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RESUMEN 

Según los reportes históricos mundiales, la presencia de metales pesados ha 
aumentado dramáticamente desde el advenimiento de la revolución industrial.  

Algunos de estos metales como Cadmio, Mercurio y Plomo son los metales que 
más se han relacionado con la muerte y degradación de ecosistemas por eco-
toxicidad sobre flora y fauna; y por otro lado se relacionan con las intoxicaciones 

humanas (tanto agudas como crónicas) que generan daños degenerativos, 
durante el desarrollo embrionario, juvenil y neurológico a diferentes niveles.   

Muchos de los focos que concentran estos metales, son los centros industriales, 
los centros de acopio de basura (sin manejo y reciclado adecuado) y actualmente 
la minería de oro.  Y se hace necesario plantear sistemas de monitoreo de metales 

pesados, control y manejo de basuras.  
El conocimiento de la proteína hepática Metalotioneina y el entendimiento de su 

función principal como agente quelante de metales pesados, es de gran utilidad al 
permitir analizar los niveles de contaminación y consecuencias que pueden 
resultar tras la bioaumulación en los organismos vivos. En el ambiente la 

presencia y los niveles de metales pesados  resultan desconocidos, algunos 
organismos pueden contribuirnos al descubrimiento de nuevos conceptos y los 

patrones de contaminación a los que nos enfrentamos. Este trabajo tiene como 
objetivo aislar el DNA complementario de la proteína hepática Metalotioneina que 
se expresa en ambientes altamente perturbados y contaminados por metales 

pesados. Para lograr este objetivo se propone el uso de la rana invasora 
Eleutherodactylus johnstonei  para analizar los aspectos moleculares en la rana 

que evidencie la presencia de esta proteína y así eestablecerla  para el 2013 como 
un organismo bioindicador de la presencia de metales pesados en zonas de la 
ciudad de Cali. La metodología se encaminó a aislar ARN total, hacer transcripción 

reversa y amplificación de secuencias por PCR.  
El aislamiento de ARN total de hígado de la rana Eleutherodactylus johnstonei  se 

refinó al punto de obtener ARN de buena calidad y cualidades verificadas 
mediante electroforesis de geles desnaturalizantes para ARN  las dos bandas 
características de los ARN ribosomales. Mediante entrenamiento bioinformático de 

alineamiento de ocho secuencias de metalotioneinas de vertebrados, el uso de 
una herramienta para el diseño de cebadores y el tamizaje (por búsqueda 

BLASTN) de los cebadores resultantes del diseño, se obtuvieron tres pares de 
cebadores degenerados diseñados para metalotioneinas de vertebrados no 
mamíferos. Las reacciones de transcripción reversa y reacción en cadena de 

polimerasa (RT-PCR) hechas en este trabajo sumaron un total de 54 reacciones 
en las que se emplearon combinaciones con los cebadores degenerados 

diseñados para metalotioneina. Al verificar las reacciones de PCR mediante geles 
de agarosa no se evidencio (amplicones) bandas bien definidas, a excepción de la 
reacción en la que el ADNc se hizo empleando el cebador Poly dT, y 

posteriormente fue amplificado por PCR empleando los cebadores DG2F y DG1R.  
Sin embargo al someter la secuencia obtenida a una búsqueda BLASTN, esta no 
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tuvo similitud con Metalotioneinas, además de que la secuencia legible solo contó 

con 25 bases y la otra porción no fue dilucidable. 
Para este estudio los resultados sugieren que se debe modificar las reacciones 

RT-PCR y las variables de temperatura de anidamiento de los cebadores o 
rediseñar cebadores para reforzar la estrategia de obtención de la secuencia.    

Palabras claves: metalotioneina, quelación de metales, metales pesados, 

bioaumulación, Eleutherodactylus johnstonei 
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ABSTRACT 

 
According to global historical reports, the presence of heavy metals has increased 

dramatically since the beginning of the industrial revolution. Some of these metals 
such as cadmium, mercury and lead, have been linked to death and degradation of 
ecosystems by eco- toxicity of flora and fauna, and on the other hand are related to 

human poisonings ( acute and chronic ), degenerative damage generated during 
embryonic development,  youth and neurological at different levels. Many of the 

focus that concentrate these metals are industrial centers, the garbage collection 
centers (without proper management and recycling) and gold mining currently. It 
becomes necessary to propose monitoring systems of heavy metals, control and 

waste management. 
The knowledge of hepatic protein Metallothionein and understanding its primary 

function as heavy metal chelating agent, is useful to allow the analysis of 
contamination levels and consequences that can result after bioaccumulation in 
living organisms. In the environment the presence and levels of heavy metals are 

unknown; some organisms can contribute to the discovery of new concepts and 
patterns of contamination that we face. This study aims to isolate the 

complementary DNA Metallothionein liver protein that is expressed in 
environments highly disturbed and contaminated by heavy metals. To achieve this 
objective we propose the use of invasive frog Eleutherodactylus johnstonei to 

analyze their molecular aspects, evidencing the presence of this protein and thus 
establish in 2013 as a bioindicator organism for the presence of heavy metals in 

areas of the city Cali. The methodology is routed for total RNA isolation, reverse 
transcription and sequence amplification by PCR. 
The isolation of total RNA from liver Eleutherodactylus johnstonei was refined until 

the point of obtain good quality RNA and qualities verified by electrophoresis of 
denaturing gels to RNA and display the two bands characteristic of ribosomal RNA.  

Using bioinformatic training of eight sequences alignment of metallothionein 
vertebrate , the use of a tool for designing primers and  the screening ( by Blastn 
search) resulting design primers, were obtained three pairs of degenerate primers 

designed to vertebrate metallothioneins non-mammals. The reactions of reverse 
transcription and polymerase chain reaction (RT -PCR) made in this study totaled 

54 reactions that were employed in combination with the degenerate primers 
designed to metallothionein. When were verified the PCR reactions on agarose 
gels, did not show well defined bands ( amplicons ), except for the reaction in 

which the cDNA was carried out using poly dT primer , whose product was 
subsequently amplified by PCR using DG2F and DG1R primers . However the 

sequence obtained by subjecting a Blastn search, this had not similarity to 
metallothionein. Also, the sequence readable only had 25 bases and the other 
portion was not possible to read. 

For this study, the results suggest that the RT- PCR reactions must be modified 
and temperature variables primers nesting or redesigning primers to reinforce the 

strategy of obtaining the sequence 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las Metalotioneinas (MTs) son una familia extremadamente heterogénea, de bajo 
peso molecular, son unas proteínas ricas en cisteína (alrededor del 30% de sus 

aminoácidos). Fueron descubiertas por primera vez en  1957 por Margoshes y 
Vallee en un riñón de caballo; luego Kägi y Vallee en 1960 lograron purificar la  
proteína y encontraron que contiene  un alto contenido de cadmio (Cd), zinc (Zn) y 

azufre(S), desde entonces se han hecho varios estudios que se dedican a 
entender su estructura, bioquímica y características funcionales, patrones tisulares  

y estrategias de regulación génica. 
Su papel principal es quelar metales pesados en órganos como riñón e hígado, 
pero además se les ha atribuido otras funciones como la protección de metales 

tóxicos y metal fisiológico (zinc o cobre), protección contra radicales libres, contra 
el estrés oxidativo y las defensas antiapoptóticas, además de estar implicadas en 

una variedad de procesos que son específicos para el metabolismo de cada grupo 
de organismo. Sin embargo, actualmente  hay una falta de directrices claras con 
respecto  a la evidencia biológica  de MTs, su función y diferenciación funcional a 

través de evolución; ya que se han encontrado presentes en levaduras, plantas, 
anfibios y mamíferos pero al ser aislados de estos diferentes organismos se ha 

encontrados distintas variedades, lo que hace más difícil identificar sus funciones 
principales; son familia de proteínas polimórficas con subfamilias, subgrupos e 
isoformas.  

Los diferentes miembros de la heterogénea superfamilia de proteínas MTs, 
probablemente evolucionaron a través de una red de duplicación funcional, 

diferenciación y / o eventos que conduce a la convergencia,  y esta condición hace 
particularmente mas difícil interpretar su evolución molecular. Un evento de 
paralogia explicaría la aparición de estas  proteínas en diferentes grupos de 

organismos, ya que indicaría que este evento fue el resultado de la duplicación de 
genes, diferentes eventos hicieron varias copias de genes en un genoma, y se 

sintetizaron en los organismos con diferentes isoformas de MT (Capdevila, 2011).
  
Para el caso de los anfibios en los que se ha encontrado Metalotioneinas, al igual 

que las antes descubiertas, son proteínas ricas en cisteína y se ha logrado 
determinar que el ADNc es 875 pb de largo y codifican proteínas de 60 

aminoácidos. Sin embargo, en anfibios es típico encontrar metalotioneinas de la 
familia 1 (MT1). La estructura global de la proteína es única entre los vertebrados 
ya que tiene sólo dos residuos de aminoácidos antes de la primera cisteína en el 

extremo amino-terminal y al  igual que en humanos, se expresa durante toda la 
embriogénesis. 

 
El máximo grado de complejidad aparece en los mamíferos, donde los eventos de  
duplicación produjeron un racimo de cuatro miembros (MT1-MT4), con 13 veces 

mayor amplificación de la  isoforma MT1 en los seres humanos. La diferenciación 
fisiológica y el perfil de expresión génica han sido analizados para los cuatro 
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isoproteinas correspondientes: el ubicuo MT1 y MT2, han sido relacionadas con 

regulación de la homeostasis, transporte, y la desintoxicación de iones metálicos; 
MT3 solo es sintetizado en los tejidos neuronales, y esta relacionado con el 

crecimiento neuronal, y para el caso de MT4 se ha relacionado en la diferenciación 
y estratificación  de epitelios. Sin embargo, en ningún caso la duplicación y la 
diversificación parecen haber dado lugar a un diferenciación y especialización de 

unión de MTs en mamíferos, si se ha observado que exhiben un patrón de 
preferencias de metales de unión, por ejemplo MT1 muestra el comportamiento de 

mayor unión al Zinc, mientras que MT4 es más propenso a la unión de cobre 
(Vašák. M, 2011). MTs de mamífero son 60-68 aminoácidos de largo, que incluye 
un patrón conservado de cisteína, en los vertebrados, todos los genes de las MTs 

están divididos en una región del extremo 5’ (5’UT), una región 5’no traducible, 
(5’UTR), 3 exones separados por 2 intrones y un extremo final 3’. Los mamíferos 

poseen genes para 4 subfamilias: las MTs ubicuas MT1 y MT2, la específica de 
cerebro MT3 y la específica de epitelio MT4. Además todos los genes se localizan 
solo en el  cromosoma 16 y se han aislado por lo menos 10 genes que codifican 

para estas proteínas en humanos de los cuales sólo cinco son expresados. El 
nivel de expresión varía dependiendo del tipo de tejido. Los genes humanos MT1a 

y MT2a han sido aislados por hibridación “in situ” de genes clonados de 
cromosomas de células somáticas. El gen MT1a codifica para una proteína de 61 
aminoácidos, su transcripción es estimulada por compuestos de Cd y 

concentraciones muy elevadas de Zn.  
Varios estudios en animales indican que durante el desarrollo perinatal, la 

Metalotioneina se almacena intracelularmente y que esto ocurre bajo unos altos 
niveles de Zinc y Cu hepáticos, esto ocurre probablemente ya que funcionan como 
cofactores de las reacciones que se deben llevar a cabo como es el buen 

funcionamiento de las ARN polimerasas y otras enzimas que deben cumplir sus 
funciones, ya que facilitan la transferencia reversible de estos iones a 

macromoléculas celulares (Ngu. T, 2009). 
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2. PROBLEMA A TRATAR 

2.1 DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

La presencia de metales pesados luego de la revolución industrial ha aumentado 

dramáticamente, y en la actualidad se destacan problemáticas ambientales graves 
tales como, la muerte, degradación de flora y fauna, además de daños directos en 
el hombre.  

2.2 FORMULACIÓN Y ANÁLISIS DEL PROBLEMA 

Como consecuencia del aumento en los niveles de los metales pesados en el 

ambiente y la acumulación de estos en el organismo, se han desencadenado 
consecuencias dañinas sobre los seres vivos,  y a nivel local se han generado 
graves trastornos en la dinámica vital.  En el Valle del cauca entre diciembre del 

2004 y mayo del 2005 ocurrió una epidemia, en un periodo de 165 días, en el 
Hospital Universitario del Valle Evaristo García, pues se atendieron 4 casos de 

sirenomelia y 4 de ciclopía entre 20,476 nacimientos. La prevalencia de estas 
malformaciones durante este periodo fue de 39 casos en 100,000 nacimientos, 
mientras que la prevalencia esperada era de 5 en 100,000. Anteriormente estas 

malformaciones ocurrían según esta prevalencia, pero hoy la ciclopía se presenta 
con mayor frecuencia; algunos estudios indicaron que probablemente esta 

epidemia se provocó porque había una fuente importante de metales pesados, 
como los basureros a cielo abierto (Garcia. F, 2012). 
 

Lo que resulta muy peligroso de estos metales pesados, es que no son química ni 
biológicamente degradables y son capaces de interactuar con moléculas 

orgánicas uniéndose a ellas y posteriormente se acumulan en órganos como 
hígado y riñón. La bioaumulación es un proceso muy grave debido  a que aquellos 
organismos en  eslabones superiores de la cadena trófica, son los que sufren 

mayores efectos contaminantes ya que se biomagnifica las concentraciones de 
metales pesados. Pese a esta problemática en la actualidad algunos estudios se 

centren en entender la dinámica de estos metales y su presencia en el medio 
ambiente.  

Se sabe que en vertebrados (como en muchísimos otros organismos 

invertebrados y en plantas) las Metalotioneinas son las principales proteínas 
“queladoras” de metales pesados y estas se bioacumulan en hígado y en riñón.  El 

papel fundamental de las metalotioneinas es el de quelar los metales para evitar 
que estos actúen sobre otras enzimas y proteínas que desempeñan procesos 
vitales. Algunas metodologías de monitoreo de metales pesados aprovechan el 

concepto de bioacumulación de los metales a través de la cadena trófica en la cual 
los depredadores son los mayores bioacumuladores de toxinas y en este caso de 
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metales pesados, y lo que hacen es capturar algunos individuos (depredadores) 

de un ecosistema y medir la concentración y tipos de metales pesados para 
calcular la presencia de estos metales en el medio, aprovechando que estas 

concentraciones serían más fácilmente detectables por los equipos analíticos 
convencionales.  La rana Eleutherodactylus johnstonei es un anuro de origen 
antillano (introducida) que cohabita cerca de poblaciones humanas.  Su éxito 

reproductivo es alto y por esto, esta especie ha desarrollado grandes poblaciones 
en ciudades entre los 0 y los 1200 msnm; como ocurre en Cali.  Por ser un anuro y  

depredador de artrópodos, es un excelente bioacumulador de metales pesados.  
En este trabajo se propone que es posible emplear esta especie como 
bioindicador de presencia y concentración de metales pesados, pero para lograr 

establecer metodologías que conduzcan a esto, se hace necesario responder 
varios interrogantes entre los cuales está el detectar la presencia de 

Metalotioneínas en la especie.      

2.3 JUSTIFICACIÓN 

Por ello este proyecto plantea utilizar al anfibio invasor Eleutherodactylus 

johnstonei como bioindicador de la bioaumulación de metales pesados, analizando 
los polimorfismos genéticos que se logren encontrar en la secuencia de la proteína 

hepática Metalotioneina, la cual se ha conservado durante la evolución  y cuya 
función principal  es capturar metales pesados en el organismo. El uso de un 
anfibio resultaría exitoso ya que este grupo taxonómico es uno de los que 

presentan similitud con los habitáculos humanos y en la cadena trófica se 
encuentran en los eslabones superiores, indicándonos que de una manera muy 

similar al hombre, se encuentra impactada por la acumulación de metales 
pesados. 

2.4 DELIMITACIÓN 

El proyecto “Deducción in-sílico de la secuencia de la proteína hepática 
Metalotioneina en muestras de Eleutherodactylus johnstonei en el valle del  Cauca 

(Cali- Colombia)” busca identificar la presencia de la proteína quelante de metales 
pesados (Metalotioneina) en tejido hepático de la rana Eleutherodactylus 
johnstonei. Durante la realización de este proyecto se analizará el ADN 

complementario que se obtenga del proceso de aislamiento del mismo; y se 
comparará la secuencia obtenida, con las secuencias reportadas de algunos 

vertebrados identificando de esta manera, homologías y/o polimorfismos que se 
logren analizar. 
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3. MARCO DE REFERENCIA 

3.1 ANTECEDENTES 

A pesar de que el estudio de las Metalotioneínas ha sido objeto de numerosas 

publicaciones desde 1957, aún no se ha podido establecer con precisión el papel 
biológico de estas proteínas. Entre las múltiples funciones que se les han 
atribuido, las más concretas y antiguas han sido las de intervenir en la captación, 

distribución, almacenamiento y liberación de metales esenciales (zinc y cobre), y 
en la desintoxificación de metales pesados (cadmio fundamentalmente) (Hamer, 

1986). Sin embargo, en los últimos años se ha encontrado que podrían estar 
involucradas en procesos tan diversos como la apoptosis (muerte celular 
programada), la regulación del crecimiento neuronal, la protección contra los 

radicales libres y otros agentes oxidantes, y la regulación del metabolismo 
energético. 

Casi todos estos estudios han sido llevados a cabo en mamíferos  existiendo muy 
pocos trabajos que hayan contribuido a esclarecer las funciones de estas 
proteínas en vertebrados.  En cuanto a los invertebrados, los trabajos más 

relevantes  se han efectuado en gasterópodos terrestres (Helix pomatia, Arianta 
arbustorum) (Dallinger y col., 1997) y en el crustáceo C. sapidus (Brouwer y col., 

1995, 2002). Estas especies son capaces de acumular distintos metales en 
diferentes tejidos en los cuales se expresan diferentes isoformas de la 
metalotioneína. De esta forma, pueden desintoxificar eficientemente elementos 

trazas no esenciales, tales como el cadmio, y al mismo tiempo mantener la 
homeostasis de elementos trazas esenciales como el cobre. En el caso de los 

anfibios aunque han sido de poco objeto de estudio para el análisis de la 
presencia  de metalotioneina, existen investigaciones que sugieren a estos 
organismos como excelentes bioindicadores de la calidad ambiental y organismos 

muy sensibles a la bioaumulación de metales pesados y componentes tóxicos 
expuestos en el ambiente y que trazas de estos agentes tóxicos conducen a la 

malformaciones congénitas de las larvas  (Bacon, 2006); además, al centrase este 
estudio en un organismo invasor (E. johnstonei), su alta adaptabilidad y capacidad 
de colonizar amplios lugares podría brindar mayor probabilidad de presencia en el 

organismo. Estos escasos ejemplos conducen a la idea de que las 
Metalotioneínas representan un buen modelo para entender mejor la multiplicidad 

de funciones de estas proteínas y su evolución dentro del reino animal. 
A nivel local la preocupación por la presencia excesiva de metales pesados en el 
ambiente  ha aumentado, producto de la revolución industrial muchos procesos 

técnicos industrializados hoy optimizan tiempo y costos para la obtención de su 
producto de interés, pero en muchos casos el impacto ambiental generado es alto 

y es mayor el precio sanitario, que la reducción de costos para los procesos. En 
Cali existe una fuerte preocupación por la presencia de trazas de metales pesados 
presentes en las aguas (El país, 2011), miles de atribuciones se les han dado, 

como la presencia de la Minería que controla poco los lixiviados que van a dar a 
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los ríos, o los basureros a cielo abierto como lo fue el Basurero de Navarro hace 

unos dos años atrás (Garcia. F, 2012) y como lo podría ser en la actualidad el 
“basurero” ubicado sobre la avenida simón bolívar con carrera 50. 

3.2. MARCO TEÓRICO 

3.2.1 METALES PESADOS 

Los metales son componentes esenciales de los sistemas actuales de la vida, 

evidencia de ello es que no hay organismo libre de metal en nuestro planeta. Tal 
vez esta interacción metal-organismo, más allá de ser un rasgo adquirido al final 

de la evolución, fue un factor determinante en las primeras entidades vivientes, ya 
que  los iones metálicos han sido  considerada como una de las fuerzas 
impulsoras  detrás de la aparición de la vida en la Tierra (Goyer.R, 2004). Sin 

embargo, algunos metales denominados metales pesados son sustancias tóxicas   
que causan daños en los organismos, ya que no son biodegradables, por ende 

permanecen durante en el entorno, circulan y se acumulan en  el medio y en los 
seres vivos son capaces de causar graves daños. Existen diversos metales 
pesados entre ellos el cadmio, mercurio, plomo, arsénico, berilio,  bario, cobre, 

manganeso, níquel, estaño, vanadio, zinc; entre otros. La contaminación por 
metales se debe principalmente a la actividad industrial y minera, que generan 

aguas residuales que contienen metales tóxicos como plomo, mercurio, cadmio, 
arsénico y  cromo, y como consecuencia estas aguas al no ser tratadas llegan a 
ríos, mares  y contaminan  las aguas superficiales y subterráneas, y se acumulan 

en especies de plantas  y animales en tejidos orgánicos.  
 

El hierro es el metal más abundante en humanos. Si no considerásemos la 
cantidad de éste enlazada a la hemoglobina, sería entonces el zinc el metal de 
transición más abundante (Vasak y Hasler. E, 2000). Los iones zinc han sido 

identificados como componentes catalíticos de muchas enzimas y juegan un papel 
estructural en numerosas proteínas y factores de transcripción (dedos de zinc) 

(Berg y Shi, 1996). Sin embargo, si su concentración aumenta excesivamente, 
podría interferir con otros procesos dependientes de metales (calcio 
particularmente) (Csermely y col, 1989) y desencadenar apoptosis no deseada, 

provocando estados patológicos. 
De la misma manera puede controlarse la liberación o enlace del cobre, que 

además de ser un elemento catalítico de muchas enzimas, es un componente 
estructural y funcional de la hemocianina, la proteína responsable del transporte 
de oxígeno en la mayoría de los artrópodos y los moluscos (van Holde y Miller, 

1995). De ahí que en estas especies exista un metabolismo activo de este metal 
en el que juegan un papel muy importante las cobre-metalotioneínas. Entonces, 

entender y magnificar su función nos podrá indicar el grado de importancia que 
tiene esta proteína sobre la homeostasis de los diferentes organismos.  
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3.2.2. BIOACUMULACIÓN 

Las concentraciones excesivas de iones metálicos esenciales, como cobre y zinc, 
e iones metálicos no esenciales, como cadmio y mercurio, pueden ser tóxicos 

tanto a niveles celulares, como de tejidos o de órganos. La mayoría de los 
organismos usan mecanismos celulares redundantes para limitar la toxicidad de 
los iones metálicos. Estos mecanismos de desintoxificación no son específicos 

para la especie metálica en cuestión, ya que son usados para eliminar una 
variedad de metales. Los iones metálicos esenciales pueden ser exportados de la 

célula mediante la acción de ATPasas, pero los iones metálicos no esenciales no 
pueden ser eliminados de esta forma y se acumulan en las células enlazadas a 
metalotioneínas o dentro de vesículas. La retención de metales es específica de 

tejido. Se ha comprobado que en vertebrados este proceso puede causar 
patologías (Dameron y Harrison, 1998), mientras que en la mayoría de los 

moluscos y crustáceos es un proceso fisiológico normal de bioacumulación en el 
hepatopáncreas sin  desencadenar daños fisiológicos. 
 

El papel de la metalotioneína en la disposición de cadmio, ha sido examinado en 
ratones transgénicos que sobre expresan esta proteína y en ratones knock-out 

que no la expresan. Usando el primer modelo, se observó que la metalotioneína 
no inhibe la absorción intestinal de Cd (Liu y Klaassen, 1996). Por otro lado, estos 
ratones transgénicos que presentan unos niveles de metalotioneína en el hígado 

10 veces más altos que el de los controles son resistentes a la hepatotoxicídad 
inducida por Cd. En contraste, los ratones knock-out del gen de la metalotioneína, 

muestran una mayor susceptibilidad, con respecto a los controles, a la letalidad y 
daños hepáticos inducidos con Cd (Liu y col., 1995). 

3.2.3. METALOTIONEINAS 

Las metalotioneínas constituyen una superfamilia de proteínas de bajo peso 
molecular (menos de 9 kD), ricas en residuos de cisteína, que le confieren una alta 

capacidad para enlazar iones metálicos. El primer miembro de esta gran familia 
fue descubierto en 1957, cuando Margoshes y Vallee (1957) identificaron en 
corteza de riñón de caballo una proteína de unión a cadmio, responsable de la 

acumulación natural de cadmio en este tejido. Posteriormente fue demostrado que 
no sólo el cadmio es uno de los componentes metálicos que in vivo pueden unirse 

a esta proteína, sino que el zinc y el cobre también pueden ser enlazados (Pulido 
y col., 1966). Desde entonces han sido encontradas metalotioneinas en todo el 
reino animal, en las plantas superiores, en los hongos, en microorganismos 

eucariontes e incluso en algunos procariontes (cianobacterias). Su concentración 
varía en las diferentes especies y tejidos, y es reflejo de diferentes factores como 

la edad, el estado de desarrollo embrionario, la dieta, la exposición a metales 
pesados y agentes estresantes, etc. Aunque es una proteína citoplasmática 
(Tsujikawa y col, 1994), puede acumularse en los lisosomas (Sternlieb, 1987), y 
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migrar al núcleo (Cherian y Apostolova, 2000) o al espacio intermembrana de la 

mitocondria (Ye y col, 2001). También se ha encontrado metalotioneína 
extracelular en el plasma de mamíferos (Bremner y Mehra, 1991), en cultivos 

primarios de adipocitos (Trayhurn y col, 2000). 

En general en todos los organismos donde ha sido encontrada la metalotioneína, 

esta proteína existe en dos formas: la forma enlazada al metal u holoproteína (MT) 
y la forma libre de metal o apoproteína (Apo-MT). Aunque la forma holo es la 

mayoritaria debido a que la forma apo es más susceptible a proteólisis (Miles, 
2000), esta última se ha encontrado de forma transitoria en células no tumorales 
bajo condiciones de deficiencia de Zn y de forma persistente en células tumorales 

independientemente de los niveles de Zn (Pattanaik, 1994; Theocharis, 2003).  
Por otro lado,  se ha visto que el tiempo de vida media de las metalotioneínas, no 

sólo se ve afectado por la especie metálica enlazada, sino también por la edad y el 
estado de desarrollo del organismo. Por ejemplo, se han encontrado diferencias 
entre el tiempo de vida media de metalotioneínas constitutivas de ratas adultas 

(aproximadamente 4 horas) con respecto a neonatos (aproximadamente 49 horas) 
(Kershaw, 1992). Además, durante el desarrollo fetal las concentraciones de MT-1 

y MT-2 cambian dramáticamente. Las concentraciones de metalotioneína en 
hígado de ratas recién nacidas son 20 veces más altas que las encontradas en 
ratas adultas (Wong y Klaassen, 1979). Una posible explicación para esta 

diferencia es que durante el desarrollo la metalotioneína es localizada en el núcleo 
y por tanto no es susceptible a ser degradada por la “maquinaria” de degradac ión 
intracelular (Klaassen, 1994). 

3.2.4. QUELACIÓN DE METALES 

Aunque a partir de fuentes naturales las metalotioneínas son generalmente 

aisladas uniendo Zn2+, Cd2+ y Cu+, se ha demostrado in vitro que otros iones 
metálicos pueden enlazarse a estas proteínas; estos son: Ag+, Au+, Bi3+, Co2+, 
Fe2+, Hg2+, Ni2+, Pt2+ y Tc4+O (Romero, 2002). 

Existe un consenso en que la propiedad de las metalotioneinas de unir iones 
metálicos se debe a la presencia y distribución de residuos conservados de 

cisteína a lo largo de la  cadena polipeptídica. Sin embargo, la sustitución de 
aminoácidos diferentes a la cisteína (lisina, aspártico y glutámico), en 
metalotioneinas recombinantes de mamíferos y en dominios sintéticos de 

metalotioneína de langosta, ha demostrado que dichos aminoácidos podrían 
contribuir en la propiedad de enlace (Cody, 1994)( Muñoz y col, 2000).  

De igual forma, estudios de mutagénesis dirigida en metalotioneínas de mamíferos 
y en sus dominios separados, han demostrado que el cambio de cisteínas por 
aminoácidos no-coordinantes tiene un efecto negativo sobre las propiedades de 

enlace, mientras que la sustitución de cisteínas terminales por histidinas, preserva 
la capacidad de enlace (Romero, 1999). 
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Las metalotioneínas aisladas a partir de fuentes naturales muestran una 

distribución no uniforme de zinc y cadmio entre los dos dominios. El zinc es unido 
preferentemente por el dominio N-terminal (dominio β) mientras que el cadmio se 

une de forma predominante al dominio C-terminal (dominio α) (Nettesheim y col., 
1985; Robbins y col., 1991; Briggs y Armitage, 1982). De igual forma, Chen en 
1996 demostrarón que in vitro también el cadmio tiene preferencia por el dominio 

α, mientras que el cobre la tiene por el dominio β.  

3.2.5. Eleutherodactylus johnstonei 

Eleutherodactylus johnstonei es una especie nativa y endémica de las Antillas 
menores, con poblaciones recientemente establecidas en varias islas del Caribe, 
así como en América Central y América del Sur (ver figura 1).  

Presenta una morfología de pequeño tamaño (1,7-3.5cm); dorso desde liso hasta 
débilmente tuberculado, de café a gris, frecuentemente con una línea dorsal 

delgada y clara o con un par de líneas gruesas; superficie superior de los muslos 
posteriores café oscura con manchas, vientre crema con la piel formando 
aureolas. Los machos adultos son 17 a 25 mm de largo y las hembras adultas 17-

35 mm, Los machos llaman desde el atardecer hasta la medianoche, producen un 
corto y agudo  sonido.  (Savage, 2002)(Ver figura 1). 

E. johnstonei se alimenta principalmente de hormigas, sino también de 
saltamontes, arañas, termitas y colémbolos (Savage, 2002). No depende de agua 
estancada para cualquier parte de su ciclo de vida, incluyendo la metamorfosis 

(Bourne, 1997). La  reproducción ocurre durante todo el año, sin embargo, la 
reproducción es más alta durante los más húmedos meses del año. 

 

 
      Tomado de Kaiser. H, 1997. 

Figura 1. Fotografía del anuro Eleutherodactylus johnstonei. Actualmente especie 

invasora en Colombia con una gran distribución sobre el país y con alto aislamiento de 
especies nativas. 

 
Como consecuencia de su amplia distribución y ciertos rasgos como flexibilidad 

reproductiva, alta adaptabilidad; es considerada como una especie invasora; en la 
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actualidad en Colombia su distribución es muy amplia. Debido a su gran 

distribución y adaptabilidad y por tratarse de un anfibio se le puede otorgar 
importancia como bioindicadores debido a sus peculiaridades anatómicas, como 
piel muy permeable a los gases  y líquidos; sus ciclos de vida que combinan 

estados larvales acuáticos con estadios adultos terrestres; su extrema 
especialización ecológica y marcadas preferencias en cuestión de hábitat son muy 

diversos; generalmente abundantes; relativamente bien conocidos 
taxonómicamente y activos durante horas predecibles. Además, constituyen una 

importante parte de la biomasa en la mayor parte de los ecosistemas, cumpliendo 
múltiples funciones dentro de los ecosistemas acuáticos y terrestres, lo que los 
transforma en valiosos indicadores de la calidad ambiental (Blaustein, 1990) 

(Stebbins, 1995). 

3.2.6. ÁCIDO RIBONUCLEÍCO (ARN) 

El ARN es una macromolécula polinucleotídica de cadena sencilla, que sigue una 
dirección en sentido 5´- 3´y se encuentra constituida por elementos químicos 
conocidos como bases nucleotidícas, que son de tipo adenina, citosina, guanina y 

urácilo, así como por azúcar ribosa. Se han identificado fundamentalmente tres 
clases de RNA, el RNA mensajero (mRNA), el cual representa el 3 a 5% del RNA 

total celular, el RNA de transferencia (tRNA), con un porcentaje de 5 a7% del RNA 
total celular, el RNA ribosomal (rRNA), que es el más abundante y cuyo porcentaje 
de RNA total celular oscila entre85 a 90%, adicionalmente, un grupo de RNA 

pequeños que pueden ser detectados en 1% del RNA total celular; estos últimos 
pueden ser de localización nuclear (snRNA), nucleolar (snoRNA) y citoplásmica 

(scRNA).  

 
Los RNA son resultados de la copia o transcripción de un ADN genómico que sirve 

como molde; esta copia es mediada tanto en organismos procariontes y 
eucariontes por enzimas RNA polimerasas y algunos complejos moleculares 

adicionales que catalizan las reacciones en Eucariontes (Jiménez. F, 2003). 
Las diferentes clases de RNA en sistema eucarionte son sintetizadas a partir del 
DNA genómico por medio del proceso de expresión genética denominado 

transcripción, el cual es la generación de una sola cadena de ARN idéntica a una 
de las cadenas de DNA. El mecanismo de la transcripción se realiza por acción 

específica de los RNA-polimerasas I,II y III que se localiza en diferentes 
compartimientos celulares y cada una de ellas transcribe las distintas clases de 
RNA (Voet. D, 2004). 

  
El  RNA mensajero, ácido nucleíco de mayor interés en este proyecto; varia en 

tamaño y composición de bases, el orden de estas refleja con precisión la 
información codificada en la secuencia del DNA genómico, representa de 3 a5% 
del RNA total celular; por otra parte, el tamaño depende del gen transcrito. Este 
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RNA en eucariontes en de tipo monocistrónico, es decir, codifica para una sola 

proteína, es sintetizado en el núcleo y requiere de ser transportado al citoplasma 
para ser traducido. Posee en su región terminal 5´ una caperuza (cap) metílada 

que puede ser monometilada o hipermetilada. En este proceso de metilación 
participan diferentes enzimas, como pueden ser la guanina-7-metil-transferasa y la 
2´-0-metil-transfersa, entre otras. En la región terminal 3´, el mRNA posee una 

cadena de poli(A) de aproximadamente 200 nucleótidos de longitud, la cual no es 
codificada por el DNA, pero su adición se debe a la acción de la poli(A)-

polimerasa; la cola poli-A se asocia con su proteína de enlace, la ABP. La cadena 
de poli (A) le confiere estabilidad al mRNA, permitiendo que este pueda tener una 
vida media promedio de aproximadamente 4 horas (Jiménez, 1995).  

3.2.7. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPCION 
REVERSA  (RT-PCR). 

La PCR (reacción en cadena de la polimerasa) es un método para amplificar de un 
modo eficiente y rápido fragmentos de DNA mediante Taq DNA polimerasa.  
Puesto que la PCR produce una amplificación, para detectar un mRNA celular 

bastaría con someterlo a este proceso y, por poco abundante que fuera, podría al 
final visualizarse con un método de tinción adecuado. Sin embargo, la Taq 

polimerasa sólo es capaz de sintetizar DNA a partir de un molde de DNA, y es 
necesario entonces generar primero una cadena de ADN complementario (ADNc) 
a partir del mRNA mediante una DNA polimerasa dependiente de RNA, enzima 

conocida como transcriptasa reversa (RT). En conjunto, el método RT-PCR 
llamado así por el paso de transcripción reversa previo a la PCR (sambrook, 

2001). 
Existen al menos tres formas de cebar la reacción: con «random primers» 
(hexanucleótidos con secuencias al azar), con oligo (dT) o con un oligonucleótido 

específico. El uso de un cebador específico de un mRNA se evita casi siempre, ya 
que el cDNA resultante no puede ser usado como molde para estudiar por PCR 

otros mRNAs del tejido. La utilización de oligo (dT) tiene la teórica desventaja de 
producir cDNAs menos completos en la región 5’ del mRNA, ya que usualmente la 
transcripción no progresa hasta el final, pero su gran ventaja es que sólo produce 

cDNA a partir de mRNAs poli (A)+ (que son los de interés), con lo cual se evitan 
amplificaciones inespecíficas durante la PCR. El uso de random primers permite 

síntesis representativas tanto de regiones 5’ como 3’, pero generalmente es 
preciso purificar mRNA a partir de RNA total mediante cromatografía de afinidad 
(oligo dT). De lo contrario, la transcripción inversa de RNA total con random 

primers rinde poco cDNA, ya que el mRNA es una fracción pequeña del RNA total  
(Hernández, 1995). 
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4. OBJETIVOS 

 
4.1 OBJETIVO GENERAL 

Aislar total o parcialmente la secuencia ADN complementaria de la proteína 
hepática Metalotioneina  (MT) en muestras de Eleutherodactylus johnstonei.  

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Establecer una metodología que permita aislar la secuencia ADN complementaria 
de la proteína hepática Metalotioneina  en muestras de Eleutherodactylus 

johnstonei. 

Analizar la traducción In-sílico de la secuencia de Metalotioneina ADNc obtenida y 

analizar su filogenia con otras secuencias reportadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

5. METODOLOGÍA 

 
5.1 NORMATIVIDAD BIOÉTICA Y DISPOSICIONES VIGENTES PARA 

EXPERIMENTACIÓN. 

Teniendo en cuenta las disposiciones y normas en la decisión 391 de la 
Comunidad Andina de Naciones, se tiene en cuenta aquellas investigaciones en 

nuestro país cuyo estudio requiere de recursos biológicos y genéticos. Este 
proyecto está amparado bajo el proyecto titulado “Estudio de polimorfismos  de la 

Proteína Hepática Metalotioneina en muestras de  Eleutherodactylus johnstonei”, 
Sometido a evaluación y aprobado por parte del comité Institucional para el 
cuidado y uso de animales de Experimentación (CIECUAE) de la Universidad 

ICESI; y por el Dagma (Ver anexos).  

5.2 ÁREA DE ESTUDIO 

Para lograr el objetivo general, se establecieron zonas de muestreo de ranas del 
género Eleutherodactylus que fueran de fácil acceso y en las cuales se pudiera 
hacer el muestreo siguiendo todos los requisitos legales. Dado que estas ranas 

presentan una amplia distribución sobre la ciudad de Cali; se plantearon 4 zonas 
representativas para nuestro objetivo de búsqueda y análisis de expresión de la 

proteína. 
Las zonas elegidas para el proyecto fueron viveros ubicados en los cuatro puntos 
cardinales de Cali,  en el sur, norte, oriente y occidente de la ciudad, lo que 

permitió el fácil acceso a la zona (Ver Tabla 2). 

5.3 CAPTURA Y EUTANASIA DE LAS RANAS 

Para lograr los propósitos propuestos era necesario extraer los hígados de las 
ranas capturadas y demás los tejidos que se emplearían para diferentes 
propósitos de investigación. Para llevar a cabo esto, era necesario hacer la 

extracción cumpliendo con las siguientes condiciones: 
  

 Infiriendo el mínimo estrés y dolor posible en las ranas, tanto para mantener 
el mínimo sufrimiento en el organismo como para que no exudara las 
secreciones tóxicas.   

 Teniendo en cuenta que en algunos pasos de esta investigación se requiere 
extraer  ARNm (molécula poco estable en tejidos muertos), entonces era 

necesario mantener el organismo vivo (corazón e irrigación funcionando) 
pero inconsciente para asegurar la estabilidad de los ARNm. 

 
Por todo lo mencionado en los dos puntos anteriores, se propuso emplear la 
siguiente técnica:   
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Cada rana que era capturada, ésta era introducida dentro de un recipiente a baja 

temperatura (4°C), esto con el propósito de bajar el metabolismo.  Las ranas 
expuestas a este procedimiento muestran aletargamiento a los 10 segundos y a 

los 15 segundos muestran un tipo de “parálisis por hipotermia” (en este tiempo el 
proceso puede ser reversado colocando la rana a temperatura ambiente y esta 
recupera el movimiento).  Una vez la rana entraba en esta “parálisis”, entonces 

con un micropunzón se le hacia una incisión a nivel axial y del foramen magno, 
para inducir descerebración. Inmediatamente después de la “parálisis” fueron 

extraídos los hígados y eran depositados en RNAlater RNA Stabilization Reagent 
(Qiagen),  siguiendo las instrucciones del fabricante.   
 

Para este trabajo se capturaron 28 ranas en total, 7 ranas por cada zona de 
muestreo; todas las ranas de estudio presentaban un rango de tamaño mayor o 

igual a 2,5cm, asegurando de este modo que se tratara de un organismo adulto.  
 
Dicha metodología se llevó a cabo, basada en los procedimientos estandarizados 

para la captura, mantenimiento y disección de E. johnstonei; presentes en el 
laboratorio de investigaciones biomédicas II de la universidad Icesi (Ver anexos 7 

y 8). 

5.4 AISLAMIENTO DE LA SECUENCIA DE ADNc DE LA PROTEÍNA 
METALOTIONEINA HEPÁTICA DE Eleutherodactylus johnstonei  

Se propuso emplear técnicas de biología molecular para que a partir del tejido 
hepático de Eleutherodactylus Johnstonei aislando los ARN totales y empleando 

cebadores degenerados, para retro transcribir a ADNc (empleando tecnología 
molecular RT-PCR) las secuencias Metalotioneinas encontradas.  Una vez 
conocida la secuencia de ADNc,  mediante un programa bioinformático se analizó 

la(s) secuencia(s) encontrada(s) y se hizo un análisis comparativo con las 
secuencias ya reportadas por el Banco de Genes GENBANK, llevando a discusión 

la homogeneidad o heterogeneidad de la secuencia de la proteína y sus posibles 
implicaciones sobre su actividad Quelante de Metales pesados.   

5.4.1 EXTRACCIÓN DE ARN A PARTIR DE TÉJIDO HEPÁTICO FRESCO 

Para evitar la degradación del ARN de los 28 individuos de E. jonhstonei, todo el 
material a emplear, fue esterilizado en autoclave y horno a 200°C por 24 horas 

antes. El agua utilizada para la preparación  de las disoluciones se trató con 
Dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% (v/v) y posteriormente fue esterilizada en 
autoclave. 

 
El aislamiento de RNA total se realizó a partir de 56.9 mg de tejido, proveniente de 

los 28 hígados homogenizados, esta porción de tejido fue congelado en nitrógeno 

http://www.qiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rnalaterrnaprotectsystems/rnalaterrnastabilization.aspx
http://www.qiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rnalaterrnaprotectsystems/rnalaterrnastabilization.aspx
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liquido y macerado. El proceso de purificación de RNA fue llevado a cabo  con el 

kit de extracción de RNA RNeasy mini kit (Quiagen # 74104). 
 

Una vez extraído el ARN total fue precipitado y lavado con etanol al 75% (v/v) 
tratado con DEPC y se centrifugó a 10000rpm por 2 minutos a 4°C, posteriormente  
se resuspendió en 50ul de agua libre de RNAsas y  se determinó su concentración 

mediante su absorbancia a 260nm determinada por el espectrofotómetro 
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) y se almacenó a -80°Celsius. 

La calidad del ARN obtenido fue verificada mediante geles de agarosa con 
reactivo desnaturalizante para ARN (formaldehido 3%) como es recomendado en 
el manual (Qiagen #74104). 

5.4.2 DISEÑO DE CEBADORES 

Para diseñar los cebadores degenerados a partir de secuencias reportadas de 

metalotioneinas presentes en distintos vertebrados. Se buscaron secuencias 
completas de ADNc o ARNm en los bancos internacionales de genes (GeneBank) 
que codifiquen específicamente para metalotioneinas de vertebrados como peces, 

anfibios y reptiles.  Para diseñar los cebadores, primero se toman las secuencias y 
se alinean empleando el software Clustal (Subrutina del programa MEGA 5.2) y 

este alineamiento posteriormente se somete evaluación para diseño y 
construcción de cebadores mediante el empleo de un programa (on line) 
especifico para tal fin (PRIMACLADE).  Todo esto se hizo siguiendo los 

parámetros específicos para el diseño de cebadores brindado por el protocolo de 
RT-PCR a emplear posteriormente (Access  RT-PCR System, Promega #1250).  

Para probar la eficiencia de los cebadores por pares (“forward” y “reverse”), ellos 

fueron evaluados mediante un análisis bioinformático, haciendo una búsqueda 
BLASTN (NCBI) de cada una de las secuencias obtenidas mediante el programa 
PRIMACLADE y cuyos resultados mostraran afinidad para metalotioneinas.   

5.4.3 TRANSCRIPCIÓN REVERSA DE mRNA A cDNA 

El RNA total obtenido a partir de hígado, fue tratado durante 45 minutos a 45°C 

con el agua libre de RNAsas, Buffer Tfl AMV 5X, la enzima transcriptasa inversa 
AMV (generada por el virus de la Mieloblastosis Aviar) proveniente del kit Access  
RT-PCR System (Promega #1250) y el oligonucleótido San poly dT. Luego de esta 

primera reacción se procedió a calentar la muestra a 94°C por 2 minutos, para 
desnaturalizar la enzima AMV-RT. El cDNA generado se amplificó mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
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5.4.4 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

El cDNA generado se amplificó por PCR, para ello se empleó la enzima con 
actividad polimerasa TaKaRa LA Taq (TAKARA BIO INC, # RRO2AG), cuya 

función polimerasa es muy eficiente, en especial cuando se trata de secuencias 
con zonas de astricción debido a un alto contenido de GC, su función es 
optimizada mediante el Buffer 2X GC y un  Mix de dNTP diseñados 

exclusivamente para esta enzima. 
 

Se emplearon los cebadores diseñados previamente y para optimizar la obtención 
de ADNc, se realizaron combinaciones sentido y contrasentido (Forward y 
Reverse). Posteriormente fueron elegidos los cebadores cuya combinación mostró 

amplificación verificable en geles (amplicones bien definidos, sin degradación 
alguna) cuya longitud teórica flaqueaban dentro del tamaño esperado.  

 
Una vez fueron escogidos los cebadores candidatos para aislar parte o toda la 
metalotioneina, se tomaron los cebadores reverse (extremo 3’ del amplicón) de 

cada par elegido, y se hicieron reacciones (independientes) de síntesis de ADNc a 
partir del ARN total de la muestra y posteriormente se hizo la PCR añadiendo los 

dos cebadores candidatos y las reacciones de PCR fueron verificadas empleando 
electroforesis en geles, observación de amplicones que en los geles de 
electroforesis mostraron gran intensidad y cuya longitud coincidió de forma 

aproximada con el tamaño predicho de la región amplificada (estimada de forma 
digital para diferentes Metalotioneinas del banco de datos).   

5.4.5 AISLAMIENTO DE AMPLICONES 

Los amplicones candidatos, fueron extraídos de los geles, fueron purificados 
mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega # A9281), 

amplificados de nuevo mediante PCR y enviados al servicio de secuenciación de 
la empresa MACROGENusa. 

 

5.5 RESULTADOS ESPERADOS 

Se espera que las muestras hepáticas del anfibio Eleutherodactylus johnstonei, 

contengan el gen de la proteína Metalotioneina como respuesta a la presión 
ambiental,  indicándonos así que la adquisición de este gen por parte de esta 

especie de anfibio se debe a la necesidad de quelar metales pesados y que la 
especie se puede utilizar como un bioindicador de la calidad de ambiente. Además 
que al obtener la secuencia de la proteína y  comparar  con las secuencias 

reportadas, estas sugieran secuencias homólogas en los bancos de genes de 
anfibios. 
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6. RESULTADOS 

6.1 CAPTURA Y EUTANASIA DE E. johnstonei. 

Las zonas elegidas para la captura de las ranas fueron diferentes viveros ubicados 

en el sur, norte, este y oeste de la ciudad de Cali (Ver Tabla 1). 
Para cada sitio de muestreo se registró su posición en coordenadas con el 
Sistema de Posicionamiento Global (GPS, siglas en Ingles). 

 
Tabla 1. Zonas  de muestreo y coordenadas de ubicación.    

  
ZONA (CALI - VALLE 
DEL CAUCA) 

 
LUGAR DE MUESTREO 

COORDENADAS 
BRINDADAS POR 
SISTEMA DE 

UBICACIÓN GPS 

Sur Vivero Ciudad Jardín N= 03°22' 22" 
W= 076°32' 25" 

Norte Vivero Típico Santiago N= 03° 29' 18" 
W= 076° 30' 38"  

Este Vivero San Joaquín N= 03° 23' 14"  

W= 076° 31' 24"  

Oeste Vivero Santa Rita N= 03°22' 23" 
W= 076°32' 24" 

 

Al capturarse las ranas E. johnstonei, se procedió a seguir el protocolo para la 

eutanasia sin dolor y los hígados fueron extraídos, pesados rápidamente (Ver 
tabla 2) y de forma inmediata fueron preservados en RNAlater para su posterior 

homogenización y Extracción de ARN.  El pesaje se hizo con el propósito de 
calcular las reacciones  a emplear en la extracción de ARN total. 

 
Tabla 2. Peso de hígados extraídos de E. johnstonei por zona de muestreo. A pesar 

de capturar organismos con una longitud no menor a 2.5cm, los pesos y tamaños de 
hígados extraídos no eran homogéneos. 

 
ZONA DE MUESTREO 

SUR 

Peso hígados (mg) 

NORTE 

Peso hígados (mg) 

ESTE 

Peso hígados (mg) 

OESTE 

Peso hígados (mg) 

4,3 9,8 5,0 7,2 

11,0 10,1 7,8 8,2 

17,3 10,6 8,0 15,9 

21,5 11,2 12,6 24,9 

23,6 13,2 13,0 41,3 

28,2 14,0 20,7 44,8 

33,0 17,0 34,8 47,3 
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6.2  EXTRACCIÓN DE ARN APARTIR DE TEJIDO HEPÁTICO DE E. johnstonei 

Para verificar la integridad de las muestras y pureza, se cuantificó la concentración 
de ARN extraído, mediante el espectrofotómetro Nanodrop 2000c (Thermo 

Scientific) y se pudo garantizar que el ácido nucleíco (ARN) de interés fue extraído  
eficientemente (ver tabla 3). 
 
Tabla 3. Cuantificación de la concentración de ARN mediante el Espectrofotómetro 

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Las concentraciones cuantificadas son suficientes 
para verificarse en un gel de agarosa al 1% con formaldehido desnaturalizantes y tinción 
con bromuro de etidio la cual es capaz de detectar concentraciones de ácidos nucleicos 
de hasta 15ng/Ul. Es importante tener en cuenta que el valor al cual debe estar 
aproximado un ARN puro es 2,0; que se evalúa bajo el criterio de la relación entre la 
absorbancia 260/280nm que indica la pureza con respecto a residuos de proteínas y 
demás componentes aromáticos que suelen dejar trazas en el ARN extraído. 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
El aislamiento del ARN total de E. johnstonei mostró una integridad adecuada para 

proseguir con los procesos de obtención de ADNc a partir de ARNm.  Esta 
integridad fue verificada mediante la visualización de bandas de ARN en 

electroforesis en geles de agarosa, desnaturalizando el ARN con 
formaldehido.  Como resultado se mostraron dos bandas intensas características 

(que por la literatura y la experiencia en el laboratorio) corresponden a los ARNr 
(18s)  y  ARNr (28s) (ver figura 2). Se debe tener en cuenta que un gel con ARN 

degradado muestra dos bandas difuminadas de baja intensidad y ausencia de 
banda alguna. 
 

ALICUOTA 
RESUSPENDIDA DE  

ARN 

CONCENTRACIÓN 
(ng/uL) 

RELACIÓN 
260/280 

 

1 39,4 2,01 

2 85,2 2,0 

3 134,6 2,0 
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Figura 2. Electroforesis del ARN total extraído de E. johnstonei. 

(Pozo # 1, 2 y 4) se corrieron geles de agarosa al 1%, formaldehido (desnaturalizante) y 
tinción con bromuro de etidio, se resuspendió en 3 diferentes alícuotas (producidas al 
realizar los primeras fases de la extracción en las que el peso de tejido sobrepasaba el 
límite establecido por el fabricante del kit) de 50uL de agua libre de RNAsas, la posición 
de sembrado en los pozos va de izquierda a derecha, correspondiente a la concentración 
(ng/uL) ascendente obtenida del ARN. Se puede observar la presencia de las dos bandas 
que correspondes a  los ARN ribosomales  indicando la integridad de las 3 muestras. El 
pozo número 3 contenía el marcador de peso molecular de 1kbp el cual no fue claramente 
visible; sin embargo la integridad del ARN es clara y marcada, para ello también se 
verificó su concentración y su pureza mediante espectrofotómetro Nanodrop 2000c (Ver 
Tabla 3) y la relación de la absorbancia a 260nm y 280nm que usa comúnmente para 
evaluar la contaminación de ácidos nucleícos con proteínas, ya que las proteínas (en 
particular, los aminoácidos aromáticos) absorbe la luz a 280 nm, el valor de RNA puro 
A 260/280 es de ~ 2.0 (Sambrook,2001). 

 

Una vez se verificó la calidad del ARN total aislado, este fue alicuotado y 
almacenado a -80° C hasta el momento que se requirió de la síntesis de ADNc. 

Pero primero fue necesario diseñar los cebadores degenerados y específicos para 
proceder con las reacciones de RT-PCR que permitan convertir el ARNm a ADNc. 

6.3 AISLAMIENTO Y OBTENCIÓN DE LA SECUENCIA ADNc DE LA 

METALOTIONEINA DE Eleutherodactylus jonhstonei 

6.3.1 DISEÑO DE CEBADORES 

El diseño de cebadores degenerados se hizo buscando secuencias ARNm de 
metalotioneina de anfibios, en el banco de genes NCBI, para luego alinearlas 
empleando el programa ClustalW (MEGA 5.2) y someter el alineamiento al 
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programa (PRIMACLADE. (http://dousta.umsl.edu/cgi-bin/primaclade.cgi).  En este 

banco de genes se halló reportado 3 secuencias pertenecientes a los anfibios; 
nuestro objetivo era obtener mayor degenerancia en los cebadores, ya que de 

esta manera la probabilidad de unión de los cebadores a las secuencias 
heterogéneas de metalotioneina se aumenta. Para ello, se buscaron también 
secuencias de organismos vertebrados (no mamíferos) que al hacer una análisis 

por alineamiento con ClustalW  mostrarán sitios conservados.  
Después de hacer múltiples alineamientos, obtención de secuencias (cebadores) 

candidatas y que estas fueran específicas para secuencias de Metalotioneinas, se 
pudo observar que era posible alinear secuencias ARNm de ocho especies 
pertenecientes a diferentes Clases de vertebrados (no mamíferos) (Ver figura 3) 

que se listan a continuación en la Tabla 4.  
 
Tabla 4. Especies con reporte en el GeneBank de presencia de Metalotioneina y con 
mayor grado de similitud entre secuencias según alineamiento hechos por ClustalW 
(MEGA5.2). Estas especies pertenecientes a diferentes clases de vertebrados (No 

mamíferos) fueron empleadas para diseñar los cebadores degenerados que se usaron en 
los procedimientos posteriores de RT-PCR Y PCR para aislar el ADNc de Metalotioneina. 

 
NOMBRE 

CIENTÍFICO 

NOMBRE COMÚN CLASE 

 

CÓDIGO GENEBANK 

Xenopus tropicalis Xenopus tropicalis Anfibio NM001171679 

Xenopus laevis Xenopus laevis Anfibio  NM001087573 

Ambystoma 
mexicanum 

Axolote Anfibio AF008583 

Phasianus colchicus Faisán común  Ave X62510 

Larus crassirostris Gaviota colinegra Ave JQ267799 

Limosa limosa Aguja colinegra Ave  JN205794 

Gallus gallus Gallo Ave  NM205275 

Anas platyrhynchos Pato azulón Ave  APU34231 

 
 

 
 

http://dousta.umsl.edu/cgi-bin/primaclade.cgi
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Figura 3. Pantallazo del alineamiento hecho mediante ClustalW (Mega5.2) de 
secuencias de metalotioneinas. Este análisis se hizo con base en ocho diferentes 

organismos vertebrados (No mamíferos) empleados para el diseño de cebadores 
degenerados.    

 
De este análisis, el programa PRIMACLADE arrojó un total de 3 pares (Forward y 

Reverse) de secuencias “cebadoras”, las cuales se enviaron a sintetizar a la casa 
comercial Integrated DNA technologies (IDT; http://www.idtdna.com/sit). La Tabla 
5 muestra las secuencias de los cebadores  con sus  respectivas características 

que se tuvieron en cuenta para las reacciones de PCR. 
 
Tabla 5. Lista de Cebadores obtenidos mediante el uso del programa PRIMACLADE 

El programa fue configurado para que escogiera secuencias de oligos con temperaturas 
de melting entre el rango de 55 a 65 °C y una longitud en secuencia de bases mayor a 18 
bases.  En esta tabla se exponen las secuencias con contenido %GC más alto y que al 
ser buscadas empleando la herramienta BLASTN (NCBI), esta arrojó similitud de  
secuencias de  metalotioneinas reportadas. La sustituciones para el diseño óptimo de los 
cebadores (oligos) se da como sigue R = A, G; Y = C,T. 
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). 

 
NOMBRE DEL 
CEBADOR 

SECUENCIA DEL CEBADOR 
SENTIDO (5´       3´) 

Tm(°C) %GC LONGITUD 
(pb) 

DG1Forward AARAGYTGCTGYTCCTGCTG 60.87 55 20 

DG1Reverse CAGCAGGARCAGCARCTYTT 60.87 55 20 

DG2Forward ARAGYTGCTGYTCCTGCTG 59.46 57.89 19 

DG2Reverse CAGCAGGARCAGCARCTYT 59.46 57.89 19 

DG3Forward AGYTGCTGYTCCTGCTGY 60.46 61.11 18 

DG3Reverse RCAGCAGGARCAGCARCT 60.46 61.11 18 

6.3.2 AMPLIFICACIÓN DEL  ADNc  TOTAL O PARCIAL DE METALOTIONEINA 
A PARTIR DE TEJIDO HEPÁTICO DE E. jonhstonei. 

Como ya se mencionó previamente en la metodología, se empleó el método de 
RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) para obtener la 

secuencia de ADNc total o  parcial de la Metalotioneina a partir del tejido hepático 
extraído.  
 

Como primera reacción se generó la primera cadena de ADNc mediante el buffer 
AMV, enzima AMV  provenientes del Kit Access RT-PCR System (Promega 

#1250) y el oligo Poly-dT (IDT) bajo una temperatura de 45°C durante 1 hora y 
94°C por 2 minutos para desactivar la enzima Transcriptasa reversa AMV, 
posteriormente se agregaron los reactivos para un PCR que  generará copias del 

ADNc generado en la primera reacción.   
 

Algunas de las reacciones de transcripción reversa para obtener la cadena simple 
se hicieron con el cebador poly dT mientras otras tres reacciones se hicieron con 

http://www.idtdna.com/sit
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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los cebadores DG1R, DG2R y DG3R (Ver Figura 4).  Estas reacciones generaron 

plantillas que luego fueron usadas para las reacciones de PCR empleando 
combinaciones de los cebadores degenerados y cuyas combinaciones dan un total 

de 18 reacciones independientes.  Estas reacciones se hicieron empleando la 
enzima TaKaRa, siguiendo las instrucciones del fabricante y empleando el buffer 
GC. 

El estado del Kit de RT-PCR fue probado empleando los controles ofertados en el 
kit.   
  
  

 
Figura 4.  Diagrama del diseño del experimento realizado para las reacciones de RT- 
PCR y PCR. Estas reacciones involucraron todas las combinaciones posibles entre los 
cebadores forward y reverse diseñados para aislar el ADNc de Metalotioneina. 
 
  

Luego de realizar las diferentes reacciones de PCR, se verificaron mediante 
electroforesis en geles de agarosa y se escogieron las reacciones que generaron 
amplicones que cumplieran dos condiciones: 1) Que mostraran una “banda” de 

alta intensidad (patrón no degradado, ni difuso) y 2)  que el tamaño del amplicón 
esté lo más cercano posible al peso molecular esperado (aprox. 100pb).  

 
De todos los intentos, reacciones y combinaciones de cebadores documentados 
en geles se hizo un total de 18 reacciones de PCR, y se triplicaron variando entre 

ellas temperatura de hibridización (annealing) para un total de 54 reacciones. 
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Los parámetros de las reacciones de PCR adaptados a las sugerencias del Kit La 

TAQ TaKaRa (para todas las combinaciones de cebadores y plantillas ADNc de 
cadena simple) se exponen en la Tabla 6, la temperatura de anidamiento de los 

cebadores fue variable en diferentes reacciones, de la cual a 61°C se observo 
mayor visibilidad de amplicones.   
 

 
 
Tabla 6.  Programa de ciclado empleado en las reacciones de PCR con los cebadores 
DG2F-DG1R y DG3F-DG1R.  
 

ETAPA TEMPERATURA (°C) DURACIÓN (min) N° Ciclos 

Desnaturalización ADNc 94 3 1 

Desnaturalización ADNc 94 0.5 40 

Anillamiento de cebadores al ADNc 61 0.5 40 

Extensión LA TAQ  TaKaRa 72 2 40 

Extensión LA TAQ  TaKaRa 72 3 1 

Preservación de la Reacción 4 Infinito 1 

 
Muy pocas reacciones de PCR mostraron bandas (posibles amplicones difusos).  
Solo una reacción mostró una banda que se seleccionó para ser sometida a 

secuenciación (ver figura 5).  Esta banda fue obtenida al hacer transcripción 
reversa empleando Poly dT y una PCR posterior empleando los cebadores  DG2F 

y DG1R que cumplía las condiciones esperadas de forma visible (Ver figura 5b 
pozo 5). 
 

 
Figura 5. Ejemplos de electroforesis de PCR obtenidas al realizar combinaciones con los 

cebadores diseñados. Los geles se hicieron al 3% de agarosa con tinción de bromuro de 
etidio.  En la figura 5a, los pozos 1 y 6 representan el marcador de peso molecular 100 pb 
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(Promega).  Los otros pozos no muestran bandas (amplicones) que sigan los parámetros 
de selección de amplicones candidatos para secuenciación.  En contraste el gel mostrado 
en la figura b)  pozo 5 muestra una banda nítida entre 100 y 200 pb.  Este amplicón fue 
elegido para ser secuenciado.  
 

El amplicón obtenido fue aislado del gel (cortándolo con bisturí), y fue purificado 
mediante el kit de purificación (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.  

Promega) y fue enviado al servicio de secuenciación de la empresa 
MACROGENusa (http://www.macrogenusa.com/service/standard/standardseq.jsp)  
 

La secuencia obtenida presentó una longitud de 40 bases, de las cuales 15 dan 
lectura ilegible (N) y la secuencia legible obtenida presenta una longitud de 25 

bases (ver figura 6).  Al someter la secuencia a un análisis Blastn (en línea), las 
secuencias similares no correspondieron a metalotioneinas sugiriendo la 
inespecificidad de la reacción (ver figura 7). 

 

 
 

http://www.macrogenusa.com/service/standard/standardseq.jsp
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Figura 6. Pantallazo del resultado de la secuenciación realizada por la empresa 

MACROGENusa. La secuencia obtenida es altamente inespecífica. Dicho resultado no 
sugiere similitud con el ADNc de la proteína Metalotioneina.  

 

 
Figura 7. Pantallazo de la búsqueda y alineamiento de BLASTN para la secuencia 

obtenida mediante RT-PCR Y PCR. Este análisis arrojó que la secuencia no corresponde 
a metalotioneina y presenta gran similitud con secuencias que codifican para otro tipo de 
moléculas (canales de potasio, receptores, etc.) diferentes a la de interés (Metalotioneina).   
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7. DISCUSIÓN 

Los organismos objeto de estudio fueron de fácil de consecución, manejo  y 
disección, debido a que se trata de una especie ampliamente distribuida sobre los 

lugares entre los 0-1200 msnm y entre ello se encuentra la ciudad de Cali. 
Además, las implicaciones sobre la dinámica ecológica se ven negativamente 
poco afectadas, ya que se trata de una especie invasora que ha colonizado, 

perturbado la barrera geográfica y actualmente es una amenaza para la dinámica 
poblacional de las especies nativas y en general para los ecosistemas. Todo esto 

conlleva a que la utilidad  de este anuro beneficia tanto la dinámica biológica como 
la facilidad de obtención de los especímenes y  de legalidad ética para los estudios 
realizados. 

 
Al determinar las zonas de muestreo, se tuvo en cuenta condiciones que 

permitieran y facilitaran el acceso a la zona y no implicase riesgo para el 
investigador interesado u personal quien muestrea el lugar. Los cuatro sitios 
escogidos además de cumplir con las exigencias de seguridad y fácil muestreo, se 

emplearon pensando en  aumentar así la probabilidad de obtener especímenes de 
nuestro interés cuya exposición a ambientes perturbados es alta y por ende, existe 

gran probabilidad que aquellos individuos por presión ambiental, modifican su 
expresión genética para  contrarrestar trazas de metales pesados, atraves de la 
expresión del gen de la  metalotioneina.  También, al realizar los procedimientos 

siguientes se garantizó con dicho muestreo que hubo un pool de genes que 
aumentan la probabilidad de encontrar polimorfismos en la proteína (solo sí se 

halla que se expresa). 
 
Los hígados de Eleutherodactylus johnstonei presentaron pesos entre 4,3 y 47 mg.  

Todos estos hígados fueron macerados siguiendo las condiciones del kit de 
extracción de ARN total de Qiagen.  El peso total de hígados sugirió un cálculo 

para emplear tres columnas, pero para esto el peso total se dividió en tres y se 
establecieron los procedimientos para tres extracciones empleando el kit.  Los 
resultados de extracción mostraron un aislamiento de ARNm con eficiencias 

(cosechas) comprendidas entre 39,6 a 134,6 ng/uL.  Las pruebas 
espectrofotométricas de la relación de lectura a longitudes de onda 260/280  

sugieren alta pureza dado que las lecturas de la relación de absorbancia 
mostraron un rango entre 1,9 y 2 siendo 2 la lectura sugerida como altamente 
pura.  Todo esto se logró gracias al establecimiento y metodologías de extracción 

de ARN.   
 

Las muestras de ARN total aisladas del hígado de la rana Eleutherodactylus 
johnstonei  permitieron obtener ARN estable, dado que al correr las muestras en 
geles desnaturalizados de Agarosa 1% con formaldehido como agente 

desnaturalizante (que permite suprimir la estructura terciaria de los ARN) 
permitieron observar las dos bandas que son características de los ARN 
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ribosomales (más abundantes).  Se sabe mediante esta prueba que la estabilidad 

de estos ARNr sugiere la estabilidad de los ARNm y ARNt.  

La metodología empleada para la extracción del ARN total fue basada en múltiples 

precauciones que se deben tener en cuenta, ya que el éxito de cualquier 
extracción de RNA es totalmente dependiente de la eliminación de toda posible 
contaminación de ribonucleasas (RNAsas) que degradan el RNA durante y 

después de la extracción, provocando bajos rendimientos de RNA de longitud 
completa. Las ribonucleasas son enzimas muy resistentes y de gran actividad 

catalítica: a) son marcadamente resistentes al calor, manteniendo incluso una 
considerable actividad tras un ligero calentamiento; b) son activas dentro de un 
amplio rango de pH; c) usualmente no requieren cofactores para su actividad; c) 

algunas, como las RNAsas pancreáticas, se renaturalizan fácilmente después de 
un tratamiento con agentes desnaturalizantes (p. ej., urea) (Hernández. A, 1995). 

 
Es importante nombrar que el contenido de RNAsas endógenas varía con el tejido 
que se estudia: páncreas y bazo son tejidos con muy altos contenidos de RNasas, 

mientras que riñón, hígado e intestino tienen niveles menores, aunque no 
despreciables. Un problema adicional es que el contenido de mRNA en cualquier 

tejido es muy bajo: una célula típica de mamífero contiene aproximadamente 10 -
5ug de RNA total, del que tan sólo 1-5 % corresponde a mRNA. De ese mRNA, 
aproximadamente el 50 % lo constituyen clases de mensajeros presentes en un 

número de copias < 10 por célula 1. Por esta razón, una pequeña contaminación 
de RNasas, tanto endógena (del propio tejido) como exógena (del material 

utilizado, soluciones, manos, polvo, etc.), puede suponer un problema serio, por lo 
cual se deben tomar algunas precauciones (Sambrook, 2001). 
 

A diferencia del DNA, el RNA es muy inestable una vez obtenido el tejido, por la 
presencia de las RNasas celulares. Por ello resulta crítica la congelación del tejido 

o su rápida homogeneización en la solución desnaturalizante. Una fuente 
potencialmente grande de contaminación con RNasas son las manos del 
investigador por las células epidérmicas que se liberan continuamente. Es por ello 

obligado el uso de guantes tanto al realizar la extracción como al preparar las 
soluciones. De fundamental importancia para una extracción de RNA intacto con 

éxito es la ejecución de todas las fases tan rápidamente como sea posible, ya que 
esto elimina riesgos de contaminación. Los recipientes a utilizar deben ser de 
plástico y estériles, y si se quiere trabajar con recipientes de cristal es necesario 

calentarlos a 250º C durante 24 horas o más (ni siquiera el autoclavado nos 
garantiza la inactivación de ribonucleasas). 

 
Hay que trabajar, además, con soluciones libres de RNasas contaminantes, y esto 
se consigue tratándolas previamente con DEPC. El DEPC (Dietilpirocarbonato) es 

un agente alquilante que reacciona covalentemente y de modo inespecífico con 
las proteínas, pero es muy reactivo con los sitios activos de las RNasas, 
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inactivándolas muy eficaz, aunque no absolutamente (Hernández. A, 1995). 

 
En cuanto a las secuencias escogidas para el diseño de los cebadores 

degenerados, fueron de tres anfibios y cinco aves debido a que alineamientos 
preliminares con tan solo las secuencias de anfibios no permitían obtener 
secuencias de cebadores óptimos para el desarrollo del trabajo.  Al agregar las 

aves (en ausencia de reptiles), el alineamiento permitió que al someter las 
secuencias el programa de diseño de cebadores PRIMACLADE, este si arrojara 

secuencias de cebadores.  Idealmente se esperaba que los cebadores fueran 
exclusivamente de anfibios pero con tan pocas secuencias reportadas se presentó 
el problema de diseño. 

 
El alineamiento de ocho secuencias de metalotioneinas de vertebrados, permitió 

que mediante el programa PRIMACLADE se obtuvieran 14 pares de cebadores 
pero de estos solo tres pares sugerían parecerse a las secuencias Metalotioneina 
(por búsqueda Blastn).  Esta estrategia es la estrategia más económica usada en 

las técnicas de clonación, amplificación de secuencias y aislamiento de genes 
cuyas secuencias son desconocidas, pero no son absolutamente eficientes en 

todos los casos.   
 
Las reacciones de transcripción reversa y reacción en cadena de polimerasa (RT-

PCR) hechas en este trabajo sumaron un total de 54 reacciones en las que se 
emplearon combinaciones con los cebadores degenerados diseñados para 

metalotioneina.  Al verificar las reacciones de PCR mediante geles de agarosa se 
evidenció que no se produjeron (amplicones) bandas bien definidas exceptuando 
para la reacción en la que se el ADNc se hizo empleando el cebador Poly dT, cuyo 

producto, posteriormente fue amplificado por PCR empleando los cebadores 
DG2F y DG1R.  El producto obtenido se envió a secuenciar  con el primer DG1R y 

la secuencia reportada presentó una longitud de 44 bases de los cuales 25 bases 
fueron legibles por el sistema de secuenciación mientras que 19 bases fueron 
ilegibles.  Este resultado probablemente se debió al proceso de manipulación y 

purificación de la muestra a partir del gel.  Por lo general se sugiere en estos 
casos, tomar el producto de PCR, vectorizarlo, transformar bacterias competentes 

para reproducirlas (multiplicar) y  luego aislar los plásmidos para ser enviados a 
secuenciación.  De esta forma se obtienen lecturas de secuenciación más largas y 
sin caída de la lectura por parte del sistema de secuenciación. El proyecto 

finalmente no optó por  realizar esta vía debido a que no se había planteado al 
inicio del proceso de investigación pues la vía escogida da buenos resultados 

cuando las reacciones con los cebadores son muy específicas. 
 
De la lectura de la secuencia obtenida (25 bases) al someterla a una búsqueda 

Blastn, esta no mostró similitud con Metalotioneinas, pero al observar las cinco 
secuencias iniciales similares arrojadas por la búsqueda Blastn, la secuencia 

mostró similitud con: El receptor ionotrópico 5HT (serotonina) de cabra (Capra 
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hircus),  Proteína activadora GTPasa de los peces Pundamilia nyererei y 

Orechromis niloticus.  
 

Teniendo en cuenta que la evidencia de extracción de ARN fue exitosa pero la 
secuencia obtenida fue producto de una reacción inespecífica, se sugiere que para 
aislar la secuencia ADNc que codifica para metalotioneina, se debe modificar las 

reacciones RT-PCR para incrementar la posibilidad de hibridización de los 
cebadores diseñados y los ADNc (si este fuere el caso).  Esto se puede lograr con 

técnicas como PCR en gradiente o Touch down PCR. La otra opción es la de 
rediseñar los cebadores (aunque el tamizaje digital sugiere que las secuencias de 
estos hibridizan altamente con secuencias de  Metalotioneinas).   
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8. CONCLUSIONES  

 
Se estableció una metodología que permite el aislamiento del  ADNc de la 

proteína hepática metalotioneina, la cual involucro desde un análisis y 
planteamiento de las zonas y sitios de muestreos, la elección y captura de los 
especímenes, la extracción de ARN;  pero requiere del análisis más riguroso de  

termodinámica de las reacciones de RT-PCR y PCR para obtener el patrón de 
amplificado específico. 

 
La secuencia obtenida mediante transcripción reversa (con el cebador Poli dT y 
los cebadores diseñados DG2F y DG1R)  y enviada al servicio de secuenciación 

no sugiere la ausencia de proteína metalotioneina, existe probabilidad de que el 
aislamiento de dicha secuencia cuenta con una alta astricción ya que dentro de la 

región conservada (zona sobre la que se diseñaron los cebadores) el porcentaje 
de GC es alto y pudo ocasionar interferencia en el anidamiento con los cebadores, 
una alternativa que permite el análisis y la estandarización rigurosa de dicho 

problema termodinámico en las reacciones, puede ser el empleo de técnicas como 
PCR touch down y PCR en gradiente.  

 
La metodología empleada para el aislamiento del amplicón no fue eficiente, debido 
a que al ser eluido del gel dicho amplicón, hay un alto grado de interferencia 

ocasionado por la agarosa la cual en dichos procedimiento nunca es totalmente 
eliminada del producto de PCR, y al utilizar esta en alta concentración (nuestro 

caso 3%) la limpieza es menos eficiente creando dificultad al detectar las 
secuencias, con un marco de lectura corto e inespecífico que dificultad al 
investigador hacer el análisis. 
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9. RECOMENDACIONES 

Se recomienda realizar nuevas reacciones de RT-PCR  que permitan establecer 
con mayor claridad la termodinámica de las reacciones, tales como PCR en 

gradiente, o PCR touch Down; optimizando así las temperaturas de anidamiento y 
el tiempo de reacción; además de los costos de las reacciones y el tiempo 
empleado por el investigador.  

 
También se sugiere que de encontrar amplicones con las características 

esperadas, estos sean seleccionados vía librería de clones, introduciendo estos en  
vectores de clonación, para luego aislar las colonias de bacterias transformadas, 
que sean candidatas a tener el amplicón.  Estas se hacen  crecer en población y 

se lisan para obtener el plásmido con el amplicón.  Como se dijo antes, esta 
técnica permite mejores lecturas durante la secuenciación, por que se discrimina la 

interferencia de otras secuencias amplificadas que puedan interferir con la 
reacción de secuenciación.  Además, permite que por cada copia que se inserte 
en una célula competente, se aumenten las probabilidades de encontrar 

polimorfismos de la secuencia de interés. 
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ANEXOS 

 
ANEXO 1 

 
MATRIZ DE MARCO LÓGICO 

Objetivo General: Aislar total o parcialmente la secuencia ADN complementaria 

de la proteína hepática Metalotioneina  en muestras de Eleutherodactylus 

johnstonei.  
 
Objetivos 
Especifico 

Actividad Indicadores Supuestos 

Establecer una 
metodología que 
permita aislar la 

secuencia parcial 
o total de ADN 

complementaria 
de la proteína 
hepática 

Metalotioneina  en 
muestras de 

Eleutherodactylus 
johnstonei. 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

Establecer una 
superficie 
estéril y una 

estructura 
cerrada para 

disección del 
organismo 
objeto de 

estudio.  
 

Diseño de 
primers 
complementari

os a la 
secuencia del 

gen MT en 
anfibios. 
 

 
 
 

 
 

 
Extracción de 
ARNm a partir 

de tejido 
hepático de 

anfibios. 
 
 

 
 

Establecimiento de 
una cámara de 
disección sencilla 

pero estéril 
 

 
 
 

 
 

Primers 
degenerados 
diseñados y 

tamizados In-Sílico 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
La visualización 
(en gel de 

agarosa, 
desnaturalizante) 

de las dos bandas 
de ARN. 

 

 
 

Genebank es una 
fuente fiable para la 
evaluación  de las 

secuencias. 
 

 
 
 

 
Las secuencias 

escogidas tienen 
pocos contenidos 
de CG. 

La longitud de la 
secuencia escogida 

es suficientemente  
de tal manera que la 
probabilidad de 

anillamiento con 
una secuencia 
diferente a la de 

nuestro interés sea 
muy baja. 

 
Las biopsias de 
tejido hepático se 

preservaron 
correctamente.  

 
El  laboratorio 
cuenta con 

equipamiento que 
garantiza que las 
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Secuenciación del 

amplicón positivo 
obtenido del 
anfibio objeto de 

estudio y su 
análisis 

comparativo In-
sílico de esta 
nueva secuencia 

con otras 
secuencias de 

anfibios 
reportadas en 
bancos de genes.  

 

 
 

 
 

 
 
Realizar  

transcripción 
reversa 

(RNAm-cDNA) 
de las 
extracciones 

de ARNm 
obtenida. 

 
 
 

Secuenciación 
de las 

regiones 
amplificadas 
en el 

laboratorio. 
 

 
 
 

 
 

 
Alineación de 
las secuencias 

reportadas en 
el  GeneBank 

y las halladas 
en el 
laboratorio. 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
Amplificación 

exitosa de la 
secuencia de 

interés (gen MT), 
visualización en el 
gel de agarosa de 

bandas en el 
tamaño de 

amplicón 
esperado. 
 

Las secuencias 
obtenidas sugieren 

secuencias 
homólogas en los 
bancos de genes 

de anfibios y que 
coincidan en 

similitud con 
secuencias del 
gen MT de 

anfibios. 
 

 
La secuencia 
obtenida 

corresponde a 
secuencia parcial 

o total de la MT en 
E.jonhstonei. 
 

Identificación de 
sustituciones, 

modificación de 
residuos, entre 
otras; causantes 

de las variaciones 
encontradas en las 

condiciones 
climáticas de las 

muestras, se 
mantendrán pese 

algún percance 
 
El marcador 

molecular escogido 
es lo 

suficientemente 
polimórfico para 
detectar la 

secuencia de 
interés. 

 
 
 

Las muestras 
enviadas para la 

secuenciación se 
preservaron  
correctamente. 

 
 

 
 
 

 
 

 
El estudiante 
maneja 

correctamente los 
programas que 

realizan la 
alineación. 
 

El estudiante 
conoce e interpreta 

bien los resultados 
que arrojan los 
programas digitales. 
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secuencias del 
gen MT en 

anfibios. 
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ANEXO 2 

IMPACTO AMBIENTAL 

 

El estudio genético de la proteína hepática Metalotioneina en la especie 
Eleutherodactylus  johnstonei, contribuiría a entender y estudiar el efecto de los  
metales pesados sobre el ambiente, sobre especies de flora, fauna y sobre el 

hombre. Principalmente generará nuevos horizontes en estudios donde se 
investiguen los niveles contaminación de estos metales, ya que la especie de 

estudio podrá utilizarse como bioindicador. También, conocer la secuencia de la 
proteína MT proporcionará información crítica acerca del polimorfismo, el cual, tras 
su análisis se deduciría, si su adquisición ocurrió como un evento para mejorar su 

función o por el contrario indicará que se trato de una delección y como respuesta  
hubo una disminución de la función de la MT en los organismos. Las alineaciones 

y estudios comparativos con las especies cercanas, darán indicios acerca de cuál 
fue el efecto evolutivo entre diferentes grupos taxonómicos o si por el contrario 
este gen es totalmente conservado entre las especies de estudios comparadas y 

se encuentra bajo selección natural. 
 

El impacto ambiental que genera este proyecto, no cambia las dinámicas 
ecológicas de los ecosistemas, ya que la especie de estudio corresponde a una 
especie ampliamente distribuida en toda Colombia y corresponde a una especie 

de carácter invasor, es decir, que su presencia está generando el desplazamiento 
de las especies nativas. En el caso de los reactivos utilizados dentro del 

laboratorio, aquellos que tienen un grado de exposición tóxico; mientras se 
empleen en prácticas, se dispondrá de los elementos indispensables para la 
bioseguridad como son guantes, gafas, batas de laboratorio y el uso adecuado de 

los sistemas de desechos dentro de los laboratorios y ventilación. 
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ANEXO 3 

 
CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 

 
 
Tiempo  (Mes/Año) 

2012 2013 2013 2013 2013 2013 2013 2013 2013 2013 2013

Actividades Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Agost Sept Oct

Búsqueda  

bibliográficas 

X X X X X X X X X X X

Permisos

Establecimiento del

laboratorio

X X X X X X X

Muestreo de ranas X X X X

Diseño de primers X

Aislamiento del

ARNm

X X

Transcripción 

reversa

X X

PCR y obtención de

amplicones.

X X

Secuenciación X

Bioinformatica 

analítica de las

secuencias 

obtenidas

X

Entrega del informe

final

X

X XX X X X X X
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ANEXO 4 

PRESUPUESTO DEL PROYECTO 

  

  Presupuesto    $ (Peso Colombiano) 

Costos Operacionales Costo unitario Cantidad Total 

Reactivos 3800000 N.A. 3800000 

Servicio de secuenciación 2000000 N.A. 2000000 

Servicio de síntesis de primers 400000 N.A. 400000 

Equipos 109000000 N.A. 109000000 

Otros 300000 N.A. 300000 
Subtotal 115500000 N.A. 115500000 

    

Costos administrativos  Costo unitario Cantidad Total 

Administración del proyecto 1155000 N.A. 1155000 

    

Costo total     116655000 

N.A.=No aplica por cálculo neto. 
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ANEXO 5 

Aprobación DAGMA 
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Aprobación DAGMA 
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ANEXO 6. APROBACIÓN COMITÉ DE ETICA CIECUAE- UNIVERSIDAD 

ICESI 
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ANEXO 7 

 
PANTALLAZO POE: Sacrificio y disección de Eleutherodactylus 

johnstonei.  
 
 

 

 
 

 
 
 

 
 



58 
 

 

 
ANEXO 8 

 
PANTALLAZO POE: Captura y mantenimiento en cautiverio de 
Eleutherodactylus johnstonei. 

 
 

 

 
 


