de la 

Investigación, así como la afluencia turística, es el Cadmio (9, 29, 33). 

 

La relación existente entre la contaminación del continente Antártico y 

los metales pesados es  muy estrecha. Pese a que la costa de la Antártida es en 

gran parte un sitio prístino, los hábitats marinos bentónicos poco profundos 

adyacentes a las bases científicas actuales, así como los abandonados son a 

menudo altamente contaminados (34). El transporte marítimo, los derrames, 

vertidos de residuos sólidos y líquidos, la quema de combustibles fósiles, y la 

salida de las aguas de lastre, así como la de aguas residuales mal tratadas, son 

causas primordiales del aumento de los niveles de contaminación en la Antártida 

(35, 36, 37). 

 

En referencia al Cadmio como uno de los metales de mayor toxicidad en la 

actualidad, debido a las diferentes formas en que se lo puede encontrar en la 

industria, empleado para el presente proyecto.  No se puede estimar las 

consecuencias ecotóxicas presentes en agua o sedimento, sin embargo, parece 

denotar que concentraciones de entre 5 a 50mg de Cd/Kg en suelo, pueden 

inhibir procesos microbianos tales como la reproducción y el crecimiento (38, 

39), concentraciones que podrían afectar de igual manera en ambientes marinos .  
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Estudios realizados en invertebrados del continente Antártico, que 

puedan estar expuestas a la ingesta de cadmio proveniente de fuentes 

ambientales, tenemos que en musgos obtenidos en los alrededores de la base 

Pedro Vicente Maldonado, se presentan valores máximos de 0,0031 ug/g de 

Cadmio; siendo este metal uno de los que se encuentra en menores 

concentraciones dentro de estas especies Antárticas (39).   

 

Como ha sido descrito, la Antártida no es ajena a los contaminantes que el 

hombre ha emitido durante décadas. Además, debido a otros factores, como el 

cambio climático o el creciente desarrollo urbanístico e industrial y el aumento 

poblacional de los países del hemisferio sur, en conjunto con los presentados 

actualmente, pueden aumentar la deposición e impacto de la contaminación 

antropogénica en la Antártida, que a la actualidad no se ve afectada en gran 

medida por Cadmio (33, 35, 39). 

 
1.3 Metalotioneínas 

 

Las metalotioneínas (MTs) son una superfamilia de proteínas 

intracelulares que se encuentran presentes en todos los organismos vivos, y que 

son capaces de unir metales de transición y metales pesados (2, 12). 
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Las MTs fueron descubiertas por Margoshes y Valle en 1957 cuando las 

aislaron de la corteza renal de los equinos, y las identificaron como proteínas 

capaces de unir cadmio (Cd), actualmente se las define como “Proteínas de bajo 

peso molecular, menores a 7 000 Da compuestas por 61 a 68 aminoácidos” (2, 

11, 15). 

 

 “Un rasgo destacable en la secuencia de aminoácidos dentro de la 

composición de las MTs, es la gran proporción de cisteínas (Cys) altamente 

conservadas, aproximadamente de 18 a 23, agrupadas en secuencias Cys- X-Cys, 

Cys-Cys y Cys-X-Y-Cys, donde X y Y son aminoácidos diferentes de la cisteína” (2, 

11).  

 

Hasta la actualidad se han descrito cuatro isoformas de las MTs 

(numeradas del I al IV). Las MT-I y MT-II no se expresan en todas las células, 

pero si en todos los tejidos del organismo,  siendo  particularmente importante 

su presencia en órganos parenquimatosos como el hígado, riñón, intestino, 

testículos, pulmón, corazón y cerebro (Véase Anexo B-Figura 2). (2, 41). 

 

Las MTs están formadas por dos dominios globulares similares, ubicados 

uno en el extremo C-terminal y el otro en el N-terminal. Cada dominio se 

encuentra unido entre sí por un loop o asa flexible (11, 40). 
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Las MTs se clasifican y nombran en base al metal al que se pueden 

enlazar. Una MT que contiene un solo metal (por ej. Cd) se le denomina cadmio -

metalotioneína (CdMT) ó Cd-tioneína (2, 40). 

 

 “Por otro lado, se ha observado que al administrar sales de Cd en animales 

superiores de experimentación, éste se transporta a través del torrente sanguíneo 

acumulándose inicialmente en el hígado, donde se induce la síntesis de la MT 

respectiva. Posteriormente el Cd hepático continúa su camino hacia el riñón como 

CdMT, este complejo es una potente nefrotoxina que tiene una vida media mayor a 

la de ZnMT, y cuando la concentración de Cd en tejido renal alcanza niveles críticos 

(100-200 mg/g), se producen los daños  tubulares” (41). 

 

Esta particularidad de las MTs, las ha convertido en proteínas muy 

importantes a la hora de hablar de contaminación principalmente producto de 

las actividades antrópicas. El uso por parte del hombre de metales pesados en 

distintas industrias, como avance del desarrollo tecnológico y social; partiendo 

que se tienen metales pesados desde elementos textiles hasta alimenticios, los 

transforma en un alto impacto al medio ambiente (41). De esta manera, la 

importancia de comenzar el estudio de distintos genes capaces de relacionarse 

con metales pesados y otros tipos de contaminantes es de gran relevancia al 

hablar de posibles indicadores de estados ecosistémicos dentro de un ambiente 

en particular. 
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Las MTs, al poseer esta particularidad de relacionarse con el tipo de 

contaminantes analizados en el proyecto y de gran incidencia y efecto al 

encontrarse presente en distintos ecosistemas, las vuelve cada día más 

importantes al momento de obtener información relevante del estado actual y 

manejo de diferentes sitios alrededor del planeta (41). Por este motivo, el 

continuar analizando distintos genes de MTs y sus relaciones con situaciones de 

estrés fisiológico a causa de metales pesados y contaminación de ecosistemas a 

causa de la acción antrópica, bioacumulación y biomagnificación propia de los 

cambios y condiciones ambientales, es un tópico que debe profundizarse cada 

día más a fin de lograr determinar el patrón que sigue la naturaleza a causa de la 

influencia y afectación de ciertas actividades antrópicas y las modificaciones en 

los ecosistemas. 

 

 

Referente al estudio de metalotioneínas, en diversas especies de peces y 

mamíferos, como delfines, ratones e inclusive el ser humano, se ha caracterizado 

moléculas de metalotioneínas, que difieren en algunas características 

obedeciendo al grado evolutivo de organismos, pero que comparten otras, 

principalmente en los dominios globulares (41).   
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Dicha caracterización ha sido producto, principalmente, por ensayos  de 

exposición a ambientes contaminados con metales pesados (41). Por 

consiguiente, debido a la identificación y expresión de metalotioneínas en 

grupos evolutivos diversos, se procedió al estudio de las metalotioneínas en el 

erizo de mar, exponiendo su relevancia en el rol fundamental que juegan en los 

ecosistemas alrededor del planeta, principalmente en la Antártida.  

 

Anteriormente, se había caracterizado por primera vez la expresión de 

Metalotioneína en ovocitos de dos especies de erizos de mar, en el erizo del 

mediterráneo Sphaerechinus granularis y el erizo antártico Sterechinus 

neumayeri (40). De igual manera, análisis en células inmuno-competentes, 

celomocitos,  del S. neumayeri, reveló que la Metalotioneína, es una proteína 

claramente inducible por el estrés a CdCl
2
, y que su expresión aumenta por la 

presencia de este metal (2). Sin embargo la inducción de la Metalotioneína, es 

variable intraespecíficamente e interespecíficamente por varias razones 

pudiendo ser éstas, ambientales o fisiológicas (2, 38). Por otro lado, podemos 

acotar que, la Metalotioneína en el erizo de mar Antártico, posee un rol protector 

contra el estrés oxidativo debido a los radicales libres de oxígeno producidos por 

la exposición al CdCl
2
 (2, 41, 42). 
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1.4  Proteínas de Estrés Térmico 70  
 
 

Las Proteínas de Estrés Térmico (Heat Shock Proteins – “HSPs”), son una 

familia de proteínas conservadas a través del tiempo, cuya expresión se 

incrementa en respuesta a una variedad de diferentes compuestos metabólicos y 

situaciones de desequilibrio celular consecuencia del estrés metabólico  (12, 13). 

 

La mayoría de las HSPs son expresadas constitutivamente y desempeñan 

funciones esenciales, donde la más notable es su rol como “chaperonas” 

facilitando la síntesis y plegamientos de proteínas a través de la célula (12, 13). 

 

Adicionalmente, ha sido demostrado que las HSPs participan en el 

ensamblaje proteico, secreción, degradación de proteínas, y la regulación de 

factores de transcripción y proteínas quinasas, por lo cual incrementos de los 

niveles de HSPs  en diferentes tipos de estrés juegan un rol principal en la 

homeostasis celular (13). 

 

En la actualidad, sabemos que todas estas familias de proteínas son 

sintetizadas en células bajo condiciones normales (constitutivas) y que su 

expresión aumenta (inducibles) debido al estrés metabólico” (13).  
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La familia HSP70 representa una de las más grandes, la misma que se 

encuentra distribuidas en todas las células y en el espacio intercelular, diferentes 

proteínas de esta familia, participan en la maduración de otras proteínas y por 

esa razón han sido llamadas “chaperoninas” (12, 13). (Véase Anexo B-Figura 3).  

 

Referente al estudio y análisis de HSP 70 en organismos antárticos, 

podemos mencionar entre lo más relevante diferentes trabajos en peces, 

equinodermos y crustáceos.  Aparentemente, todos los estudios efectuados en 

respuesta al estrés térmico, en distintos organismos alrededor del mundo, 

parecen contribuir a la sobreexpresión de Proteínas de estrés térmico (Hsps), 

como un mecanismo universal de supervivencia de los organismos y/o células a 

cambios de temperatura del medio, excepto en aquellas especies como peces 

antárticos, la hydra y el ciliado antártico (Euplotes focardii), los mismos que no 

reaccionan incrementando la expresión de Hsps (48, 49). En el caso de los 

nototénidos antárticos, conocidos vulgarmente como nototenias, se sostiene que 

la falta incremento en la producción de Hsp 70 ante cambios de temperatura, no 

refleja la pérdida de funcionalidad puesto que el gen Hsp70 se ha mantenido, 

pero su forma de expresión ha sido alterada de inducible a constitutiva (48, 49, 

51).  

 

En este proceso, donde las tasas de producción de Hsp 70 son 

relativamente altas, sin embargo, ni la tasa de transcripción de Hsp70 ni la 
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concentración de Hsp70 se ve reforzada por el incremento de la temperatura; 

nos sugieren que, la respuesta de por qué ocurre esta situación implicaría un 

fenómeno de desnaturalización al frío (similar a lo que ocurre por calor) , 

constituyéndose entonces en un cambio adaptativo (48, 50, 51).  

 

De igual manera, estudios de respuesta de estrés térmico en dos especies 

antárticas; el equinodermo Odontaster validus y el crustáceo Paraceradocus 

gibber, que viven a temperaturas entre -1,86°C y 1°C, demostró que en estas 

especies la expresión del gen Hsp70 también está ausente (50, 51). Con respecto 

a la ausencia en expresión de genes Hsp70 inducibles por  estrés térmico, la 

respuesta sugerida sobre la incapacidad de inducir Hsp70, obedece a la pérdida 

de la vía de regulación en la expresión génica de Hsp durante la historia 

evolutiva (48, 51). Por otro lado en otras especies marinas especialmente en 

moluscos la expresión de los genes de shock térmico juega un papel fisiológico 

relevante en la tolerancia térmica (51, 52). 

 

En lo que respecta a lo identificado en S. neumayeri, se obtuvo una 

secuencia parcial del gen Hsp70 (Sn-Hsc70) a partir del análisis de secuencias de 

S. purpuratus. Esta secuencia parcial se caracteriza por tener un tamaño de 650 

pb y una secuencia de 180 aminoácidos, correspondiente a la región N-terminal 

de la proteína (12). 
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Por otra parte, Sn-Hsc70, demuestra tener una mayor homología con la 

secuencia HSP70 del erizo de mar, Echinus acutus (94% identidad nucleótidos, 

97% identidad de aminoácidos y 98% similaridad de aminoácidos), que con el S. 

purpuratus. Actualmente se tiene una secuencia descrita en los celomocitos de 

1991 pb, que corresponde a 651 aminoácidos y que contiene los motivos 

característicos para HSP70 de tipo constitutiva (53). 

 
 
1.5 Genes Control del Estado Fisiológico o “Housekeeping Genes” del 
Estado Fisiológico (ARN 28S Ribosomal y Actina) 
 

Los genes control o “housekeeping genes” son nomenclaturas empleadas 

en Biología Molecular y Celular para determinar a un grupo de genes que 

típicamente son genes constitutivos en los diferentes organismos en los que se 

emplean y son requeridos para el mantenimiento básico de la célula (40). De 

igual manera, los genes control del estado fisiológico son expresados en todas las 

células de los distintos organismos bajo condiciones normales y de alteración 

fisiológica (40).  

 

La importancia del empleo de los “housekeeping genes” radica en que, 

todos los organismos, ante estímulos que originen una condición de estrés 

fisiológico en las células, responden aumentando o disminuyendo, dependiendo 

sea el caso, los niveles de expresión de genes inducibles ante dichas condiciones 

de alteración (40). En estos casos, el análisis molecular que determine 
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correctamente los cambios en los niveles de expresión transcripcional de genes 

inducibles ante diferentes condiciones de estrés en un organismo,  se debe hacer 

empleando una comparación entre los niveles de los genes inducibles y los 

niveles de genes no inducibles que mantengan constante la expresión (40, 45). 

 

Por este motivo, emplear genes “housekeeping” que, como se mencionó 

anteriormente, son genes que mantienen un nivel constante de expresión, 

debido a sus funciones estructurales, protectoras o mensajeras,  independientes 

de la respuesta celular mediada por la alteración del estado fisiológico que 

mantenga el organismo; son la fuente primordial en la obtención de los 

resultados que permitan denotar el estado de cambio del organismo ante un 

factor de estrés. Por lo tanto, podríamos indicar que el empleo comparativo de 

estos genes, en contraste con genes inducibles ante una condición de estrés, es la 

clave para lograr normalizar los valores de expresión y determinar con certeza 

la verdadera inducción genética que evidencia la célula a causa de un factor de 

estrés y/o alteración fisiológica. Caso contrario, al carecer de información base 

sobre la expresión de dichos genes inducibles en un estado fisiológico normal 

(niveles de expresión de los genes “control” o “housekeepig”, podría generar 

falsos resultados (40, 45). 
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Dentro de los genes “control” tenemos una gran diversidad, 

encontrándose algunos en organismos eucariontes y otros en procario ntes; 

difiriendo de acuerdo al grado evolutivo que posea el individuo (40, 45, 46). Por 

este motivo, entre los genes “control” más conocidos encontramos a los tRNA, 

rRNA, GADPH, HSP90 y el gen de actina con sus isoforma más representativa 

para este caso (b-actina); de entre los cuales, debido a diversas investigaciones, 

se ha sabido mencionar que los más estables para organismos eucariontes son 

los rRNA y actina (45, 46, 47). 

 

Los genes del ARN ribosomal (ARNr) están entre los más estables e 

inmutables conocidos. Principalmente, los genes de la unidad pequeña del ARN 

(16S in procariontes o 18S en eucariontes) se usan para comparar organismos 

vivos altamente diversos como bacterias, hongos y humanos (44, 45). 

 

Pese a esto, todos los cuatro tipos de ARNr: 18S, 5.8S, 28S y 5S, juegan un 

papel fundamental en el proceso de traducción en la síntesis de proteínas, y sus 

variaciones son poco frecuentes. Esta es la razón por lo cual son genes viables 

para su uso comparativo con genes inducibles en diferentes organismos (44, 46).   
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La actina es una familia de proteínas globulares que forman 

los microfilamentos, los cuales son uno de los tres componentes fundamentales 

del citoesqueleto de las células de los organismos eucariotes, razón por lo cual 

están involucradas con la movilidad celular (45, 47).  

 

La beta-actina es una de las 6 isoformas de la actina identificada en 

humanos, esta forma parte del citoesqueleto no muscular, y está relacionada con 

la integridad celular, siendo así que por estas características tanto la actina, 

como la beta-actina son utilizadas como genes control en experimentos 

comparativos de genes inducibles en diferentes organismos (46, 47). 

 
 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 CAPITULO II  

 

 

 

 

2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1      Área de Estudio 

El bioensayo se realizó en la Península  Fildes (Antártida), en la Base 

Científica “Profesor Julio Escudero” del Instituto Antártico Chileno, INACH.  

(62°12'4.96" latitud Sur, 58°57'45.50" Longitud Oeste). 
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Ilustración 1. Mapa y Foto satelital de la Península de Fildes, Isla Rey Jorge 
(Antártida). 
 
Mapa y foto satelital del lugar de toma (Punto rojo), y procesamiento inicial 
(Cuadro Rojo) de las muestras de erizos de mar Antártico. Fuente: Figueroa T. 
(2009). Islas Shetland del Sur, Península Antártica. 

 

2.2     Material biológico 

La toma de los ejemplares de Sterechinus neumayeri se llevó a cabo en los 

alrededores de la Base Científica “Profesor Julio Escudero” por medio de buceo 

autónomo, efectuado por buzos científicos del Instituto Antártico Chileno 

(INACH), para su posterior traslado a la Base, sitio en el cual se realizó el 

experimento de estrés con Cloruro de Cadmio (CdCl2). 
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Los 50  ejemplares fueron obtenidos a una profundidad de entre 10 y 15 

metros, de igual manera para su traslado se obtuvo agua de mar de la superficie.  

 
2.3     Bioensayo 

En el montaje del bioensayo se preparó una solución madre (Stock) de 

Cloruro de Cadmio (CdCl2) a 0.5M. Partiendo de esta solución madre, se 

prepararon dos diluciones correspondientes a las concentraciones de 2mM 

(recipiente 1), y 5mM (recipiente 2).  

 

La temperatura del bioensayo fue mantenida entre 0 y 1 grados Celsius 

dentro de una cámara de frío para facilitar la simulación de la temperatura en su 

hábitat natural.   

 

En efecto, la temperatura permaneció constante durante 48 horas. Las 

primeras 24 horas fueron empleadas en el  mantenimiento adecuado del agua, y  

corroboración del buen funcionamiento de los equipos, mientras que  las últimas 

24 horas fueron establecidas como duración total del estrés.  

 

Otro aspecto  a tomar en consideración fue la distribución de los 

ejemplares dentro de los recipientes para el bioensayo, para la distribución se 

emplearon 9 ejemplares en el recipiente control. Y para los recipientes 
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experimentales se emplearon 24 ejemplares distribuidos 12 para el experimento 

de 2mM y 12 para el experimento de 5mM. 

 

Durante el montaje del bioensayo se estableció la cinética 

correspondiente a 2, 6 y 24 horas de haber sido iniciado el estrés, tiempos en  los 

cuales se realizó la respectiva toma de muestras de los tejidos objetivos del 

análisis, y células del erizo de mar (celomocitos), de los ejemplares recolectados.  

 

La obtención de las muestras de celomocitos, se efectuó disectando la 

membrana peristomal  alrededor de la “linterna de Aristóteles” de   los 

ejemplares seleccionados, posterior a esta disección, se procedió a inclinar a los 

ejemplares sobre un embudo, el cual estaba dentro de un tubo Falcon de 50ml 

ubicado en el interior de un vaso de precipitación, dejando verter todo el líquido 

rosado que salía del interior del cada ejemplar.  

 

El líquido recolectado de cada ejemplar, se lo distribuyó en 3 tubos 

eppendorf de 1.5ml  que fueron centrifugados a 4 grados a 6000 RPM durante 8 

minutos en una centrifuga refrigerada Sartorius. Una vez concluida la 

centrifugación, el sobrenadante del tubo se descartó. Luego se diluyó el 

sedimento de celomocitos formado con 400 µl de ARN-safer (Omega Bio-Tek), y 

se lo agitó hasta que se encuentre completamente disuelto.  
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Por otra parte, para la obtención de los tejidos objetivos del análisis, los 

ejemplares previamente disectados alrededor de la “linterna de Aristóteles” 

fueron,  a partir de este punto, seccionados en forma triangular hacia el extremo 

externo. Así, para la obtención de muestras de esófago se procedió a levantar y 

cortar el tejido rojo (esófago) unido a la “linterna de Aristóteles”. La muestra de 

esófago obtenida se colocó sobre un porta-objetos fue dividida en 4 o 5 partes 

pequeñas, donde solo una de estas partes se colocó en un microtubo de 1.5ml 

con 1 ml de ARN-safer. 

 

Del mismo modo para la obtención de muestras de intestino,  se procedió 

a extraer parte del tejido laminar ubicado en el interior del cuerpo del erizo 

(intestino), ingresando por el extremo previamente seccionado, dos pequeñas 

cantidades de dicho tejido, que luego fueron colocadas en dos microtubos de 

1.5ml con 1ml de ARN-safer cada uno (Véase Figura 1). 

 

 

 



 
 

35 
 

 

Figura 1. Metodología implementada para la obtención de muestras de S. neumayeri.  
 
Metodología implementada para la obtención de muestras de esófago e intestino  en el 
erizo de mar Antártico Sterechinus neumayeri. Fuente: Autor 

 

Posterior a la obtención de las muestras de celomocitos y de los tejidos de 

interés, los tubos fueron debidamente rotulados y se agitaron hasta evidenciar 

un cambio de coloración del RNA-safer, el mismo que iba de transparente a 

rojizo. Estos tubos se almacenaron a 4 grados Celsius durante 12 horas para que 

el ARN-safer penetre correctamente en las muestras y permita su preservación. 

Subsecuentemente los tubos se almacenaron y preservaron a -20 grados Celsius 

hasta su respectivo uso. 
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Finalmente las muestras fueron trasladadas vía aérea hasta Punta Arenas 

para ser preservadas en el laboratorio de Biorecurso s Antárticos del INACH, a -

80 grados Celsius, para su procesamiento. 

 

2.4     Extracción de RNA total 

 

Para la obtención de los ARN totales de las muestras preservadas 

empleamos   1 muestra de intestino, 1 de esófago y 1 de celomocitos de los 

grupos controles de 5mM.  Además,  para el respectivo procesamiento de las 

muestras se empleó el protocolo “EZNA total RNA Isolation Protocol” de Omega 

Bio-Tek (Ver Anexo C-Protocolo 1), del kit de extracción de ARN totales de EZNA. 

 

Luego de la extracción de los RNA totales, se procedió a la cuantificación 

de su pureza y concentración, con estos resultados (Véase Anexo A-TABLA II), se 

decidió procesar el resto de muestras con este último protocolo . 

 

Las muestras que finalmente se procesaron, correspondieron a un total 

de 27 tubos distribuidos de la siguiente forma, 3 controles (2mM) para toda la 

cinética, y 4 individuos de cada estrés (2mM y 5mM CdCl2) a las 2 horas, 6 horas 

y 24 horas de exposición, de los tubos con muestras de intestino, obteniendo 

excelentes resultados. (Véase Anexo A-TABLA III). 
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2.5      Producción de ADN complementario (cDNA).  

Una vez extraídos los ARN totales correspondientes a la cinética de la 

expresión transcripcional de ARNm de las muestras de intestino, se procedió a 

elaborar un mix de todas las muestras correspondientes a la misma 

concentración y tiempo de extracción. 

 

El mix de las muestras se realizó agregando en un tubo de PCR, 100µ l de 

cada tubo que contenía los RNA totales, es decir se efectuó, un “POOL Genético” 

de los controles, correspondientes a las concentraciones de 2mM y 5mM a las 2, 

6 y 24 horas, al cuantificarlos y medir su pureza, se obtuvo buenos resultados. 

(Véase Anexo A-TABLA IV).  

 

Estos “POOL Genéticos” fueron transformados a ADN complementario 

(cDNA), por medio de la RT-PCR usando el protocolo de Kit  M-MLV-RT de 

Invitrogen (Ver Anexo C-Protocolo 2), y para la RT-PCR se realizaron los cálculos 

respectivos (Véase Anexo A-TABLA V), basados en el procedimiento empleado 

en el laboratorio. 

 

2.6     PCR en Tiempo Real 

 

Posterior a la obtención de los tubos de los “POOL Genéticos” 

transformados a cDNA, se efectuó la PCR en tiempo real, empleando el programa 
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de qPCR del Laboratorio de Biorecursos Antárticos del INACH, optimizado para 

el marcador de fluorescencia FAM/Sybr Green (Véase Anexo B-Figura 4). 

 

Cabe señalar, que con este programa de qPCR se realizó la medición de 

los niveles de expresión transcripcional de los genes control y experimentales, 

empleando los iniciadores respectivos para cada caso, los mismos que han sido 

debidamente estandarizados en el Laboratorio de Biorrecursos Antárticos del 

INACH, y denominados específicamente para este proyecto como 28S (Véase 

Anexo B-Figura 5), ACT (Véase Anexo B-Figura 6), HSP-1 (Véase Anexo B-Figura 

7), HSP-2 (Véase Anexo B-Figura 8),  y MT (Véase Anexo B-Figura 9).  

Tabla 1: Descripción de partidores diseñados para genes caracterizados de S. 
neumayeri (*) de acuerdo al gen de interés a amplificar. La temperatura de 
hibridación varía debido a la especificidad del juego de partidores y de los 
tamaños de los fragmentos de PCR. 
 

Partidores  Secuencia Tamaño de 

amplificación 

Temperatura 

de 

hibridación 

FW Sp28s  
RV  Sp28s  

GGGTATAGGGGCGAAAGACT 
GTCGGGCCTCTTACCAATTT 

174 pb 55°C 

    

FW S1 
RV 

QHSP70-M1 

CCAGCAGTAGGAATTGATC 
AACACCAGCATCCTTCGT 

497pb 50°C 

FW Act Sn 
RV Act Sn 

CCTCTCCCTCTACGCATCTG 
AGCGGTGGTTGTGAAAGAGT 

156 pb 50°C 

    

FW MT 
RV MT 

CACCATGCCTGATGTCAAGT 
TGTCTGCTTGGAGCATGTTG 

292 pb 50°C 
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Los genes amplificados, tanto los controles como los experimentales, se 

amplificaron con el mismo programa de qPCR (Ver Anexo C-Protocolo 3),  y en 

base a los resultados obtenidos, correspondientes a  los niveles de expresión 

transcripcional de los genes 28S, Metalotioneínas (MTs), Proteína de Estrés 

Térmico70 (HSP70) y Actina de los “POOL Genéticos” analizados (Véase Anexo 

A-TABLA VI), visualizados a través de los valores de Ct mostrados, se procedió a 

realizar el análisis de las muestras individuales.  

              

2.7     Análisis estadístico 

           El análisis estadístico de los datos consistió en  primer plano en la 

medición de los niveles de expresión transcripcional de los genes constitutivos 

del “POOL Genético”, 28S y Actina con ayuda del programa Statistica 7, por 

medio del cual se efectuó un ANOVA de 1 vía con un nivel de p=0.05 para 

determinar el gen control para la normalización de los genes experimentales; 

basándose en la estabilidad presenciada en sus niveles de expresión. 

 

Una vez determinado el gen fisiológico más estable en el experimento 

para las muestras del “POOL Genético”, se procedió a corroborar el resultado 

obtenido, analizando en las muestras individuales el posible gen control, por 

medio de una prueba ANOVA de 1 vía con un nivel de p=0.05.  Corroborado el 

gen control, los datos de expresión transcripcional obtenidos para los genes 

experimentales HSP 70 y MT fueron analizados con el método de doble delta Ct 
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(       , el cual expresa la proporción obtenida de la relación entre los valores 

de Ct de los genes experimentales y los valores del gen control (54), para las 

muestras individuales (Véase Anexo A-TABLA VII). 

 

Los valores obtenidos gracias al método de doble delta Ct, fueron 

insertados en el programa Statistica 7, en el cual también se efectuó un ANOVA 

de 1 vía con un nivel de p=0,05 para determinar la variación de la expresión 

transcripcional a causa de la diferencia de tiempo de exposición al que 

estuvieron sometidos los ejemplares al estrés, dentro de cada concentración.  

 

Previo al análisis de ANOVA de 1 factor, se efectuó una transformación de 

los datos por medio de la función Log10, para cumplir las asunciones de ANOVA. 

De igual manera se empleó la suma de una constante “1” para evitar los valores 

negativos de la transformación. (Véase Anexo A-TABLA VIII).               

 

Cabe mencionar que el análisis de la variación en la expresión 

transcripcional de los genes experimentales fue efectuado de manera 

independiente  para cada gen, es decir, un análisis para el gen HSP-1, otro para el 

gen HSP-2 y otro para en gen MT. Los resultados del análisis entre tiempos de 

exposición, sirvieron para evaluar la diferencia en la expresión transcripcional 

existente por las distintas concentraciones de Cloruro de Cadmio. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO III 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 
Previo a efectuar el análisis con el método Doble Delta Ct de los datos 

obtenidos del PCR en tiempo real, correspondientes a los genes experimentales 

HSP 70 y MT, se efectuó para las muestras de tejido de Erizo de Mar Antártico 

correspondientes al “POOL Genético” y a las muestras “Individuales” un ANOVA 

de 1 vía para determinar por medio de comparación de medias por el método de 

Tuckey HSD, el gen categorizado como estándar interno para la normalización 

de genes diferencialmente expresados.  
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Validación de los “Genes Control” o “Housekeeping gene” 

La validación de genes denominados “Control” o “Housekeeping” es un 

paso primordial y necesario previo a cualquier análisis efectuado por qPCR 

debido a que éstos, una vez que contrastados con los niveles de expresión de los 

genes experimentales, nos permiten visualizar los niveles relativos de expresión 

transcripcional a causa del estrés. La validación y empleo del gen “Control” para 

el presente proyecto, como se mencionó con anterioridad, corresponde a la 

medición de los niveles de expresión transcripcional de los dos genes 

constitutivos empleados (Actina y ARNr 28S), a través de un ANOVA de 1 vía, 

siendo seleccionado como estándar interno para la normalización de los genes 

diferencialmente expresados, el gen constitutivo de menor variación estadística. 

 

Los valores para la elaboración del análisis estadístico de los resultados 

se obtuvieron a través de los valores denotados en el programa de qPCR; 

analizados preliminarmente de manera gráfica, por medio de los diagramas de 

amplificación; diagramas que sirvieron para generar una idea de la estabilidad 

de los genes “control” con los que se iba a trabajar para el presente experimento 

y seleccionar el más estable, corroborándolo posteriormente co n pruebas 

estadísticas (Véase Figura 2 y 3). 
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Figura 2. Diagrama de Amplificación del programa de qPCR para el gen Actina  
 
Diagrama de Amplificacion del programa de qPCR para el gen Actina 

correspondiente a las muestras del “Pool Genético”. Fuente: Laboratorio de 
Biorrecursos Antárticos Chileno (INACH) 

 
 

 
 
Figura 3. Diagrama de Amplificación del programa de qPCR para el gen ARNr 28S 

 
Diagrama de Amplificacion del programa de qPCR para el gen ARNr 28S 

correspondiente a las muestras del “Pool Genético”. Fuente: Laboratorio de 
Biorrecursos Antárticos Chileno (INACH) 
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Validación del gen ARNr 28S para las muestras del “POOL Genético”  

 ARNr 28S 2mM  

 

Gráfico 1: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los 
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentración de 2mM de 
CdCl2. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen ARNr 28S en la concentración de 2mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado 
por el Autor).  

 

El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen ARN 28S Ribosomal del POOL Genético 2mM, demuestra que no se 

presentan diferencias significativas entre los tiempos de exposición al estrés en 

relación al control. Sin embargo se evidencia diferencias significativas entre las 6 

y 24 horas en relación a las 2 horas de exposición al estrés. (Véase ANEXO A, 

Table IX). 
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ARNr 28S Ribosomal 5mM 

 

Gráfico 2: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los 
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentración de 5mM de 
CdCl2. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen ARNr 28S en la concentración de 5mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado 
por el Autor). 
 

El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen ARN 28S Ribosomal del POOL Genético 5mM, demuestra que no se 

presentan diferencias significativas entre los tiempos de exposición al estrés . De 

igual manera, no se presentan diferencias significativas en relación al grupo 

control. (Véase ANEXO A, Tabla X). 
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El análisis estadístico del gen ARNr 28S para la concentración de 2mM 

con un valor de p=0,031 rechaza la hipótesis nula de que no existen diferencias 

significativas entre los grupos experimentales y el grupo control, mientras que 

para la concentración de 5mM con un valor de p=0,094 acepta la hipótesis nula.   

 

El rechazo de la hipótesis nula para la concentración de 2mM 

corresponde a un aumento en la acumulación de transcritos de ARNr 28S a las 2 

horas, seguido de una disminución en la concentración de transcritos para las 6 

y 24 horas de exposición al estrés.  

 

Por otra parte, para la concentración de 5mM, la aceptación de la 

hipótesis nula corresponde a un incremento en la acumulación de transcritos a 

las 2 y 6 horas de exposición al estrés, mientras que a las 24 horas, se evidencia 

una ligera disminución en los valores de expresión transcripcional similares a 

los presentados a las 2 de exposición al estrés.  
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Validación del gen Actina para las muestras del “POOL Genético” 

Actina 2mM 

  

Gráfico 3: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los 
grupos experimentales del gen Actina para la concentración de 2mM de 
CdCl2. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen Actina en la concentración de 2mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por 
el Autor). 

 

El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen Actina del POOL Genético 2mM, demuestra que se presentan diferencias 

significativas entre las 6 horas y las 24 horas en relación al grupo control y a las 

2 horas de exposición. (Véase ANEXO A, Tabla XI). 
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Actina 5mM 

  

Gráfico 4: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los 
grupos experimentales del gen Actina para la concentración de 5mM de 
CdCl2. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen Actina en la concentración de 5mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por 
el Autor). 
 
 

El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen Actina del POOL Genético 5mM, demuestra que se presentan diferencias 

significativas entre las 6 horas y las 24 horas en relación al grupo control y a las 

2 horas de exposición. (Véase ANEXO A, Tabla XII). 
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El análisis estadístico del gen Actina, tanto para la concentración de 2mM 

con un valor de p=0,009, como para la concentración de 5mM con un valor de 

p=0,004, rechaza la hipótesis nula de que no existen diferencias significativas 

entre los grupos experimentales y el grupo control.  El rechazo de la hipótesis 

nula para la concentración de 2mM corresponde a una disminución paulatina en 

la acumulación de transcritos de HSP 70 a partir de las 2 horas de exposición al 

estrés. De igual manera para la concentración de 5mM el rechazo de la hipótesis 

nula corresponde a un ligero incremento en la acumulación de transcritos a las 2 

horas, seguido de una disminución considerable a las 6 horas, la cual se mantuvo 

en similares condiciones a las 24 horas de exposición al estrés.  

 

Dicho análisis estadístico determinó que el gen ARNr 28S, debido a su 

mayor estabilidad para el presente proyecto (p=0,094 para la concentración de 

5mM, y p=0,031 para la concentración de 2mM), en comparación al gen Actina 

(p=0,004 para la concentración de 5mM, y p=0,009 para la concentración de 

2mM), será empleado como gen control para la normalización de los genes 

diferencialmente expresados.   
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Corroboración del gen control ARNr 28S para las muestras individuales 

Posterior a la determinación del gen control para la normalización de los 

datos de la cuantificación relativa de los ARNm de los genes experimentales HSP 

70 y MT. Se efectuó la corroboración de dicho control en las muestras 

individuales, para determinar la eficiencia del gen ARNr 28S como estándar 

interno de la evaluación cuantitativa para el presente proyecto. 

Validación del gen ARNr 28S para las muestras Individuales 

ARNr 28S 2mM 

Tiempo; Unweighted Means

Current effect: F(3, 7)=2,1190, p=,18618

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

control 2 horas 6 horas 24 horas
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Gráfico 5: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los 
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentración de 2mM de 
CdCl2 en las muestras individuales 
 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen ARNr 28S (individuales) en la concentración de 2mM de CdCl2. 
(Fuente: Elaborado por el Autor). 
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El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen ARNr 28S (Individual 2mM), demuestra que no se presentan diferencias 

significativas entre horas de exposición al estrés en relación al grupo control. 

(Véase ANEXO A, Tabla XIII). 

 

ARNr 28S 5mM 

Tiempo; Unweighted Means

Current effect: F(3, 7)=3,4478, p=,08045

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gráfico 6: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los 
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentración de 5mM de 
las muestras individuales 
 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen ARN 28S (individuales) en la concentración de 5mM de CdCl2. 
(Fuente: Elaborado por el Autor). 
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El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen ARNr 28S (Individual 5mM), demuestra que no se presentan diferencias 

significativas entre horas de exposición al estrés, en relación al grupo control. 

(Véase ANEXO A, Tabla XIV).  

 

El análisis estadístico para el gen ARNr 28S (individuales), tanto en la 

concentración de 2mM, con un valor de p=0,186, como en la concentración de 

5mM con un valor de p=0,08,  acepta la hipótesis nula de que no existen 

diferencias significativas entre los niveles de expresión transcripcional durante 

los diferentes tiempos de exposición al estrés con cadmio en contraste con los 

niveles de expresión transcripcional del grupo control.  La aceptación de la 

hipótesis nula para la concentración de 2mM corresponde a una ligera 

disminución paulatina en la acumulación de transcritos de ARNr 28S 

(individuales) a partir de las 2 horas de exposición al estrés. De igual manera 

para la concentración de 5mM la aceptación de la hipótesis nula corresponde a 

un ligero incremento en la acumulación de transcritos a partir de las 2 horas de 

exposición al estrés, presentando una ligera disminución a las 24 horas de 

exposición al estrés. 
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         Cuantificación de la expresión de los genes de estrés HSP 70 y MT 

Una vez efectuada la validación del gen control del experimento, se 

procedió a emplear el método doble delta Ct para los genes experimentales HSP 

70 (99bp y 500bp) y el gen MT (292 bp). Los resultados obtenidos de este 

método, debido al incumplimiento de las asunciones de ANOVA, fueron 

transformados con la función “Log10” y sumados con una constante “1”. Las 

asunciones de ANOVA no cumplidas, previo a la transformación,  para el gen HSP 

70 correspondieron, en la concentración de 2mM para el amplicón de 99bp, a la 

distribución normal de la población y homogeneidad de varianzas. Mientras que 

en la concentración de 5mM, para el amplicón de 99 bp, correspondió a la 

homogeneidad de varianzas. Posterior a la transformación de los datos del 

método Doble Delta Ct, las asunciones de ANOVA no cumplidas, disminuyeron 

sólo a la homogeneidad de varianzas para el amplicón de HSP 70 (99 bp) en la 

concentración de 5mM.    
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Cuantificación relativa de los niveles de expresión transcripcional del gen 

de estrés Proteína de Estrés Térmico 70 (HSP 70) 

 

Medición de los niveles de expresión relativa del gen HSP 70 (99bp) 

 

HSP 70 (99 bp) 2mM 

 

 
Gráfico 7: Diferencia en los valores de expresión relativa del grupo control 
y los grupos experimentales del gen HSP 70 (99 bp) normalizado con el gen 
ARNr 28S, para la concentración de 2mM de CdCl2 para las muestras 
individuales. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen HSP 70 (99 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la 
concentración de 2mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por el Autor). 
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El análisis de comparación de medias, efectuado por el método de Tuckey para el 

gen HSP 70 (99 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S para la 

concentración de 2mM, demuestra que no se presentan diferencias significativas 

entre los tiempos de exposición al estrés en relación al grupo control. (Véase 

ANEXO A, Tabla XV). 

 

El ANOVA de 1 vía para el gen HSP 70 (99 bp) en la concentración de 

5mM de CdCl2, no se pudo llevar a cabo debido a que los datos no cumplen con la 

asunción de homogeneidad de varianzas. (Véase ANEXO A, Tabla XVI). De esta 

manera, el análisis estadístico de Homogeneidad de Varianzas por el método de 

Barlett-Cochran, con un valor de p=0,024 nos indica que se rechaza la hipótesis 

nula de que existe Homogeneidad de Varianzas en la Población.  

 

El análisis estadístico de comparación de medias del HSP 70 (99 bp) para 

la concentración de 2mM con un valor de p=0,601, acepta la hipótesis nula de 

que no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales y el 

grupo control. La aceptación de la hipótesis nula para la concentración de 2mM 

obedece a que los niveles de acumulación de transcritos de ARNm HSP 70 

(99bp) durante las 2 y 6 horas de exposición son similares al grupo control, 

mientras que los mismos presentan un ligero aumento en su acumulación a las 

24 horas de exposición al estrés con CdCl2.  
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Medición de los niveles de expresión relativa del gen HSP 70 (500bp) 

 

HSP 70 (500 bp) 2mM 

  

 
Gráfico 8: Diferencia en los valores de expresión relativa del grupo control 
y los grupos experimentales del gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el 
gen ARNr 28S, para la concentración de 2mM de CdCl2 para las muestras 
individuales 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la 
concentración de 2mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por el Autor). 
 

 

El análisis de comparación de medias, efectuado por el método de Tuckey, para 

el gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el gen ARNr 28S para la concentración 

de 2mM, demuestra que se presentan diferencias significativas entre las 24 

horas de exposición al estrés en relación a las 2 horas, 6 horas, y al grupo 

control. (Véase ANEXO A, Tabla XVII). 
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HSP 70 (500 bp) 5mM 

 

Gráfico 9: Diferencia en los valores de expresión relativa del grupo control 
y los grupos experimentales del gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el 
gen ARNr 28S, para la concentración de 5mM de CdCl2 para las muestras 
individuales. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la 
concentración de 5mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por el Autor). 

 
 

El análisis de comparación de medias, llevado a cabo por el método de 

Tuckey, para el gen HSP 70 (500 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S 

para la concentración de 5mM, demuestra que no se presentan diferencias 

significativas entre los tiempos de exposición en relación al grupo control. 

(Véase ANEXO A, Tabla XVIII). 
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El análisis estadístico del gen experimental HSP 70 (500 bp), normalizado 

con el gen ARNr 28S para la concentración de 2mM con un valor de p=0,02, 

rechaza la hipótesis nula de que no existen diferencias significativas entre los 

grupos experimentales y el grupo control. Por otra parte, para la concentración 

de 5mM con un valor de p=0,165 se acepta la hipótesis nula.   

 

El rechazo de la hipótesis nula para la concentración de 2mM 

corresponde a un incremento en la acumulación de transcritos de HSP 70 (99 

bp) a partir de las 24 horas de exposición al estrés en relación al grupo control, a 

las 2 y 6 horas de exposición al estrés, debido a que la acumulación de 

transcritos a corto plazo (2 y 6 horas) presentan  niveles similares al observado 

en el grupo control. Subsecuentemente, para la concentración de 5mM la 

aceptación de la hipótesis nula obedece a que los niveles de acumulación de 

transcritos a las 2 y 24 horas de exposición al estrés son similares a los 

observados para el grupo control, mientras que durante las 6 horas de 

exposición al estrés, dichos niveles de acumulación presentan un ligero aumento 

en relación a los antes mencionados.  
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Medición de los niveles de expresión transcripcional del gen MT (292bp) 

 

MT (292 bp) 2mM 

  

Gráfico 10: Diferencia en los valores de expresión relativa del grupo 
control y los grupos experimentales del gen MT (292 bp) normalizado con 
el gen ARNr 28S, para la concentración de 2mM de CdCl2 en las muestras 
individuales. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen MT (292 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la 
concentración de 2mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por el Autor). 
 
 

El análisis de comparación de medias efectuado por el método de Tuckey 

para el gen MT (292 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S para la 

concentración de 2mM, demuestra que se presentan diferencias significativas 

durante las 6 y 24 horas de exposición al estrés en relación a las 2 horas y al 

grupo control. (Véase ANEXO A, Tabla XIV). 
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MT (292 bp) 5mM 

  

Gráfico 11: Diferencia en los valores de expresión relativa del grupo 
control y los grupos experimentales del gen MT (292 bp) normalizado con 
el gen ARNr 28S, para la concentración de 5mM de CdCl2 en las muestras 
individuales. 
Gráfico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés (grupos experimentales), 
para el gen MT (292 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la 
concentración de 5mM de CdCl2. (Fuente: Elaborado por el Autor). 
 

El análisis de comparación de medias por el método de Tuckey para el 

gen MT (292 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S para la 

concentración de 5mM, demuestra que se presentan diferencias significativas 

durante las 6 y 24 horas de exposición al estrés, en relación a las 2 horas y al 

grupo control. (Véase ANEXO A, Tabla XX). 

El análisis estadístico efectuado para el gen experimental MT (292 bp), 

normalizado con el gen ARNr 28S (control del experimento) denota que, tanto 
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para la concentración de 2mM con un valor de p=0,00167, como para la 

concentración de 5mM con un valor de p=0,00034;  la hipótesis nula de que no 

existen diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo 

control es rechazada. El rechazo de la hipótesis nula para ambas concentraciones 

(2mM y 5mM de CdCl2), obedecen a un aumento significativo en la acumulación 

de transcritos de MT (292bp) a partir de las  6 horas de exposición al estrés, 

niveles que para la concentración de 2mM aumentan progresivamente hasta las 

24 horas, mientras que, para la concentración de 5mM, dichos niveles tienden a 

disminuir ligeramente a las 24 horas de exposición al estrés con CdCl2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 12: Grafico de barras de los valores de expresión relativa de los 
genes experimentales HSP 70 (99bp y 500bp) y MT (292bp), para las 
diferentes concentraciones (2mM y 5mM) de CdCl2. 
Gráfico que demuestra la diferencia en la acumulación de transcritos, entre el 
grupo control y los tiempos de exposición al estrés, de los genes experimentales 
evaluados con el gen control ARNr28S para 5mM y 2mM de CdCl2. (Fuente: 
Elaborado por el Autor). 



 
 

 
 
 
 
 
 

CAPITULO IV 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos referentes a la determinación del gen control 

considerado como estándar interno de la cuantificación relativa de genes 

diferencialmente expresados en las diferentes concentraciones de CdCl2, 

denotan que, para el gen Actina, pese a ser comúnmente usado como control 

interno para normalizar datos de estudio de expresión de genes (54),  evidencia 

una disminución significativa en la acumulación de transcritos de ARNm a partir 

de las 6 horas de exposición al estrés con CdCl2, comprobada por medio de la 

comparación de medias por el Método de Tukey.  
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Dichos resultados nos permiten inferir que hubo una alteración 

fisiológica en el erizo de mar Antártico a causa de la presencia de metales 

pesados, lo cual se podría explicar debido a la relación funcional que posee la 

Actina con el citoesqueleto celular (47), principalmente para el movimiento 

interno de los contenidos celulares que permiten llevar a cabo eventos 

metabólicos requeridos por el organismo.  

 

Por el contrario, el efecto de ambas concentraciones de CdCl2 en la 

acumulación de transcritos de ARNm del gen ARNr 28S, evidencia no presentar 

diferencias significativas. Los niveles de expresión transcripcional del gen ARNr 

28S se ven afectados a partir de las 6 horas de exposición al estrés, denotando 

para la concentración de 2mM una disminución en la acumulación de transcritos, 

mientras que para la concentración de 5mM existe un aumento en la 

acumulación de transcritos, el mismo que disminuye en ambas concentraciones 

a las 24 horas de exposición al estrés. Dichos resultados evidencian similar 

tendencia en la acumulación de transcritos para las muestras Individuales y 

muestras del POOL Genético. Finalmente, basado en el análisis expuesto 

anteriormente, se determina al gen ARNr 28S como “gen control” para la 

normalización de los niveles de expresión de genes diferencialmente expresados  

del presente proyecto, pese a sufrir ligeras modificaciones en los niveles de 

acumulación de transcritos principalmente a las 6 horas de exposición al estrés; 
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proceso que también ocurre en células de respuesta inmune, celomocitos, del S. 

neumayeri ante situaciones similares de estrés con CdCl2 (2).  

 

En lo concerniente a los genes experimentales, se obtuvo para el presente 

proyecto que los resultados de los análisis del gen HSP 70 (99bp), evidencian un 

ligero incremento en la acumulación de ARNm transcrito de HSP 70  luego de 24 

horas de exposición para la concentración de 2mM de CdCl2, comprobado por 

medio de la comparación de medias por el método de Tukey. De igual manera, 

los resultados de los análisis del gen HSP 70 (500bp) para la concentración de 

2mM evidencian un aumento en la acumulación de transcritos a las 24 horas, 

presentando diferencias significativas; mientras que para la concentración de 

5mM no se evidencian diferencias significativas. 

 

La variación en ambos resultados, concerniente al análisis del  gen HSP 

70, puede obedecer a la sensibilidad de la técnica de RT-PCR en Tiempo Real 

empleada para la medición de la expresión transcripcional de los genes; la 

misma que aumenta considerablemente en amplicones de menor tamaño (55). 

Teniendo como resultado que, para evidenciar diferencias significativas en el 

amplicón de 99bp, los niveles de acumulación de transcritos deberían ser 

mayores que para el amplicón de 500bp. 
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Adicionalmente, sabiendo que las HSP 70 son inducibles en otros 

animales marinos como mecanismo universal de supervivencia, exceptuando 

especies de peces Antárticos, (49, 50, 51), y otros organismos donde su forma de 

expresión ha sido alterada de inducible a constitutiva (51, 52), proceso similar a 

lo que ocurriría en  invertebrados marinos Antárticos como la estrella de mar 

(Odontaster validus) y el crustáceo (Paracedarocus gibber), podría explicar por 

qué la HSP 70 en el S. neumayeri no sería inducible por calor, (56), pero sí podría 

ser inducida por estrés a causa de metales pesados (CdCl2).  

 

De esta manera, como se demostró en el presente proyecto, este 

compuesto que podría ser considerado agente inductor de diversas situaciones 

de estrés, debido a los cambios metabólicos que genera en las células, referente 

al aumento de los niveles de expresión de HSP 70; podría servir como punto de 

partida a futuras investigaciones en el erizo de mar Antártico, empleando 

diversos compuestos que denotan otras formas de visualizar la inducibilidad de 

las HSP 70 ante diferentes situaciones de estrés. 

 

Compuestos que podrían ser considerados para determinar la 

inducibilidad de HSP 70 en el S. neumayeri podrían ser: inhibidor del proteasoma 

MG 132, compuesto que induce la producción de HSP 70 en experimentos en 

ratones in vitro e in vivo, como protección de los condrocitos al daño celular 

(57); o secreciones del  nemátodo T.spiralis; las mismas que causan un 
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incremento en los niveles de HSP 70 en células de riñón canino Madin-Darby 

(58). Éstos y otros compuestos podrían ser empleados como agentes 

determinantes de diferentes condiciones de estrés en el erizo de mar Antártico; 

contrastando sus resultados con los obtenidos en experimentos con metales 

pesados y temperatura.     

 

Adicionalmente, infiriendo que contrario al calor, el frío extremo del 

continente Antártico pueda ser considerado como factor detonante y regulador 

en la producción de niveles determinados de proteínas de estrés térmico para 

aumentar la tolerancia a esta condición única de vida. Tanto la presencia de 

microorganismos patógenos, metales pesados y condiciones de frío extremo en 

el cual estos organismos estenotermos desarrollan sus actividades celulares y 

moleculares (-1.8ºC y 2ºC); son posibles factores causantes de alteración en la 

inducción de estos tipos de proteínas para hacer frente a dichas condiciones 

(56).     

 

De igual manera, por medio del presente proyecto podemos corroborar 

que la posible proteína HSP 70 del erizo de mar Antártico conserva similares 

funciones a las evidenciadas en otras especies, por ejemplo, los moluscos 

Laternula elliptica y Nacella concinna, especies en las cuales estudios sobre sus 

modificaciones funcionales a causa de los cambios de marea y experimentos con 

estrés térmico, produjeron variación en los niveles de expresión de HSP 70; 
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quedando demostrado que, para estas especies, el incremento en los niveles de 

expresión de dichas proteínas son respuesta a múltiples factores de estrés, 

permitiéndoles incrementar su tolerancia a los ambientes extremos (49, 50, 51).   

Basado en los resultados obtenidos, podemos indicar que, el cadmio 

podría ser considerado un factor de estrés que induce a incrementos 

significativos en los niveles de expresión de HSP 70; evidenciando así que la HSP 

70 del S. neumayeri podría cumplir su rol como proteína chaperona en la síntesis 

y mediación de la respuesta de otras proteínas como la MT en situaciones de 

estrés ambiental (13).  

 

El análisis de los resultados del gen de Metalotioneína del S. neumayeri, 

denota que para las diferentes concentraciones experimentales se evidencia un 

aumento significativo en la acumulación de transcritos de ARNm a partir de las 6 

horas de exposición al estrés con CdCl2, comprobada por medio de la 

comparación de medias por el Método de Tukey. Por este motivo fue posible 

determinar la presencia de un estrés fisiológico a corto plazo en el erizo de mar 

Antártico a causa de un metal pesado (CdCl2).  

 

Dicha inducción significativa se evidencia en similar manera en el 

protozoo ciliado Antártico, Tetrahymera thermophila, en quien se han 

caracterizado varias MTs que ayudan en los procesos de detoxificación celular. 

Dichas metalotioneínas son semejantes en función a las de otras especies como 



 
 

68 
 

M. musculus, pero difieren en estructura, siendo la mayor diferencia la carencia 

de intrones (59); intrones que son propios de las MTs y que evidencian mayor 

heterogeneidad en invertebrados (60, 61). Este hecho, permite inferir que el 

comportamiento de la MT del S. neumayeri es concomitante con la función de MT 

en otras especies en donde  se encuentra involucrada en los procesos de 

detoxificación (14, 15). Respecto del erizo de mar Antártico es una primera 

validación de la expresión de este gen asociado a la función que se le  conoce 

como secuestrador de metales pesados. 

 

Desde el punto de vista fisiológico, también podemos  inferir  que la 

probable proteína MT del erizo de mar antártico al poseer perfiles de expresión 

análogos a las MT de otras especies, denotan que sus funciones también se 

encuentren relacionadas con las de otras especies, pudiendo ser una de éstas,  el 

mantenimiento de la homeostasis celular a través de la regulación y captación de 

metales pesados libres en el medio circundante. (17). 

 

De igual manera, por medio del análisis de los resultados de los genes 

diferencialmente expresados, podemos corroborar que el gen de Metalotioneína 

es “gatillado” por diversos factores de estrés, uno de los cuales puede ser la 

perturbación por cambios de temperatura o la presencia de iones de metales 

pesados (62).  
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También se puede inferir que el promotor del gen HSP 70 posiblemente 

se encuentre involucrado en la regulación de diversas rutas de respuesta 

intracelular ante condiciones de estrés (63), una de las cuales podría ser la 

regulación de la expresión del gen de Metalotioneína como mecanismo de 

manutención de la homeostasis celular en los procesos de detoxificación debido 

al estrés a causa de metales pesados (CdCl2).  

 

De esta manera, podríamos explicar la existencia de una relación 

intrínseca que mantenga a ambos genes de respuesta estudiados (HSP 70 y MT), 

como genes claves en el proceso de adaptación y tolerancia del erizo de mar 

Antártico a posibles cambios o perturbaciones del ecosistema. De igual forma, 

podríamos indicar que la relación conjunta de ambos genes, es clave para 

explicar la función mediadora de la proteína HSP 70, involucrada como 

“chaperona” en el modelaje y producción de proteínas de respuesta como la MT; 

y el aumento en la producción de MT producto de aumentos en los niveles de 

expresión de HSP 70 como resultado de cambios ecosistémicos. 

 

Desde el punto de vista fisiológico, este particular nos permite inferir  que 

el  análisis de los niveles de expresión transcripcional de los genes HSP 70 y MT, 

permitirían emplear al Erizo de Mar Antártico como evaluador de primeros 

niveles de contaminación a causa de metales pesados en el continente Antártico. 



 
 

 

 

 

 

 

 

RECOMENDACIONES 
 

1. Se recomienda dar continuidad a este trabajo obteniendo un mayor 

tiempo de estrés para poder determinar con mayor exactitud la tendencia 

en la expresión transcripcional de los genes experimentales de MT y 

HSP70. 

  

2. Con el fin de complementar la información generada en el presente 

trabajo, sería interesante efectuar una medición de los niveles de 

expresión protéica tanto de MT como de HSP 70 ante las mismas 

situaciones de estrés. 

 

3. El presente trabajo nos mostró que el tejido empleado para efectuar los 

análisis de los niveles de expresión transcripcional de los genes de MT y 

HSP70 funciona de manera adecuada para la determinación de los 

mismos. Sin embargo, es recomendable efectuar una medición de estos 

niveles en los celomocitos (células de respuesta del erizo de mar), para de
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 esta manera poder determinar la presencia de contaminantes en el 

medio sin necesidad de sacrificar a los ejemplares obtenidos. 

 

4. En base a los resultados obtenidos, se recomienda profundizar más en el 

estudio  de la genómica y proteómica en tejidos y células del erizo de mar 

Antártico para de esta manera lograr obtener una especie clave del 

ecosistema Antártico que sirva como bioindicador de los primeros niveles 

de contaminación marina a causa de metales pesados. 

 

5. También se recomienda generar un banco de cDNA diferencial del erizo 

de mar Antártico con el fin de poder determinar la presencia de nuevas 

moléculas o probables moléculas ya descubiertas que mantengan una 

relación con la respuesta  de estos invertebrados ante diferentes 

condiciones de estrés ambiental. 

 

6. Además, se recomienda continuar con investigaciones en otros 

organismos claves del ecosistema Antártico para que así, a través del 

análisis de diversas especies; sea factible conocer el estado  general de 

dicho ecosistema y sus variaciones a causa de fenómenos naturales y 

acción antrópica.  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

1. El gen ARNr 28S, debido a su mayor estabilidad en los niveles de expresión 

transcripcional  comparado con el gen Actina, fue empleado como estándar 

interno para la evaluación cuantitativa del estado fisiológico del Erizo de Mar 

Antártico Sterechinus neumayeri.  

 

2. La expresión transcripcional de los genes experimentales analizados (HSP 70 

y MT), denota que el aumento en la expresión transcripcional a causa de la 

exposición a CdCl2 no es directamente proporcional a la concentración 

empleada. Adicionalmente, el análisis de los niveles de expresión 

transcripcional de los genes empleados nos permiten corroborar que la 

exposición a CdCl2 causa en efecto un estrés fisiológico al Sterechinus 

neumayeri, pudiendo afectar el funcionamiento celular del erizo de mar 

Antártico.
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3. Los cambios en la expresión transcripcional del gen hsp70 en el Erizo de Mar 

Antártico, son similares a los perfiles de expresión de transcritos de HSP 70 

en otras especies sometidas a desafíos de estrés de distintos tipos. Este 

particular corrobora  que la probable proteína HSP 70 del erizo de mar 

antártico comparte además similares funciones que las HSP de otras 

especies. Así, una de sus funciones podría estar implicada en la regulación y 

participación en los procesos de síntesis de proteínas de respuesta  al estrés 

fisiológico a causa de metales pesados (CdCl2).  

 

4. Sabiendo que las HSP 70 en diversos organismos son inducibles por calor 

como mecanismo de supervivencia, y que de igual manera, en otros 

organismos su forma de expresión se ha visto alterada de inducible a 

constitutiva; los resultados del presente proyecto, en conjunto con 

experimentos de estrés térmico efectuados en el S. neumayeri, permiten 

evaluar la posibilidad de que dicha alteración también haya ocurrido en estos 

invertebrados marinos.  

 

5. Los cambios evidenciados en la acumulación de transcritos de ARNm de MT 

de erizo de mar Antártico, son análogos con el perfil de expresión de MT 

caracterizados en otras especies. Este hecho, permite afirmar que el 

comportamiento de la MT del Erizo de Mar Antártico es concomitante con la 
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función de MT en otras especies en donde  se encuentra involucrada en los 

procesos de detoxificación.  

 

6. Las posibles proteínas MT y HSP 70, serían inducibles por contaminación a 

causa de metales pesados (CdCl2). La MT será inducible a corto plazo y la HSP 

70 a largo plazo, lo cual podría corroborar la función de las HSP 70 como 

proteínas chaperonas en la regulación post-traduccional de proteínas de 

respuesta. Adicionalmente, se puede inferir que las HSP 70 intervienen junto 

con las MT en los procesos de respuesta ante la presente condición de estrés.  

 
 

7. Con los resultados obtenidos en el presente proyecto , queda evidenciado por 

primera vez que efectivamente el gen de Metalotioneína en el erizo de mar 

Antártico es inducido por la presencia de Cadmio, como factor de estrés.  

 

8. Tanto el gen de HSP70 como el gen MT, son buenos genes de referencia, 

siendo el gen de MT el más efectivo en indicar la presencia de CdCl2 en el 

medio circundante del Erizo de Mar Antártico, S. neumayeri. De igual manera, 

el estudio de sus proteínas codificantes podrían convertir a este organismo 

en una especie bioindicadora de los primeros niveles de contaminación 

ambiental por metales pesados (CdCl2) en la Antártida. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

76 
 

 

 

ANEXO A 

Tablas 

TABLA I. Clasificación de Metales Pesados: Esenciales y No Esenciales 

 

Fuente: Boixadera J., M. Teira. (2001), Aplicación Agrícola de Residuos Orgánicos. Disponible 

en http://www.docstoc.com/docs/107571405/ALGUNAS-CONSIDERACIONES-SOBRE-LOS-

METALES-PESADOS 
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TABLA II. Cuantificación y medición de Pureza de muestras de ARN extraídas con el kit de 

E.Z.N.A. 

 

Fuente: Autor 

 

TABLA III.  Cuantificación de concentración y pureza de muestras individuales obtenidas con 

el Kit de E.Z.N.A. para su transformación a cDNA 

 

Fuente: Autor 
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TABLA IV. Cuantificación de concentración y pureza de muestras del “POOL Genético” para 

su transformación a cDNA 

 

Fuente: Autor 

 

TABLA V. Cálculos realizados para efectuar la RT-PCR de las muestras del “POOL Genético”. 

 

Fuente: Autor 
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TABLA VI. Resultados de la PCR en tiempo real de las muestras de ARN totales del POOL 

 

Fuente: Autor 
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Tabla VII. Resultados del método doble delta Ct para las muestras normalizadas con el gen 

28S (2mM y 5mM)  

Método Doble Delta Ct para la concentración 2mM 
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Método Doble Delta Ct para la concentración 5mM 
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Tabla VIII. Resultados de la Transformación de  las muestras normalizadas por el método 

Doble Delta Ct (2mM y 5mM). 

Transformación de las muestras 2mM 

 

 

Transformación de las muestras 5mM 
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Tabla IX.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S del 
“POOL Genético” a la concentración de 2mM de CdCl2. 
 

 

 

 Tabla X.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S del 
“POOL Genético” a la concentración de 5mM de CdCl2. 

 

 

 

 

 

 

 Tabla XI.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen Actina del 
“POOL Genético” a la concentración de 2mM de CdCl2. 
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 Tabla XII.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen Actina del 
“POOL Genético” a la concentración de 5mM de CdCl2. 

 

 

 

 

 

 

Tabla XIII.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S de 
las muestras “Individuales” a la concentración de 2mM de CdCl2. 
 
 

 

 

 

 
 
Tabla XIV.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S de 
las muestras “Individuales” a la concentración de 5mM de CdCl2. 
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Tabla XV.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen HSP 70 
(99bp) de las muestras “Individuales” a la concentración de 2mM de CdCl 2. 
 

 

 

Tabla XVI.- Análisis de Homogeneidad de Varianzas por el Método de Barlett-
Cochran para el gen HSP 70 (99bp) a la concentración de 5mM de CdCl2. 

 

 

Tabla XVII.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen HSP 70 
(500bp) de las muestras “Individuales” a la concentración de 2mM de CdCl2. 
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Tabla XVIII.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen HSP 70 
(500bp) de las muestras “Individuales” a la concentración de 5mM de CdCl 2. 
 

 

 
 

Tabla XIX.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen MT (292bp) 
de las muestras “Individuales” a la concentración de 2mM de CdCl 2. 
 

 

 

Tabla XX.- Comparación de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen MT (292bp) 
de las muestras “Individuales” a la concentración de 5mM de CdCl 2. 
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ANEXO B 
 

Figuras 

Figura 1. Erizo de mar Antártico S. neumayeri, en su hábitat natural 

 

Fuente: Autor 
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Figura 2. Mapas genéticos de diferentes metalotioneínas en oveja, humano y ratón.  

Ampliación del Mapa Genético de la MT2 de la oveja. 

 

Fuente: García L., Robles M., Valenzuela E., (1999). Mapas genéticos que incluyen 

a los genes que codifican para diferentes metalotioneínas en oveja, humano y 

ratón. Ampliación del mapa físico de la metalotioneína MT-2. 

 

Figura 3. Familia Heat-Shock Proteins 70 (HSP70) en el ser humano 

 

Fuente: Heat Shock Proteins and the Cellular Stress Response. (2010) EnzoLifeSciences, Pág. 
12 
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Figura 4. Estandarización del marcador fluorescente FAM de la qPCR del Laboratorio de 

Biorecursos Antárticos (INACH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 

Figura 5. Estandarización del iniciador 28S empleado en el proyecto. 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 
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Figura 6. Estandarización del iniciador ACT empleado en el proyecto. 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 

 

 

Figura 7. Estandarización del iniciador HSP-1 empleado en el proyecto. 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 
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Figura 8. Estandarización del iniciador HSP-2 empleado en el proyecto. 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 

 

Figura 9. Estandarización del iniciador MT empleado en el proyecto. 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 
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ANEXO C 
 

PROTOCOLOS 

Protocolo 1. Protocolo empleado para la obtención de ARN totales con el kit de Miniprep de 

E.Z.N.A 

 

Fuente: Autor 
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Protocolo 2. Protocolo de M-MLV empleado para efectuar la RT-PCR.

 

Fuente: Autor 
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Protocolo 3. Programa de qPCR para amplificación y detección de la acumulación de 

transcritos de ARN de los genes control y experimentales 

 

 

 

 

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antárticos. INACH 
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