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RESUMEN

El Sterechinus neumayeri es uno los erizos de mar mas comunes Yy extensamente
distribuidos en los ambientes marinos antarticos, viven a temperaturas que bordean los 0°C y
no sufren grandes cambios térmicos. Normalmente la exposicién de un organismo a
temperaturas elevadas induce una rapida y transitoria expresion de proteinas de estrés térmico,
siendo la familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70s) la mas estudiada como

respuesta a elevadas temperaturas ambientales.

El presente trabajo presenta los resultados respecto de la identificacion y expresion de una
proteina de tipo Hsp70 en S.neumayeri sometidos a estrés térmico de 5°C y 10°C. Se analiz6
en celomocitos y tejidos la expresion a nivel de transcrito y proteina, mediante PCR
(semicuantitativa como cuantitativa) y técnicas de inmunologia. Se obtuvo una secuencia
parcial de 650 pb, que presentd una fuerte identidad con otras proteinas de la familia de las
Hsp70. Los resultados de PCR cuantitativa demuestran que existe una leve induccién en la
expresion del gen de Hsp70 en tejidos y en celomocitos en respuesta al estrés térmico. Por
otra parte, se identificd la presencia de la proteina Hsp70 a nivel celular y tisular, existiendo
leves aumentos respecto al grupo control en celomitos. Por medio de Western blot se
determind que el anticuerpo reconoce especificamente una proteina de 70 kDa. Estos
resultados evidencian que estos equinodermos antéarticos no han perdido la capacidad de
expresar e inducir este tipo de chaperonas cuando son sometidos a elevadas temperaturas,

presentando cierta capacidad de respuesta fisiologica frente al estrés térmico.

Debido a la directa relacion con el estrés térmico, se propone el uso de Hsp70 como un
biomarcador que permitira detectar, cuantificar y/o evaluar de forma indirecta los efectos que
podria provocar la elevacion de la temperatura en erizos antarticos y en el ecosistema marino

de la Antartica frente a un escenario de calentamiento global.



Xl

SUMMARY

Sterechinus neumayeri is a sea urchin most common and widely distributed in Antartic
marine environments; live at thermal stable condition, around 0°C. Usually the exposure of an
organism at elevated temperatures induces rapid and transient expression of heat shock
proteins, being family of heat shock protein of 70 kDa (HSP70s) the most studied in response

to elevated temperatures.

This paper presents the results regarding the identification and expression of an Hsp70 type
protein transcribed by PCR (semi-quantitative and quantitative) and immunology techniques.
We obtained a partial sequence of 650 bp, which presented a strong identity with other
proteins of the Hsp70 family. Quantitative PCR results show that there is a slight induction in
Hsp70 gene expression in tissues and coelomocytes in response to heat stress. On the other
hand, identified the presence of Hsp70 protein and tissue at the cellular level, there are slight
increases in the control group of coelomocytes. By Western blot was determined that the
antibody specifically recognized a protein of 70 kDa. The results show that these Antarctic
echinoderms have not lost the ability to express this type of chaperones when subjected to

elevated temperatures, showing some ability physiological response heat stress.

Due to direct relation to thermal stress, it is proposed to use Hsp70 as a biomarker that will
identify, quantify and/or indirectly assess the effect that could lead to elevated temperature in

the antartic sea urchins and the Antartic marine ecosystem in a global warming scenario.



1. INTRODUCCION

Se ha aceptado internacionalmente que estamos en un periodo de calentamiento global,
donde la temperatura es el principal factor que afecta la supervivencia de especies antarticas
que viven en ambientes termicamente estables. Actualmente se ha reportado una tendencia del
calentamiento entre 0,2° y 1°C en la temperatura superficial del mar de la peninsula antartica
durante los dltimos 50 afios. Los modelos predictivos prevén que la temperatura media del
mar aumentard alrededor de 2°C para el afio 2100, lo que provocaria que organismos marinos
antarticos estén expuestos mas alld de sus limites de supervivencia y comiencen a perder

criticamente sus funciones bioldgicas.

Es de esperar que si la temperatura en las aguas antarticas se incrementa por encima de los
niveles normales se produzca un estrés celular en las especies afectando en su capacidad de
responder fisiologicamente a estos cambios. A nivel molecular la elevacion de la temperatura
provoca la desnaturalizacion de proteinas desencadenando una respuesta de estrés térmico
mediada por genes y proteinas de estrés (Hsps). Las Hsps son proteinas que actian en
procesos intracelulares en calidad de chaperonas, se agrupan en 5 familias en base a su
tamafio molecular en kDa (Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60, y Hsp de bajo peso). Siendo la
familia de proteinas de estrés térmico (HSP70s) de 70 kDa la mas estudiada, comprenden las
isoformas Hsc70 constitutivas que actlan como housekeeping en la restauracion de la
homeostasis celular y la forma Hsp70 inducible sintetizada bajo estrés y que cumple un rol

fundamental en la adaptacion térmica.

La accion de Hsp70 ha sido descrita en respuesta a una amplia variedad de estrés, siendo la
clasica activacion en respuesta a elevadas temperaturas. Al parecer todos los estudios que se
han realizado en respuesta al estrés térmico parecen contribuir a la sobreexpresion de Hsp70s,
excepto en aquellas especies marinas antarticas que producto de la estabilidad térmica de las
aguas antarticas han perdido la capacidad de induccion o presentan una baja expresion del gen
Hsp70. La incapacidad de inducir esta molécula se debe a la perdida de la via de regulacion
en la expresion génica de Hsp durante la historia evolutiva. Sin embargo, ni la tasa de
transcripcion de Hsp70 ni la concentracion de Hsp70 se ve reforzada por el incremento de la

temperatura en aquellas especies en que el gen Hsp70 se ha mantenido, la respuesta de por



qué ocurre esta situacion implicaria un fenémeno de desnaturalizacion al frio constituyendo

un cambio adaptativo en estas especies.

Sterechinus neumayeri es uno los erizos de mar mas comunes y extensamente distribuidos en
las costas antérticas, no sufren grandes cambios térmicos y son sensibles a pequefios
incrementos de temperatura. Debido a que esta especie cumple un rol fundamental en la red
trofica bentonica y se considera como un organismo estructurador de comunidades marinas,
es decir, si se ve afectado fisiolégicamente por el aumento de temperatura ante el posible
escenario del calentamiento global en la Antartica, también se pueden ver afectados algas u
otros animales, con lo cual podria representar un importante bioindicador. En el contexto de la
elevacion de la temperatura en la antartica y debido a la directa relacion de las Hsp70s
inducibles con el estrés térmico y el uso de su expresion como un biomarcador, Hsp70 se
convierte en un interesante candidato para determinar si los erizos antarticos poseen la
capacidad inducir Hsp70 después de que son sometidos a estrés térmico. De esta forma se
podra comprobar si los erizos antarticos son capaces de responder a incrementos de
temperaturas considerando que han vivido permanentemente en ambientes frios y

térmicamente estables.

En este contexto surge la pregunta si los erizos antarticos ¢Seran capaces de responder a
elevadas temperaturas, si siempre han vivido en ambientes frios? ¢Podran inducir la expresion
de proteinas de estrés térmico de 70 kDa como un mecanismo de respuesta a elevadas

temperaturas?



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antértica y ambientes marinos antarticos.

La Antartica es el continente mas frio, mas seco y mas ventoso de la Tierra. Sus aguas
también son las méas frias y tienen el fotoperiodo estacional mas extremo que ningun otro
océano, constituyendo uno de los principales reguladores térmicos del planeta y se ve afectada
por los mismos procesos globales que afectan a la Tierra.

El continente antartico cubre el 9,2% de la superficie terrestre, almacena mas del 80% del
agua dulce en forma de hielo y esta rodeado por un océano productivo que representa el 9,6%
del total oceénico. El océano Antartico tiene un érea total de 34,8 millones de km2, esta
cubierto por una capa de hielo que alcanza unos 21 millones de km2 durante el invierno y sélo

unos 7 millones de km2 durante el verano (Teixidg, 2004).

Los ambientes marinos antarticos se caracteriza por temperaturas bajas pero altamente
estables, con periodos de verano muy cortos e inviernos muy largos, estas temperaturas
alcanza puntos de congelacién que usualmente bordean entre -1,8°C en invierno y breves

aumentos de temperatura en el verano alrededor de 1°C (Peck, 2005; Barnes et al., 2006).

Aunque las fluctuaciones anuales en la temperatura del mar de la peninsula antértica
raramente exceden los 3°C, estas temperaturas han sido bajas y estables por un largo periodo
de evolucion (Peck, 2005).

Las grandes diferencias climéaticas y geograficas que existen entre la zona continental
antartica y la zona con influencia maritima, se reflejan también en su flora y fauna. De este
modo, mientras la zona continental antartica se caracteriza por una gran pobreza en especies
vegetales y animales, los mares y zonas litorales son particularmente ricos en formas
bioldgicas, estas formas se caracteriza en especies marinas antarticas consideradas altamente
estenotérmicas (Peck, 2005; Portner et al., 2007). No obstante, debido a las rigurosas
condiciones climaticas, los exponentes de la vida antartica han tenido que desarrollar distintos
mecanismos adaptativos, que incluyen desde habitos de comportamiento, hasta complejas

adaptaciones fisioldgicas, que son interesantes de estudiar.



2.1.1 Organismos ectotermos antarticos, adaptacion y diversidad de especies.

La mayor parte de los organismos antarticos son considerados ectotermos, es decir
organismos que regulan su temperatura corporal por intercambio de calor con el ambiente
presentando un bajo metabolismo (Barriga, 2006). A la vez estos organismos se caracterizan
por vivir a un estrecho rango de temperaturas (climas muy estables) y soportar pequefias

variaciones, por lo que se consideran estenotermos.

Los organismos antarticos son altamente especializados a reducidos rangos de temperatura,
han desarrollado una serie de estrategias de tolerancia y adaptacion al frio, que les permite
compensar el efecto de las bajas temperaturas (Gerday et al., 2000; Portner et al., 2007). Entre
las estrategias de adaptacion al frio, estos organismos han desarrollado una vasta disposicién
de ajuste, que dependiendo del organismo, van desde un nivel molecular (modificaciones
enzimaticas, la sintesis de moléculas especializadas de proteccion como proteinas de estrés al
frio o proteinas anticongelantes), nivel celular y subcelular (regulacion de la fluidez de la
membrana celular, la regulacion de los canales ionicos, la modificacion de las cinéticas de
polimerizacion/despolimerizacion de los microtubulos, el aumento del contenido celular de
mitocondrias, etc.), hasta un nivel fisioldgico (modificaciones en las vias bioquimicas,
dormancia estacional, bajas tasas de crecimiento, desarrollo, metabolismo y bajos niveles de

actividad, con pequefias o nula evidencia de compensacion de la temperatura) (Barriga, 2006).

En general las tasas de crecimiento de las especies antarticas son entre 2 a 5 veces mas bajas
comparadas con especies tropicales (Peck, 2005; Portner et al., 2007). No obstante a medida
que aumenta la temperatura, la capacidad de los organismos para realizar alguna actividad
esencial disminuye rapidamente antes de alcanzar los limites letales, por ejemplo los ostiones
son incapaces de nadar a 2°C y el 50% de las poblaciones de almejas y lapas no pueden

realizar sus actividades esenciales entre 2 y 3 °C (Peck, 2005).

La supervivencia de los organismos ectotérmicos, asi como la distribucion de las especies esta
relacionada estrechamente con el régimen de temperatura, estos organismos toleran
fluctuaciones de temperatura dentro de ciertos limites (van Dijk et al., 1999). Estas especies

marinas viven en un continente cuya costa cubre menos grados de latitud, sus condiciones



fisiolégicas son sencillas y tienen largos periodos generacionales, si se compara con otros

contenientes estas condiciones serian méas desfavorables (Peck, 2005).

2.1.2 Fauna benténica de la Antartica.

Las comunidades bentdnicas son un conjunto de seres vivos que habitan en el fondo
marino, se caracterizan por un bajo crecimiento, largos periodos generacionales (las
generaciones tienen un rango de 10-20 afios), bajas tasas metabdlicas y bajos niveles de
actividad (Peck, 2005). Los largos ciclos de vida y los lentos ritmos de reproduccion y
crecimiento de estos invertebrados antarticos les han permitido crear comunidades altamente
estructuradas y maduras, de forma que la fauna actual es el resultado de una larga y compleja
historia evolutiva (Teixido, 2004).

Las comunidades bentdnicas dependen de la produccion primaria que se genera en la
superficie iluminada de la columna de agua, puesto que el flujo de materia que se exporta
desde esta zona alimenta a los organismos del fondo marino, influyendo en su abundancia.
Griffiths (2010) sefiala que uno de los factores principales que controlan la produccion

primaria es el hierro, siendo la disponibilidad de este mineral muy limitada.

El ambiente de las comunidades bentdnicas antarticas se caracteriza; por temperaturas bajas y
constantes (entre -2 y -1,3 °C, a 300 m de profundidad), una moderada salinidad, un importe
minimo de sedimentos terrestres y por una marcada estacionalidad de luz durante el corto

periodo de primavera-verano (Teixido, 2004).

Los patrones de distribucion y abundancia, que inciden en las comunidades bentonicas de la
antartica se encuentran influenciadas por factores bioticos (produccion primaria, capacidad de
dispersion, predacion, competicion y el tipo de comunidad) y abidticos (estacionalidad,
profundidad, sedimentacion, disponibilidad de alimentos, perturbaciones causadas por el
hielo, entre otros). Sin embargo el principal factor que influye en la distribucion del bentos
antartico es el hielo, ya sea de forma directa (erosién y destruccion de los organismos
bentonicos), como indirecta (temperatura del agua, nivel de luminosidad, corrientes y

salinidad) (Teixidd, 2004; Griffiths, 2010). Por ejemplo las comunidades bentonicas



presentan una disminucion en biomasa de menor a mayor profundidad con diferencias

notables en las &reas de perturbacion debido al hielo.

En la actualidad el Registro de Especies Marinas Antarticas (RAMS) recopila y administra
una lista taxonémica de especies presentes en el medio ambiente marino antartico, el registro
cuenta con mas de 8.200 especies conocidas. La diversidad marina de la Antartica (pelégica y
bentonica) es relativamente alta a nivel de filum y clase, registrandose méas de 4100 especies
de invertebrados bentonicos (Clarke y Johnston, 2003; Clarke, 2008; Griffith, 2010).

Los estudios han demostrado que el bentos antartico posee un alto nivel de endemismo y es
mas rico en término de especies, abundancia y biomasa. Aunque la riqueza de especies difiere
entre los grupos principales, los taxones que poseen alta riqueza de especies son los briozoos,
esponjas y anfipodos, en comparacién a gasterépodos, bivalvos e isopodos que muestran una
menor riqueza (Clarke, 2008; Griffiths, 2010).

No obstante el componente mas importante de las comunidades bentonicas antarticas son los
organismos suspensivoros, grupo de organismos sésiles del que forman parte esponjas,
cnidarios, briozoos, equinodermos, procordados entre otros, que se alimentan de las particulas
suspendidas en el agua y arrastradas por las corrientes, por lo que es considerada la estrategia
tréfica més exitosa en los océanos (Teixidd, 2004). En comparacidn con regiones tropicales y
templadas, Clarke y Johnston (2003) indican que picnogénidos, equinodermos y muchos

grupos de suspensivoros de la Antartica son mas ricos y diversos.

De los grupos que son principalmente bentonicos los moluscos y equinodermos se encuentran
entre los organismos mas abundantes y mejor representados en los conjuntos de datos
existentes, ambos poseen un alto nuimero de registros georeferenciados representando
aproximadamente 93 y 79% de las especies conocidas. Segun los datos taxonomicos del
Registro de Especies Marinas Antarticas se han descrito 565 especies en equinodermos
(Griffiths, 2010).

Es importante destacar que casi todas las especies del bentos antartico que se conocen, se han

descrito usando técnicas morfoldgicas tradicionales y solo hace unos pocos afios la



comunidad cientifica ha adoptado técnicas moleculares aplicadas al estudio de la diversidad
marina Antértica, revelando la existencias de numerosas especies cripticas en la region y

aumentando nuestra percepcion de la biodiversidad (Clarke, 2008; Griffiths, 2010).

2.2. Erizo de mar antértico: Sterechinus neumayeri, caracteristicas e importancia.

Los erizos de mar se clasifican dentro de los equinodermos (Orden Echinoidea familia
Echinidae), son una diversa clase de invertebrados bentdnicos que estdn presentes en una
abundancia relativamente alta en la mayoria de los biomas marinos (Lister et al., 2010).
Dentro de los equinodermos que habitan la Antartica y regiones sub-antarticas, se encuentran
las especies del género Sterechinus, tales como S.agassizii, S.antarticus, S.diadema,
S.dentifer, S.neumayeri y S.bernasconiae.

El erizo antartico Sterechinus neumayeri, es uno los erizos de mar mas comunes Yy
extensamente distribuidos en las costas antarticas (Brockington y Clarke, 2001; King y Riddle
et al., 2001). Es el mas abundante y juega un importante rol en la red trofica bentonica (Lee et
al., 2004), se considera un organismo ectotérmico y estenotérmico. Vive a temperaturas que
bordean los 0°C, no sufren grandes cambios térmicos y son sensibles a pequefias variaciones

de temperatura.

Debido a su abundancia, distribucion geogréafica y facil disponibilidad, estos organismos han
sido estudiados en muchos campos de la biologia antartica, como biologia reproductiva,

embriologia, ecologia, fisiologia y toxicologia.

Trabajos realizados por Lee et al. (2004), revelan que S.neumayeri es un grupo hermano al
linaje de L.albus y P.lividus, separado de la estirpe 24-35 millones de afios, donde la
divergencia entre S.neumayeri y L.albus coincide con la separacién de la Antartica de

América del Sur.

Con respecto al desarrollo de esta especie, la madurez reproductiva ocurre a partir del
invierno hasta principios del verano, mientras que el desove se produce entre mayo y
diciembre (King y Riddle et al, 2001). Debido a las bajas temperaturas de las aguas antarticas

en las que ocurre el desarrollo de esta especie, su tasa de desarrollo es baja (King y Riddle et



al., 2001; Pace y Manahan, 2007). En cuanto a los embriones y larvas de S.neumayeri
comparadas con otros equinodermos tienen tasas metabdlicas relativamente bajas y requieren
de 20 dias de desarrollo embrionario antes de ser capaces de alimentarse, periodo en que
depende de las reservas depositadas en lo que es un huevo relativamente pequefio (Lister et
al., 2010).

Se considera a Sterechinus neumayeri como un organismo estructurador de comunidades
marinas y tiene un rol fundamental como eslabdn, es decir que si es afectado, también lo son
otros externos asociados, como algas u otros animales, ademas es ecoldgicamente importante,
ya que si es afectado directamente también lo sera todo el ecosistema, por lo tanto podria ser
un importante indicador del cambio climatico, ya que la estabilidad térmica a la cual han
estado adaptados los erizos antarticos se ha prolongado por miles de afios, por lo tanto, si
aumenta la temperatura por el calentamiento global se pueden afectar sus respuestas
fisiologicas.

2.2.1 Respuesta inmune de los erizos de mar.

Tanto invertebrados como vertebrados, presentan un sistema inmunitario de defensa. En el
caso de los invertebrados, éstos poseen Unicamente un Sistema Inmune Innato, donde
participan células con capacidad fagocitica que se conocen como “celomocitos o hemocitos”,

dependiendo de si el invertebrado posee o no cavidad celomica.

Varias investigaciones identificaron un sistema circulatorio abierto en equinodermos adultos,
que presenta en su cavidad celomica un tipo de célula inmunitaria denominada como
celomocitos, células que actian como efectoras de las respuestas de defensa a través de la
fagocitosis, encapsulacion, citotoxidad, produccion de agentes antimicrobianos (Shimada et
al., 2002; Smith et al., 2006), formacion de coagulos celulares y como mediadores
principales de rechazo de aloinjertos (Smith et al., 2006). EI comportamiento de estas células

es similar a la fagocitosis de los macrofagos de los vertebrados.

Unode los erizos de mar mas estudiados en relacion conlas capacidades de
defensa inmunologica corresponde al Strongylocentrotus (Smith et al., 2006), que presenta

varios tipos de celomocitos que se diferencian en sus atributos estructurales y se clasifican en



cuatro categorias (los fagocitos, las células esféricas rojas, las células esféricas incoloras y las
células vibratiles). Las proporciones de cada tipo de celomocitos en el liquido celémico varian
considerablemente en el erizo de mar tanto a nivel inter e intra individual, esta variabilidad se

puede reflejar en el estado nutricional, inmunoldgico y homeostatico (Smith et al., 2006).

Segun el criterio que se desee emplear existen varias maneras de clasificar a las células

celémicas. Smith et al. (2006) clasifica las células celémicas en:

2.2.1.1 Células esféricas rojas: Se encuentran entre 7-10% del liquido celémico, son células
ameboides con inclusiones esféricas rojas (Fig.1A). Poseen actividad antibacteriana debido a
qgue contiene echinocroma A, una naftoquinona que da a las células su color rojo
caracteristico. En presencia de bacterias echinocroma A es degranulado y tiene propiedades

antimicrobianas contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

2.2.1.2 Células esféricas incoloras: corresponde entre 3,7-25% del liquido celémico, son

células ameboides e incoloras con inclusiones esféricas y se desconoce su funcién (Fig.1B).

2.2.1.3 Células vibratiles: corresponde entre 11-20 % del liquido celémico, son células
redondas e incoloras con un solo flagelo, que puede impulsarse a través del liquido celémico
(Fig.1C). Su funcion es otorgar movimiento o agitacion al fluido celémico y esta asociado con

la coagulacion.

2.2.1.4 Células fagociticas: constituyen la mayor parte del liquido celémico (40-80%). Se
pueden encontrar 3 tipos. Tipol: fagocitos discoidales que presentan un nucleo denso y
citoplasma claro (Fig.1D), cumplen funciones de encapsulacion, opsonizacion, quimiotaxis y
fagocitosis. Tipo2: fagocitos poligonales que tienen un nucleo granular (nucléolo evidente),
forma larga delgada e irregular (Fig.1E), participa en quimiotaxis, opsonizacion, fagocitosis y
posee actividad antibacteriana debido a la lisozima. Tipo3: fagocitos pequefios, son los mas

pequefios con un citoplasma reducido (Fig.1F) y se desconoce su funcion.
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Figural.Tipos de celomocitos en erizos de mar. (A) Células esféricas rojas, (B) Células esféricas incoloras. (C)
Células vibrétiles. (D) Fagocito discoidal. (E) Fagocito poligonal. (F) Fagocitos pequefios. Imagen tomada de
Smith et al (2006).

En erizos adultos los celomocitos estan presentes en altas concentraciones en el liquido
celémico, sobre todos los tejidos y drganos del animal (Smith et al., 2006).Por otra parte, en
el liquido celémico se puede encontrar una variedad de factores humorales, como lectinas,
aglutininas y lisinas que son importantes para la defensa contra huéspedes patdgenos y otras
sustancias extrafias (Shimada et al., 2002). Estas caracteristicas se pueden encontrar en la

mayoria de los erizos de mar.

El sistema inmune de los equinodermos es uno de los mas complejos en los invertebrados,
sobre todo en lo relacionado con el reconocimiento de patdgenos. La secuenciaciéon del
genoma de Strongylocentrotus pupuratus demostré que codifica aproximadamente 23.300
genes, el estudio revelo caracteristicas de genes comunes a todas las especies, asi como varios
genes especificos para los deuterostomados (Sea Urchin Genome Sequencing Consortium,
2006; Stumpp et al., 2011). Del mismo modo este hallazgo permitié identificar una gran
cantidad y diversidad de genes de inmunidad innata, que estarian involucrados en procesos
inmunoldgicos, como el reconocimiento de patdgenos, sistema del complemento,
hematopoyesis, etc. También se han identificado genes para los receptores de inmunidad,
como por ejemplo, los receptores Toll o Toll- like (TLRs) cuya funcion es el reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs). En cuanto a la inmunidad innata, el
erizo no solo es células inmunes, sino que también presenta genes y moléculas implicadas,

(desde el complemento hasta péptidos antimicrobianos).
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2.3 Calentamiento global y posibles efectos en organismos marinos antarticos.

Se ha aceptado internacionalmente que estamos en un periodo de cambio global, donde el
calentamiento global es uno de los principales factores que afecta la supervivencia de especies
antarticas que viven en ambientes térmicamente estables (Park et al., 2007), el incremento de

la temperatura afectaria el crecimiento y sobrevivencia de los organismos antarticos.

La peninsula antartica es la region de la Tierra que ha sufrido los cambios climaticos mas
rapidos: la temperatura superficial del agua de mar a lo largo de la peninsula antartica
occidental ha aumentado en mas de 1°C durante los Gltimos 50 afios y la cubierta de hielo se
ha reducido drasticamente en 15 afios (Meredith y King, 2005; Peck, 2005; Clark et al.,
2008). No obstante otros reportes han documentado una tendencia del calentamiento en
0.17°C a 100-700 metros de profundidad entre 1950 y 1980, del mismo modo, el continuo
calentamiento durante los Gltimos 20-30 afios a elevado en promedio las temperaturas del
océano alrededor de 0,2°C (Portner et al., 2007).

Actualmente los modelos predictivos prevén que la temperatura media del mar aumentara
alrededor de 2°C para el afio 2100, lo que provocaria que los organismos marinos antarticos
estén expuestos mas alla de sus limites de supervivencia (Peck, 2005). Para enfrentar estos
cambios los organismos pueden optar ya sea a la utilizacion de la flexibilidad fisioldgica,

desarrollo de nuevas adaptaciones o bien migrar a nuevos o mejores sitios.

A pesar de que los invertebrados antarticos tienen la capacidad de sobrevivir a temperaturas
entre 5 y 12°C por encima de la temperatura minima del mar de -2°C, ellos comienzan a
perder criticamente sus funciones bioldgicas a temperaturas de 2-3°C (Clark et al., 2008). Del
mismo modo Peck (2005) y Portner et al. (2007) sostienen que cuando se somete a algunas
especies marinas antarticas a experimentos térmicos, estas mueren a temperaturas entre 5y
10°C sugiriendo que los limites superiores de temperatura estan definidos por la pérdida

aerobica y el fracaso de los mecanismos de suministro de oxigeno.

Los efectos inducidos por el clima en organismos marinos se atribuyen mayoritariamente a
cambios en el régimen de temperatura. Estos efectos pueden ser directos, efectos de la

temperatura por si misma o indirectos cambios inducidos térmicamente en la composicion de



12

la cadena trofica, asi como fluctuaciones en la disponibilidad del fitoplancton, cambios en la
corriente oceanica y estratificacion o variaciones en los niveles nutricionales (Portner et al.,
2007).

La fauna marina antértica se caracteriza por una sensibilidad térmica especie-especifica que
hace que sean mas vulnerables a variaciones de temperatura, de este modo, la tendencia del
calentamiento climatico afectaria de forma distinta a las especies antarticas (Portner et al.,
2007). Por ejemplo braquiépodos, bivalvos, y ostiones, se ven afectadas por la elevacion de la
temperatura en tan solo 1 o 2°C, sin embargo otras especies como la estrella de mar
(Odontaster validus), el pez antartico (Pachycara brachycephalum) y la lapa antartica
(Nacella concinna) pueden tolerar temperaturas entre 4-5°C, mientras que el nemertino
carrofiero (Parborlasia corrugatus) puede tolerar hasta 10°C (Portner et al., 2007). De esta
manera, mientras los peces antérticos pueden aclimatarse térmicamente, en invertebrados
marinos no ocurre lo mismo ya que son mas sensibles térmicamente que los peces (Portner et
al., 2007). Entonces la pregunta es ¢como los organismos antarticos responderan al cambio
climatico que afecta los océanos antarticos? y ¢serdn capaces de aclimatarse a estas
condiciones? De ahi la importancia de estudiar a los organismos por separado (especie-
especifica) ya que no todos responden de la misma manera a elevadas temperaturas (se han
adaptado evolutivamente estableciendo sus Optimos térmicos al cual puede funcionar)
(Podrabsky y Somero, 2004), estos efectos térmicos podrian tener consecuencias tan
importantes que alterarian tanto la funcion celular como la funcion fisiologica o bien el

fenotipo de un organismo.

2.4 Respuesta de estrés térmico y proteinas de shock térmico.

El éxito de cualquier organismo no solo depende de la adaptacion a su nicho ecoldgico,
sino también a la capacidad de sobrevivir perturbaciones ambientales en relacion a su

homeostasis, una situacion genéricamente descrita como estrés (Clark et al., 2008).

Diller (2006) define el estrés térmico, como la intensidad de la temperatura y la duracién de
exposicion impuesta a un organismo, tejido o célula. La respuesta de estrés térmico es un
mecanismo que ha sido altamente conservada a través de la evolucion (Parsell y Lindquist,

1993; Park et al., 2007; Clark et al., 2008), no s6lo como un fenémeno fisioldgico, sino que
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también a nivel de proteinas individuales (Parsell y Lindquist, 1993). El efecto de la
temperatura se manifiesta en todos los niveles de organizacion bioldgica asi como a nivel
molecular. Los cambios en temperatura afectan a la fluidez de las membranas lipidicas,
conformacién de las proteinas y la estabilidad de la estructura de doble hélice del ADN
(Hochachka y Somero, 2002; Podrabsky y Somero, 2004). La respuesta de estrés térmico es
un evento de activacion de genes a nivel molecular en respuesta a un estrés fisiologico tal

como altas temperaturas (Hammond y Hofmann, 2010).

Young (1990) define a las proteinas de estrés, como aquellas proteinas cuyos niveles
aumentan durante estimulos estresantes. Las proteinas de estrés son una familia ubicua,
producto de genes que son expresados en altas concentraciones en presencia de un estrés
(Diller, 2006), la principal clase de estas proteinas son las proteinas de shock térmico (Hsp).
La produccién de Hsps es la clasica respuesta celular de los organismos a cambios
ambientales (Clark et al., 2008), protegen a las células de agresiones, tales como isquemia,
deprivacion de ATP, radicales libres, hipoxia, desecacién, calor o frio (Parsell y Lindquist,
1993; Diller 2006; Kohno et al., 2010).

Las proteinas de shock térmico juegan un rol fundamental como reguladores de la funcion
celular normal, tienen la propiedad de plegar, ensamblar y transportar proteinas recién
formadas a organelos especificos (Diller 2006; Ueda y Boettcher, 2009). No obstante, cuando
los organismos son expuestos a algun estrés (abidtico o bidtico), cumplen funciones como
defensa celular, estabilizando, replegando y removiendo proteinas denaturadas,
incrementando la expresion y facilitando la sintesis de nuevas proteinas, manteniendo la
integridad y funcién de la célula hasta que mejoren las condiciones (Young, 1990; Diller
2006; Clark et al., 2008; Ueda y Boettcher, 2009).

Actualmente las Hsps han recibido la mayor atencion en organismos ya que la expresion es

altamente variable en presencia o ausencia de estimulos (Tutar et al., 2006).

Diller (2006) sostiene que el aumento en la concentracion de Hsp en células afectadas por un
estrés, se presenta con un curso de tiempo predecible que consiste en un incremento
progresivo hasta un valor maximo, seguido por un periodo temporal de la elevacién y
posteriormente un descenso a niveles normales, por lo tanto, la sobreexpresion de Hsp es un

fendmeno transitorio con una constante que suele ser de unos dias. Por ejemplo, un aumento
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repentino de la temperatura u otro tipo de estrés, inducen la sintesis de proteinas de estrés

térmico (Hsps).

2.4.1 Clasificacion y funciones de las Hsps.

La interrupcion del proceso celular normal puede causar un rapido incremento en la sintesis
de Hsps, estas proteinas son diversas en tamafio y composicion oligomérica, se pueden
encontrar en el nicleo y/o citoplasma, algunas expresadas constitutivamente, otras inducidas

por calor o frio (Parsell y Lindquist, 1993).

En eucariotas, muchas familias comprenden varios miembros que difieren en el tipo de

induccidn, localizacion intracelular y funcién (Feder y Hofmann, 1999).

Existen varios trabajos que han clasificado a las Hsps en distintas familias seguin su tamarfio
molecular en kilodaltons (kDa), sin embargo, Lo et al. (2004) y Park et al. (2007) las
clasifican en: Hsp110, Hsp90 (85-90 kDa), Hsp70 (68-73 kDa), Hsp60, Hsp47 y las Hsps de
bajo peso molecular (16-24 kDa).

2.4.1.1 Hsp90: se une a varias proteinas celulares, incluyendo receptores esteroides (Farcy et
al., 2006; Park et al., 2007) y proteinas quinasas, se asocia con proteinas del citoesqueleto
tales como actina y tubulina (Farcy et al., 2006) y junto a otras chaperonas asisten en el
plegamiento de polipéptidos nacientes (Freeman et al., 1999). Se ubica en el nicleo y

citoplasma (Barragan-Veloz, 2007).

2.4.1.2 Hsp70: necesarias para el plegamiento de proteinas de novo, degradacion de proteinas
mal plegadas (Lo et al., 2004), asociacion y disociacion multimérica, translocaciéon de
proteinas a través de membranas (Lo et al., 2004; Park et al., 2007; Kohno et al., 2010) y
regulacion de la respuesta de estrés (Freeman et al., 1999). Se localizan en el nucleo y el
citoplasma (Barragan-Veloz, 2007)

2.4.1.3 Hsp60: mediadores de la estabilidad y plegamiento de proteinas (Park et al., 2007;
Kohno et et al., 2010), se unen a proteinas desplegadas, previenen la agregacion y se localizan

en las mitocondrias (Barragan-Veloz, 2007).
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Podrabsky y Somero (2004) sefialan que las Hsps de bajo peso molecular parecen jugar un
importante rol en respuesta a una menor variacién de temperaturas mientras que Hsp70 y
Hsp90 aumentan su expresion a elevadas temperaturas. De estas proteinas, las Hsp70s estan

entre las proteinas altamente conservadas (Park et al., 2007).

Al igual que otros organismos los erizos de mar presentan distintos tipos de Hsps. Roccheri et
al. (2004) encontraron que la continua exposicion de concentraciones de cadmio en embriones
de P.lividus induce la sintesis de diferentes proteinas de estrés (90,72-70, 56, 28 y 25 kDa),
con un notable incremento en la sintesis de Hsp (72-70, 56 y 25 kDa). Hsp60 también es
sintetizada por erizos de mar, pero sus niveles de expresion no se ven afectados por estrés de
acuerdo a lo demostrado por Bonaventura et al. (2011) en la investigacion de proteinas de

estrés provocadas en respuesta a la radiacion con rayos-X.

Sumado a lo anterior la chaperonina mitocondrial Hsp56 es otro tipo de Hsp posible de
encontrar en erizos de mar, Liegro y Rinaldi (2007) demostraron que esta chaperonina en
P.lividus se expresa de forma constitutiva durante el desarrollo de embriones, incrementando
su expresion después de un estrés térmico y tratamiento con cadmio. En cuanto al mensajero
este se expresa en todas las etapas del desarrollo aumentando su cantidad en embriones bajo

estrés.

2.4.2 Hsp70: constitutivas e inducibles.

Hsp70 es una familia genética que codifica proteinas de shock térmico de 70 kDa,
chaperonas moleculares altamente conservadas, involucradas en el plegamiento y estabilidad
de proteinas (Noonan et al., 2007), replegamiento y translocacion de proteinas denaturadas
(Hammond y Hofmann, 2010), presentan alta afinidad por péptidos hidrofobicos y su diversa

funcién depende las uniones reguladas por ATP (Tutar et al., 2006).

Esta familia puede ser inducida por varios factores de estrés que incluyen; radiacion, metales
pesados, isquemia, estrés térmico y otros estimulos, activando los factores de transcripcion de
shock termico que a su vez inducen a la sintesis de Hsp70 (Noonan et al., 2007). Bajo

condiciones de estrés las Hsp70s protegen a las células de la exposicion de uniones
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hidrofobicas, previniendo las interacciones con agregados de proteinas y ayudando al

replegado de las proteinas denaturadas (Tutar et al., 2006).

Los miembros de la familia Hsp70 (isoformas de Hsp70) se han localizado en diversos
compartimentos celulares tales como, citosol, mitocondrias y reticulo endoplasmatico (Chen
et al., 2006; Tutar et al., 2006). Las isoformas citologicas incluyen; las que son expresadas de
forma constitutiva Hsc70 y las que se expresan cuando las células son expuestas a estrés
Hsp70-inducible (Franzelllitti y Fabri, 2005; Chen et al., 2006; Tutar et al., 2006; Ueda y
Boettcher, 2009).

En el caso de los erizos de mar, especificamente en embriones de P.lividus las formas
inducibles de Hsp70 (Hsp 70 y 72 kDa) son diferentes en peso molecular de la expresada
constitutivamente Hsc (75 kDa), y no estan presentes en condiciones normales (Geraci et al.,
2004).

Las Hsc70, son proteinas que se expresan de manera constitutiva en condiciones normales y
juegan un papel esencial en el metabolismo de las proteinas. En cuanto a los genes de estas
proteinas contienen intrones (Lo et al., 2004), los niveles basales de expresién son altos y
muestran relativamente pequefios cambios (Kohno et al., 2010) o se inducen levemente (Lo et
al., 2004) en respuesta a un estrés. Fisiologicamente Hsc70 funciona como una proteina
housekeeping, participa en muchos procesos fisioldgicos celulares, como el plegamiento de
polipéptidos recién sintetizados, translocacion, formacion y desmontaje de complejos de
proteinas, degradacion de proteinas mal plegadas y presentan una gran afinidad por ATP,
pero la actividad intrinseca ATPasa es relativamente débil (la hidrolisis del ATP puede ser

estimulada por otros péptidos) (Lo et al., 2004).

Las proteinas Hsp70 inducible se expresan débilmente en condiciones normales, pero luego
de un estrés son estimuladas permitiendo a las células enfrentar estimulos adversos. Respecto
a los genes inducibles, son expresados débilmente en condiciones normales, pero su expresion
aumenta rapidamente en respuesta a un estrés (Lo et al., 2004; Kohno et al., 2010). Se ha
considerado que las Hsp70 inducibles, son los primeros genes en activarse durante la
respuesta de estrés térmico, por lo que han sido extensamente estudiadas para medir este tipo

de respuestas (Hammond y Hofmann, 2010).
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Aunque los patrones de expresion de estos genes son bastante diferentes, sus proteinas
comparten caracteristicas estructurales. Respecto a esta situacion Parsell y Lindquist (1993)
considera que todas las proteinas Hsp70 se dividen en dos dominios, el dominio N-terminal
que es el mas conservado y que tiene alta afinidad por los sitios de union al ATP, el dominio
C-terminal responsable de la union sustrato proteina-polipéptido y que es poco conservado.
No obstante Lo et al. (2004) propone que la familia Hsp70 se compone de tres dominios; el
dominio N-terminal ATPasa (adenosina trifosfatasa) de 44kDa que se une e hidroliza ATP, el
dominio péptido-union de 18 kDa que interactia con polipéptidos, y el dominio C-terminal
altamente conservado, que lleva consigo la secuencia terminal EEVD presente en todas las
familias Hsp70 eucariotas. En contraste a estos dos postulados Chen et al. (2006) sostiene que
estas proteinas se componen de dos dominios: dominio N-terminal de union al ATP de 44
kDa y el dominio C-terminal sitio de unién al sustrato de 30 kDa, que lleva consigo la
secuencia terminal EEVD altamente conservada. Freeman et al. (1995) aclara que la delecion
0 mutacion de EEVD afecta la actividad ATPasa, la capacidad de interactuar con sustratos,
sugiriendo que el motivo EEVD esté implicado en la regulacion intramolecular de la funcion

Hsp70, actuando como motivo regulador en eucariotas.

Si bien cada uno de estos postulados difiere en que dominio es el mas conservado y cuantos lo
conforman, aun asi concuerdan que el dominio N-terminal es el sitio de unién al ATP y que el
dominio C-terminal es el sitio de union al sustrato, que lleva consigo la secuencia terminal
EEVD (Fig.2).

Dominio Unidénal

ATP Sustrato

Sustrato

Dominio
ATPasa

C-terminal -EEVD

Sitio de union al ATP Sitio de union al Sustrato

Figura 2. Caracteristicas estructurales de las proteinas Hsp70. Dominio N-terminal corresponde al sitio de unién
al ATP y el dominio C-terminal es el sitio de union al sustrato, el extremo C-terminal presenta la secuencia
EEVD altamente conservada en los eucariotas. Modificado de  Bioscience  Horizons

http://biohorizons.oxfordjournals.org/content/1/1/9/F3.expansion
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2.4.3 Caracteristicas de los genes Hsp70.

Todas las especies tienen genes Hsp pero estos varian en los patrones de expresion (Feder y
Hofmann, 1999). A través de la evolucion de vertebrados e invertebrados, se ha producido
una conservacion sustancial de los patrones de expresion genica de Hsp70 y Hsc70 (Piano et
al., 2005), sin embargo, existen algunas caracteristicas que hacen que un gen inducible sea

distinto de un gen constitutivo.

Respecto los genes Hsc70 contienen intrones en su secuencia, son ligeramente inducibles y no
presentan elementos de shock térmico (HSEs) (Lo et al., 2004; Kourtidis et al., 2006). A
través de alineamiento multiple de secuencias Hsc70, Kourtidis et al. (2006) sostiene que
todos los genes constitutivos de Ostreidae poseen un tetrapéptido NQSQ adicional en el

dominio ATPasa siendo una caracteristica Unica de estas proteinas.

En el caso de a los genes Hsp70 inducibles, la ausencia de intrones, la presencia de elementos
HSE y GAGA en su secuencia gendémica y el incremento de la expresion en respuesta a un
estrés son indicativos de genes inducibles. En varias especies eucariotas, los genes Hsp70
inducibles existen en al menos dos copias, que usualmente se agrupan en la misma region
gendémica como pares de genes con orientaciones de la transcripcion invertida y en muchos
casos estos genes tienen secuencias de nucleotidos idénticas o similares (Kourtidis et al.,
2006; Kohno et al., 2010). Por otra parte Kourtidis et al. (2006) demostré que las secuencias
de genes Hsp70 inducibles poseen un residuo de serina extra, altamente conservada en el
dominio ATPasa y que este residuo esta presente en todas las Hsp70s inducibles de los
invertebrados estudiados. Con respecto a las cajas TATA y CAAT se detectan rio arriba de la

region 5’ en ambos genes Hsp70 y Hsc70. (Kohno et al., 2010)

2.5 Modulacion transcripcional de la expresion del gen Hsp70.

El rol de las Hsps tanto en células normales y estresadas requiere la existencia de procesos
regulatorios complejos para asegurar el correcto patron de expresion, no obstante, el
mecanismo que regula la expresion debe ser sensible y rapido (Diller, 2006; Stephanou y
Latchman, 2011).



19

En general la induccion e incremento en la sintesis de Hsps en respuesta estrés se logra
mediante la activacion de miembros especificos de una familia de factores de transcripcion,
los factores de shock térmico (HSFs) que se unen especificamente a elementos de shock
térmico (HSE) que se distribuyen en los promotores de los genes que codifican Hsps (Sconzo
et al., 1997; Diller, 2006; Stephanou y Latchman, 2011), esto conlleva a la transcripcion de
Hsp ya que todos los genes de shock térmico se activan por HSF (Sconzo et al., 1995).

En cuanto a HSE se define como secuencias de 5 pb, NGAAN y su palindrome NTTCN, esta
secuencia especial corta se encuentra a unos 20 nucledtidos en la region 5’ rio arriba de la caja
TATA, aunque la induccion parece ser mas eficiente cuando los HSE estan mas cerca de la
caja TATA (Burdon, 1986; Sconzo et al., 1997). Por otra parte no todas las HSEs tienen
repeticiones invertidas perfectas, no obstante para obtener un alto grado de HSF unido al

DNA al menos dos secuencias NGAAN han demostrado ser perfectas (Sconzo et al., 1997).

Se han descrito varios trabajos de la estructura y regulacion de HSF en diferentes especies.
Sin embargo, gracias a los trabajos de Sconzo et al. (1997) y Giudice et al. (1999)
relacionados con los mecanismos de activacion de genes Hsps en embriones de erizos de mar
(P.lividus), se sabe que al igual que otros organismos en estos invertebrados también existen
factores de shock térmico (HSFs) que regulan la sintesis de Hsp70. Por otra parte Sconzo et
al. (1995) aclara que probablemente las distintas tasas de transcripcion génica de Hsp70 en
erizos de mar, se deberia a la presencia de diferentes tipos de HSFs involucrados en la
respuesta de shock térmico transiente o sostenida, otra explicacion alternativa es que la
estabilidad del ARNm de Hsp70 dependa de la temperatura.

2.5.1 Mecanismo que regula la expresion de Hsp70.

Wirth et al. (2003) aclara que en eucariotas la regulacion de la expresion de Hsp70 se

encuentra a nivel transcripcional, aunque varia en las diferentes especies.

Cabe destacar que en condiciones normales, el grado de expresion de Hsp70 depende de la
actividad metabdlica, no obstante, la exposicidn de la célula a un estrés responde a tres etapas.
La primera etapa es la alteracion traducida a nivel molecular (la degradacion de proteinas se

traduce en perdida de la funcion y formacion de agregados insolubles). La segunda etapa es la
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respuesta de shock térmico en si, se caracteriza por la activacion transcripcional de genes
Hsp70 y se detecta un nivel mucho mayor que en condiciones normales. La tercera etapa es la
fase de recuperacion, durante la que se corrigen las alteraciones y el proceso termina con la

interrupcion en la activacion de genes Hsp (Wirth et al., 2003)

Como ya se describio anteriormente los ARNm de genes Hsp70 inducibles no tienen intrones,
por lo tanto no requiere de la maduracion nuclear y esta disponible rapidamente en el

citoplasma, donde su secuencia lider promueve la traduccion.

La induccion de Hsp requiere de la activacion y translocacion en el nicleo del factor de shock
térmico (HSF), que a continuacion reconoce secuencias especificas del elemento de shock
térmico (HSE), presente en multiples copias en el promotor del gen Hsp70, la union de HSE a

los genes Hsp70 es necesario para la transcripcién (Burdon, 1986).

En condiciones normales HSF se encuentra en el citoplasma y en el nicleo como un
monomero inerte que carece de actividad transcripcional. La unién al ADN vy el dominio de
transactivacion de la transcripcion es suprimida por interacciones intramoleculares y
fosforilacion de residuos serina (importante en la activacion transcripcional de HSF). En
eucariotas cuando se produce un estimulo por ejemplo, un estrés térmico, causa la
desrepresion de HSF, esta situacion conlleva a la formacion de un trimero con alta afinidad
por los promotores de genes Hsp70 (HSE), facilitando asi la transcripcion (Wirth et al., 2003).
La transcripcion de Hsp70 es un proceso modulado por la fosforilacion de HSF, al fosforilarse
HSF se activa transcripcionalmente para unirse a HSE, a su vez la fosforilacion es regulada

por una gran cantidad de factores y enzimas (Barragan-Veloz, 2007).

Los eventos que regulan el ciclo de activacion y desactivacion de HSF revelan que las Hsp70
parecen jugar un papel directo en la regulacion de su propia expresion, algo asi como un
mecanismo de auto-regulacion (Wirth et al., 2003). Como se muestra en la figura 3, en
ausencia de estrés, HSF esta presente como un complejo de proteinas que incluye la unién de
Hsp70 a HSF y otras moléculas chaperonas, este complejo no se une al ADN con eficacia por
lo tanto los genes Hsp70 posiblemente no se transcriban (Fangue et al., 2006). No obstante
cuando se produce el estrés térmico las Hsp70s se disocian del complejo HSF y se unen a las
proteinas parcial o totalmente desnaturalizadas para su correcto plegamiento, liberando a HSF

de la inhibicién (Carrasco et al., 2010; Fangue et al., 2006). Al disminuir las Hsp70 a las que
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estan unidas las proteinas desnaturalizadas, se produce la union de HSF a la region 5” del gen
que contiene el elemento promotor HSE, inicidndose asi la transcripcion de los genes Hsp70 y
posterior produccion de Hsp70, que conlleva a una nueva asociacion HSP-HSF, evitando asi
la union del HSF en la region 5° del gen precursor, controlando, por tanto, la concentracion

intracelular de Hsp70 (Barragan-Veloz, 2007; Carrasco et al., 2010).

Complejo inactive Estres
Hsp70-HSF T‘

F\‘{“':, ’ g /—-—-—\ / . 2
'l (:,“ \!?‘féa Proteina replegada / desnaturalizada
_-.'7:‘rn ‘ L 1
(=3 - 5
;/ Trimerizacién
de HSF

YOOV : cennzro

Transcripcién

Figura 3. Mecanismo de regulacion de la sintesis de Hsp70. (1) En condiciones normales, la forma monomérica
de HSF se mantiene inactiva mediante la unién a Hsp70. (2) Cuando se aplica un estrés, HSF y Hsp70 se
disocian, se forma la trimerizacion y fosforilacion de HSF (forma activa) y las Hsp70 se unen a las proteinas
parcialmente denaturadas. (3) La disminucion de Hsp70, induce la unién de HSF a HSE, iniciando la
transcripcion de genes Hsp70. (4) La induccion de nuevos ARNm-Hsp70 se traducen a nuevas proteinas,
incrementando la expresién de Hsp70. (5) Las Hsp70 recién sintetizadas se unen a las proteinas denaturadas para
su reparacion, una vez realizadas las correcciones, las Hsp70 se unen nuevamente al dominio de transactivacion
de HSF, inhibiendo su actividad. Modificado de Wirth et al. (2003) y Carrasco et al. (2010).

Sconzo et al. (1997) reportaron la presencia del factor de transcripcion de shock térmico HSF
en nacleos de embriones de P.lividus a 20°C (temperatura fisiologica), capaz de unirse
especificamente al elemento de shock térmico HSE (promotor del gen Hsp70). Cuando se

someten a un estrés térmico (31°C) la capacidad de unirse a HSE llega a ser mucho mas alto.
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2.6 Control de la traduccion después de un estrés térmico.

Para acelerar la sintesis de Hsps el estrés térmico induce mecanismos de control de la
traduccion, que favorece la traduccion de ARNm-Hsp y reprime la traduccion de ARNm-
preexistentes. Respecto a la regulacion de la traduccion, Burdon (1986) aclara que hay dos
puntos de regulacién que parecen ser importantes, sugiere que hay un cambio en el
mecanismo de traduccion que permite el reconocimiento exclusivo de ARNm -Hsp y segundo
existen caracteristicas estructurales presentes en el ARNm-Hsp que les permite ser

reconocidas.

El aumento en la concentracion de Hsp en células afectadas, se presenta en un curso de
tiempo predecible que consiste en un aumento progresivo hasta un valor maximo, seguido por
un periodo temporal de elevacion y subsecuente declinacién a niveles normales (Diller, 2006),
pese a incluso antes de un estrés en muchos tipos celulares las Hsps constituyen 1-2% del
total de las proteinas (Stephanou y Latchman, 2011).

2.7 Hsp70 en erizos de mar.

Las Hsp70 han sido estudiadas en diferentes especies de erizos de mar para comprender los
mecanismos de respuesta frente a diferentes factores de estrés. Por ejemplo en el erizo de mar
S.purpuratus se demostr6 cémo los niveles de Hsp70 y la temperatura de induccion difieren
entre las poblaciones intermareales de erizos (Hofmann et al., 2002). En la especie Echinus
acutus se observo cambios en la expresion génica de Hsp70 en intestino y en el musculo de la
linterna de Aristételes después del tratamiento con sedimentos, lo que provocé aumentos

significativos en la expresién del gen Hsp70 en el tejido muscular (Hughes et al., 2010).

Por otra parte existen varias investigaciones que se han focalizado en la utilizacion de
embriones de erizos de mar (modelo bien establecido en biologia del desarrollo vy
ecotoxicologia) para evaluar como el estrés puede afectar el desarrollo de embriones y a la
expresion de Hsp. En estos estudios se ha demostrado que el tratamiento con metales pesados
induce la sintesis de Hsp (70/72 kDa) en embriones de erizos de mar y que la exposicién a

distintas dosis de radiacion con rayos-X provoca un incremento en los niveles Hsp70
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(proteina y ARNm) (Geraci et al., 2004; Bonaventura et al., 2011). Chiarelli et al. (2011)
sefialan que los embriones de erizo de mar son capaces de activar diferentes estrategias de
defensacontra el estrés a través dela sintesis de proteinas de chogue térmico
y/o la iniciacion de la apoptosis cuando son expuestos a cadmio, para proteger el proceso de

desarrollo en el embrion.

Los celomocitos de erizos de mar se han convertido en otro modelo de estudio utilizado para
analizar la expresion de Hsp70. Matranga et al. (2000) demostraron que los celomocitos de
P.lividus responden al estrés causado por cambios bruscos de temperatura y agua de mar
contaminada, activando e incrementando la expresion de Hsp70.

Actualmente los estudios de Hsp70 se han ampliado considerablemente en celomocitos
mediante el andlisis de sus respuestas a varios factores como; temperatura, pH &cido,
lesiones, metales pesados y otros contaminantes que aumentan los niveles de expresion de
Hsp70, de ahi a que se estén utilizando como marcador de estrés (Matranga et al., 2000;
Matranga et al., 2002; Pinsino et al., 2007).

2.8 Estudios realizados en especies marinas antarticas.

Al parecer todos los estudios que se han realizado en respuesta al estrés térmico parecen
contribuir a la sobreexpresion de Hsps como un mecanismo universal de supervivencia de los
organismos y/o células, excepto en aquellas especies como peces antarticos, la hydra y el
ciliado antartico (Euplotes focardii) que no reaccionan incrementando la expresion de Hsps
(Piano et al., 2004; Piano et al., 2005; Park et al., 2007). En el caso de los nototénidos
antarticos se sostiene que esto no refleja la pérdida de funcionalidad (Portner et al., 2007)
puesto que el gen Hsp70 se ha mantenido, pero su forma de expresion ha sido alterada de
inducible a constitutiva (Clark et al., 2008), donde las tasas de produccion son relativamente
altas, sin embargo, ni la tasa de transcripcion de Hsp70 ni la concentracion de Hsp70 se ve
reforzada por el incremento de la temperatura , la respuesta de por qué ocurre esta situacion
implicaria un fendmeno de desnaturalizacion al frio (similar a lo que ocurre por calor)

constituyendo entonces un cambio adaptativo (Portner et al., 2007).
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Clark et al. (2008) al estudiar la respuesta de estrés térmico en dos especies antarticas; el
equinodermo Odontaster validus y el crusticeo Paraceradocus gibber que viven a
temperaturas entre -1,86°C y 1°C, demostro que en estas especies la expresion del gen Hsp70
también esta ausente. Con respecto a la ausencia en expresion de genes Hsp70 inducibles por
estrés térmico, Park et al. (2007) sugiere que la incapacidad de inducir Hsp70 se debe a la

perdida de la via de regulacion en la expresion génica de Hsp durante la historia evolutiva.

Por otro lado en otras especies marinas especialmente en moluscos la expresion de los genes
de shock térmico juega un papel fisioldgico relevante en la tolerancia térmica (Piano et al.,
2005; Park et al., 2007).

2.9 Concepto de Biomarcador.

Un biomarcador es un cambio en la respuesta bioldgica (nivel molecular, celular,
bioquimica o fisioldgica) que un organismo refleja frente a la exposicion y/o peligro
potencial, el que puede ser quimico, fisico o biolégico (Guzman, 2007; Toro-Restrepo, 2010).
Los biomarcadores son sefiales identificables, evaluadas por cambios en células y tejidos, que
proporcionan advertencias tempranas del dafio provocado y las consecuencias bioldgicas de la
exposicion (Guzmén, 2007). Las sefiales pueden incluir cambios bioquimicos, histolégicos,
morfolégicos, fisiolégicos o de expresion genética (ARN y proteinas) que pueden ser
observadas en el organismo y que indica un alejamiento de la condicién normal (Gestel y
Brummelen, 1996; Guzman, 2007).

Si bien el uso de biomarcadores fue evidenciado durante afios, actualmente han retomado
mayor interés en relacion al desarrollo de los andlisis de riesgo ambiental (se aplica
ampliamente a la contaminacion ambiental). El uso de biomarcadores constituye una

herramienta de gran utilidad para diagnosticar el estrés al que estan sometidos los organismos.

La induccion de metalotioneina, la inhibicion de acetilcolinesterasa, la proliferacion de
peroxisomas, la induccién del citocromo P450 etc., han sido utilizados como biomarcadores
para evaluar la exposicion y el efecto de la contaminacidn en especies marinas (Cajaraville et

al., 2000; Guzman, 2007). Por ejemplo, en moluscos bivalvos la presencia de glutation se ha



25

empleado como biomarcador, donde la disminucion de este se asocia con el incremento de la

toxicidad de metales (Guzman, 2007).

2.9.1 Uso de Hsp70 como Biomarcador.

Debido a la directa relacion con el estrés celular, las Hsp70s inducibles son de gran interés
para la investigacion sobre el uso de su expresién como un biomarcador de dafio celular
(Wirth et al., 2003). En muchos casos, las Hsp70s se han usado como biomarcadores porque
su induccién es mucho mas sensible a estrés que indices tradicionales como por ejemplo
inhibicidn del crecimiento (Feder y Hofmann, 1999). Algunos bivalvos (ostras y mejillones),
se han utilizado como organismos centinela para el biomonitoreo ambiental, donde la
biosintesis de Hsp70 se ha sugerido como un biomarcador de estrés (Piano et al., 2004). El
uso de Hsps como biomarcadores es mas comun en toxicologia acuética (Feder y Hofmann,
1999).

Ante la posibilidad de utilizar a Hsp70 como un biomarcador, Clark et al., (2008) en su
trabajo con especies antarticas, concluyen que un biomarcador antartico (u otro tipo) es eficaz,
si presenta un notable cambio en la expresion génica, haciendo referencia a que los niveles de
expresion del gen biomarcador debe mostrar una fuerte sefial, por encima de la variacion de
fondo o umbral, el cumplimiento de estas caracteristicas permitiran obtener conclusiones

validas cuando se apliquen sobre efectos perturbadores.

Por lo tanto, al igual de lo que sugieren otras investigaciones, la respuesta de Hsp70 en la
antartica debe ser evaluada de forma especie-especifica si se requiere como un biomarcador.
Para una buena aplicacion de un biomarcador es esencial saber cual es el nivel normal y como

es la persistencia de la respuesta en el tiempo (Gestel y Brummelen, 1996).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente el calentamiento global esta provocando serios problemas, si bien se han
realizado investigaciones con la finalidad de evaluar los efectos inducidos por la temperatura,
existen pocos estudios en que se ha monitoreado el efecto que puede provocar el incremento
de la temperatura en especies marinas antarticas que se caracterizan por una sensibilidad
térmica. La escasez de estudios al respecto y la necesidad de conocer el estado de los
ecosistemas marinos justifica la blsqueda de métodos precisos que permitan obtener
informacion para poder establecer el riesgo que corren especies importantes en la red tréfica

benténica como S.neumayeri.

Debido a la directa relacion con el estrés celular y como molécula responsable de la respuesta
a elevadas temperaturas, las Hsp70s son de gran interés sobre el uso de su expresién como un

biomarcador, ya que su induccion es mucho mas sensible a estrés que indices tradicionales.

Si bien no se tienen reportes acerca del estudio de Hsp70 en erizos antarticos, los estudios que
se han realizado en otras especies marinas antarticas demuestran que el gen se ha mantenido
sin variaciones en la expresion, no obstante, existen otras especies en que la expresion de
Hsp70 se ve reforzada por el incremento de la temperatura, aunque presentan una baja
induccion del gen. Es por esto que surge la necesidad de evaluar la respuesta de estrés térmico

de manera especifica en el erizo antartico.

La identificacion de una proteina de estrés térmico de tipo Hsp70 en S.neumayeri y la
determinacion de la induccion ante el incremento de temperatura, permitird determinar si los
erizos antarticos poseen una respuesta de estrés térmico cuando son sometidos a estrés por
calor, incluso permitira el uso de esta molécula como un potencial biomarcador para evaluar

el efecto de la elevacion de la temperatura en equinodermos antarticos.
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3.1 HIPOTESIS

Producto de la estabilidad térmica de las aguas antarticas, se ha demostrado que en
equinodermos antarticos la expresion de Hps70s no se ve influenciada por la elevacion de la
temperatura, debido a que la clasica respuesta de estrés térmico esta ausente en estas especies.
Por lo tanto el aumento de la temperatura como agente estresor para Sterechinus neumayeri,

no manifiesta un incremento en la expresion de Hsp70, en tejidos y células inmunes.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta de Sterechinus neumayeri ante un estrés térmico de 5 y 10°C, a

través de la expresion de Hsp70 en tejidos y células inmunes a nivel de transcrito y proteina.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener la secuencia parcial del gen que codifica para una Hsp70 en S.neumayeri a partir
de partidores conservados disefiados desde secuencias homdlogas de invertebrados

marinos.

2. Cuantificar la expresion del transcrito Hsp70 en una cinética de estrés térmico a nivel
tisular y celular mediante PCR en tiempo real.

3. Detectar la proteina Hsp70 en tejido y células inmunes de S.neumayeri, a través de

inmohistoquimica, inmunocitoquimica e inmunofluoresencia.

4. Evaluar el efecto de la temperatura en la expresion de Hsp70 en células inmunes de S.

neumayeri a nivel de la expresion proteica por medio de técnicas de inmunocitoquimica.
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4. METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Biorrecursos Antarticos del Instituto
Antértico Chileno en Punta Arenas. En la fase experimental de estrés térmico se utilizaron
erizos antarticos para evaluar como estos organismos responden a aumentos de temperatura a
distintas horas. Después de los tratamientos, se extrajo desde la cavidad interna de los erizos,
liquido celomico vy tejidos, se aislo RNA total, se determiné la expresion a nivel del transcrito
y la proteina Hsp70 por técnicas moleculares e inmunolégicas.

4.1 Obtencién de muestras y disefio experimental.

Las muestras que se utilizaron en este estudio, se obtuvieron de la Expedicion Cientifica
Antéartica 47 (afio 2011), con el objetivo de analizar la respuesta a estrés térmico de
S.neumayeri. Se recolectaron erizos antarticos del género S.neumayeri por buceo autbnomo
desde la peninsula Fildes (Isla Rey Jorge, Antartica). Estos se aclimataron durante 48 horas y
se dividieron en tres grupos de 20 individuos poniendo los erizos en acuarios con aireacion
constante, para cada grupo la temperatura se establecié a 0°C, 5° y 10°C por medio de una
termocupla asociada a un controlador que encendia o apagaba un calefactor para mantener la
temperatura constante (Fig.4). Todos los experimentos se realizaron en una cadmara de frio a -
5°C.

Figura 4. Erizos antarticos en acuarios con aireacion constante sometidos a estrés térmico.
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A intervalos de 1, 6, 24 y 48 horas se quitaron los erizos de los acuarios y se procedié a
extraer desde la cavidad interna el liquido celémico y tejidos (intestino y eso6fago). De este
modo se generaron dos disefios experimentales que consistieron en una cinética de estrés
térmico para celomocitos con 7 condiciones distintas y una cinética de estrés térmico para
tejido intestinal de 5 condiciones, como se muestra en la figura 5, en ambas cinéticas los
organismos control se mantuvieron a una temperatura +/- 0,5°C simulando la temperatura

normal en que viven los erizos.

v v v Obtencion de
Control \ 5°C-1h \ 5°C- 6h \ 10°C-1h \ 10°C- 6h Tejidos

; v v v v V Obtencion de
Control \ 5°C-1h \5°C~ 24h \5°C~ 48h \10°C -1h \10°C -24h \10°C -48h Celomocitos

Figura 5. Tratamientos utilizados en las distintas cinéticas de estrés térmico. (A) Cinética de estrés térmico de

tejido intestinal, (B) cinética de estrés térmico de celomocitos.

Las muestras colectadas se separaron para los diferentes andlisis que se realizaron, que
incluia: extraccion de ARN, fijacion de celomocitos y tejidos, muestras congeladas para

analisis de proteinas.

4.2 Extraccion de ARN y Cuantificacion de RNA por espectrofotometria.

Se aislé ARN total de celomocitos provenientes del liquido celomico y ARN total de tejido
intestinal por medio del método de TRIZOL (Invitrogen). En el caso de tejido intestinal se
saco 1g de tejido a partir de muestras conservadas en RNA later y se depositd en un nuevo
tubo, posteriormente tanto para tejido como para celomocitos se procedio con el método de
extraccion fendlica con TRIZOL (Total RNA Isolation Reagent). Los RNA se precipitaron
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con etanol 75% y se resuspendieron en agua ultra pura (UPW), para una mejor solubilizacion
los RNA se incubaron a 65°C en bafio de temperatura controlada por 10 minutos y se
conservaron a -20 °C. La concentracion de RNA total se determind por la medicion en
espectrofotometro a 260 nm. La pureza del RNA se comprobd mediante la determinacion de

la relacion A260/A280 y su integridad se identificd por electroforesis en gel de agarosa 1%.

4.2.1 Obtencién de cDNA.

Se sintetiz6 cDNA a partir de 1ug de RNA total en un volumen final de 20 pl, conteniendo
1ul Oligo-dT, 1 pl de dNTP’s (10mM), 4 ul Buffer FS 5X, 2 pl DTT, 1ul de RNasa Out y 1ul
MMLV transcriptasa inversa (Invitrogen). Las reacciones fueron incubadas durante 5
minutos a 65°C, seguido de 55 minutos a 37°C y calentamiento a 72°C durante 15 minutos.

4.3 Disefio de partidores a partir de secuencias homologas de Hsp70.

Debido a que no existen secuencias de Hsp70 descritas en S.neumayeri, se recuperaron
secuencias homdlogas completas de Hsp70 de invertebrados marinos desde la base de datos
GenBank. Se seleccionaron 3 secuencias de erizos de mar pertenecientes a Brissopsis lyrifera
(nimero de acceso FN667017), y dos secuencias de Strongylocentrotus purpuratus (nimero
de acceso: XM001184976 y XM001201438) y se alinearon con el programa de alineamiento
multiple Clustal 2, estas presentaron gran parte de las regiones de aminoécidos conservadas,
lo cual permiti6 el disefio de los partidores con el programa online Primer3.

Se diseflaron cuatro paridores forward y dos reverse que fueron combinados de distinta
forma. Los partidores se caracterizaron por tener entre 20-23 nucleétidos de longitud y
algunos particularmente eran partidores degenerados. Los partidores disefiados del

alineamiento se describen en la tabla 1.
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Tabla 1. Secuencias de los partidores que fueron disefiados para la amplificacion del gen Hsp.

Partidores Descripcion Secuencia Caracteristicas
Hspl-Fw Hspl GATCTAGGGACCACGTACTCGTG 23 nt
Hsp2-Fw Hsp2 GCAAATGACCAGGGTAACAGG 21 nt
Hsp3-Fw Hsp3 CGGTGGAACTTTCGATGTTT 20 nt
Hsp4-Rv Hsp4 CCTTCTTGTTCTTCCGCTTG 20 nt
Hsp6-Rv Hsp5 CCTTCTTGTKYTTSCGCTTG 20 nt Degenerado
Hsp7-Fw Hsp6 GATCTMGGRACCACRTACTCSTG 23 nt Degenerado

*K, GIT;Y,CIT;S, C/G; M, AIC; R, AIG.
* nt: nucleotidos

4.3.1 Amplificacion del geny secuenciacion parcial de Hsp70 en S.neumayeri.

Mediante PCR en gradiente se probaron los distintos juegos de partidores que fueron
disefiados a partir de secuencias homdlogas de Hsp70 de invertebrados marinos,
determinando de esta manera la temperatura 6ptima y la mejor combinacién de partidores

para la amplificacion de Hsp.

Se usaron dos muestras de cDNA correspondiente a celomocitos y tejido intestinal que se
amplificaron por PCR usando 1 pg de cDNA como templado en un volumen final de 20 pl
que contiene 2 pl de Buffer KapaTaq (10x) suplementado con MgCI2 (25mM), 0,4 pl dNTPs
(10mM), 0,8 pl de Hspl (10mM), 0,8 pl Hsp4 (10mM) y 0,08 pl de polimerasa KapaTaq
(5U/ul). La PCR se llevo a cabo siguiendo un programa de amplificacién de desnaturalizacion
inicial por 95°C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante
1 min, hibridacion a 41°C durante 1 min, extension a 72°C durante 1 min, y una extension
final a 72°C por 7 minutos. Los productos de PCR fueron identificados por electroforesis en

gel de agarosa 1%, revelando un amplicon de aproximadamente 600 pb.
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Por PCR se obtuvo una banda Unica del gen Hsp desde muestras de celomocitos y tejido
intestinal que se identificaron a través de electroforesis, posteriormente se usé el kit “AxyPrep
DNA Gel Extraction Spin Protocol” (Axigen) para eluir desde gel el fragmento amplificado,
por ltimo se realizé PCR de la muestra que fue eluida y se aisl6 el material genético desde el
producto de PCR purificado usando el kit “AxyPrep PCR Clean-up” (Axigen). Las muestras
se enviaron a los laboratorios de Macrogen en Corea para la secuenciacion del fragmento de

aproximadamente 600 pb.

Una vez conseguida la secuencia se analiz6 mediante el programa Secuencher y
posteriormente se realizé una busqueda de similitudes de la secuencia de interés usando
BLAST proporcionado por la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y Expasy. De este modo se obtuvo la secuencia parcial de nucleotidos y

aminoéacidos que codifica para una proteina de estrés térmico de 70 kDa (Hsp70).

Posteriormente la secuencia parcial obtenida por RT-PCR se us6 para disefiar partidores
especificos de Hsp70 de S.neumayeri con el programa online primer3 (version 0.4.0),
determinandose la mejor combinacién de partidores que luego se usaron para cuantificar la
expresion relativa del gen Hsp70 en S.neumayeri. Los partidores que se disefiaron se
describen en la tabla 2.

Tabla 2. Partidores especificos que fueron disefiados para la secuencia parcial Hsp70 de

S.neumayeri.

Partidores Descripcion Secuencia Combinacién y tamafio
del amplicén

QHSP70-M1-Fw HspM1 TGGCAGACCCAAGATCAAGA HspM1 y HspM2: 196 pb
QHSP70-M1-Rv HspM2 AACACCAGCATCCTTCGT

QHSP70-Fwl HspQ1 GCAGAGGCATACCTTGGAAA HspQ1 y HspQ2: 153 pb
QHSP70-Rv2 HspQ2 AATGGCAGCTGCAGTAGGTT
QHSP70-Rv3 HspQ3 CCACCACCCAAGTCAAAGAT HspQ1 y HspQ3: 200 pb
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4.4 Expresion Relativa del gen Hsp70 por PCR semicuantitativa y PCR cuantitativa.

Para los analisis de expresion relativa del gen Hsp70 se realiz6 una PCR semicuantitativa
en el que se utilizo el juego de partidores especifico para Hsp70 de S.neumayeri, HspQ1Fw y
HspQ2Rv que producen un amplicén de 153 pb. Las reacciones de PCR semicuantitativa se
realizaron con 20 ul de reaccion, conteniendo cDNA generado de 1 ug de RNA, en un
termociclador mediante el siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial por 95°C durante
2 minutos, seguido de 25 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, hibridacion a
50°C durante 1 minuto, extension a 72°C durante 1 minuto, y una extension final a 72°C por 7
minutos. Los productos fueron identificados por electroforesis en gel de agarosa 1%, se
tomaron fotografias de los geles y se analizaron con el programa Image J (este programa tiene
la particularidad de medir la intensidad de la banda del amplicon en pixeles), los datos

obtenidos por el programa se relacionan con el nivel de expresion obtenido en cada banda.

Para normalizar la expresion del gen en estudio, se evaluaron los genes actina, 18S y 28S
como posibles candidatos de gen control. Al analizar con el programa Image J se comprobd
que el gen ribosomal 18 mostraba menor variacion que los otros genes, por lo que su

expresion se usé como gen control para normalizar la expresion del gen Hsp70 S.neumayeri.

Para obtener datos mas fehacientes de la expresion del gen Hsp70, se realiz6 una PCR
cuantitativa utilizando el mismo juego de partidores HspQlFw y HspQ2Rv. Para las
reacciones de gPCR se realizaron diluciones 1/10 de las muestras de cDNA de las cinéticas de
estrés térmico de celomocitos y tejido intestinal. Se us6 1 pl de cDNA como templado en un
volumen final de 25 pl que contiene 12,5 ul de SYBR green, 0,5 pl de HspQ1 (10mM), 0,5 ul
de HspQ2 (10mM) y 10,5 ul de agua ultra pura. Cada una de las muestras se prepar0 por
duplicado y posteriormente se analiz6 cada reaccion de PCR mediante 5700 applied
biosystems siguiendo un perfil térmico de desnaturalizacion inicial por 95°C durante 2
minutos, seguido de ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, hibridaciéon a 50°C
durante 1 minuto, extensién a 72°C durante 1 minuto, y una extension final a 72°C por 7
minutos. La cuantificacion y determinacion del nimero de copias iniciales para las muestras
se examino con el software del sistema 5700 (v2.0.1) que calcula el Ct (nimero de ciclos PCR
donde la fluorescencia se detecta por encima del umbral y disminuye linealmente con el
aumento de la cantidad de target) para cada reaccion. En el caso de la PCR-cuantitativa para

la normalizacion del gen Hsp70, se us6 como gen control la expresion del gen actina.
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Para los analisis de la expresion relativa (fold change de la expresion relativa) del gen Hsp70
se utilizé el método 2-AACt (Livak y Schmittgen, 2001), en el que se comparan directamente
los Cts del gen testeado y gen de referencia (ACt) en cada muestra, y posteriormente se
comparan los ACt de las muestras experimentales con respecto a la muestra control. Todos los
datos se expresaron como la media +/- desviacion estandar (SD) y se analizaron por T-student

después de la normalizacion.

4.5 Sintesis peptidica y produccién del Anticuerpo anti-Hsp70 e identificacion en

celomocitos.

En colaboracion con el grupo de marcadores inmunitarios del Laboratorio de Genética e
Inmunologia Molecular de la Universidad Catdlica de Valparaiso, a partir de los
alineamientos realizados con varias Hsp70 de organismos marinos se obtuvo la secuencia
CSEVITWLDANQLAEKDE correspondientes a la region C- terminal de la proteina
traducida. Esta secuencia de 18 aminoéacidos fue sintetizada quimicamente por la técnica de
Fmoc. El péptido se precipité y lavo con éter y la extraccidn se realizd con agua destilada-
desionizada. Posteriormente la masa del péptido fue confirmada por MALDI-TOF. Este
péptido fue utilizado como inmundgeno para producir anticuerpos policlonales en ratones por
medio de tumores asciticos. El anticuerpo se validd por medio de técnicas de dot-blot y
western blot, el procedimiento de esta técnica fue similar a lo descrito por Edmond y Roth
(2001).

4.6 Andlisis de la proteina Hsp70 en la cinética de estrés térmico de celomocitos

mediante inmunocitoquimica e inmunofluorescencia.

Las muestras que fueron utilizadas para los ensayos de inmunocitoquimica se tomaron de
la cinética de estrés térmico (control; 5°C-1h; 5°C-24h; 5°C-48h; 10°C-1h; 10°C-24h; 10°C-
48h, sumado un control negativo sin el primer anticuerpo) y se hicieron por triplicado. Para la
inmunofluorescencia de las células solo se realizaron cito-spin de las muestras control,
muestras 5°C-48 horas y 10°C 48 horas sumado un control negativo sin el primer anticuerpo,

todas por duplicado.



35

Para ambas metodologias, se prepararon portaobjetos recubiertos con poly-L-lisina y se
hicieron cito-spin por cada muestra de celomocitos contenidas en una solucion de
formaldehido 1% con agua de mar filtrada, las células se citocentrifugaron a 2500 rpm en una
centrifuga para inmunologia, posteriormente se permeabilizaron con TBS (Tris 25mM a pH
7,4, Gelatina 0,2 %, Triton X100 0,5%, Cloruro de Amonio 50 mM) por 10 minutos, seguido
de una solucion de lavado (distintas soluciones en cada técnica, como se muestra en la tabla
3). Para bloquear las proteinas presentes en la muestra se afiadio buffer de saturacion y se
realiz6 un lavado rapido. Se incubé durante toda la noche a 4°C con el primer anticuerpo con
una solucién de incubacion, conteniendo una concentracion 1/25 del Ac-Hsp70 purificado (se
usé la misma concentracion para ambas técnicas). Posteriormente las muestras se lavaron 3
veces con las respectivas soluciones de lavados por 5 minutos y se incubaron con un segundo

anticuerpo a una concentraciéon de 1/500 por 3 horas a temperatura ambiente.

Para inmunocitoquimica las muestras se incubaron con el sustrato (NBT/BCIP suppressor, 1
mM levamisol) por 40 minutos, finalizado este tiempo se lavé con PBS (pH 7,4) y agua

destilada por 5 minutos. Las muestras se secaron y montaron, para su posterior analisis.

En el caso de la inmunofluorescencia, finalizado el tiempo de incubacion se lavd tres veces

con PBS durante 5 minutos, posteriormente las muestras se secaron y montaron con buffer.

Para el reconocimiento de la proteina de shock térmico de 70 kDa en celomocitos, se
observaron las células al microscopio optico (Olympus CX21FS1) y se cuantificaron de forma
manual los celomocitos que presentaron marcaje positivo por parte del anticuerpo purificado
en las distintas condiciones. Se tomaron fotografias de los celomocitos con una camara digital
(DCM130E) para microscopia y mediante el software Scoper Photo se analizaron las

imagenes.

En el caso de inmunoflorescencia los celomocitos se observaron al microscopio de
fluorescencia (Nikon, modelo LH-M100C-1) y posteriormente se tomaron fotografias (con
camara CMOS). Todas las imagenes se recopilaron a partir del Software Micrometrics SE

Premium (version 2.8).



Tabla 3. Resumen de los materiales usados en las distintas técnicas de inmunologia.

Inmunocitoquimica

Inmunofluorescencia

Solucién de lavado

PBS-Tween 20 0.1%

PBS (pH 7.4)

Buffer de saturacion

PBS-Tween 20 0.1 %- leche 5%

PBS-leche 5%

Solucién de incubacion

PBS-Tween 20 0.1 %, leche 0.5%

PBS-leche 0.5%

Anticuerpo secundario

Anti-Mouse 1gG (Fc specific)-
Alkaline Phosphatase, antibody
produced in goat

Anti IgG de ratén conjugado con
fluoresceina (FITC)

Solucion de incubacion para el

PBS-Tween 20 0.1 %, leche 0.5%

PBS-leche 0.5%-1% blue de

muestras

anticuerpo secundario Evans
Sustrato NBT/BCIP suppressor, 1 mM | No
levamisol
Solucion para el montaje de las Neo-mount Buffer (9 vol.gilcerol/1 vol. TBS)
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4.7 Andlisis de la proteina Hsp70 en la cinética de estrés térmico mediante

inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en tejidos de S.neumayeri.

Se obtuvieron cortes de tejidos (intestino y es6fago) de erizos sometidos a temperaturas de 5y

10°C por periodos de 1 a 48 horas. Las muestras de tejido fueron fijadas usando el método

basico de fijacion, seguidamente se procedid a la inclusion mediante deshidratacion de los

tejidos en sucesivos alcoholes de grado creciente y posterior aclaramiento en Neo-clear, que

luego fueron embebidos en parafina. De este modo se obtuvieron cortes de 3-4 micras de

espesor sobre portas de poly-L-lisina.

Ambas técnicas son similares en cuanto al proceder de su metodologia, sin embargo difieren

en el tipo de soluciones y anticuerpos secundarios que fueron utilizados, como se muestra en

la Tabla 4.
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Tabla 4. Soluciones que se utilizaron para inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

Soluciones Inmunocitoquimica Inmunofluorescencia

Solucioén de preincubacién PBS, 1% BSA, 1% suero de cabray 0,1% | PBS, 5% leche y 0,1% Triton
Triton X100 por 1 hora X100

Solucioén de lavado TBS (NaCl, KCl y Tris Base) PBS (pH 7.4)

Solucién de incubacién para | PBS-1% BSA-1 % suero de cabra PBS-0.5%leche

el anticuerpo primario

Anticuerpo secundario Anti-Mouse 1gG (Fc specific)-Alkaline | Anti IgG de ratén conjugado con
Phosphatase, antibody produced in goat | fluoresceina (FITC)

Solucidn de incubacion para | PBS-1% BSA-1 % suero de cabra PBS-0.5% leche-1 % blue de
el anticuerpo secundario Evans

Para ambas metodologias, las muestras de tejido se desparafinarén en sucesivos bafios con
Neo-clear (xileno), etanol 100%, etanol 96%, etanol 70% y breves lavados con agua destilada.
Se equilibraron con PBS (0,01 M) a pH 7,4 durante 1 hora, posteriormente se cambio de
solucion de PBS por 10 minutos y se preincubaron por 1 hora. Las muestras se incubaron
durante toda la noche a 4°C con el primer anticuerpo anti-Hsp70 purificado a una
concentracion de 1/50 con 200 pl de solucién por muestra. Se lavo tres veces con las
respectivas soluciones de lavado y se incubd con el segundo anticuerpo a una concentracion

de 1/200 por 3 horas a temperatura ambiente.

Para inmunohistoquimica las muestras se incubaron con 200 ul del sustrato durante 40
minutos, finalizado este tiempo se lavaron con agua destilada por 5 minutos y se
deshidrataron con cambios graduales de alcohol de menor a mayor concentracion (etanol
70%, etanol 96%, etanol 100% Yy neo-clear), se secaron a temperatura ambiente y por ultimo

se montaron con Neo-mount.

En el caso de la inmunofluorescencia, finalizada la incubacion se lav tres veces con PBS por
3 minutos. Las muestras se secaron y montaron con una gota de buffer que contiene 9 vol.
glicerol/1 vol.TBS.

Los tejidos, se observaron por microscopia de luz y fluorescencia respectivamente, se

tomaron fotografias de las muestras y se analizaron las imagenes.
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4.8 Analisis estadistico.

Se evaluo la expresion del gen Hsp70 tanto en la cinética de estrés térmico de celomocitos
como tejido intestinal mediante el programa SPSS version 18.0, se analizaron las pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Tras este andlisis y ante la ausencia de diferencias
significativas en los supuestos estadisticos, los datos se sometieron a anélisis de T-student
para demostrar si existen diferencias significativas en cada condicion de estrés térmico con
respecto al control. Considerando que los grupos difieren significativamente cuando el nivel

critico obtenido es < 0,05.

Se obtuvieron valores promedio del porcentaje de células marcadas positivamente por
tratamiento. Para determinar si el porcentaje de células con marcaje positivo para Hsp70 era
diferente entre los tratamientos, se analiz6 la expresion de la proteina en celomocitos,

mediante T-student con un nivel de confianza del 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencion de la secuencia parcial Sn-Hsp70.

Dos muestras de ADNc correspondiente a celomocitos y tejido intestinal de S.neumayeri
sin estresar fueron amplificadas por RT-PCR y posteriormente secuenciadas. Los partidores
identificados como Hspl y Hsp4 (disefiados a partir de regiones altamente conservadas de
genes Hsp70 descritas en erizos de mar) (Tablal), amplificaron un fragmento de
aproximadamente 600 pb. Se obtuvo una secuencia parcial de 650 pb para celomocitos que se
traduce en 216 aminoacidos y para tejido intestinal el tamafio de la secuencia parcial fue de
637 pb que codifica un polipéptido de 211 aminoacidos. Ambas secuencias se analizaron con
el programa de busqueda BLAST proporcionado por (NCBI) presentando una fuerte identidad
con otras secuencias de la familia de proteinas de Hsp70 perteneciente a otros géneros de

erizos de mar.

Se compard la secuencia parcial del gen Hsp70 de S.neumayeri (Sn-Hsp70) con genes Hsp70
descritos en otros organismos (Tabla 5), la secuencia de nucleétidos comparte un 78-94% de
identidad, sin embargo, la secuencia de aminoacidos deducida posee 87-97% de identidad y
94-99% de similaridad, confirmando asi el grado de homologia de la secuencia parcial con
genes Hsp70 conocidos. Por otra parte Sn-Hsp70 muestra una mayor homologia con la
secuencia Hsp70 del erizo de mar, Echinus acutus (94% identidad nucleétidos, 97% identidad

de aminoécidos y 98% similaridad de aminoacidos).

Tabla 5. Homologia de secuencias nucleotidicas y de aminoécidos de la secuencia parcial de
S. neumayeri con otros miembros de la familia Hsp70. La secuencia Sn-Hsp70 presento

fuerte identidad con otros géneros de erizos de mar.

Especies N°acceso  Nucleétidos Amino acidos
GenBank (%) Identidad  Identidad (%) Similaridad (%)

Erizo de honduras (Echinus acutus) FM877470 94% 97% 98%
Erizo de mar (Paracentrotus lividus) X16544 94% 90% 94%
Erizo parpura (S.purpuratus) XM_001175646  85% 86% 94%
Chaparrudo (Gobius niger) AY762086 82% 94% 99%
Tiburdn toro (Carcharias taurus) AF502521 79% 89% 96%

Caiman  (A.mississippiensis) AB306280 78% 87% 94%
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Al analizar la ubicacién de la secuencia parcial Sn-Hsp70 dentro de la secuencia completa del
gen Hsp70, se determind que se posiciona cerca del extremo 5’ del gen que corresponderia al
extremo N-terminal de la proteina y al dominio estructural sitio de union al ATP o dominio
ATPasa (Fig.6)

C-terminal -EEVD
| |

Dominio Unién al
Sustrato

Sustrato

Dominio
ATPasa

Figura 6. Estructura de la proteina Hsp70, en rojo region en que se posiciona la secuencia parcial de

S.neumayeri (Sn-Hsp70).

5.2 Expresion relativa del transcrito Sn-Hsp70 en la cinética de estrés térmico de

celomocitos.

Mediante RT-PCR se obtuvo wuna estimacion aproximada delos niveles de
expresion relativa de Sn-Hsp70 en las distintas condiciones de estrés térmico, normalizadas en
base a la expresion del gen ribosomal 18S. El transcrito Sn-Hsp70 se detectd tanto en los

grupos control como en los grupos estresados (Anexo 1).

Los resultados obtenidos por PCR cuantitativa de la cinética de celomocitos revelaron
diferencias significativas en la expresion entre 1 y 24 horas post estrés tanto a 5°C como a
10°C. Mientras que los tratamientos 5°C-48h y 10°C-48h se mantuvieron similares a la
condicion control, no existiendo diferencias entre ellos (Fig.7). Como se ha descrito
anteriormente la expresion relativa de Sn-Hsp70 por PCR cuantitativa se normaliz6 en base a

la expresion del gen de la actina.
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Figura 7. Expresion relativa del transcrito Sn-Hsp70 en la cinética de celomocitos de S.neumayeri mediante
PCR cuantitativa. El andlisis T-student, revel6 variaciones en la expresién a 1 y 24 horas a 5y 10°C (asteriscos),
mientras que después de 48 horas a 5 y 10°C la expresién de Hsp70 disminuy6 considerablemente al nivel
normal (control). (*) Tratamientos que presentaron diferencias significativas respecto al control (considerando
que los grupos difieren significativamente cuando el nivel critico obtenido es < 0,05).

5.3 Expresion relativa del transcrito Sn-Hsp70 en la cinética de estrés térmico de tejido

intestinal.

Se detectd el transcrito en todas las condiciones de la cinética de tejido intestinal por RT-
PCR, los resultados de la PCR semicuantitativa revelaron variaciones en la expresion del

transcrito Sn-Hsp70 en este tejido (Anexo 2), como primera aproximacion.

Los anélisis de la expresion del transcrito mediante PCR cuantitativa en tejido intestinal,
demuestran que existe una leve induccidn en la expresion de Sn-Hsp70 en respuesta a estrés
térmico. La expresion de Sn-Hsp70 mostré diferencias en todas las condiciones cuando se
compararon en relacién a la condicion control, donde alcanz6 su punto mas alto de induccion

a las 6 horas 10°C post- estrés (Fig.8).
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Figura 8. Expresion relativa del transcrito Sn-Hsp70 en la cinética de tejido intestinal de S.neumayeri mediante
PCR cuantitativa. El analisis T-student, revel6 que los niveles de expresién a 1y 6 horas 5 y 10°C (asteriscos)
difieren con respecto al control. (*) Tratamientos que presentaron diferencias significativas respecto al control

(considerando que los grupos difieren significativamente cuando el nivel critico obtenido es < 0,05).

5.4 Inmunodeteccion de la proteina Hsp70 por un anticuerpo policlonal Anti-Hsp70.

En colaboracién con el grupo de marcadores inmunitarios del Laboratorio de Genética e
Inmunologia Molecular de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, se detecto la
presencia de la proteina Hsp70 en celomocitos del erizo antartico. El péptido que se disefio
para producir anticuerpos policlonales en ratones, se validé por medio de la técnica de dot-
blot, por el reconocimiento del péptido sintético. Posteriormente a partir del extracto de
proteinas totales de los celomocitos, fue posible reconocer una banda de 70 kDa, por medio
de la técnica de Western blot, indicando que los celomocitos de erizo antértico expresan una

proteina de un peso aparente de 70 kDa (Fig.9)
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Figure 9. Inmunodeteccion de la proteina Hsp70 en S.neumayeri. (a) Region de la proteina usada como epitope
para la sintesis del péptido antigénico. (b) Inmunoespecificidad por Dot blot. (c) Western blot de proteinas

totales de celomocitos revelado por quimioluminicencia.
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5.5 Analisis de la expresion de la proteina Hsp70 en celomocitos de S.neumayeri.

Por técnicas inmunoldgicas se identificd y evalud la expresion de la proteina de tipo Hsp70
en células inmunes de tipo celomocitos sometidos a estrés térmico de 5°C y 10°C, mediante el

uso de anticuerpos policlonales anti-Hsp70.

A través de inmunocitoquimica se valido el anticuerpo anti-Hsp70 sobre cito-spin de
celomocitos. La proteina Hsp70 se detectd en celomocitos sometidos a distintas condiciones
de estrés térmico, evidenciando marcaje positivo por parte del anticuerpo anti-Hsp70, puesto
que los celomocitos toman una coloracion parpura cuando se forma el conjugado antigeno-

anticuerpo (Fig.10).

A B c

Figura 10. Inmunocitoquimica (indirecta) de celomocitos de S.neumyaeri. Celomocitos que expresan la proteina
(flecha amarilla) y celomocitos negativos a la proteina, (A) Control; (B) 5°C-48h; (C) 10°C-48h. Aumento
100X.

El porcentaje de celomocitos positivos que expresarian la proteina se calculd en relacion al
total de celomocitos que fueron contabilizados (rango total de 70-80 células en cada
condicidn). Se evaluo la expresion de la proteina en celomocitos, por medio del porcentaje de
celulas marcadas positivamente. EI promedio de células positivas varié entre 3,41+ 2,11 y

10,39 £ 0,40 % en las distintas condiciones (Anexo 3)

El analisis T-student revel6 que existen leves diferencias en el porcentaje de celomocitos que
expresaron la proteina, donde la condicion 10°C-48h presentd el mayor porcentaje de células
positivas encontrandose que difieren significativamente con respecto al grupo control
(considerando que los grupos difieren significativamente cuando el nivel critico obtenido es
< 0,05). Aln cuando el porcentaje de células vari6 en las otras condiciones de estrés, estas
variaciones no fueron significativas en relacion al control (Fig.11 y Anexo 4).
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Figura 11. Porcentaje de celomocitos positivos que expresarian la proteina Hsp70 en la cinética de estrés
térmico. El analisis T-student, reveld diferencias en el porcentaje de celomocitos que expresan la proteina a

10°C-48horas (asteriscos), mientras que en las otras condiciones no se identificaron diferencias con respecto al

control.

Se logr6 visualizar la localizacién de la proteina Hsp70, tanto en el nicleo como en el
citoplasma de celomocitos de S.neumayeri, como se muestra en la Figura 12. Es importante

destacar que en todas las condiciones de estrés se pudo visualizar este tipo de localizacion.
-
-
Figura 12. Reconocimiento de la proteina Hsp70 en celomocitos por Inmunocitoquimica visualizados en un

microscopio optico con un rango de aumento de 100X. (A) y (B) celomacitos positivos que expresan la proteina

Hsp70 en el nicleo; (C) y (D) celomocitos positivos que expresan proteina en el citoplasma.
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La deteccion de la proteina en celomocitos también se confirmé por inmunofluorescencia
indirecta usando el mismo anticuerpo primario anti-Hsp70 junto a un anticuerpo secundario
anti 1IgG de raton conjugado con fluoresceina (FITC). Las imagenes adquiridas por
microscopia de fluorescencia mostraron células de color verde que expresan la proteina
Hsp70. Los celomocitos positivos se visualizaron con un rango de aumento a 10X y 40X, al
observar la tipica estructura circular de los celomocitos se comprobé que eran

inmunolégicamente especificos a la proteina Hsp70 (Fig.13).

Figura 13. Reconocimiento de la proteina Hsp70 en celomocitos por inmunofluorescencia, (A) celomocitos
positivos fluorescentes representan células que expresan la proteina a un aumento de 10X. (C) Celomaocitos

positivos en aumento 40x. (B) y (D) estructura de los celomocitos positivos (flechas rojas).

La proteina se identificé en todas las condiciones de estrés y en el control, mostrando células

positivas en cada condicion.
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5.6 Analisis de la expresion de la proteina Hsp70 en tejidos de S.neumayeri.

El método de tincion NBT-BCIP utilizado en inmunohistoquimica permitié detectar la
presencia de la proteina Hsp70 en cortes de tejido intestinal y de es6fago de S.neumayeri, en
que se observé coloracion purpura cuando el anticuerpo reconoce a la proteina. Es importante
resaltar que ambos tejidos (intestino y es6fago) expresaron la proteina en condicién normal y

de estrés térmico (imagenes no mostradas).

Los tejidos se observaron al microscopio Optico a 10X y 40X, se determind sélo el marcaje
positivo de la proteina Hsp70 no diferenciando entre estimulados y no estimulados. En cuanto
a la localizacion de la proteina se observd en mayor proporciéon en la region epitelial de

ambos tejidos (intestino y esofago).

Las muestras usadas como controles negativos (sin el anticuerpo anti-Hsp70), presentan una
coloracién café despues de que son incubados con el sustrato NBT-BCIP (Fig. 14 Cy F). La
tincién con Hematoxilina y Eosina permitio distinguir las caracteristicas histoldgicas de los
tejidos (Fig.14 A y D), de esta manera se logro identificar que la localizacion de la proteina se

encuentra en mayor frecuencia en la region epitelial del tejido intestinal.

Al observar con un mayor aumento, se identificO marcaje positivo en células epiteliales
(coloracion puarpura), caracteristica que no se distinguidé en controles negativo mediante el
método de tincion NBT-BCIP (Fig.14 Ey F).
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Figura 14. Cortes histoldgicos de tejido intestinal de S.neumayeri. Tincion con hematoxilina y eosina de tejido
intestinal (A) 10X y (D) 40X. ldentificacion de la proteina Hsp70 en células epiteliales de intestino por el
método de tincion NBT-BCIP utilizado en inmunohistoquimica indirecta (B) 10X y (E) 40X. Tejido intestinal
sin el anticuerpo primario anti-Hsp70 visualizados a 10X (C) y 40X (F)

Como se muestra en la Figura 15, en el es6fago la proteina Hsp70 se expresa en la matriz del
tejido y en nucleos de las células epiteliales (Fig.15 B y D). Del mismo modo este tejido
también expresaria proteinas de estrés térmico en células del tejido conectivo, ya que presentd
una marcada coloracion en la region mencionada (debe ser comprobado). La tincion con
hematoxilina y eosina permitio distinguir dos regiones bien notorias en esofago, el tejido

conectivo y epitelial (Fig.15 Ay C).
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Figura 15. Cortes histoldgicos de es6fago de S.neumayeri. Tincién con hematoxilina y eosina de es6fago (A) y
(C). Identificacién de la proteina Hsp70 en la matriz del tejido (flechas rojas) y células epiteliales (flechas
amarillas) de S.neumayeri, mediante el método de tincion NBT-BCIP utilizado en inmunohistoquimica (B) y
(D). Aumento 10Xy 40X.

Al igual que en celomocitos, la deteccién de la proteina en tejidos se confirmd por
inmunofluorescencia indirecta usando el mismo anticuerpo primario anti-Hsp70 junto a un
anticuerpo secundario anti IgG de raton conjugado con fluoresceina (FITC). Las imagenes
adquiridas por microscopia de fluorescencia mostré zonas de color verde que expresan la
proteina Hsp70 en ambos tejidos, en el caso del intestino se trataria de células del epitelio
basal (Fig.16B) y en eséfago no se logré distinguir la localizacion en que se expresa Hsp70,
solo se identificd la presencia de la proteina que al parecer estarian agrupadas en este tejido
(Fig.16A).

La proteina Hsp70 marcada con fluoresceina, se identifico en muestras de tejido sin estresar

como aquellos que se sometieron a estrés térmico (imagenes no mostradas).
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Figura 16. ldentificacion de la proteina Hsp70 en tejidos por Inmunofluorescencia indirecta con fluoresceina
(FITC). (A) Expresién de Hsp70 en esdfago (flechas rojas). (B) Expresién de Hsp70 en células del epitelio basal

del intestino (flechas amarillas). Aumento 40X.
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6. DISCUSION

En este estudio se reporta que el aumento de la temperatura actia como un agente estresor
para Sterechinus neumayeri, este estado se manifiesta por un incremento en la expresion de
Hsp70, presentando variaciones en celomocitos y tejidos. Esto significa que los erizos
antarticos si presentan una respuesta de estrés térmico cuando se exponen a altas
temperaturas. La elevacion de la temperatura estresa a los erizos antarticos, este hecho se
explica por la sensibilidad térmica que presentan estos organismos.

6.1 Obtencion de la secuencia parcial Sn-Hsp70.

Actualmente no existen estudios que identifiquen y describan la expresion del gen y de la
proteina Hsp70 en erizos de mar antartico, a pesar de que si se han reportado varios genes
Hsp70 y Hsc70 en otros organismos marinos (ostras, peces, crustaceos, bivalvos etc.) (Liu et
al., 2004).

A partir de tejido y celomocitos del erizo antartico S.neumyeri se logré aislar un cDNA

parcial de 650 pb cuya secuencia alineo con Hsp70s de erizos de mar.

La secuencia deducida presento fuerte identidad con secuencias Hsp70 descritas en los erizos
de mar Echinus acutus, Paracentrotus lividus y Strongylocentrotus purpuratus. La mayor
homologia a nivel de secuencias de nucleétidos y de aminoacidos la presentd con la especie
Echinus acutus (94% identidad nucle6tidos, 97% identidad de aminoacidos y 98% similaridad

de aminoéacidos).

A partir de esta secuencia parcial se disefiaron partidores especificos para amplificar el gen

Hsp70 del erizo antartico y analizar su expresion relativa bajo condiciones de estrés térmico.
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6.2 Expresion relativa del gen Sn-Hsp70 en la cinética de estrés térmico.

Los primeros resultados obtenidos en celomocitos mediante RT-PCR semicuantitativa no
demostraron diferencias significativas en la expresion de Hsp70 en las distintas condiciones
de estrés térmico evaluadas en relacion al control, estos resultados nos hicieron suponer lo
explicado por Clark et al.(2008) que en organismos antarticos la capacidad para sobreexpresar

este tipo de chaperonas se habria perdido.

Para validar estos resultados se realiz6 PCR cuantitativa por su mayor sensibilidad,
demostrando que si habia diferencias significativas entre las muestras. El transcrito Hsp70
presentd un aumento de su expresion a las 1y 24 hrs a 5 y 10°C, respectivamente, mientras
que a las 48 horas disminuyo su expresion hasta un nivel normal (+/- 0,5 °C). La induccion
del transcrito de Hsp70 mediante un estrés térmico provocaria proteccion celular, evitando
dafios o muerte del organismo frente a un estrés mayor (Diller, 2006), lo cual explicaria el
aumento de expresion del gen a las 24 hrs y debido a la estabilidad de este mensajero su
disminucion a las 48 hrs, sosteniendo lo reportado por Holm et al.(2008), quienes sefialaron
que los celomocitos de erizos de mar muestran un aumento de Hsp70 en respuesta a cambios
de temperatura. La expresion de Hsp70 es importante para la supervivencia de este organismo
expuesto a estimulos de estrés térmico y durante el proceso celular normal (Stephanou y

Latchman, 2011), favoreciendo su respuesta frente al estrés térmico.

Respecto a la expresion del transcrito en tejido intestinal, los resultados obtenidos por PCR
semicuantitativa como cuantitativa demostraron un incremento en la expresién del transcrito
donde la méaxima expresion se alcanzo a las 6 horas a un estrés térmico de 10°C, muy similar
a lo reportado en los estudios de Park et al.(2007), cuyas observaciones sefialan que a un
estrés termico de 10°C los tejidos de almejas antarticas también presentan una induccion de
Hsp70. La explicacion probable de este hecho es que en tejidos Hsp70 estaria protegiendo al
organismo de un dafio tisular, que se incrementa a medida que se presenta un estrés mas

SEvVero.

Luego de un estrés la sintesis de Hsps se eleva o bien existe una tasa de expresion diferencial
comparada con la condicién normal (Diller, 2006). En este contexto, los erizos antarticos

presentan un aumento de la expresion de Hsp70, existiendo diferencias significativas en la
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induccion del transcrito en tejidos y celomocitos respecto a la condicién control. Si bien

existe una induccion del transcrito, esta respuesta es leve.

Al comparar los datos obtenidos con especies marinas templadas, se demuestra que la
elevacion de la temperatura alrededor de 40°C provoca una sobreexpresion significativa de
Hsp70 en el mejillon Mytilus galloprovincialis y en la almeja Tapes philippinarum.

Aunque los erizos antarticos tienen una demostrable respuesta de estrés térmico a
temperaturas de 5 y 10°C, estos niveles temperatura son incompatibles con los efectos
nocivos de la elevacion de las temperaturas polares del agua de mar (Park, et al 2007). El bajo
nivel en que se expresa ARNmM-Hsp70 en tejido intestinal y celomocitos de S.neumayeri, se
explica en base a que los organismos antarticos son muy sensibles y méas vulnerables a los
cambios de temperatura que otros, lo cual hace que respondan lentamente (Portner et al.,
2007).

6.3 Expresion de la proteina Hsp70 en celomocitos de S.neumayeri.

En cuanto a la expresion de la proteina en la cinética de estrés térmico de celomocitos, solo
se obtuvieron diferencias significativas a 10°C-48 horas, siendo esta condicién de estrés la
que presentd el mayor porcentaje de celomocitos positivos de 10,39%, el doble de lo que se
obtuvo en la condicion normal (5,9%), es decir en condiciones de temperatura méas elevadas
aparecen mas celomocitos que expresan la proteina en comparacion con el control que es
menor. Este incremento en el porcentaje de celomocitos que expresan la proteina se debe al
efecto del estrés térmico y la duracion de la exposicion, que inducen la sintesis de proteinas

Hsp70 en celomocitos que no se expresaban en condiciones normales.

Bajo una condicién de temperatura normal, las Hsps se expresan en bajos niveles (Asea et al.,
2002), este no fue el caso en erizos antarticos, ya que la expresion de la proteina en
celomocitos control es mayor que cuando se somete a un estrés térmico de 5 y 10°C durante

una hora.
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Nuestros resultados muestran una relacién entre el porcentaje de celomocitos positivos que
expresan la proteina y el aumento de temperatura. Por lo tanto se podria atribuir la presencia
de Hsp70 en celomocitos, un rol adicional como una sefial de peligro producido cuando las
células estan bajo presion y como activadores del sistema inmune (Asea, 2006). Por lo demas
se ha demostrado que la expresion de Hsp70s afecta a la propagacion de la activa inmunidad
de celomocitos en erizo de mar (Browne et al., 2007; Holm et al., 2008), al parecer ésta
actuaria como una especie de antigeno ayudando de forma indirecta a la protecciéon del
organismo ante un factor adverso. En este contexto se ha propuesto el nimero de celomocitos

y la expresion de Hsp70 como marcadores de estrés (Holm et al., 2008).

Respecto a la identificacion de la proteina Hsp70 en celomocitos mediante
inmunofluorescencia, permitié confirmar los resultados obtenidos por inmunocitoquimica.
Las imégenes adquiridas por microscopia de fluorescencia demostraron que los celomocitos
emiten fluorescencia de color verde cuando expresan la proteina Hsp70, esta caracteristica se
presentd en todas las condiciones (normal y de estrés). Debido a que la fluorescencia es
estable durante un corto periodo, no fue posible comprobar el porcentaje de celomocitos

positivos.

En cuanto a la localizacion intracelular de las Hsp70 inducidas por calor Giudice et al. (1999),
sostienen que durante el desarrollo de los erizos de mar la mayoria aparece en el citoplasma,
poco después del estrés térmico y se mantiene durante al menos 22 horas. No obstante una
cantidad sustancial también aparece en el ndGcleo, poco después del estrés térmico,
permaneciendo durante al menos 5 horas y luego desaparece lentamente. Este hecho en cierta
forma afirma los resultados obtenidos por inmunocitoquimica en que se visualizd células
inmunes de S.neumayeri que expresan la proteina Hsp70 en el nucleo y citoplasma. Por lo
tanto, queda por confirmar mediante microscopia confocal la localizacion de la proteina y
durante que periodos aparece en el nucleo y en el citoplasma. Al igual que en este trabajo,
Holm et al. (2008) mediante inmunocitoquimica lograron visualizar la ubicacién de Hsp70 en

celomocitos durante el curso de tiempo del experimento.
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6.4 Expresion de la proteina Hsp70 en tejidos de S.neumayeri.

Al analizar la expresion de HSp70 en tejidos de S.neumayeri sometidos a estrés térmico,
solo se pudo determinar la presencia de la proteina Hsp70. Para comprobar si existe una
sobreexpresion de Hsp70 en tejido, es necesario cuantificar y medir la expresion de la
proteina mediante técnicas como Wester blot o bien alguin software que mida la sefial de las

imagenes adquiridas por microscopia.

La utilizacién de dos metodologias inmunohistoquimica e inmunofluorescencia presenta una
gran ventaja, ya que permitio identificar y a la vez comprobar que Hsp70 se expresa en tejido
intestinal y esofago, de cierta manera esto demostraria que la expresion de estas chaperonas
no es tejido-especifico o que posiblemente esté relacionado con el grado de vulnerabilidad

que presentan algunos tejidos frente al estrés térmico (Piano et al., 2005).

Aunque la proteina se expresa en ambos tejidos (intestino y es6fago) tanto en condicién
normal como de estrés térmico (imagenes no mostradas), es importante resaltar que la
presencia de Hsp70 en todas las condiciones de estrés s6lo se evalud en tejido intestinal. En
contraste con los resultados obtenidos, Piano et al. (2005) encontr6 que la expresion de Hsps
inducible por calor en branquias y manto de ostras, no esta presente en tejidos de animales
control. Sin embargo otros datos sobre la expresion de proteinas en Ostrea edulis y
Crassostrea gigas describen que las isoformas Hsp70 y Hsc70 se expresan al mismo tiempo
en tejidos de ostras control y que tras el shock térmico aparece una nueva isoforma. Del
mismo modo, tanto Hsp70 y Hsc70 estan presentes en tejidos de Mytilus sp. sin estresar y los

niveles de Hsp70 se incrementan en respuesta al calor (Franzellitti y Fabri, 2005).

Si bien se determind la presencia de Hsp70 en tejidos control, no se sabe si la expresion en
esofago e intestino de S.neumayeri es inducible por calor, por lo tanto es un gran desafio que

queda por confirmar.

Actualmente existen muchos métodos de tincion que pueden ser usados para localizar
antigenos en tejidos y células, en este estudio el método NBT-BCIP resultd ser eficaz en la

deteccidn de la proteina Hsp70.
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A través de este estudio y a partir de todos los datos encontrados en organismos antarticos, se
demuestra que no es sencillo generalizar acerca de la capacidad de los organismos marinos
antarticos para inducir genes o proteinas Hsp70 en respuesta a elevadas temperaturas del agua
de mar (Clark et al., 2008), ya que no todas las especies muestran o carecen de la clasica
respuesta de estres térmico. Los datos indican que la presencia de Hsp70 en tejidos y células
inmunes puede proporcionar un marcador bioldgico atil para los estudios ante un posible

escenario de calentamiento global, que eleve las temperaturas en la Antartica.
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7. CONCLUSIONES

Los erizos antarticos son capaces de inducir una respuesta de estrés térmico
después de ser sometidos a aumentos de temperaturas, expresandose esta respuesta a nivel

de transcrito y proteina en tejidos y células inmunes.

A partir de un ARNm se obtuvo la secuencia parcial del gen Hsp70 en el equinodermo
antartico S. neumayeri, con un tamafio de 650 pb. La presencia de Hsp70 en S.neumayeri,
representa el primer reporte de la expresion del gen como de la proteina de tipo Hsp70 en un
erizo estenotermo. Los erizos antarticos presentan un aumento de la expresion de Hsp70,
existiendo leves pero significativas diferencias respecto a la condicion de temperatura
normal. Por otra parte existen pequefias variaciones de la expresién de la proteina en
celomocitos. El uso de herramientas de inmunologia complementarias a los trabajos de
expresion a nivel de ARN, han sido un aporte ya que no existen trabajos que aborden estas

dos aproximaciones en invertebrados marinos antarticos.

Estos resultados evidencian que estos equinodermos antarticos no han perdido la capacidad de
expresar e inducir este tipo de chaperonas cuando son sometidos a elevadas temperaturas,

presentando cierta capacidad de respuesta fisiol6gica frente al estrés térmico.

Con los resultados obtenidos se tiene una tendencia de un aumento en la expresion de Hsp70
en el erizo antartico S.neumayeri. Si bien los niveles de expresion son bajos, ain asi demostrd
variaciones significativas en la expresion de Hsp70, por lo que no se descarta la posibilidad de
utilizar este tipo de chaperona como un potencial biomarcador. Sin embargo, es necesario
obtener datos méas concluyentes acerca de esta proposicion. Se espera obtener la secuencia
completa del gen Hsp70 en S.neumayeri Yy validar los datos con otras cinéticas de estrés
térmicos que consideren temperaturas menores a las utilizadas, para tener una idea clara de los
limites térmicos. Con la finalidad de generar modelos que indiquen la salud de los
ecosistemas antarticos, que se pueden ver seriamente afectado por el calentamiento global y
debido a la directa relacion con el estrés térmico, se propone el uso de Hsp70 como un
biomarcador que permitira detectar, cuantificar y/o evaluar de forma indirecta los efectos que
podria provocar la elevacion de la temperatura en erizos antarticos y en el ecosistema marino

de la Antartica.
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9. ANEXOS

o e ————————

. I 1

Expresion Relativa hspT0

T T T
Control SeC-1h S°C-Z4h SeC-48h 10°C-1h 10°C-24h 10°C-48h

Cinética de estrés térmico

Anexo 1. Expresion relativa del transcrito SNHsp70 en la cinética de celomocitos de
S.neumayeri mediante RT-PCR semicuantitativa. Los promedios se expresan en UA
(unidades arbitrarias). El analisis T-student, confirma que los promedios no difieren
significativamente.

Hsp 70

Expresion Relativa HapT0

o0

T T
SeC-1h SeC 6h 10°C-1h

Cinética de estrés térmico

Anexo 2.Expresion relativa del transcrito SNHsp70 en la cinética de tejido intestinal de
S.neumayeri mediante RT-PCR semicuantitativa. Los promedios se expresan en UA
(unidades arbitrarias). El analisis T-student revel6 variaciones en la expresion del transcrito,
la condicion 5°C-1h se mantuvo similar al control, las condiciones 5°C-6h, 10°C-1h y 10°C-
6h presentaron una leve induccion encontrdndose solo diferencias significativas en esta
ualtima.
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Anexo 3. Tabla con los porcentajes de celomocitos positivos que expresa la proteina en cada

condicion de estrés térmico.

% Celomocitos (+) Control | 5°C-1h | 5°C-24h | 5°C-48h | 10°C-1h | 10°C-24h | 10°C-48h
(con tres repeticiones)
! 4,583 2,5 6,38 6,66 3 8,88 10,23
2 6,33 5,83 7,77 4 6,19 3,05 10,95
8 6,94 1,90 6,66 11,66 4,76 8,61 10
Promedio 5,953 3,41 6,94 7,44 4,65 6,85 10,39
DE 1,2 2,11 0,73 3,89 1,59 2,68 0,40

Anexo 4. Tabla resumen de los resultados de la prueba estadistica T-student, considerando un
valor critico < 0,05

Condicion control v/s estrés Valor p. de T-student
Control - 5°C-1h 0,146
Control - 5°C-24h 0,296
Control - 5°C-48h 0,561
Control - 10°C-1h 0,325
Control - 10°C-24h 0,681
Control - 10°C-48h 0,004




