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RESUMEN

El presente trabajo describe la diferencia en la acumulaciéon de transcritos de
ARNm de los genes de Metalotioneinas (MT), y Proteinas de Estrés Térmico 70
(HSP 70) en muestras de intestino en ejemplares de erizo de mar Antartico
(Sterechinus neumayeri) confrontados a 2ZmM 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 expresion del gen
ARN Ribosomal 28S; considerado como estindar interno de la evaluacion

cuantitativa del estado fisiol6gico del erizo de mar Antartico; y posteriormente

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

Dichos resultados evidencian variaciones en los niveles de expresion
transcripcional de los genes de MT y HSP 70. De esta manera, la informacién
preliminar obtenida sugiere la posibilidad de que el estudio genético del S.
neumayeri permita emplearlo como una potencial especie bioindicadora de la

contaminacién a causa de metales pesados en el continente blanco.

Palabra clave: Erizo de mar Antartico, Sterechinus neumayeri, Proteina de

Estrés Térmico 70, Metalotioneina, ARN ribosomal 28S, bioindicadora.
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INTRODUCCION

El erizo de mar Antartico (Sterechinus neumayeri), forma parte del Phylum
Echinodermata, los cuales juegan un papel importante en la biodiversidad,
composicion, organizacion, y estructura de los ecosistemas que habitan en todas

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

3).

De manera general, los erizos de mar se encuentran en altas densidades, las
mismas que causan cambios en la composicion 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).



Especificamente en el medio Antartico, estos invertebrados, consumidores
primarios y organismos esenciales para el ecosistema debido a su rol
fundamental como estructurador de comunidades, y su amplia distribucidn,
comprendida entre los 5 y 30 metros de profundidad; son organismos
fundamentales no solo para las cadenas tréficas de vertebrados superiores que
se pueden alimentar de ellos, como lobos de mar o ballenas, sino también para
diversos eslabones de la cadena tréfica, debido a que su alimentacion,
principalmente basada en algas, los convierte en organismos primordiales para
el control, regulacién 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 Antartico de su
ecosistema, se podrian ver afectados no solo vertebrados superiores que se
alimentan de ellos, sino también toda la cadena tréfica Antartica, debido a que la
proliferaciéon de algas seria mayor; llevando consigo un cambio total de las
condiciones de vida marinas, principalmente debido a las fluctuaciones de agua
con mayor Oz durante el dia y mayor CO2 durante la noche, asi como la menor
disponibilidad de espacios para el correcto desenvolvimiento de especies
marinas; procesos que podrian afectar y concluir en la erradicacién de mas
especies dentro de este ecosistema (4). Asi, el estudio de la abundancia y el
estado fisiolégico del erizo de mar Antartico, pueden reflejar la salud de este

ecosistema, tomando en cuenta su rol en la cadena troéfica.



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 determinacién de niveles de concentraciéon de metales pesados
en ecosistemas marinos (6). Esto se debe a su comportamiento cosmopolita,
facilidad de manipulacion y gran abundancia en diferentes ecosistemas

alrededor del mundo (5, 6).

La contaminacién por metales pesados, contenidos en aerosoles, pinturas,
textiles, infraestructura, entre otros, son las causas principales de que en la
Antartida la contaminaciéon 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 disminucién de las condiciones pristinas que antes

poseia.

El analisis de la problematica a causa de la contaminacién por metales pesados
en el continente Antartico, es de suma importancia. Razén 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 bioacumuldndose
y biomagnificAndose en la cadena troéfica, es de importante relevancia con la

finalidad de encontrar una respuesta para mitigar los dafios causados (8, 9).



En diferentes organismos se ha demostrado que tanto las proteinas de la familia
de Proteinas de Estrés térmico 70 (HSP70), como las Metaloproteinas, en
especial las Metalotioneinas (MTs), son buenos indicadores de estrés fisiol6 gico
ante agentes estresantes (10, 11). Las HSP70 son otra familia de proteinas
distribuidas en todas las células y en el espacio intercelular, y que participan en
la maduracién de otras proteinas (12, 13). Las MTs, son una superfamilia de
proteinas intracelulares capaces de unir metales de transicion y metales pesados

(14, 15).

De igual manera, en experimentos con aumentos de temperatura en el erizo de
mar Antartico, S. neumayeri, se han caracterizado dichas moléculas de respuesta
ante el estrés fisiologico como son las Proteinas de Estrés Térmico 70 (HSP70).
(12, 16). Dando como resultado el uso del erizo de mar Antartico como especie

bioindicadora del cambio climatico (5, 16).

Razoén por la cual, se ha experimentado con el erizo de mar Antartico para la
obtencion de Metalotioneinas (MTs), obteniendo resultados que en paralelo a los
andlisis de celomocitos (células del erizo de mar), indican que existe una

induccion de las MTs debido a la estimulaciéon con CdCI2 (2, 17).

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

respuesta ante el estrés a causa de metales pesados, (Metalotioneinas y



Proteinas de Estrés Térmico 70), en tejidos del erizo de mar Antartico, S.
neumayeri, a diferentes concentraciones de Cloruro de Cadmio (CdCl2),
mediante el andlisis de los niveles relativos de acumulacién de los ARNm de
ambos genes, normalizados con los ARNm constitutivos de Actina y 28S
Ribosomal, debidamente validados como controles para la normalizacién del

estado fisioldgico del erizo de mar Antartico.

Dicho estudio, basado en la expresion o supresion de los genes de respuesta ante
el estrés a causa de metales pesados, servira para conocer si el erizo de mar
Antéartico, S. neumayeri, genera una respuesta ante la presencia de CdCI2 en el
medio circundante, por medio de lo cual, se podra determinar el uso del erizo de

mar Antartico como bioindicador de la presencia de CdCI2 en el medio marino.



CAPITULO 1

1 GENERALIDADES

1.1 Erizo de Mar Antartico (Sterechinus neumayeri)

Los equinoideos, mas 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 sélo por la epidermis, el
mismo que estd constituido por numerosas placas calcareas unidas entre si

formando un caparazdn, en las que se articulan las puas mdviles (1, 3, 4).

Viven en todos los fondos marinos alrededor del mundo, son especies con
un alto indice de abundancia en sus ecosistemas y se caracterizan por ser

cosmopolitas (1, 3).



Los erizos de mar son animales bentonicos que se desplazan sobre el
sustrato marino debido a la accion combinada de los pies ambulacrales y las
espinas mdviles. Su alimentaciéon es muy variada y se diferencia por especiesy
por habitat, teniendo asi que pueden ser herbivoros, suspensivoros, detritivoros
y una muy baja cantidad de depredadores. Su forma de reproduccién es

exclusivamente sexual (1, 3, 18).

Por otra parte, el erizo de mar Antartico, Sterechinus neumayeri, gracias a
su abundancia y caracteristicas biolégicas dentro de su ecosistema ha sido usado
como organismo modelo en areas de investigacidn como biologia reproductiva,

embriologia, ecologia, fisiologia y toxicologia (10, 19, 20).

El erizo de mar Antartico posee una coloracién que va de rojo brillante a
morado opaco (Véase Anexo B-FIGURA 1),y puede crecer hasta 5 centimetros de

didmetro (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 mas pequefias y

filas verticales de pies de tubo (1, 4, 22).



Carecen de brazos y su esqueleto interno esta constituido por numerosas
placas calcareas unidas entre si formando un caparazdn, en el cual se articulan
las espinas o puias moéviles. Las espinas y los pies ambulacrales permiten que el

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

Su alimentaciéon se basa principalmente en diatomeas y algas, aunque
también consume foraminiferos, anfipodos, briozoos, hidrozoos, poliquetos y

esponjas (3, 4, 18).

1.1.1 Clasificacion taxonomica

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 Distribucion y habitat
La distribucién de esta especie es en todas las aguas del circulo polar

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

Sandwich, Bahia Terra Nova e Isla Victoria (16).



La mayoria 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 pequefias ensenadas o en las

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

El erizo de mar Antartico, es una especie que habita las aguas frias
alrededor del continente Antartico, desde hace alrededor de 25 a 35 millones de

afios que dicho continente se separ6 de América del Sur (4, 16).

Dicho habitat, constituido por aguas frias con abundante oxigeno disuelto
y muy poca turbidez, nos haria 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 analisis del DNA mitocondrial, ha demostrado
que el S. neumayeri se adaptd, millones de afios atras, a las condiciones de este
continente, debido a que comparte mucha relacién genética con dos especies que

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

Loxechinus albus) (17, 24).

Adicionalmente, estudios referente a la distribucién de fauna benténica
con erizos de mar del género Sterechinus, distribuidos a lo largo de la Antartida
denotan; pese a que S. neumayeri comparte relacién con especies de América del

Sur; se ha evidenciado que las especies superficiales de erizo de mar Antartico S.
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neumayeri, poseen divergencia genética en relacion a las especies de mayor
profundidad S. dentifer y S. antarticus. Dichas especies de profundidad se
encuentran genéticamente mas relacionadas a las especies sub-Antarticas,
fendmeno que no puede ser explicado por ninguna de las dos hipotesis de

conexidn evolutiva entre faunas Antarticas: emersion o sumersion. (25).

1.1.3 Nicho Ecolégico

Las interacciones ecosistémicas del erizo de mar Antartico, consisten en
las asociaciones con la vieira Antartica, 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
alimentacién, y porque comparten distribucion espacial en toda la region

circumpolar (4, 18).

1.2 Metales pesados y Ambiente Antartico

Una definiciéon precisa de metal pesado, todavia no es establecida por los

cientificos y es tema de constante discusion y polémica (26).

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

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

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

Es por esta razén que una definicion de metal pesado adoptada
corresponde a “el grupo de metales o metaloides asociados con contaminacién y

toxicidad potencial" (26).

Los metales pesados se clasifican en esenciales: cinc (Zn), cobre (Cu),
cromo (Cr), niquel (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 proteinas o

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

“El Zn y el Cu han sido identificados como componentes esenciales en
reacciones enzimdticas, no obstante, ambos pueden ser de alta toxicidad si estdn

presentes en exceso” (11).

Por otro lado, es demostrado que los metales no esenciales no cumplen
funciones metabdlicas ttiles en el organismo de los individuos que los contienen

(11, 28). (Véase Anexo A Tabla I).
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“Los principales origenes de dichos contaminantes incluyen actividades
agropecuarias, portuarias y petroleras, aguas residuales domésticas
e industriales; asi como también los que llegan a través del aire y el

escurrimiento natural desde rios 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 biolégicas, componentes de

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

Por esta razon, algunos metales son elementos esenciales y su deficiencia
afecta a distintas funciones biolégicas. Sin embargo cuando éstos se presentan

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

“Algunos metales no tienen una funcién esencial conocida; por el contrario
muestran manifestaciones toxicas a exposiciones moderadas, pero dentro de los
organismos interactian en sitios importantes como son los grupos SH de los

sistemas enzimdticos” (29).

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

una competencia intrinseca 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 toxicos y no naturales
vertidos en el ambiente marino han producido accidentes generando
fatalidades. Algunos ejemplos son: la intoxicaciéon por metil-mercurio en
las bahias de Minimata y Niigata en Japo6n y en Irak, y segiin Nriagu (1990)
la entrada de metales pesados a la atmoésfera se ha triplicado y aun
cuadruplicado en el periodo entre 1900 y 1990 (30).

La distribucién de los metales pesados en medios marinos y terrestres,
permanece relativamente constante debido a la existencia de procesos

biol6gicos naturales, tanto de sintesis como de degradacion (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 pequefias. 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 aun en bajas concentraciones,
pueden en un corto periodo de tiempo dafiar o finalizar con la vida vegetal o

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

de manera independiente pero simultdnea por Hermann en Schoneberg (29).

El cadmio es un elemento que se encuentra en escasa proporciéon en la
corteza terrestre y que se presenta generalmente en forma de cloruro, sulfito,
sulfato y, mas habitualmente, formando compuestos complejos con otros

metales (27, 28, 31).

Este elemento se genera, normalmente, como subproducto durante los
procesos de producciéon de metales como el cinc, el plomo o el cobre. La mayor
contaminacién por cadmio alrededor del planeta es la proveniente de las

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

El cadmio es un elemento que no se oxida facilmente, y tiene muchos usos
incluyendo en las actividades y productos del ser humano como son baterias,

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

El cadmio ingresa al aire por medio de diferentes fuentes como la
mineria, industria, y al quemar carb6n 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 particulas 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 captaciéon 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 afios de exposicion a bajos niveles. Ocasionando los
procesos que conocemos como Bioacumulacién y Biomagnificacion (9, 27, 28,

31).

Como se mencion6 anteriormente, el cadmio se presenta en la naturaleza
y en los diferentes compuestos de uso antréopico en forma de cloruro, sulfito o

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

(9)-

La sal de Cloruro de Cadmio se presenta en forma de cristales incoloros,
inodoros e higroscépicos, la solubilidad en agua es elevada, y es utilizado en la
fabricacion de fungicidas, tincién e impresién de textiles, y en bafios de acabado

metalico (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 exposicién, debido a que es un compuesto carcinégeno, mutageno

y teratégeno (9, 29, 31).

El cloruro de cadmio es toxico para los organismos acuaticos, y en
ambientes marinos, el cloruro de cadmio tiende a bioacumularse vy
biomagnificarse a través de la cadena tréfica, estos procesos se originan
principalmente en las algas debido a la captacién de nutrientes en suspension
para realizar fotosintesis, 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
Antartida sea el cuarto continente mas extenso del mundo, que no esta habitado
por el hombre, y que presenta cualidades de un ambiente extremo unico,
presentando en invierno un aumento del doble de su tamafio 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). Este no se encuentra excepto de

la afectacidon por contaminantes.
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Uno de esos contaminantes mas recurrentes, como consecuencia de todos
los materiales que se emplean en construccién, vestimenta y el mecanismo de
eliminacion de desechos depositados en la Antartida producto de la

Investigacidn, asi como la afluencia turistica, es el Cadmio (9, 29, 33).

La relacion existente entre la contaminacién del continente Antartico y
los metales pesados es muy estrecha. Pese a que la costa de la Antartida es en
gran parte un sitio pristino, los habitats marinos bentdnicos poco profundos
adyacentes a las bases cientificas actuales, asi como los abandonados son a
menudo altamente contaminados (34). El transporte maritimo, los derrames,
vertidos de residuos sélidos y liquidos, la quema de combustibles fésiles, y la
salida de las aguas de lastre, asi como la de aguas residuales mal tratadas, son
causas primordiales del aumento de los niveles de contaminacién en la Antartida

(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 ecotoxicas 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 reproduccion y el crecimiento (38,

39), concentraciones que podrian afectar de igual manera en ambientes marinos.
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Estudios realizados en invertebrados del continente Antartico, 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 maximos de 0,0031 ug/g de
Cadmio; siendo este metal uno de los que se encuentra en menores

concentraciones dentro de estas especies Antarticas (39).

Como ha sido descrito, la Antartida no es ajena a los contaminantes que el
hombre ha emitido durante décadas. Ademas, debido a otros factores, como el
cambio climatico o el creciente desarrollo urbanistico e industrial y el aumento
poblacional de los paises del hemisferio sur, en conjunto con los presentados
actualmente, pueden aumentar la deposicién e impacto de la contaminacién

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

medida por Cadmio (33, 35, 39).

1.3 Metalotioneinas

Las metalotioneinas (MTs) son una superfamilia de proteinas
intracelulares que se encuentran presentes en todos los organismos vivos, y que

son capaces de unir metales de transicion 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 proteinas
capaces de unir cadmio (Cd), actualmente se las define como “Proteinas de bajo

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

11, 15).

“Un rasgo destacable en la secuencia de aminoacidos dentro de la
composicion de las MTs, es la gran proporciéon de cisteinas (Cys) altamente
conservadas, aproximadamente de 18 a 23, agrupadas en secuencias Cys- X-Cys,
Cys-Cys y Cys-X-Y-Cys, donde Xy Y son aminodacidos diferentes de la cisteina” (2,

11).

Hasta la actualidad se han descrito cuatro isoformas de las MTs
(numeradas del I al IV). Las MT-1 y MT-II no se expresan en todas las células,
pero si en todos los tejidos del organismo, siendo particularmente importante
su presencia en 6rganos parenquimatosos como el higado, rifién, intestino,

testiculos, pulmoén, corazdn y cerebro (Véase Anexo B-Figura 2). (2, 41).

Las MTs estan 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 si 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 -

metalotioneina (CAMT) 6 Cd-tioneina (2, 40).

“Por otro lado, se ha observado que al administrar sales de Cd en animales
superiores de experimentacion, éste se transporta a través del torrente sanguineo
acumuldndose inicialmente en el higado, donde se induce la sintesis de la MT
respectiva. Posteriormente el Cd hepdtico contintia su camino hacia el rifién como
CdMT, este complejo es una potente nefrotoxina que tiene una vida media mayor a
la de ZnMT, y cuando la concentracién de Cd en tejido renal alcanza niveles criticos

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

Esta particularidad de las MTs, las ha convertido en proteinas muy
importantes a la hora de hablar de contaminacién principalmente producto de
las actividades antrépicas. El uso por parte del hombre de metales pesados en
distintas industrias, como avance del desarrollo tecnolégico 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 dia mas
importantes al momento de obtener informacién 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 fisioldgico a causa de metales pesados y contaminacién de ecosistemas a
causa de la accién antrdpica, bioacumulacién y biomagnificacién propia de los
cambios y condiciones ambientales, es un tépico que debe profundizarse cada
dia mas a fin de lograr determinar el patréon que sigue la naturaleza a causa de la
influencia y afectacion de ciertas actividades antrdpicas y las modificaciones en

los ecosistemas.

Referente al estudio de metalotioneinas, en diversas especies de peces y
mamiferos, como delfines, ratones e inclusive el ser humano, se ha caracterizado
moléculas de metalotioneinas, que difieren en algunas caracteristicas
obedeciendo al grado evolutivo de organismos, pero que comparten otras,

principalmente en los dominios globulares (41).
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Dicha caracterizacion ha sido producto, principalmente, por ensayos de
exposicion a ambientes contaminados con metales pesados (41). Por
consiguiente, debido a la identificacién y expresién de metalotioneinas en
grupos evolutivos diversos, se procedi6 al estudio de las metalotioneinas en el
erizo de mar, exponiendo su relevancia en el rol fundamental que juegan en los

ecosistemas alrededor del planeta, principalmente en la Antartida.

Anteriormente, se habia caracterizado por primera vez la expresion de
Metalotioneina en ovocitos de dos especies de erizos de mar, en el erizo del
mediterraneo Sphaerechinus granularis y el erizo antartico Sterechinus
neumayeri (40). De igual manera, analisis en células inmuno-competentes,
celomocitos, del S. neumayeri, reveld que la Metalotioneina, es una proteina

claramente inducible por el estrés a CdClZ, y que su expresiéon aumenta por la

presencia de este metal (2). Sin embargo la induccién de la Metalotioneina, es
variable intraespecificamente e interespecificamente por varias razones
pudiendo ser éstas, ambientales o fisiologicas (2, 38). Por otro lado, podemos
acotar que, la Metalotioneina en el erizo de mar Antartico, posee un rol protector
contra el estrés oxidativo debido a los radicales libres de oxigeno producidos por

la exposicion al CdCl2 (2,41, 42).
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1.4 Proteinas de Estrés Térmico 70

Las Proteinas de Estrés Térmico (Heat Shock Proteins - “HSPs”), son una
familia de proteinas conservadas a través del tiempo, cuya expresion se
incrementa en respuesta a una variedad de diferentes compuestos metabdlicos y

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

La mayoria de las HSPs son expresadas constitutivamente y desempefian
funciones esenciales, donde la mas notable es su rol como “chaperonas”

facilitando la sintesis y plegamientos de proteinas a través de la célula (12, 13).

Adicionalmente, ha sido demostrado que las HSPs participan en el
ensamblaje proteico, secrecién, degradacion de proteinas, y la regulacién de
factores de transcripcién y proteinas 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 proteinas son
sintetizadas en células bajo condiciones normales (constitutivas) y que su

expresion aumenta (inducibles) debido al estrés metabdlico” (13).
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La familia HSP70 representa una de las mas grandes, la misma que se
encuentra distribuidas en todas las células y en el espacio intercelular, diferentes
proteinas de esta familia, participan en la maduracién de otras proteinas y por

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

Referente al estudio y analisis de HSP 70 en organismos antarticos,
podemos mencionar entre lo mas relevante diferentes trabajos en peces,
equinodermos y crustaceos. Aparentemente, todos los estudios efectuados en
respuesta al estrés térmico, en distintos organismos alrededor del mundo,
parecen contribuir a la sobreexpresion de Proteinas 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
antarticos, la hydra y el ciliado antartico (Euplotes focardii), los mismos que no
reaccionan incrementando la expresion de Hsps (48, 49). En el caso de los
nototénidos antarticos, conocidos vulgarmente como nototenias, se sostiene que
la falta incremento en la producciéon 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 expresion ha sido alterada de inducible a constitutiva (48, 49,

51).

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

relativamente altas, sin embargo, ni la tasa de transcripcién de Hsp70 ni la
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concentracion de Hsp70 se ve reforzada por el incremento de la temperatura;
nos sugieren que, la respuesta de por qué ocurre esta situacion implicaria un
fenémeno de desnaturalizaciéon al frio (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
antarticas; el equinodermo Odontaster validus y el crustaceo Paraceradocus
gibber, que viven a temperaturas entre -1,86°C y 1°C, demostr6 que en estas
especies la expresién del gen Hsp70 también esta ausente (50, 51). Con respecto
a la ausencia en expresion de genes Hsp70 inducibles por estrés térmico, la
respuesta sugerida sobre la incapacidad de inducir Hsp70, obedece a la pérdida
de la via de regulaciéon en la expresion génica de Hsp durante la historia
evolutiva (48, 51). Por otro lado en otras especies marinas especialmente en
moluscos la expresién de los genes de shock térmico juega un papel fisiolégico

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 andlisis de secuencias de
S. purpuratus. Esta secuencia parcial se caracteriza por tener un tamafio de 650
pb y una secuencia de 180 aminoacidos, correspondiente a la regién N-terminal

de la proteina (12).
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Por otra parte, Sn-Hsc70, demuestra tener una mayor homologia con la
secuencia HSP70 del erizo de mar, Echinus acutus (94% identidad nucleétidos,
97% identidad de aminoacidos y 98% similaridad de aminoacidos), que con el S.
purpuratus. Actualmente se tiene una secuencia descrita en los celomocitos de
1991 pb, que corresponde a 651 aminoacidos y que contiene los motivos

caracteristicos para HSP70 de tipo constitutiva (53).

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

Los genes control o “housekeeping genes” son nomenclaturas empleadas
en Biologia Molecular y Celular para determinar a un grupo de genes que
tipicamente son genes constitutivos en los diferentes organismos en los que se
emplean y son requeridos para el mantenimiento basico de la célula (40). De
igual manera, los genes control del estado fisiol6gico son expresados en todas las
células de los distintos organismos bajo condiciones normales y de alteracién

fisiolégica (40).

La importancia del empleo de los “housekeeping genes” radica en que,
todos los organismos, ante estimulos que originen una condicién de estrés
fisiolégico en las células, responden aumentando o disminuyendo, dependiendo
sea el caso, los niveles de expresion de genes inducibles ante dichas condiciones

de alteraciéon (40). En estos casos, el analisis molecular que determine
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correctamente los cambios en los niveles de expresidn transcripcional de genes
inducibles ante diferentes condiciones de estrés en un organismo, se debe hacer
empleando una comparaciéon entre los niveles de los genes inducibles y los

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

Por este motivo, emplear genes “housekeeping” que, como se menciond
anteriormente, son genes que mantienen un nivel constante de expresion,
debido a sus funciones estructurales, protectoras o mensajeras, independientes
de la respuesta celular mediada por la alteracion del estado fisiolégico que
mantenga el organismo; son la fuente primordial en la obtencién de los
resultados que permitan denotar el estado de cambio del organismo ante un
factor de estrés. Por lo tanto, podriamos indicar que el empleo comparativo de
estos genes, en contraste con genes inducibles ante una condicién de estrés, es la
clave para lograr normalizar los valores de expresién y determinar con certeza
la verdadera induccién genética que evidencia la célula a causa de un factor de
estrés y/o alteracion fisiol6gica. Caso contrario, al carecer de informacion base
sobre la expresion de dichos genes inducibles en un estado fisioldgico normal
(niveles de expresion de los genes “control” o “housekeepig”, podria generar

falsos resultados (40, 45).
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Dentro de los genes “control” tenemos una gran diversidad,
encontrandose 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” mas conocidos encontramos a los tRNA,
rRNA, GADPH, HSP90 y el gen de actina con sus isoforma mas representativa
para este caso (b-actina); de entre los cuales, debido a diversas investigaciones,

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

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

Los genes del ARN ribosomal (ARNr) estan entre los mas estables e
inmutables conocidos. Principalmente, los genes de la unidad pequefia 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, 5.8S5, 28S y 5§, juegan un
papel fundamental en el proceso de traduccién en la sintesis de proteinas, y sus
variaciones son poco frecuentes. Esta es la razén por lo cual son genes viables

para su uso comparativo con genes inducibles en diferentes organismos (44, 46).
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Laactinaes una familia de proteinas globulares que forman
los microfilamentos, los cuales son uno de los tres componentes fundamentales
del citoesqueleto de las células de los organismos eucariotes, razon por lo cual

estan 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 esta relacionada con
la integridad celular, siendo asi que por estas caracteristicas tanto la actina,
como la beta-actina son utilizadas como genes control en experimentos

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



CAPITULOII

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Area de Estudio

El bioensayo se realizé en la Peninsula Fildes (Antartida), en la Base
Cientifica “Profesor Julio Escudero” del Instituto Antartico Chileno, INACH.

(62°12'4.96" latitud Sur, 58°57'45.50" Longitud Oeste).
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King George Island

Ilustracion 1. Mapa y Foto satelital de la Peninsula de Fildes, Isla Rey Jorge
(Antartida).

Mapa y foto satelital del lugar de toma (Punto rojo), y procesamiento inicial

(Cuadro Rojo) de las muestras de erizos de mar Antartico. Fuente: Figueroa T.
(2009). Islas Shetland del Sur, Peninsula Antartica.

2.2 Material bioldgico

La toma de los ejemplares de Sterechinus neumayeri se llevd a cabo en los
alrededores de la Base Cientifica “Profesor Julio Escudero” por medio de buceo
auténomo, efectuado por buzos cientificos del Instituto Antartico Chileno
(INACH), para su posterior traslado a la Base, sitio en el cual se realiz6 el

experimento de estrés con Cloruro de Cadmio (CdClz).
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Los 50 ejemplares fueron obtenidos a una profundidad de entre 10y 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 preparé una solucién madre (Stock) de
Cloruro de Cadmio (CdCl2) a 0.5M. Partiendo de esta solucién 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 cdmara de frio para facilitar la simulacién de la temperatura en su

habitat natural.

En efecto, la temperatura permanecié constante durante 48 horas. Las
primeras 24 horas fueron empleadas en el mantenimiento adecuado del agua, y
corroboraciéon del buen funcionamiento de los equipos, mientras que las ultimas

24 horas fueron establecidas como duracién total del estrés.

Otro aspecto a tomar en consideracién fue la distribucion de los
ejemplares dentro de los recipientes para el bioensayo, para la distribucién 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 2ZmM y 12 para el experimento de 5SmM.

Durante el montaje del bioensayo se estableci6 la cinética
correspondiente a 2,6 y 24 horas de haber sido iniciado el estrés, tiempos en los
cuales se realiz6 la respectiva toma de muestras de los tejidos objetivos del

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

La obtencion de las muestras de celomocitos, se efectudé disectando la
membrana peristomal alrededor de la “linterna de Aristoteles” de los
ejemplares seleccionados, posterior a esta diseccidn, se procedi6 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 precipitaciéon, dejando verter todo el liquido

rosado que salia del interior del cada ejemplar.

El liquido recolectado de cada ejemplar, se lo distribuy6 en 3 tubos
eppendorfde 1.5ml que fueron centrifugados a 4 grados a 6000 RPM durante 8
minutos en una centrifuga refrigerada Sartorius. Una vez concluida la
centrifugacion, el sobrenadante del tubo se descartd. Luego se diluy6 el
sedimento de celomocitos formado con 400 pl de ARN-safer (Omega Bio-Tek), y

se lo agité hasta que se encuentre completamente disuelto.
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Por otra parte, para la obtencién de los tejidos objetivos del analisis, los
ejemplares previamente disectados alrededor de la “linterna de Aristoteles”
fueron, a partir de este punto, seccionados en forma triangular hacia el extremo
externo. Asi, para la obtencién de muestras de es6fago se procedid a levantar y
cortar el tejido rojo (es6fago) unido a la “linterna de Aristételes”. La muestra de
es0fago obtenida se colocé sobre un porta-objetos fue dividida en 4 o 5 partes
pequeiias, donde solo una de estas partes se coloc6é en un microtubo de 1.5ml

con 1 ml de ARN-safer.

Del mismo modo parala obtencién de muestras de intestino, se procedid
a extraer parte del tejido laminar ubicado en el interior del cuerpo del erizo
(intestino), ingresando por el extremo previamente seccionado, dos pequefias
cantidades de dicho tejido, que luego fueron colocadas en dos microtubos de

1.5ml con 1ml de ARN-safer cada uno (Véase Figura 1).
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Figura 1. Metodologia implementada para la obtencion de muestras de S. neumayeri.

Metodologia implementada para la obtencidn de muestras de eséfago e intestino en el
erizo de mar Antartico Sterechinus neumayeri. Fuente: Autor

Posterior a la obtencidn de las muestras de celomocitos y de los tejidos de
interés, los tubos fueron debidamente rotulados y se agitaron hasta evidenciar
un cambio de coloracion 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 preservacion.
Subsecuentemente los tubos se almacenaron y preservaron a -20 grados Celsius

hasta su respectivo uso.
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Finalmente las muestras fueron trasladadas via aérea hasta Punta Arenas
para ser preservadas en el laboratorio de Biorecursos Antarticos del INACH, a -

80 grados Celsius, para su procesamiento.

2.4 Extraccion de RNA total

Para la obtencion de los ARN totales de las muestras preservadas
empleamos 1 muestra de intestino, 1 de eséfago y 1 de celomocitos de los
grupos controles de 5mM. Ademads, para el respectivo procesamiento de las
muestras se empled el protocolo “EZNA total RNA Isolation Protocol” de Omega

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

Luego de la extraccién de los RNA totales, se procedi6 a la cuantificacion
de su purezay concentracion, con estos resultados (Véase Anexo A-TABLA II), se

decidi6 procesar el resto de muestras con este ultimo 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 (2ZmM y 5mM CdCl2) a las 2 horas, 6 horas
y 24 horas de exposicion, de los tubos con muestras de intestino, obteniendo

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

Una vez extraidos los ARN totales correspondientes a la cinética de la
expresion transcripcional de ARNm de las muestras de intestino, se procedié a
elaborar un mix de todas las muestras correspondientes a la misma

concentracién y tiempo de extraccion.

El mix de las muestras se realiz6 agregando en un tubo de PCR, 100ul de
cada tubo que contenia los RNA totales, es decir se efectud, un “POOL Genético”
de los controles, correspondientes a las concentraciones de 2ZmM y 5mM a las 2,

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

(Véase Anexo A-TABLA 1V).

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 parala RT-PCR se realizaron los calculos
respectivos (Véase Anexo A-TABLA V), basados en el procedimiento empleado

en el laboratorio.

2.6 PCR en Tiempo Real

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

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

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

Cabe sefialar, que con este programa de qPCR se realiz6 la medicién de
los niveles de expresion 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 Antarticos del
INACH, y denominados especificamente 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: Descripcion de partidores disefiados para genes caracterizados de S.
neumayeri (*) de acuerdo al gen de interés a amplificar. La temperatura de
hibridacién varia debido a la especificidad del juego de partidores y de los
tamarnos de los fragmentos de PCR.

Partidores Secuencia Tamafio de  Temperatura
amplificacion de
hibridacion

FW Sp28s GGGTATAGGGGCGAAAGACT 174 pb 55°C
RV Sp28s  GTCGGGCCTCTTACCAATTT

FW S1 CCAGCAGTAGGAATTGATC 497pb 50°C

RV AACACCAGCATCCTTCGT
QHSP70-M1

FWActSn CCTCTCCCTCTACGCATCTG 156 pb 50°C

RV Act Sn  AGCGGTGGTTGTGAAAGAGT

FWMT CACCATGCCTGATGTCAAGT 292 pb 50°C
RV MT TGTCTGCTTGGAGCATGTTG
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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 expresion
transcripcional de los genes 28S, Metalotioneinas (MTs), Proteina 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 procedié a

realizar el andlisis de las muestras individuales.

2.7 Analisis estadistico
El andlisis estadistico de los datos consisti6 en primer plano en la

medicion de los niveles de expresion transcripcional de los genes constitutivos
del “POOL Genético”, 28S y Actina con ayuda del programa Statistica 7, por
medio del cual se efectu6 un ANOVA de 1 via con un nivel de p=0.05 para
determinar el gen control para la normalizacién de los genes experimentales;

basandose en la estabilidad presenciada en sus niveles de expresion.

Una vez determinado el gen fisiologico mas estable en el experimento
para las muestras del “POOL Genético”, se procedié a corroborar el resultado
obtenido, analizando en las muestras individuales el posible gen control, por
medio de una prueba ANOVA de 1 via con un nivel de p=0.05. Corroborado el
gen control, los datos de expresion transcripcional obtenidos para los genes

experimentales HSP 70 y MT fueron analizados con el método de doble delta Ct
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(2722CT), el cual expresa la proporcién obtenida de la relacién 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 efectu6 un ANOVA
de 1 via con un nivel de p=0,05 para determinar la variacion de la expresion
transcripcional a causa de la diferencia de tiempo de exposicion al que

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

Previo al analisis de ANOVA de 1 factor, se efectué una transformacién de
los datos por medio de la funcidén Log10, para cumplir las asunciones de ANOVA.
De igual manera se emple6 la suma de una constante “1” para evitar los valores

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

Cabe mencionar que el analisis de la variacidbn en la expresion
transcripcional de los genes experimentales fue efectuado de manera
independiente para cada gen, es decir, un analisis para el gen HSP-1, otro para el
gen HSP-2 y otro para en gen MT. Los resultados del andlisis entre tiempos de
exposicion, sirvieron para evaluar la diferencia en la expresion transcripcional

existente por las distintas concentraciones de Cloruro de Cadmio.



CAPITULO III

RESULTADOS

Previo a efectuar el analisis 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 efectué para las muestras de tejido de Erizo de Mar Antartico
correspondientes al “POOL Genético” y a las muestras “Individuales” un ANOVA
de 1 via para determinar por medio de comparaciéon de medias por el método de
Tuckey HSD, el gen categorizado como estandar interno para la normalizacién

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

La validacién de genes denominados “Control” o “Housekeeping” es un
paso primordial y necesario previo a cualquier analisis efectuado por qPCR
debido a que éstos, una vez que contrastados con los niveles de expresion de los
genes experimentales, nos permiten visualizar los niveles relativos de expresion
transcripcional a causa del estrés. La validacion y empleo del gen “Control” para
el presente proyecto, como se mencion6 con anterioridad, corresponde a la
medicion de los niveles de expresion transcripcional de los dos genes
constitutivos empleados (Actina y ARNr 28S), a través de un ANOVA de 1 via,
siendo seleccionado como estandar interno para la normalizacién de los genes

diferencialmente expresados, el gen constitutivo de menor variacidn estadistica.

Los valores para la elaboracion del andlisis estadistico de los resultados
se obtuvieron a través de los valores denotados en el programa de qPCR;
analizados preliminarmente de manera grafica, por medio de los diagramas de
amplificacion; 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 mas estable, corroborandolo posteriormente con pruebas

estadisticas (Véase Figura 2 y 3).
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Figura 2. Diagrama de Amplificacion 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 Antarticos Chileno (INACH)
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Figura 3. Diagrama de Amplificacion del programa de qPCR para el gen ARNr 28S

Diagrama de Amplificacion del programa de gPCR para el gen ARNr 28S
correspondiente a las muestras del “Pool Genético”. Fuente: Laboratorio de
Biorrecursos Antarticos Chileno (INACH)
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Validacion del gen ARNr 28S para las muestras del “POOL Genético”

ARNr 28S 2mM

Tiempo; Unweighted Means
Cument effect: F{3, 4)=8 7489, p=03132
Effective hypothesis decompaosition
Vertical bars dencte 0,25 confidence intervals

13,0

“alores de Ct (2mhd)

11,0

control 2 horas 8 horas 24 horas

Tiempo

Grafico 1: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentracion de 2mM de
CdCl.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicidn al estrés (grupos experimentales),
para el gen ARNr 28S en la concentracién de 2mM de CdClz. (Fuente: Elaborado
por el Autor).

El andlisis de comparacién 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 exposicion al estrés en
relacién al control. Sin embargo se evidencia diferencias significativas entre las 6

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

Table IX).
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ARNT 28S Ribosomal 5mM

Tiempo:; Unweighted Means
Cument effect: F{3, 4/=4,3693, p=,09412
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

Walores de CtGmb)

control 2 horas & horas 24 horas

Tiempo

Grafico 2: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentracion de 5mM de
CdClz.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicion al estrés (grupos experimentales),
para el gen ARNr 28S en la concentracion de 5mM de CdClz. (Fuente: Elaborado
por el Autor).

El andlisis de comparacién 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 exposicion al estrés. De

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

control. (Véase ANEXO A, Tabla X).
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El analisis estadistico del gen ARNr 28S para la concentraciéon de 2mM
con un valor de p=0,031 rechaza la hipotesis nula de que no existen diferencias
significativas entre los grupos experimentales y el grupo control, mientras que

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

El rechazo de la hipo6tesis nula para la concentracion de 2mM
corresponde a un aumento en la acumulacién de transcritos de ARNr 28S a las 2
horas, seguido de una disminucion en la concentracion de transcritos para las 6

y 24 horas de exposicion al estrés.

Por otra parte, para la concentracion de 5mM, la aceptacion de la
hipétesis nula corresponde a un incremento en la acumulacién de transcritos a
las 2 y 6 horas de exposicidn al estrés, mientras que a las 24 horas, se evidencia
una ligera disminuciéon en los valores de expresion transcripcional similares a

los presentados a las 2 de exposicion al estrés.



47

Validacion del gen Actina para las muestras del “POOL Genético”

Actina 2mM

Tiempo; Unweighted Means
Cument effect: F{3, 2=109,34, p=,00808
Effective hypothesis decompaosition
Vertical bars denote 0,25 confidence intervals

27
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25

control 2 horas & horas 24 horas

Walores de Ct(2mhi)

Tiempo

Grafico 3: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los

grupos experimentales del gen Actina para la concentracion de 2mM de
CdClz.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicidn al estrés (grupos experimentales),

para el gen Actina en la concentraciéon de 2ZmM de CdClz. (Fuente: Elaborado por
el Autor).

El andlisis de comparacion 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 relacién al grupo control y a las

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

Tiempo; Unweighted Means
Cument effect: F{3, 222411, p=,00445
Effective hypothesis decompaosition
ertical bars dencte 0,95 confidence intervals
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Grafico 4: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los
grupos experimentales del gen Actina para la concentracion de 5mM de
CdClz.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicidn al estrés (grupos experimentales),
para el gen Actina en la concentracion de 5mM de CdClz. (Fuente: Elaborado por
el Autor).

El andlisis de comparacién de medias por el método de Tuckey para el
gen Actina del POOL Genético 5mM, demuestra que se presentan diferencias

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

2 horas de exposicion. (Véase ANEXO A, Tabla XII).
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El analisis estadistico del gen Actina, tanto para la concentracién de 2ZmM
con un valor de p=0,009, como para la concentracién de 5mM con un valor de
p=0,004, rechaza la hipdtesis nula de que no existen diferencias significativas
entre los grupos experimentales y el grupo control. El rechazo de la hipétesis
nula parala concentraciéon de 2ZmM corresponde a una disminucién paulatina en
la acumulacion de transcritos de HSP 70 a partir de las 2 horas de exposicién al
estrés. De igual manera para la concentracion de 5mM el rechazo de la hipotesis
nula corresponde a un ligero incremento en la acumulacién de transcritos a las 2
horas, seguido de una disminucién considerable a las 6 horas, la cual se mantuvo

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

Dicho andlisis estadistico determin6 que el gen ARNr 28S, debido a su
mayor estabilidad para el presente proyecto (p=0,094 para la concentracion de
5mM, y p=0,031 para la concentracién de 2ZmM), en comparacidn al gen Actina
(p=0,004 para la concentracion de 5mM, y p=0,009 para la concentracion de
2mM), serd empleado como gen control para la normalizacién de los genes

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

Posterior a la determinacién del gen control para la normalizacién de los
datos de la cuantificacién relativa de los ARNm de los genes experimentales HSP
70 y MT. Se efectu6 la corroboracién de dicho control en las muestras
individuales, para determinar la eficiencia del gen ARNr 28S como estandar

interno de la evaluacidn cuantitativa para el presente proyecto.

Validacion 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

1,14
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28S 2mM

1,11

1,10

1,09

1,08
control 2 horas 6 horas 24 horas

Tiempo

Grafico 5: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentracion de 2mM de
CdClz en las muestras individuales

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicidn al estrés (grupos experimentales),
para el gen ARNr 28S (individuales) en la concentracién de 2ZmM de CdClz.
(Fuente: Elaborado por el Autor).
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El analisis de comparacion de medias por el método de Tuckey para el
gen ARNr 28S (Individual 2mM), demuestra que no se presentan diferencias
significativas entre horas de exposicion al estrés en relacién al grupo control.

(Véase ANEXO A, Tabla XIII).

ARNT 28S 5mM

Tiempo; Unweighted Means
Current effect: F(3, 7)=3,4478, p=,08045
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
1,22

1,20

1,18

1,16

1,14

28S 5mM

1,12

1,10

1,08

1,06

control 2 horas 6 horas 24 horas

Tiempo

Grafico 6: Diferencia en los valores de las medias del grupo control y los
grupos experimentales del gen ARNr 28S para la concentracion de 5mM de
las muestras individuales

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicion al estrés (grupos experimentales),
para el gen ARN 28S (individuales) en la concentracién de 5mM de CdCl..
(Fuente: Elaborado por el Autor).
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El andlisis de comparacién de medias por el método de Tuckey para el
gen ARNr 28S (Individual 5mM), demuestra que no se presentan diferencias
significativas entre horas de exposicién al estrés, en relacién al grupo control.

(Véase ANEXO A, Tabla XIV).

El analisis estadistico para el gen ARNr 28S (individuales), tanto en la
concentracién de 2mM, con un valor de p=0,186, como en la concentracién de
5mM con un valor de p=0,08, acepta la hipotesis nula de que no existen
diferencias significativas entre los niveles de expresion transcripcional durante
los diferentes tiempos de exposicion al estrés con cadmio en contraste con los
niveles de expresion transcripcional del grupo control. La aceptaciéon de la
hipdtesis nula para la concentracidon de 2mM corresponde a una ligera
disminucién paulatina en la acumulacién de transcritos de ARNr 28S
(individuales) a partir de las 2 horas de exposicidn al estrés. De igual manera
para la concentracién de 5mM la aceptacién de la hipotesis nula corresponde a
un ligero incremento en la acumulaciéon de transcritos a partir de las 2 horas de
exposicion al estrés, presentando una ligera disminucion a las 24 horas de

exposicion al estrés.
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Cuantificacion de la expresion de los genes de estrés HSP 70 y MT

Una vez efectuada la validaciéon del gen control del experimento, se
procedi6 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 funcion “Logl0” y sumados con una constante “1”. Las
asunciones de ANOVA no cumplidas, previo a la transformacién, para el gen HSP
70 correspondieron, en la concentracién de 2mM para el amplicon de 99bp, a la
distribucién normal de la poblacién y homogeneidad de varianzas. Mientras que
en la concentracién de 5mM, para el amplicon de 99 bp, correspondié a la
homogeneidad de varianzas. Posterior a la transformacion de los datos del
método Doble Delta Ct, las asunciones de ANOVA no cumplidas, disminuyeron
s6lo a la homogeneidad de varianzas para el amplicon de HSP 70 (99 bp) en la

concentracion de 5mM.
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Cuantificacion relativa de los niveles de expresion transcripcional del gen
de estrés Proteina de Estrés Térmico 70 (HSP 70)

Medicion de los niveles de expresion relativa del gen HSP 70 (99bp)

HSP 70 (99 bp) 2mM

H5P 70 {88bp) 2mM
Cumrent effect: F{3, 7j=,88218, p=80108
Effective hypothesis decompositicn
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 7: Diferencia en los valores de expresion relativa del grupo control
y los grupos experimentales del gen HSP 70 (99 bp) normalizado con el gen
ARNr 28S, para la concentracion de 2mM de CdCl: para las muestras
individuales.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposiciéon al estrés (grupos experimentales),
para el gen HSP 70 (99 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la
concentracion de 2ZmM de CdClz. (Fuente: Elaborado por el Autor).
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El analisis de comparacién de medias, efectuado por el método de Tuckey para el
gen HSP 70 (99 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S para la
concentraciéon de 2mM, demuestra que no se presentan diferencias significativas

entre los tiempos de exposicidn al estrés en relacion al grupo control. (Véase

ANEXO A, Tabla XV).

El ANOVA de 1 via para el gen HSP 70 (99 bp) en la concentracion de
5mM de CdClz, no se pudo llevar a cabo debido a que los datos no cumplen con la
asuncién de homogeneidad de varianzas. (Véase ANEXO A, Tabla XVI). De esta
manera, el andlisis estadistico de Homogeneidad de Varianzas por el método de
Barlett-Cochran, con un valor de p=0,024 nos indica que se rechaza la hipotesis

nula de que existe Homogeneidad de Varianzas en la Poblacién.

El analisis estadistico de comparacion de medias del HSP 70 (99 bp) para
la concentracion de 2mM con un valor de p=0,601, acepta la hipdtesis nula de
que no existen diferencias significativas entre los grupos experimentales y el
grupo control. La aceptacion de la hipotesis nula para la concentraciéon de 2mM
obedece a que los niveles de acumulacién de transcritos de ARNm HSP 70
(99bp) durante las 2 y 6 horas de exposicién son similares al grupo control,
mientras que los mismos presentan un ligero aumento en su acumulacion a las

24 horas de exposicion al estrés con CdCl..
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Medicion de los niveles de expresion relativa del gen HSP 70 (500bp)

HSP 70 (500 bp) 2ZmM

HSP 70 500bp {2mM)
Cument effect: F{3, 8)=7,2889, p=,02000
Effective hypothesis decomposition
ertical bars denote 0,95 confidence intervals

\

Mo D

=T =1
W e

“Walores de Expresion Relativa
[ —_
s [=]

=]
Ta

[=]
[=]

control 2 horas & horas 24 horas

Tiempo de exposicion al estres

Grafico 8: Diferencia en los valores de expresion relativa del grupo control
y los grupos experimentales del gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el
gen ARNr 28S, para la concentracion de 2ZmM de CdClz para las muestras
individuales

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicion al estrés (grupos experimentales),
paraelgen HSP 70 (500 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la
concentracion de 2ZmM de CdClz. (Fuente: Elaborado por el Autor).

El andlisis de comparacién de medias, efectuado por el método de Tuckey, para
el gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el gen ARNr 28S para la concentracion
de 2mM, demuestra que se presentan diferencias significativas entre las 24

horas de exposicién al estrés en relaciéon a las 2 horas, 6 horas, y al grupo

control. (Véase ANEXO A, Tabla XVII).
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HSP 70 (500 bp) 5mM
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Cument effect: F{3, 4=2,2008, p=18508
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Vertical bars denote 0,85 confidence intervals
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Grafico 9: Diferencia en los valores de expresion relativa del grupo control
y los grupos experimentales del gen HSP 70 (500 bp) normalizado con el
gen ARNr 28S, para la concentracion de 5mM de CdClz para las muestras
individuales.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicidn al estrés (grupos experimentales),
paraelgen HSP 70 (500 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la
concentracion de 5mM de CdClz. (Fuente: Elaborado por el Autor).

El analisis de comparacion 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 concentracion de 5mM, demuestra que no se presentan diferencias
significativas entre los tiempos de exposicion en relaciéon al grupo control.

(Véase ANEXO A, Tabla XVIII).
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El analisis estadistico del gen experimental HSP 70 (500 bp), normalizado
con el gen ARNr 28S para la concentracion de 2ZmM con un valor de p=0,02,
rechaza la hip6tesis nula de que no existen diferencias significativas entre los
grupos experimentales y el grupo control. Por otra parte, para la concentracién

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

El rechazo de la hipdtesis nula para la concentracion de 2mM
corresponde a un incremento en la acumulacién de transcritos de HSP 70 (99
bp) a partir de las 24 horas de exposicion al estrés en relacion al grupo control, a
las 2 y 6 horas de exposicion al estrés, debido a que la acumulaciéon de
transcritos a corto plazo (2 y 6 horas) presentan niveles similares al observado
en el grupo control. Subsecuentemente, para la concentracién de 5mM la
aceptacion de la hipétesis nula obedece a que los niveles de acumulaciéon de
transcritos a las 2 y 24 horas de exposicion al estrés son similares a los
observados para el grupo control, mientras que durante las 6 horas de
exposicion al estrés, dichos niveles de acumulacién presentan un ligero aumento

en relacion a los antes mencionados.
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Medicion de los niveles de expresion transcripcional del gen MT (292bp)

MT (292 bp) 2mM

MT {292 bp) 2ZmM
Cument effect: F{3, 7}=15,887, p=,00187
Effective hypothesis decompaosition

Vertical bars denote 0,85 confidence intervals
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Grafico 10: Diferencia en los valores de expresion relativa del grupo
control y los grupos experimentales del gen MT (292 bp) normalizado con
el gen ARNr 28S, para la concentraciéon de 2ZmM de CdClz en las muestras
individuales.

Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicion al estrés (grupos experimentales),
para el gen MT (292 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la
concentracion de 2ZmM de CdClz. (Fuente: Elaborado por el Autor).

El andlisis de comparaciéon de medias efectuado por el método de Tuckey
para el gen MT (292 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S para la
concentracion de 2mM, demuestra que se presentan diferencias significativas

durante las 6 y 24 horas de exposicion al estrés en relaciéon a las 2 horas y al

grupo control. (Véase ANEXO A, Tabla XIV).
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Grafico 11: Diferencia en los valores de expresion relativa del grupo
control y los grupos experimentales del gen MT (292 bp) normalizado con
el gen ARNr 28S, para la concentraciéon de 5mM de CdClz en las muestras
individuales.
Grafico que demuestra la diferencia de medias y las varianzas existentes en el
grupo control y los tiempos de exposicidn al estrés (grupos experimentales),

para el gen MT (292 bp) normalizado con el gen ARN 28S (gen control) en la
concentracion de 5mM de CdClz. (Fuente: Elaborado por el Autor).

El analisis de comparacion de medias por el método de Tuckey para el
gen MT (292 bp), normalizado con el gen control ARNr 28S para la
concentracion de 5mM, demuestra que se presentan diferencias significativas
durante las 6 y 24 horas de exposicion al estrés, en relacién a las 2 horas y al

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

El andlisis estadistico 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 concentracién de 2mM con un valor de p=0,00167, como para la
concentracion de 5mM con un valor de p=0,00034; la hipétesis nula de que no
existen diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo
control es rechazada. El rechazo de la hipdtesis nula para ambas concentraciones
(2ZmM y 5mM de CdClz), obedecen a un aumento significativo en la acumulaciéon
de transcritos de MT (292bp) a partir de las 6 horas de exposicidn al estrés,
niveles que para la concentracion de 2ZmM aumentan progresivamente hasta las
24 horas, mientras que, para la concentracion de 5mM, dichos niveles tienden a

disminuir ligeramente a las 24 horas de exposicién al estrés con CdClo.

Grafco de Barras correspondiente a la concentracion de SmM y2mM de CdCl2
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Grafico 12: Grafico de barras de los valores de expresion relativa de los
genes experimentales HSP 70 (99bp y 500bp) y MT (292bp), para las
diferentes concentraciones (2ZmM y 5mM) de CdCl2.

Grafico que demuestra la diferencia en la acumulacién de transcritos, entre el
grupo controly los tiempos de exposicidn al estrés, de los genes experimentales
evaluados con el gen control ARNr28S para 5mM y 2mM de CdClz. (Fuente:
Elaborado por el Autor).



CAPITULO IV

DISCUSION

Los resultados obtenidos referentes a la determinacién del gen control
considerado como estandar interno de la cuantificacion relativa de genes
diferencialmente expresados en las diferentes concentraciones de CdCly,
denotan que, para el gen Actina, pese a ser comunmente usado como control
interno para normalizar datos de estudio de expresién de genes (54), evidencia
una disminucidn significativa en la acumulacién de transcritos de ARNm a partir
de las 6 horas de exposicion al estrés con CdClz, comprobada por medio de la

comparacion de medias por el Método de Tukey.
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Dichos resultados nos permiten inferir que hubo una alteracién
fisiologica en el erizo de mar Antartico a causa de la presencia de metales
pesados, lo cual se podria explicar debido a la relacién 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

metabdlicos requeridos por el organismo.

Por el contrario, el efecto de ambas concentraciones de CdCl: en la
acumulacién de transcritos de ARNm del gen ARNr 28S, evidencia no presentar
diferencias significativas. Los niveles de expresidn transcripcional del gen ARNr
28S se ven afectados a partir de las 6 horas de exposicidn al estrés, denotando
parala concentracion de 2ZmM una disminucién en la acumulacién de transcritos,
mientras que para la concentracion de 5mM existe un aumento en la
acumulacién de transcritos, el mismo que disminuye en ambas concentraciones
a las 24 horas de exposicion al estrés. Dichos resultados evidencian similar
tendencia en la acumulacién de transcritos para las muestras Individuales y
muestras del POOL Genético. Finalmente, basado en el andlisis expuesto
anteriormente, se determina al gen ARNr 28S como “gen control” para la
normalizacidn de los niveles de expresién de genes diferencialmente expresados
del presente proyecto, pese a sufrir ligeras modificaciones en los niveles de

acumulacion de transcritos principalmente a las 6 horas de exposicion 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 CdClz (2).

En lo concerniente a los genes experimentales, se obtuvo para el presente
proyecto que los resultados de los analisis del gen HSP 70 (99bp), evidencian un
ligero incremento en la acumulacion de ARNm transcrito de HSP 70 luego de 24
horas de exposicion para la concentraciéon de 2mM de CdClz, comprobado por
medio de la comparaciéon de medias por el método de Tukey. De igual manera,
los resultados de los andlisis del gen HSP 70 (500bp) para la concentracién de
2mM evidencian un aumento en la acumulacién de transcritos a las 24 horas,
presentando diferencias significativas; mientras que para la concentracion de

5mM no se evidencian diferencias significativas.

La variacién en ambos resultados, concerniente al analisis del gen HSP
70, puede obedecer a la sensibilidad de la técnica de RT-PCR en Tiempo Real
empleada para la medicion de la expresién transcripcional de los genes; la
misma que aumenta considerablemente en amplicones de menor tamafio (55).
Teniendo como resultado que, para evidenciar diferencias significativas en el
amplicon de 99bp, los niveles de acumulacién de transcritos deberian ser

mayores que para el amplicon 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 Antarticos, (49, 50,51), y otros organismos donde su forma de
expresion ha sido alterada de inducible a constitutiva (51, 52), proceso similar a
lo que ocurriria en invertebrados marinos Antarticos como la estrella de mar
(Odontaster validus) y el crustaceo (Paracedarocus gibber), podria explicar por
qué la HSP 70 en el S. neumayerino seria inducible por calor, (56), pero si podria

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

De esta manera, como se demostr6 en el presente proyecto, este
compuesto que podria ser considerado agente inductor de diversas situaciones
de estrés, debido a los cambios metabdlicos que genera en las células, referente
al aumento de los niveles de expresion de HSP 70; podria servir como punto de
partida a futuras investigaciones en el erizo de mar Antartico, empleando
diversos compuestos que denotan otras formas de visualizar la inducibilidad de

las HSP 70 ante diferentes situaciones de estrés.

Compuestos que podrian ser considerados para determinar la
inducibilidad de HSP 70 en el S. neumayeri podrian ser: inhibidor del proteasoma
MG 132, compuesto que induce la produccion de HSP 70 en experimentos en
ratones in vitro e in vivo, como proteccion de los condrocitos al dafio celular

(57); o secreciones del nematodo T.spiralis; las mismas que causan un
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incremento en los niveles de HSP 70 en células de riidn canino Madin-Darby
(58). Estos y otros compuestos podrian ser empleados como agentes
determinantes de diferentes condiciones de estrés en el erizo de mar Antartico;
contrastando sus resultados con los obtenidos en experimentos con metales

pesados y temperatura.

Adicionalmente, infiriendo que contrario al calor, el frio extremo del
continente Antartico pueda ser considerado como factor detonante y regulador
en la produccion de niveles determinados de proteinas de estrés térmico para
aumentar la tolerancia a esta condiciéon unica de vida. Tanto la presencia de
microorganismos patégenos, metales pesados y condiciones de frio extremo en
el cual estos organismos estenotermos desarrollan sus actividades celulares y
moleculares (-1.82C y 22C); son posibles factores causantes de alteracién en la

inducciéon de estos tipos de proteinas para hacer frente a dichas condiciones

(56).

De igual manera, por medio del presente proyecto podemos corroborar
que la posible proteina HSP 70 del erizo de mar Antartico 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 variacion en los niveles de expresion de HSP 70;
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quedando demostrado que, para estas especies, el incremento en los niveles de
expresion de dichas proteinas son respuesta a multiples factores de estrés,
permitiéndoles incrementar su tolerancia a los ambientes extremos (49, 50, 51).

Basado en los resultados obtenidos, podemos indicar que, el cadmio
podria ser considerado un factor de estrés que induce a incrementos
significativos en los niveles de expresion de HSP 70; evidenciando asi que la HSP
70 del S. neumayeri podria cumplir surol como proteina chaperona en la sintesis
y mediacion de la respuesta de otras proteinas como la MT en situaciones de

estrés ambiental (13).

El analisis de los resultados del gen de Metalotioneina del S. neumayeri,
denota que para las diferentes concentraciones experimentales se evidencia un
aumento significativo en la acumulacién de transcritos de ARNm a partir de las 6
horas de exposicion al estrés con CdClz, comprobada por medio de la
comparacion de medias por el Método de Tukey. Por este motivo fue posible
determinar la presencia de un estrés fisioldgico a corto plazo en el erizo de mar

Antartico a causa de un metal pesado (CdClz).

Dicha induccién significativa se evidencia en similar manera en el
protozoo ciliado Antartico, Tetrahymera thermophila, en quien se han
caracterizado varias MTs que ayudan en los procesos de detoxificacién celular.

Dichas metalotioneinas son semejantes en funcion 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 funcion de MT
en otras especies en donde se encuentra involucrada en los procesos de
detoxificacion (14, 15). Respecto del erizo de mar Antartico es una primera
validacidon de la expresion de este gen asociado a la funciéon que se le conoce

como secuestrador de metales pesados.

Desde el punto de vista fisiolégico, también podemos inferir que la
probable proteina MT del erizo de mar antartico al poseer perfiles de expresion
analogos 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 regulacion y captacion de

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

De igual manera, por medio del analisis de los resultados de los genes
diferencialmente expresados, podemos corroborar que el gen de Metalotioneina
es “gatillado” por diversos factores de estrés, uno de los cuales puede ser la
perturbacion 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 regulacion de diversas rutas de respuesta
intracelular ante condiciones de estrés (63), una de las cuales podria ser la
regulacién de la expresion del gen de Metalotioneina como mecanismo de
manutencion de la homeostasis celular en los procesos de detoxificacion debido

al estrés a causa de metales pesados (CdClz).

De esta manera, podriamos explicar la existencia de una relaciéon
intrinseca que mantenga a ambos genes de respuesta estudiados (HSP 70 y MT),
como genes claves en el proceso de adaptacion y tolerancia del erizo de mar
Antartico a posibles cambios o perturbaciones del ecosistema. De igual forma,
podriamos indicar que la relacién conjunta de ambos genes, es clave para
explicar la funcién mediadora de la proteina HSP 70, involucrada como
“chaperona” en el modelaje y produccion de proteinas de respuesta como la MT;
y el aumento en la produccion de MT producto de aumentos en los niveles de

expresion de HSP 70 como resultado de cambios ecosistémicos.

Desde el punto de vista fisiol6gico, este particular nos permite inferir que
el andlisis de los niveles de expresién transcripcional de los genes HSP 70 y MT,
permitirian emplear al Erizo de Mar Antartico como evaluador de primeros

niveles de contaminacién a causa de metales pesados en el continente Antartico.



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 expresién transcripcional de los genes experimentales de MT y

HSP70.

2. Con el fin de complementar la informacién generada en el presente
trabajo, serfa interesante efectuar una medicién de los niveles de
expresion protéica tanto de MT como de HSP 70 ante las mismas

situaciones de estrés.

3. El presente trabajo nos mostré que el tejido empleado para efectuar los
analisis de los niveles de expresion transcripcional de los genes de MT y
HSP70 funciona de manera adecuada para la determinacién de los
mismos. Sin embargo, es recomendable efectuar una medicién 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.

En base a los resultados obtenidos, se recomienda profundizar mas en el
estudio dela genédmicay protedémica en tejidos y células del erizo de mar
Antartico para de esta manera lograr obtener una especie clave del
ecosistema Antartico que sirva como bioindicador de los primeros niveles

de contaminacién marina a causa de metales pesados.

También se recomienda generar un banco de cDNA diferencial del erizo
de mar Antartico con el fin de poder determinar la presencia de nuevas
moléculas o probables moléculas ya descubiertas que mantengan una
relaciéon con la respuesta de estos invertebrados ante diferentes

condiciones de estrés ambiental.

Ademas, se recomienda continuar con investigaciones en otros
organismos claves del ecosistema Antartico para que asi, a través del
analisis de diversas especies; sea factible conocer el estado general de
dicho ecosistema y sus variaciones a causa de fendmenos naturales y

accion antrdpica.



CONCLUSIONES

1. El gen ARNr 28S, debido a su mayor estabilidad en los niveles de expresién
transcripcional comparado con el gen Actina, fue empleado como estandar
interno para la evaluacion cuantitativa del estado fisiolégico del Erizo de Mar

Antartico Sterechinus neumayeri.

2. Laexpresion transcripcional de los genes experimentales analizados (HSP 70
y MT), denota que el aumento en la expresion transcripcional a causa de la
exposicion a CdClz no es directamente proporcional a la concentracion
empleada. Adicionalmente, el andlisis de los niveles de expresion
transcripcional de los genes empleados nos permiten corroborar que la
exposicion a CdClz causa en efecto un estrés fisiologico al Sterechinus
neumayeri, pudiendo afectar el funcionamiento celular del erizo de mar

Antartico.
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3. Loscambios en la expresion transcripcional del gen hsp70 en el Erizo de Mar
Antartico, son similares a los perfiles de expresion de transcritos de HSP 70
en otras especies sometidas a desafios de estrés de distintos tipos. Este
particular corrobora que la probable proteina HSP 70 del erizo de mar
antartico comparte ademds similares funciones que las HSP de otras
especies. Asi, una de sus funciones podria estar implicada en la regulacion y
participacion en los procesos de sintesis de proteinas de respuesta al estrés

fisiolégico a causa de metales pesados (CdClz).

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 expresion 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 alteracién también haya ocurrido en estos

invertebrados marinos.

5. Los cambios evidenciados en la acumulacién de transcritos de ARNm de MT
de erizo de mar Antartico, son analogos con el perfil de expresion de MT
caracterizados en otras especies. Este hecho, permite afirmar que el

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

procesos de detoxificacion.

Las posibles proteinas MT y HSP 70, serian inducibles por contaminacién a
causa de metales pesados (CdClz). La MT sera inducible a corto plazo y la HSP
70 a largo plazo, lo cual podria corroborar la funcién de las HSP 70 como
proteinas chaperonas en la regulaciéon post-traduccional de proteinas de
respuesta. Adicionalmente, se puede inferir que las HSP 70 intervienen junto

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

Conlosresultados obtenidos en el presente proyecto, queda evidenciado por
primera vez que efectivamente el gen de Metalotioneina en el erizo de mar

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

Tanto el gen de HSP70 como el gen MT, son buenos genes de referencia,
siendo el gen de MT el mas efectivo en indicar la presencia de CdClz en el
medio circundante del Erizo de Mar Antartico, S. neumayeri. De igual manera,
el estudio de sus proteinas codificantes podrian convertir a este organismo
en una especie bioindicadora de los primeros niveles de contaminacion

ambiental por metales pesados (CdClz2) en la  Antartida.
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ANEXO A

Tablas

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

Esencial Toxico F. dominante en
Wepetal Animal Vegetal Animal ¢l suelo
As NO NO S S AsOy”
Cd NO NO 51 51 cd*
Cr NO 51 NO NO Cr', Cr0,”
Cu | 51 SI S1 Cu™*
Hg NO NO 51 Sl Hg™. (CH.)Hg
Mo 51 51 51 S Mo,
Ni sl 51 sl NO Ni**
Fh NO NO S S Ph**
Se NO NO 51 51 Se0,”
Zn Sl sl Sl Sl Zn**
Co 51 S NO NO Co™
Sn MO NO NO Sl Sn**

76

Fuente:Boixaderal., M. Teira. (2001), Aplicacidn Agricola de Residuos Orgdnicos. Disponible
en http://www.docstoc.com/docs/107571405/ALGUNAS-CONSIDERACIONES-SOBRE-LOS-

METALES-PESADOS
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TABLA II. Cuantificacidon y medicién de Pureza de muestras de ARN extraidas con el kit de

RNA 1
Al

Bl

260

0,2412
0,14550001
0,0493
0,08220001
0,0936
0,0592

E.Z.N.A.
280 Concng/pl
0,1117 192,96
0,0881 1164
0,0257 39,92
0,0328 65,76
0,0465 74,88
0,0274 47,36

Ratio

Fuente: Autor

Sample ID  ug/ul lug

2,16 Esofago
2,14 Intestino
1,94 Esofago
2,12 Intestino
2,01 Celomocito
2,16 Artemia

0,19296 5,18242123
0,1164 B,59106523
0,03992 25,0501002
0,06576  15,2068127
0,0?488' 13, 354?009!
0,04736 21,1148649

TABLA Ill. Cuantificacién de concentraciény purezade muestrasindividuales obtenidas con
el Kit de E.Z.N.A. para su transformacién a cDNA

Para las muestras de intestino con un estrés de 5uM CdCl2

RMA

RMA_1

sample ID 260 280 Concng/pl  Ratio
11:2h 0.0388 0,019 31,04 2,04
12 2h 0,119 0,054 90,32 209
13 2h 0,15340001 10,0659 122,72 219
14 2k 00239 0,0115 19,12 208
I1 b8 00342 0,017 27,36 2,01
12 bk 0,0331 0,0158 26,48 2,09
13 6k 0,0621 0,0276 49,68 2,25
14 6k 0,055 0,0257 44 2,14
11 24k 0,0435 00227 34,88 1,92
12 24k 0,15260001 10,0744 122,08 205
13 24k 00876 0,0415 70,08 211
14 24h 00613 10,0294 43,04 2,09
Para las muestras de intestino con un estrés de 2uM CdCI2
UM Int 260 280 Concngfpl  Ratio
11 2h 0,1668 0,073 133,44 214
12 2h 0, 36399999 0,1659 50,4 2,14
13 Zh 0,69 330002 0,31565 553,76 2,19
14 h 0,0948 0,048509999 75,84 2,06
11 6h 0,2788 0,1303 223,04 2,14
12 Gh 0,28149933 0,1336 225,2 2,11
13 &h 0, 30999999 0,143 248 217
14 &h 0,1409 0,0671 11272 2.1
11 24h 0, 24155999 0,1129 193,28 214
12 24h 0,1131 0,0528 50,48 214
13 24h 0,3126 0,14459995 250,08 2,156
14 24h 0,5008 0,23659999 400,64 2,12

Fuente: Autor

ug/ul

0,03104
0,09032
0,12272
0,01912
0,02736
0,02648
0, 04968

0,044
0,03488
0,12208
0,07008
0, 0504

ugful

013344
0, 2504
0,55376
0,07584
0,22304
0,2252
0,248
011272
0,19328
0,05904E
0, 25008
0,40064

lug

32,2164548
11,0717449
£,14863103
52,3012552
36, 5497076
37,7643505
20,1288245
22, 7272727
28,6697248
£,19134553
14, 2654064
20,3915171

lug

74540048
3,44352617
180583646

13,185654
4,48350072
4,44039734
4,03225806

£.8715401
517384106
11,0521662
355872041
2,459600639
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TABLA IV. Cuantificacién de concentracién y pureza de muestras del “POOL Genético” para

RMA_1 Sample ID
Control 1
Control 2
Contral 3
Mix control
mix 5uM 2h
mix Sul 6h
mix 5ul 24h
mix 2uM 2h
mix 2uM 6h
mix 2uM 24h

su transformacion a cDNA

260

280

1,06910001 0,49440002
0,69930003 0,32310001

04501 0,20680001
0,73669999 0,33350001

0,0816
0,042
0,09180001
0,3307
0,24650001
0,33479999

0,0392
0,0204
0,0454
0,1543
0,1158
0,1556

Fuente:

Conc ng/ul
855,28
559,44
360,08
589,36

65,28
33,6
73,44
264,56
197,2
267,34

Autor

Ratio

2,16
2,16
2,18
2,18
2,08
2,06
2,02
2,14
2,13
2,15

ug/ul lug

0,85528
0,55944
0,36008
0,58936
0,06528

0,0336
0,07344
0,26456

0,1972
0,26784

1,16920774
1,78750173
2, 77716063

1,6967558
15,3186275
29,7619048
13,6165577

3, 7798609
5,07093391
3,73357228

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

mix control
mix Smi 2 h
mix 5 mhki 6 h
mix Smi 24h
mix 2mM 2h
mix 2mi 6h
mix Zmi 24h

lug

1,7

15,3

29,76

13,61

3,78

5,07

3,73

0.5ug

Fuente:

v. muestra (ul) v. agua (ul)

0,85
7,65
14,58
&, 805
1,89
2,335
1,865

Autor

0.9
77
10,0
0,8
1,9
2.3
1,9

3,1
2,3

0
3.2
81
73
8,1



79

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

Experiment
1L,ACTYHMT
1L,ACTYHMT
1L,ACTYHMT
1L,ACTYHMT
1L,ACTYHMT

1, ACTYMT

1, ACTYMT

1, ACTYMT

1, ACTYMT

1, ACTYMT

1, ACTYMT

1L, ACTYMT

1L, ACTYMT

1L, ACTYMT

&, cadmionby 2,

&, cadmionby 2,

&, cadmionby 2,

¢, cadmin5y 2,

¢, cadmin5y 2,

¢, cadmin5y 2,

¢, cadmin5y 2,

3 HEF y Edrexp
3 HEF y Edrexp
3 HEF y Edrexp
3 HEF y Edfrenp 2
3 HEF y Edfrenp 2
3 HEF y Edfrenp 2
3 HEF y Edfrenp 2
3 HEF y Edfrenp 2
S HEF v Efrenp e
S HEF vy 2irexnp e
S HEF vy 2irexnp e
S HEF vy 2irexnp e
S HEF vy 2irexnp e
S HEF vy 2irexnp e
4, H=F V2=

4, H=F ¥ 2#=

4. H=F ¥ 2#=
H=F V%%
H=F V%%
H=F V%%
H=F V%%
H=F V2535
H=F V2535
H=F V2535
H=F V2535
H=F V2535
H=F V2535
H=F V245

£ &k & L& &S & LR

WellHame
COHTROL
5zH
5&H
5zdH
ceH
ckH
¢ 2dH
COHTROL
5zH
5EH
EzdH
¢eH
¢ kH
¢ cdH
contraol
E¢h
SEh
G zdh
gch
g kh
¢ edh
COHTROL
5zH
5EH
EzdH
zeH
ZEH
z2dH
COHTROL
5zH
5&H
5zdH
ceH
ckH
¢ cdH
<ontral
Ezh
SEh
Ezdh
2ch
2kh
¢ cdh
contraol
E¢h
SEh
G zdh
gch
2 kh
¢ edh

Dye

FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FamM
FamM
FamM
FamM
FamM
FamM
FamM
FaM
FaM
FaM
FaM
FaM
FaM
Fak
Fak
Fak
Fak
Fak
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FakM
FamM
FamM
FamM
FamM
FamM
FamM
FaM

Fuente: Autor

Furray
ACT
ACT
ACT
ACT
ACT
AT
AT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
HEF
HEF
HEF
HEF
HEF
HEF
HEF
zEE
2EE
2ES
2ES
2ES
2ES
2ES
H=F
HEF
HEF
HEF
HEF
HEF
HEF
2ES
2ES
2ES
2ES
2ES
2ES
2ES

Well Type
Calibrakar
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkrnoun
Unkrnoun
Calibkrakor
Unkrnoun
Unkrnoun
Unkrnoun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Calibrakor
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Galibrator
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Calikrakor
Unknoun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Calibrakar
Unkrnoun
Unkrnoun
Unkrnoun
Unkrnoun
Unkrnoun
Unkrnoun
Calibrakor
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun
Unkroun

Unkroun

Ficplizate:

L o =] o O W

- o o -
LWz

LY I T - LT | B - S T LI R T - LY ) I - ST U e )

TR -
L WMoz

WL 0 =] o o W

- o o -
L W=

Threrhald (4R)
124112
124112
124112
124112
124112
124,112
124,112
ed1.192
ed1.192
ed1.192
ed1.192
ed1.19z
ed1.19z
ed1.19z
ed1.19z
ed1.19z
ed1.19z
ed1.19z
edl.19z
edl.19z
edl.19z
1207
1207
1207
1207
1207
1207
1207
49 k45
F99.645
F99.E45
F99.E45
F99.E45
F99.E45
F99.E45
12607
126027
126027
126027
126027
126027
126027
2499 k45
2499 k45
2499 k45
2499 k45
2499 k45
2499 k45
49.E45

Ce(4R]
L
&d,55
21,5
21,32
2FF
14,5
17, 6%
L
17,31
17,497
15,29
15,45
15,51
15,71
19,63
20,98
19,54
19,03
0,3k
15,7e
19
0
cd,:
ch,0E
cd, &%
ez, 45
L, bE
cg,54
0
1z,45
15,4
1,97
12,:7
11,96
10,67
L
25, e
eh,x2
25,41
232
22,81
22,91
0
12,51
13,62
12,02
10,26
10,26
11,01
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Tabla VII. Resultados del método doble delta Ct para las muestras normalizadas con el gen

28S (2mMy 5mM)
Método Doble Delta Ct para la concentracion 2mM

pool Moyenne 285 | H=pv0 [500bp) | deltalt LACE 2-8A0CT promedio |50

control 1 13,05 33,13 20,09 2,24 0,21

contral 2 13,43 32,28 12,95 1,10 0,47

control 3 13,26 3217 12,91 1,06 0,43 0,33] 01504363

2mh 2hi 14,34 33,3 18,98 1,13 0,46

2mh 2h 2 13,03 31,69 18,66 0,21 057

2mh 2h 3 051 00731002

2mM Eh 1 14,32 .22 16,20 -1.55 293

2mh Eh2 14,92 30,28 15,497 -1.88 3,69

2mh Eh3 29,24 331 05411203

2mh 24h1 12,80 29,1 16,51 -134 253

2mh 24h 2 13,15 29,44 16,24 -1.56 296

2mh 24 h 3 28,98 2,74 0302081
17,85

pool Floyenne 285 | mt deltalt AACE 2-A01CE promedio [ S0

contral 1 13,05

contral 2 13,43 28,18 14,75 0,15 0,90

control 3 13,26 2743 14,12 -0,43 1,24 1,12 056760293

2mM 2hi 14,34 30,58 16,25 1,64 0,32

2mh 2h 2 13,03 249,40 16,37 1,76 0,29

2mh 2h 3 30,58 031 00130603

2mM Eh 1 14,92 27491 12,99 -1,E1 2,06

2mh Eh2 14,32 273 12,90 -1,71 2,26

2mh Eh3 306 01470436

2mh 24h 1 12,80 27,44 14,64 0,04 0,47

2mh 24h 2 13,15 27,40 14,75 0,15 0,90

2mh 24 h 3 28,34 0,34| 0,0505344
14,60

pool Moyenne 285 | H=pd0 [100bp] | deltalCt LACE 2-8A0CT promedio |50

contral 1 12,92

control 2 13,33 25,24 12,92 1,510 0,35

control 3 13,43 25,95 12,53 1,11 0,46 041 00775177

2mh 2hi 1257 256,29 1272 1,31 0,410

2mh 2h 2 13,51 26,45 1,95 0,53 0,63

2mh 2h 3 0,55] 02033176

2mh Eh 1 12,82 23,64 10,23 -0,59 1,50

2mM Eh2 12,11 23,10 10,99 -0.42 1,24

2mh Eh3 12,26 23,22 10,96 -0,45 1,37 1,41 0,085303

2mh 24h 1 12,26 23,29 11,13 -0,28 1,22

2mh 24h 2 12,84 23,32 10,43 -0,93 1,91

2mh 24 h 3 12,87 2252 9,65 -1.76 23,40 217 1n2a042

N4




Método Doble Delta Ct para la concentraciéon 5mM
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poncl Poyenne 225 Hsp?0 [B00bp]| deltalCt | AAC: 2-8A0 promedio | 50
contral 1 13,05 33,13 20,09 1,200 0,43
contral 2 13,43 32,38 18,95 0,07 0,95
control 3 13,26 3217 18,91 0,03 0,93 0,73] 0308141
EmkA 2hi 14,34 32,08 17,75 -1,14 2,20
BmfA 2h 2 13,03 32,93 13,90 1,01 0,510
EmfA 2h 3 135] 1206593
SmikA Eh i 14,92 32,44 17,62 -136 257
SmA Ehz 14,92 33,83 18,92 0,03 0,93
SmkA Eh 1,73 1128206
Gmif 24h 1 12,20 324 15,61 0,73 0,51
Bmifa 24 13,15 347 18,32 -0.55 1,43
Bmf 24 b3 1,04  0,E17S7
18,25
poncl Ployenne 285 mt deltalCt  [AACE 2-8A0 promedio | 50
contral 1 13,05
contral 2 13,43 28,18 14,75 2,64 0,16
contral 3 13,26 2743 14,18 2,06 0,24 0,43] 0,055EE9
Eml 2hi 14,34 25,74 11,45 -0,65 1,58
EmlA 2h 2 13,03 2781 14,78 257 0,16
EmlA 2h 3 086] 100443
SmiA Eh i 14,92 25,35 10,43 -1E8 3,21
SmiA Ehz 14,92 2487 9,96 -2,16 4,46
SmiA Eh 381 0898538
Gmil 24h 1 12,80 23,85 1,05 -1,06 2,09
Emil 24h 13,15 2345 10,31 -180 349
Eml 24 h3 277 0990162
12,11
poal PMoyenne 285 Hep7O [100bp] | deltalt | AACE 2-AACH  |promedic [ S0
contral 1 13,17
contral 2 13,54 2E,24 12,71 2,39 0,19
contral 3 13,30 25,95 12,65 2,33 0,21 0,03] 000525
Eml 2hi 13,87
EmlA 2h 2 12,95 24,93 11,99 1E7 0,31
B 2h 3 F 0,31 #Oom !
&SmiA Eh i 15,19 2230 FAll -3,21 3,24
&SmiA EhZ 15,01
SmfA Eh 14,89 2230 741 -2.91 7 53[0 g32f 1207628
Emf 24h 1 13,15 2362 10,47 0,15 0,41
BmifA 24h 1357 2347 3,90 -0.42 1,34
5l 24 h 3 r 112" 0,205968
I 1032
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Tabla VIII. Resultados de la Transformacién de las muestras normalizadas por el método
Doble Delta Ct (2mMy 5mM).

Transformacion de las muestras 2mM

Log 10
hsp500bp |hsp 100bp |mt
control -0,5360843 -0,4089354| -0,4089354| 046391575 0,59106461| 0,59106461
control -0,3803356( -0,455932| -0,455932( 060966444 054406804 O 54406804
control -0,6258915( -0,3565473| -0,3565473( 037410847 0,64345268| 064345268
2 horas -0,0457575| -0,0457575 0,95424251| 0,8542425]1
2 horas 0,06261424 -0,09691 -0,09691| 106261424 0,90308999( O S0308999
2 horas
& horas -0,3279021| 018752072 018752072 067209786 1,18752072| 118752072
b horas 0,348530486( 0,10057055| 0,10057055| 1,34850486| 1,10057055| 110057055
& horas 0,20411958] 0,14521911) 0,14521911| 120411998 1,14521911| 1,14821811
24 horas 0,20411998| 0,09691001| 0,09691001| 1,20411938| 109691001 109691001
24 horas 034044711 0,29225607| 0,28225607| 134044411 1,29225607| 1,29225607
24 horas 0, 48713838 053433122 058433122 1,48713838| 1,58433122( 158433122
Transformacién de las muestras 5mM
Log 10
hspS00bp  |hsp 100bp  |mt
control -0,3307985| -0,7212464| -0,552842| 0,66920148| 0,2787336( 0,44715803
control 0,0374265( -0,76955108| -0,6575773| 1,0374265| 0,23044852| 0,34242268
control 0| -0,67778071| -0,7447275 1| 0,32221929| 0,25527251
2 horas -0,19382003 0,80617997
2 horas -0,0555173| 0,56466606| -0,6575773| 094448267 1,56466606( 0,34242268
2 horas -0,0555173 0,2924298| 0,94448267 0,70757018
o horas 0,31597035| 0,5171559 1,31597035( 1,51719559
& horas 046089784 0,99343623 1,46085784| 1,959343623
& horas 0,161368| 0,55388303| 1,26126287 1,161368| 1,55388303| 2,26126287
24 horas -0,01322827| 0,62634037 0,98677173| 1,62634037
24 horas 0,2441251| 0,14612804 0,73387486( 1,14612804
24 horas 0,94546859 1,94546859
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Tabla IX.- Comparacién de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S del
“POOL Genético” ala concentracion de 2mM de CdCl..

Tukey HSD test; variable 2mM

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 06754, df = 4 0000

Tiempo | {1} {2} 3 4
Cell No. 12,205 | 12665 | 11,580 | 11,525

1 control 0,400939 0217871 0177957
2 2 horas|( 0,400939 0,046192 0,039303
3 6 horas| 0217871 0045192 0,996160
4 24 horas| 0177957 0,039303 0,996160

Tabla X.- Comparacién de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr28S del
“POOL Genético” ala concentraciéon de 5mM de CdCl,.

Tukey HSD test; variable 5mM

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 50216, df = 4,0000

Tiempo | {1} {2} {3} {4}
Cell No. 12,205 | 13,990 | 14,680 | 13,820
1 control 0,195294  0,0805633 0,245978
2 2 horas|| 0,195294 0,771549 0,994433
3 6 horas| 0,080533 0,771549 0,651373
4 24 horas| 0,245978 0,994433 0,651373

Tabla XI.- Comparacién de Medias porel Método de Tuckey HSD, para el gen Actinadel
“POOL Genético” ala concentracion de 2mM de CdCl,.

Tukey HSD test; variable 2mM
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 09050, df = 2,0000

Tiempo | {1} {2} 3 4
Cell No. 29,890 | 29.140 | 25590 | 24,240
1 control 0.299536/ 0.018289) 0010755
2 2 horas| 0,299536 0,026561| 0,014184
3 6 horas| 0.018289| 0.026561 0,205359
4 24 horas|| 0,010755| 0,014184 0,205359



Tabla XIl.- Comparacion

de Medias porel Método de Tuckey HSD, para el gen Actinadel

“POOL Genético” ala concentracion de 5mM de CdCl..

Tukey HSD test; variable 5mM |
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between M5 = 01212, df = 2,0000

Tiempo | {1} {2} {3} {4}
Cell No. 29890 | 30465 | 27.640 | 27.880
1 control 0,085392| 0,009141/ 0,011363
2 2 horas| 0,085392 0.005896 0,006981
3 6 horas| 0,009141  0,005896 0,548150
4 24 horas| 0.011363 0006981 0.548150

Tabla XIll.- Comparacién de Medias porel Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S de

las muestras “Individuales” ala concentraciéon de 2mM de CdCl,.

Tukey HSD test; variable 285 2mM
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00014, df = 7,0000

Tabla XIV.- Comparacién de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen ARNr 28S de

Tiempo | {1} 2 3} {4}
Cell No. 1,1261 | 1.1149 | 11127 | 1.1022
1 [_contral 0.725070 0.535127 0.142167
2 2 horas|[ 0,725070 0.996932 0.650621
3 6 horas| 0535127 0,996932 0,696402
4 24 horas|| 0,142167 0,650621 0.696402

las muestras “Individuales” ala concentraciéon de 5mM de CdCl,.

Tukey HSD test; variable 285 bmM
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error- Between MS = 00049, df = 7,0000]

Tiempo | {1} {2 3} (&)
Cell No. 11261 | 1.1503 | 1.1743 | 1.1194
1 control 0566551 0,114752] 0,986681
2 2 horas|| 0,566551 0.574428 0,469106
3 6 horas| 0,114752 0574428 0,107872
4 24 horas| 0986681 0.469106 0,107872
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Tabla XV.- Comparacién de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen HSP 70
(99bp) de las muestras “Individuales” ala concentracién de 2mM de CdCl,.

Cell Mo.

Tukey HSD test; variable hsp 99bp
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between M5 = 12121, df = 7.0000

Tiempo

{1
1,0084

2}
88973

3

.64845

4}
12217

[ control

| La | 3

2 horas
E horas
24 haoras

0,380868 0,340113 0.874010
0,999194 0,730967

0,380868
0,940113| 0,999194
0,874010 0,730967| 0,584023

0,584029

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

Tests of Homogeneity of Variances
Effect: Tiempo

Hartley
F-max

Cochran
C

Bartlett
Chi-Sgr.

df p

hsp/0 99bp (5mM) [ 136 4954

| 0,944204 9 418344 3 0,024216

Tabla XVII.- Comparacion de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen HSP 70
(500bp) de las muestras “Individuales” ala concentracién de 2mM de CdCl,.

Cell Mo.

Tukey HSD test; vanable hsp70 500bp (2mM)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 05367, df = 6,0000

Tiempo

1)
48256

{2
1.0626

G}
1.0748

4
1,3439

[ control

2 horas

G horas

e [ x| 2

24 horas

0,233999

0,073712 0,999964
0,015326| 0,728495) 0,531044

0,233999 0,073712 0,015326
0,999964 0,728495

0.531044



Tabla XVIII.- Comparacién de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen HSP 70

(500bp) de las muestras “Individuales” ala concentraciéon de 5mM de CdCl,.

Tukey HSD test; variable hsp70 500bp (5mM)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 02352, df = 4,0000

Tiempo| {1} 2 3 14}

Cell No. 90221 | 94448 | 1,2387 | 75587

1

|_control 0,389110 0,218243 0.840420

2 horas| 0,989110 0,348301 0,756626

6 horas| 0,218249 0,348301 0,185970

2
3
4

24 horas| 0,840420 0,756626 0,185970
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Tabla XIX.- Comparacién de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen MT (292bp)
de las muestras “Individuales” alaconcentracion de 2mM de CdCl,.

Tabla XX.- Comparacion de Medias por el Método de Tuckey HSD, para el gen MT (292bp)

Tukey HSD test; variable mt (2mM)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 01863, df = 7,0000

Tiempo | {1} 2 3 {4
Cell Mo. 59286 | 92867 | 11457 | 13245
1 [ control 0,111853| 0,006997 | 0,001527
2 2 horas|[ 0,111853 0,372047 0,059538
3 6 horas| 0,006997 | 0,372047 0,434172
4 24 horas| 0.001527| 0,059538 0.434172

de las muestras “Individuales” alaconcentracion de 5mM de CdCl,.

Tukey HSD test; variable mt (5mM)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 03438, df = 5,0000

Tiempo | {1} {2} 3} 4

Cell No. 34828 | 52500 | 21273 | 1.7859

|_control 0,734222 0,000709 0,001592

2 horas|| 0,734222 0,0071483  0.004142

6 horas|| 0,000709 0,001483 0.355598

FES RS %]

24 horasl 0.00155921 0.0041421 0.355598



ANEXO B

Figuras

Figura 1. Erizo de mar Antartico S. neumayeri, en su habitat natural

Fuente: Autor
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Figura 2. Mapas genéticos de diferentes metalotioneinas en oveja, humano y ratén.
Ampliacién del Mapa Genético de la MT2 de la oveja.

MT-4 MT-3 MT-2 MT-1

s}

Fuente: Garcia L., Robles M., Valenzuela E., (1999). Mapas genéticos que incluyen

a los genes que codifican para diferentes metalotioneinas en oveja, humano y
raton. Ampliaciéon del mapa fisico de la metalotioneina MT-2.

Figura 3. Familia Heat-Shock Proteins 70 (HSP70) en el ser humano
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Fuente: Heat Shock Proteinsand the Cellular Stress Response. (2010) EnzolifeSciences, Pag.
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Figura 4. Estandarizacion del marcador fluorescente FAM de la qPCR del Laboratorio de
Biorecursos Antarticos (INACH).

100
Initial Quantity (Gopias)

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH

Figura 5. Estandarizacion del iniciador 285 empleado en el proyecto.

Ct (dR)

1.00 e401 1.00 &40 1.00 403 1.00 2404 1.00 405 1.00 ¢408
ntial Quantity (relative)

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH



Figura 6. Estandarizacidn del iniciador ACT empleado en el proyecto.

0.4 1 10 100 1000 10000
Iital Ruantty (rlaive)

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH

Figura 7. Estandarizacion del iniciador HSP-1 empleado en el proyecto.

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH
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Figura 8. Estandarizacion del iniciador HSP-2 empleado en el proyecto.

1.00 e401 1.00 e402 1.00 e43 1.00 e+ld 1.00 e405 1.00 e40fi

Initial Quantity (relative)

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH

Figura 9. Estandarizacion del iniciador MT empleado en el proyecto.

Ct(dR)

] 1 10 100 1000 10000
Inital Quartity relative)

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH
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ANEXO C

PROTOCOLOS
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Protocolo 1. Protocolo empleado paralaobtencion de ARN totales con el kitde Miniprep de

E.Z.N.A

E.Z.N.A. total RNA isolation kit miniprep

1.

L I = R TV 8

10.

11.
12,
13.
14.
15.

Afadir al cultivo celular o tejido 350-700ul de TRK lysis buffer, mezclar bien el buffer con la
muestra por pipeteo (usamaos 500ul)

Centrifugar a 13000 g por 5 minutos

Colocar el sobrenadante en un tubo de 1.5ml estéril libre de RNasas

Afiadir un mismo volumen de etanol 70% y homogenizar la muestra (puede usarse vortex)
Colocar la muestra sobre Hi-bind column puesta sobre un tubo colector de 2ml (volumen
maximao de la columna 700 ul

Centrifugar a 10000 g por 60 segundos, descartar el flow-through (repetir este procedimeinto
cuantas veces sean necesarias para terminar todo el volumen de muestra).

Afadir 500 ul de wash buffer | {incluido en el kit) y centrifugar a 10000 RPM por 30 segundos
(descartar el flow-through)

Anadir 500 ul de wash bufferli {incluido en el kit y previamente preparado anadiéndole 48ml de
etanol absoluto).

Centrifugar a 10000 RPM por 30 segundos (descartar el flow-through)

Colocar nuevamente 500 ul de wash buffer Il y centrifugar a 10000 RPM por 30 segundos
(descartar el flow-through)

Centrifugar por 2 minutos a 11000 RPM y descartar el flow-through

Colocar la columna en un tubo de 1.5ml estéril libre de RMasas.

Afadir 50 ul de DEPC wéter (incluida en kit) directamente al centro de la membrana.
Centrifugar a 13000 RPM por 1 minuto y descartar la columna

Colocar los tubos inmediatamente en hielo y almacenarlos en -80 grados o en -20 si van a ser
usados en menos de 1 hora.

Fuente: Autor
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Protocolo 2. Protocolo de M-MLV empleado para efectuar la RT-PCR.
First-Strand cDMNA Synthesis Using M-MLV RT

A 20-pl reaction volume can be used for 1 ng-5 pg of total RNA or 1-500 ne of mREMNA.

1. Add the following components to a nuclease-free microcentrifuee tube:

1. 1 plglign (dT)12-18 (500 pwe/ml), or 50-250 ne random primers, or
2 pmale gene-specific primer

2. 1lngto5pgtotal RNAor 1ng to 500 ne of mRMA

3. 110 mMdNTP Mix (10 mM each dATP, dGTP, dCTP and gTTP at neutral pH) 3terile, distilled
waterto 12 pl
(preparar un tubo de muestra que contenga la mezcla de 1ul de oligo dT y 1ul de Mix dNTP;
multiplicado x el ndmero de reacciones a trabajar y luego colocar 2ul de la mezcla a cada tubo)

2. Heat mixture to 65°C for 5 min and guick chill on ice. Collect the contents of the tube by brief
centrifugation and add:

1. 4 pl 5X First-5trand Buffer
2w 01MOTT

3. 1 plRBMazeQUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 wnits/wll (Mote: When using less than
50 ng of starting RNA, the addition of ENaseQUT™ is essential.)

3. Mix contents of the tube gently and incubate at 37°C for 2 min.

4. Add 1 pl (200 units) of M-MLY RT, and mix by pipetting gently up and down. If using random primers,
incubate tube at 25°C for 10 min.

5. Incubate 50 min at 37°C.
E. Inactivate the reaction by heating at 70°C for 15 min.

The cDMNA cannow be used as a template for amplificationin PCR. However, amplification of some PCR
targets (=1 kb) may reguire the removal of RNA complementary to the ¢DMA To remove RMA
complementary tothe cONA, add 1 pl (2 units) of E. coli RNase H and incubate at 37°C for 20min. If less
than 1 g of RNA s used, reduce the amount of M-MLY RT in the reaction to 0.25 pl (50 units), and add
the sterile, distilled water to 20-ul final volume.

Fuente: Autor



Protocolo 3. Programa de gPCR para amplificacidn y deteccion de la acumulacion de
transcritos de ARN de los genes control y experimentales

qPCR 28s, 18s, HSP70 (MI), ACT,MT
95°C > 10 min

Q3%C =155

60°C=15s } 40 ciclos

T20C =155

Fuente: Laboratorio de Biorecursos Antarticos. INACH
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