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1.-Resumen 
 

El erizo chileno es considerado una de las especies con mayor potencial para 

diversificar la industria acuícola en Chile, representando un 21% de la exportación de 

invertebrados marinos, debido a su alto valor comercial y gran demanda desde el 

mercado europeo y asiático. Actualmente las investigaciones se han basado 

principalmente en mejorar el crecimiento y desove de este invertebrado. En el año 2017 

se logró secuenciar su transcriptoma, a partir del cual se ha logrado identificar una 

importante cantidad de genes relacionados al sistema inmune, principalmente 

receptores tipo Toll (TLR). En las distintas especies de erizos de mar, los TLRs están 

codificados por una gran familia multigénica compuesta por 60-250 genes en diferentes 

especies. En este estudio se describen 4 TLRs, los cuales fueron evaluados filogenética 

y transcripcionalmente, a través del estímulo con dos PAMPs (patrones moleculares 

asociados a patógenos): LPS y Poly I:C. El análisis filogenético se realizó comparando 

estas secuencias con los de TLRs de diferentes clases de vertebrados e invertebrados. 

Este análisis confirmó la conservación de las secuencias utilizadas en todas las 

especies. El análisis transcriptómico con Poly I:C, un análogo sintético al dsARN viral, 

generó un incremento en la expresión tiempo dependiente de tlr3, tlr4, tlr6 y ltr8 

detectada mediante qPCR. En cambio, el estímulo con LPS, un componente de las 

bacterias Gram negativas, presentó una inducción en la expresión a las 4 horas 

únicamente en tlr4, sin afectar significativamente el nivel de transcrito de tlr3, tlr6 y tlr8. 

El estudio de los TLRs en erizo de mar puede proporcionar nuevas perspectivas de la 

función de estos en el sistema inmune de invertebrados. 
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2.- Introducción  
 

2.1.- El erizo chileno y su importancia para la economía nacional. 
 

El erizo chileno (Loxechinus albus. Molina, 1782) es el equinodermo de mayor 

valor comercial en Chile, aportando el 21% de la producción nacional de invertebrados 

marinos (Aduana, 2016). Esta especie se distribuye a lo largo de toda la costa chilena, 

desde Arica (18°S) hasta tierra del Fuego (55°S) en la región de Magallanes (XII 

Región) habitando hasta los 106 metros de profundidad (Oyarzún et al., 1999; Moreno y 

Molinet 2013). Su alimentación se basa en diferentes especies de algas, por lo cual se 

considera una especie generalista (Castilla & Moreno 1982).  

En la actualidad, la cosecha de L. albus (que data de hace 10.000 años) se 

realiza desde bancos naturales ubicados en las costas de Chile principalmente desde la 

zona sur del país (Regiones de los Lagos, Aysén y Magallanes) y está permitida sólo 

entre los meses de marzo y septiembre. La mayoría de L.albus es exportado a Japón, y 

una mínima parte (aproximadamente 5%) es comercializado localmente. La alta 

demanda de L. albus lo ha convertido en la especie de erizo más extraída a nivel 

mundial y principal constituyente de la pesquería bentónica en Chile (Bustos & Olave., 

2001). Desde 1976 ha aumentado su captura, llegando a un máximo de 60.166 

toneladas en 2002 (IFOP 2017).  

A partir de la necesidad de diversificar la acuicultura chilena, debido a la 

dependencia de la salmonicultura y considerando los grandes problemas que afectan a 

esta industria en la actualidad, es que se ha impulsado la investigación en el erizo 

chileno, la cual se ha basado mayoritariamente en mejorar la actividad económica 

relacionada a su distribución, reproducción, desarrollo de estados larvales y la 

extracción de este (Olave et al., 2001). Sin embargo, a la fecha no existen estudios 

relacionados a su resistencia a patógenos y caracterización de su respuesta 

inmunológica frente a infecciones. Además, tomando como antecedente la devastación 

del erizo negro (Diadema antillarum) en el pacífico norte durante el año 1983 por parte 

de un patógeno, desconocido hasta la fecha (Edmunds et al., 2001), es de vital 

importancia el estudio del sistema inmune del erizo chileno. 
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2.2.- Sistema inmune de equinodermos 

 
El sistema inmune es el conjunto de estructuras y procesos biológicos en un 

organismo que le permiten mantener la homeostasis o equilibrio interno ante sustancias 

extrañas, identificadas como “no propio”, ya sea microbiológicas (virus, bacterias, 

hongos, protozoos y parásitos multicelulares) o contra macromoléculas (proteínas y 

polisacáridos), sin implicar una consecuencia patológica de tal reacción (Abbas et al., 

2001). La respuesta inmunitaria comienza con el reconocimiento del patógeno o 

material extraño y termina con el desarrollo de un mecanismo capaz de eliminarlo (Male 

et al., 2007). Existe una gran diversidad de agentes infecciosos, requiriendo una gran 

diversidad de respuestas para poder combatir cada tipo de infección (Male et al., 2007).

 La respuesta inmunitaria puede ser dividida en dos categorías: Respuesta 

inmune innata (natural o inespecífica) y Respuesta inmune adaptativa (adquirida o 

específica), ambas se diferencian en la especificidad y el tiempo que tardan en provocar 

su efecto. 

 La respuesta innata no se modifica tras la exposición reiterada a un determinado 

patógeno, sin embargo, constituye la primera línea de defensa que controla los 

primeros pasos de la respuesta inmune, está conformada por barreras físicas, células 

fagocíticas, eosinófilos, células citotóxicas naturales (NK) y diversas moléculas que 

circulan en la sangre (complemento y proteínas de la fase aguda) (Male y Roitt., 1996; 

Abbas et al., 2001). Es capaz de discriminar entre una variedad de patógenos y lo 

propio, deduciéndose que no es completamente inespecífica como se pensaba 

(Randon-Barragan, 2009).  

Por su parte, la respuesta adaptativa, responde de manera específica a cada patógeno 

siendo más lenta en su desarrollo, además posee la capacidad de crear memoria 

inmunológica (Rubio-Godoy, 2010). En resumen, las dos características claves de la 

respuesta adaptativa son especificidad y memoria (Male et al, 1996). 
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Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata son los 

primeros en efectuar una respuesta contra infecciones. Las respuestas adaptativas se inician 

después y consisten en la activación de linfocitos. Abas. K.A., 2012.  

 

Respecto al sistema inmune de invertebrados marinos, este se ha descrito como 

exclusivamente innato (Smith et al., 2006). Los principales componentes del Sistema 

inmune innato corresponden a los receptores de reconocimiento de patrones (Pattern 

Recognition Receptors o PRRs) que están encargados del reconocimiento de patrones 

moleculares asociados a patógenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) 

(Duez et al., 2006). De particular interés son los PRRs encargados de activar vías de 

transducción intracelulares o señalizadores, que conducen a la expresión de una 

variedad de genes de la respuesta inmune, incluyendo citoquinas pro-inflamatorias 

(Medzhitov et al., 2000). 

A pesar de no existir estudios en el sistema inmune de erizo chileno, si existe 

una gran cantidad de estudios en S.purpuratus, L.variegatus, P.lividus, entre otros. Los 

cuales han aportado gran cantidad de datos para el entendimiento del sistema inmune 

innato en general.  
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Durante muchos años se pensó que los invertebrados no poseían un sistema 

inmune reconocible, pensamiento que no compartía Elie Metchnikoff, quien en el año 

1893 fue el primero en demostrar la encapsulación celular de un cuerpo extraño 

insertado en un invertebrado ( Metchnikoff 1893), en donde observó que al introducir 

una espina de rosal en la cavidad celómica de la estrella, esta era atacada por células 

móviles que se acercaban a la espina e intentaban defender a la larva mediante la 

fagocitosis del invasor (Beck y Habicht., 1996). De ahí en adelante Metchnikoff inició el 

estudio de la Teoría Fagocítica en inmunología celular, definiendo la fagocitosis como 

“un mecanismo por el cual las células tienen la capacidad de absorber partículas 

alimenticias”. Sin embargo, no fue hasta setenta años después que Hildemann y sus 

colegas demostraron la capacidad de varias especies de equinodermos para diferenciar 

lo propio de tejido no propio, a través de estudios de rechazo de aloinjerto (Hildemann y 

Dix, 1972, Karp y Hildemann, 1976). Estas observaciones iniciales se ampliaron en 

estudios de erizos de mar como en Lytechinus pictus y Strongylocentrotus purpuratus, 

en los que se definió la naturaleza no específica de la respuesta inmune innata de los 

erizos de mar (Coffaro y Hinegardner, 1977; Coffaro, 1979, 1980; Smith y Davidson 

1992). 

Estos y otros estudios identificaron las células del sistema circulatorio abierto en 

los equinodermos adultos, los celomocitos, como los principales efectores de las 

respuestas de defensa y como los principales mediadores del rechazo de aloinjertos 

(Hildemann y Dix, 1972; Coffaro y Hinegardner, 1977), respuesta a lesión o infección y 

eliminación de sustancias extrañas (Reinisch y Bang, 1971; Bertheussen, 1981; Yui y 

Bayne, 1983; Plytycz y Seljelid, 1993).  

Actualmente los celomocitos se consideran el principal componente del sistema 

inmune de los invertebrados marinos (Liao et al., 2017). Los celomocitos comprenden 

todos los tipos celulares que circulan libremente en el fluido de la cavidad celómica de 

equinodermos. La literatura describe cuatro tipos de celomocitos: fagocitos (60-70%), 

células vibrátiles (15-20%), células esferoidales rojas (5- 10%) y células esferoidales 

incoloras (5-10%) (Johnson, 1969a; Bertheussen y Seljelid, 1978; Isaeva y Korembaum, 

1990). 
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El número de celomocitos varía entre especies y también entre individuos de la 

misma especie de acuerdo a su tamaño y condiciones fisiológicas (tabla 1) (Smith, 

1981; Laughlin, 1989; Gross et al., 1999; Arriza et al, 2013). Los fagocitos constituyen la 

mayor proporción de celomocitos que están involucrados en el rechazo de agentes 

externos, quimiotaxis, fagocitosis, encapsulación, expresión de genes inmunitarios, 

aglutinación y reacciones de agregación (Gross et al., 2000; Clow et al., 2004 y Hillier y 

Vacquier, 2003). 

Dentro de la batería de genes relacionados al desarrollo de la respuesta inmune que 

expresan los celomocitos se encuentra una gran diversidad de PRRs en particular los 

receptores tipo Toll (TLRs). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Árbol filogenético teórico sobre la evolución de la inmunidad.  

Se muestran las relaciones evolutivas teóricas de los metazoos y el surgimiento de la inmunidad 

adaptativa en conjunción con la inmunidad innata. Familias de moléculas inmunes distintas a 

Receptores de tipo Toll están marcadas en azul: Dominios de Inmunoglobulinas de tipo V y 

proteínas con dominios de unión a quitina (VCBP), Proteínas relacionadas con fibrinógeno 

(FREP). Receptores inmunes basados en recombinación indicados en verde: Receptor de 
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células T (TCR), inmunoglobulinas (Ig) y receptor de linfocitos variables (VLR). Cooper et al., 

2006. 

Tabla 1: Subpoblaciones de celomocitos de distintos tipos de erizos de mar. El rango de 

diferencia entre subpoblaciones está representado en paréntesis. (modificado de Gross et al., 

2000) 

Tipo celular Subpoblación de celomocitos (%) 

Fagocitos  76.6 (60.0-82.6) 

Células Vibrátiles 16.9 (15.0-20.0) 

Células esferoidales rojas 7.8 (1.8-16.0) 

Células esferoidales incoloras 3.7 (0.7-9.3) 

 

 

2.3.- Rol de los Receptores tipo Toll (TLRs) en la respuesta inmune innata 
 

Dentro de los PRRs destaca la familia de los Receptores de tipo Toll (Toll like 

Receptors, TLRs), homólogos a los Toll de Drosophila (Hashimoto et al., 1988), 

identificados a inicios de la década de los 90 por su papel determinante en la respuesta 

inmune contra infecciones fúngicas (West et al., 2006).  

Los TLR son los principales receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de 

la superficie celular en el reconocimiento de los componentes microbianos y la 

inducción de respuestas inmunes (Akira y Takeda, 2004). Estos receptores son 

expresados en células como: neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, células 

epiteliales mucosas, células B, células T, células trofoblásticas, plaquetas y células 

megacariocíticas (Randon-Barragan, 2009; Takano et al., 2010). También se 

encuentran en algunas células no inmunitarias como fibroblastos y células epiteliales 

(Takano et al., 2010). 

 Los TLR se encuentran en vertebrados e invertebrados (Imler et al., 2004), y son 

glicoproteínas transmembrana de tipo 1, con tamaños moleculares entre 90-115 kDa. 

Se distinguen por poseer un dominio extracelular de unión al ligando compuesta de 

repeticiones ricas en leucina (LRR), así como uno intracelular, dominio del receptor 

Toll/IL-1, llamado dominio TIR, por su homología con el dominio citoplasmático del 

receptor de IL-1 (Akira y Takeda, 2004; Takano et al., 2010).  
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  Las LRRs se encuentran en tándem y consisten entre 20-40 aminoácidos de 

largo, los que contienen una secuencia consenso de 10 aminoácido, XLXXLXLXXN, 

característica de las LRR en todos los TLR (Bell et al., 2003; Matsushima et al., 2007). 

Además de otra secuencia consenso, XɵXXɵXXXXFXXLX, que poseen algunas LRR en 

los TLR (Bell et al., 2003; Matsushima et al., 2007). Las LRRs en su conjunto forman 

una estructura tipo “herradura” para el dominio extracelular del receptor (Bell et al., 

2003). La estructura tipo herradura es característica de estos dominios, las variaciones 

en la secuencia y el largo de la inserción de las LRR generan diferentes 

conformaciones que están relacionadas con el reconocimiento especifico de los PAMPs 

(Bell et al., 2003). 

 Los ligandos para TLRs son motivos estructurales conservados de los microbios, 

denominados PAMPs, éstos incluyen lipopolisacárido (LPS), flagelina, lipoproteínas, 

glicolípidos, y los ácidos nucleicos de origen bacteriano, viral, parasitario o fúngica. En 

la Tabla 2 se muestra un resumen de los TLR que se han encontrado en mamíferos 

junto con los PAMPs que reconocen cada uno de ellos.  
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Tabla 2: TLR de mamíferos, expresión y ligados.  
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Los TLR se “activan” uniéndose a su ligando, formando dímeros entre TLRs, ya 

sean homodímero o heterodímeros. Se ha sugerido que una vez que los TLR se 

activan, desencadenan la señalización induciendo dimerización de los dominios TIR, lo 

que provee una plataforma para el reclutamiento de las proteínas adaptadoras de la 

cascada de señalización (O´neill et al., 2007; Jin et al., 2007). Este grupo de moléculas 

adaptadoras, se caracteriza por poseer un dominio TIR.  Las interacciones TIR-TIR 

entre la molécula adaptadora y el dominio intracelular del TLR desencadenan la 

cascada de señalización. Los adaptadores que se han descrito, hasta el momento, en 

mamíferos son Factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88), proteína adaptadora con 

un dominio TIR (TIRAP), adaptador con dominio TIR que induce IFN-β (TRIF), y 

molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM) (Kumar et al., 2009). El 

descubrimiento de varios adaptadores que contienen TIR, llevaron a la comprensión 

que tipos individuales de TLR reclutan distintos adaptadores citosólicos que pueden 

desencadenar respuestas específicas a microbios determinados (Akira et al, 2006; 

Kawai et al., 2010). Además, el tipo de señalización celular específicas definidas por 

sus propiedades inmunológicas pueden alterar la respuesta desencadenada por la 

señal de un mismo TLR en diferentes tipos de células (Barbalat et al., 2009). Hasta el 

momento, 11 TLRs han sido identificados en humanos y 13 en ratón los que, de 

acuerdo al patógeno que reconocen, se pueden agrupar en dos categorías: TLRs de 

PAMPs bacterianos (TLR2, 4 y 5) o virales (TLR3, 7/8 y 9), los que se localizan 

principalmente en la superficie celular o requieren su internalización a compartimientos 

endosomales, respectivamente (Miggin et al., 2006). 
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2.4.- Argumentos de la hipótesis 
 

A diferencia de los insectos y vertebrados, los TLRs en erizos de mar son 

codificados por una gran familia de multigenes. A la fecha, 68 y 253 genes de TLR han 

sido identificados en L. variegatus y S. purpuratus, respectivamente, representando un 

número 5 veces mayor a lo conocido en vertebrados (Buckley and Rast, 2012; Smith et 

al., 2006). La diversidad de secuencias entre estos genes es mayor en el ectodominio 

LRR, consistente con una diversificación asociada de especificidad de reconocimiento 

inmune (Gross, et al 1999).  

La gran cantidad de secuencias de TLRs descritas para erizos de mar (e invertebrados 

marinos en general) revelan la importancia que tienen estos receptores en el desarrollo 

de la respuesta inmune innata de estos organismos. Sin embargo, hasta la fecha no 

existen estudios que evalúen el comportamiento de los TLRs frente a diferentes PAMPs 

en el erizo chileno. Esta información resulta clave para comprender las bases 

moleculares que regulan la respuesta inmune innata de esta especie de invaluable valor 

para la economía nacional. 

 Recientemente, se obtuvo el transcriptoma correspondiente a los tejidos de 

gónada, intestino y celomocitos de erizo chileno (Antiqueo et al., 2018, en preparación). 

Análisis preliminares de este estudio revelan una gran variedad de genes putativos de 

receptores tipo Toll en esta especie. Por lo tanto, considerando el gran repertorio de 

TLRs presentes en el erizo chileno es interesante evaluar si existen diferencias 

transcripcionales de estos receptores bajo estímulos con PAMPs bacterianos (LPS) y 

virales (Poly I:C), lo que indicaría su rol diferencial durante el desarrollo de la respuesta 

inmune.  
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3.- Hipótesis 
 

LPS y Poly I:C promueven la expresión diferencial de los receptores tipo Toll 3, 4, 6 y 8 

en celomocitos del erizo chileno (Loxechinus albus). 

 

4.- Objetivo general 
 

Evaluar los patrones de expresión de receptores tipo Toll y viabilidad celular en 

celomocitos de Loxechinus albus estimulados con LPS y Poly I:C. 

 

5.- Objetivos específicos 
 

1) Identificar y caracterizar secuencias de TLRs en el transcriptoma de erizo rojo. 

 

2) Identificar filogenéticamente las diferencias evolutivas de los TLRs en erizo rojo y 

compararlos con distintas especies. 

 

3) Evaluar la respuesta transcripcional de TLRs mediante qPCR en celomocitos de 

erizo rojo estimulados con LPS y Poly I:C   
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6.- Materiales y métodos  

 

6.1.- Caracterización y análisis filogenético de TLRs.  
 

A partir del transcriptoma de Loxechinus albus (Antiqueo et al., 2018, en revisión) 

se identificaron las secuencias putativas de TLRs mediante BLASTx, utilizando un e-

value < 1x10-6. A partir de la secuencia nucleotídica de cada TLR se tradujo la 

secuencia aminoacídica correspondiente a los seis marcos de lectura utilizando la 

herramienta ExPASY – Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/). 

Posteriormente, se realizó un BLASTp contra siete especies (tabla 3) con el fin de 

identificar cuál de los marcos de lectura podría dar origen a un TLR y descartar los 

falsos positivos. 

 

Tabla 3:  Especies utilizadas para BLASTp contra contigs del transcriptoma de Loxechinus 

albus 

Nombre científico   Taxonomy ID 

Strongylocentrotus purpuratus  7668 

Danio rerio 7955 

Sus scrofa 9823 

Salmo salar    8030 

Bos Taurus 9913 

Oryctolagus cuniculus 9986 

Cyprinus carpio 7962 

Apostichopus japonicus 307972 
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Ciona intestinalis 7719 

Oncorhynchus mykiss   8022 

Mus musculus  10090 

Drosophila  7215 

Homo sapiens   9606 

  

 

A continuación, se caracterizaron los dominios del total de TLRs identificados 

utilizando la herramienta CD-search tool (https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb.cgi) 

y analizados de manera gráfica con el programa IBS (GPS, http://ibs.biocuckoo.org/). 

Luego se escogieron las cuatro secuencias candidatas que presentaron mayor 

cobertura e identidad de cada especie y estas fueron utilizadas para realizar 

alineamientos múltiples de secuencia y arboles filogenéticos (tipo neighbor-joining) 

utilizando los programas CLUSTAL W (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y 

MEGA 5.05, respectivamente. 

 

6.2.- Animales y toma de muestras  
 

  Los erizos rojos, Loxechinus albus, fueron obtenidos desde el Centro de 

Investigación Marina de Quintay (CIMARQ) de la universidad Andrés Bello, ubicado al 

sur de la región de Valparaíso, Chile (33° 13´S, 71° 38´O). Los ejemplares fueron 

alimentados con algas extraídas directamente de la costa de Quintay. 

Los experimentos se realizaron con 30 ejemplares juveniles de diámetro promedio de 

4,5 ± 0,5 cm y 35 gramos de peso promedio. Estos fueron transportados a Santiago en 

un acuario con flujo de aire constante y agua de mar filtrada y se mantuvieron en una 

incubadora a 10°C hasta su utilización. Los celomocitos fueron obtenidos mediante el 

corte de la membrana peristomal del erizo y la posterior recolección del contenido 

acuífero liberado desde la cavidad celómica. 

 

6.3.- Recolección de líquido celomico y estimulo con PAMPs 
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 Una vez obtenido el fluido celómico de todos los ejemplares, este fue dispuesto 

en un vaso precipitado haciendo un “pool” de fluido celómico de todos los ejemplares 

junto a un volumen igual de solución anticoagulante para celomocitos (20mM Tris, 0.5M 

NaCl, 70mM EDTA, pH 7.5). A continuación, se colocaron 5 ml de líquido celomico en 

placas de cultivo de 6 pocillos para ser estimulados con los PAMPs: LPS y Poly I:C, en 

concentraciones de 1µg/mL y 2 µg/mL respectivamente durante 2, 4, 8 y 12 horas. Los 

controles fueron tratados con la misma solución anticoagulante para celomocitos y 

dispuestos en placas de cultivo de 6 pocillos idénticas a las placas de desafío inmune, 

en los mismos tiempos antes indicados, incluido el tiempo 0 horas. 

 

6.4.- Extracción y cuantificación de ARN de celomocitos 
  

  El fluido celómico fue centrifugado 10 min a 2000 RPM, con el fin de concentrar 

las células (3x106 células/mL), luego se retiró todo el sobrenadante para realizar la 

extracción con reactivo Trizol (Ambion™), según protocolo del fabricante (Hernández et 

al., 1995). 

 Luego se separaron las fases mediante la adición de 200 µL de cloroformo, el 

cual es agitado vigorosamente por algunos segundos. Posteriormente se incubó a 

temperatura ambiente por 2-3 minutos y luego se centrifugó por 15 minutos a 12000 

RPM a 4°C. El cloroformo tiene la capacidad de eliminar ARNasas, así como de 

disolver lípidos y proteínas, y luego de este procedimiento el ARN es selectivamente 

retenido en la fase acuosa (Chomczynski y Sacchi., 1987). 

Esta fase acuosa fue pasada a un nuevo tubo para precipitar el ARN, con 500 µl 

de alcohol isopropílico. Se incubaron a temperatura ambiente por 10 min y luego se 

centrifugó en las mismas condiciones que la centrifugación anterior, obteniendo como 

producto un sobrenadante y un “pellet” en el fondo del tubo. 

Para finalizar, el precipitado de ARN fue lavado con etanol 75%, centrifugado 

(7500 rpm por 5min a 4°C), posteriormente se descartó el etanol, por último, se dejó 

secar a temperatura ambiente, se le añadió 80 µL de agua libre de nucleasas y se 

almacenó a -80°C hasta su cuantificación. 
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 Luego de la extracción de ARN, las muestras fueron cuantificadas en el equipo 

Epoch multivolumen (BioTek, Winooski, VT, EE.UU), y se analizó la integridad 

incubando el ARN con buffer de carga 5x (Azul de bromofenol, 500 mM EDTA a pH 8, 

Formaldehido al 37%, formamida, 100% Glicerol y MOPS 10x) para ser visualizado por 

electroforesis en gel de agarosa 1.2 % en buffer MOPS 1x por 50 min a 70 V.  

 

 

 

6.5.- Síntesis de cDNA 

 
 El ARN total fue sometido a la reacción de transcripción reversa para la 

producción de ADN complementario (ADNc) tanto las muestras control, como los 

tratamientos con POLY I:C Y LPS. Se utilizaron 800 ng de ARN total con razón A260/280 

mayor a 1,8 y menor a 2,0. Se utilizó el kit “QuantiTect® Reverse Transcription” 

(Qiagen, Austin, TX, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

6.6.- Diseño de partidores y PCR en tiempo real  
 

Se diseñaron partidores específicos para TLR 3, 4, 6, 8, 13.1 y 13.2 utilizando los 

programas Primer3 y AmplifX a partir de 4 secuencias caracterizadas anteriormente, 

además estos fueron corroborados con el programa OligoAnalizer 3.1 (Integrated DNA 

Technologies).   

El PCR en tiempo real fue realizado en un termociclador Mx3000P (Stratagene, 

USA) utilizando un volumen final de 15,2 μl, los cuales contenían 7,5 μl de Brilliant II 

SYBR Green qPCR Master Mix 2x (Agilent Technologies), 1,5 μl de un mix de 

partidores sentido y antisentido para cada gen (10 µM), 0.2 μl de ROX 1 mM y 6 μl de 

cDNA en la dilución valorada (1:20), la que fue estimada realizando una curva estándar 

con diluciones seriadas de un pool de cDNA. Anterior a esta etapa se realizó una curva 

de disociación con el fin de corroborar la especificidad de los partidores y de descartar 

la formación de dímeros de estos. Por último, se realizó la cuantificación de los niveles 

de expresión relativa de los 4 TLRs utilizando como gen normalizador a 18s. Las 

condiciones de los PCR fueron: inicial de 10 min a 95°C, intermedia de 40 ciclos de 30 
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s. a 95°C, 30 s a Tm (temperatura de fusión de la pareja de partidores), 32 s a 95°C y 

una etapa final de 30 s a 72°C. 

 

6.7.- Medición viabilidad celular  
 

 Todas las muestras de celomocitos fueron sometidas a un protocolo de tinción 

para discriminar viabilidad celular mediante el kit LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit, 

en donde se utilizaron 150 L de Ethidium monodimer-1 10M (Componente B) y 150 

M de Calcein AM 10 M (Componente A), y fueron incubadas por 20 min a 

temperatura ambiente. La visualización se realizó en un Microscopio Trinocular 

Olympus aumento 40x, filtro 590nm para células vivas y 480nm para células muertas 

las imágenes fueron editadas en el programa ImageJ (NIH, USA).   

 

6.8.- Análisis de resultados  
 

 Los experimentos se realizaron con tres réplicas biológicas para cada tiempo de 

tratamiento y control, y los qPCR se realizaron cuantificando cada muestra en triplicado. 

Todos los resultados obtenidos fueron normalizados respecto a la condición control, 

representado en veces de inducción, y se expresaron como un promedio ± error 

estándar de la media (SEM). Para evaluar las diferencias entre los grupos clasificados 

se realizó un análisis de varianza de una vía (one way-ANOVA), seguido de una prueba 

post hoc de Tukey. Para los gráficos agrupados se realizó un análisis de varianza de 

dos vías (two way-ANOVA), seguido de una prueba de Sidak. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron usando el programa computacional GraphPad Prism 6. 
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7.- Resultados 
 

7.1.- Elección de genes candidatos   
 

 Hasta la fecha, el efecto de los PAMPS sobre la expresión diferencial de TLR en 

Erizo chileno no ha sido determinada. Gracias a la reciente secuenciación del 

transcriptoma de esta especie fue posible identificar una gran variedad de genes 

relacionados con la respuesta inmune, principalmente receptores tipo Toll. 

Luego de encontrar 40 TLRs putativos desde el transcriptoma de L.albus por 

BLASTx, se seleccionaron los 6 con mayor porcentaje de identidad y cobertura respecto 

a los genes TLR utilizados en la literatura para S. purpuratus y P. lividus (tabla 4). 
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Tabla 4: Resultado de Blast utilizando los contigs provenientes del transcriptoma de L.albus 

contra la base de datos de proteínas proveniente de siete especies diferentes.  

  

 

  ESPECIE GEN COBERTURA IDENT 

>contig_13797 S. purpuratus TLR 3 100 82 

>contig_47440 S. purpuratus TLR 8 99 70 

>contig_89250 S. purpuratus TLR 4 100 85 

>contig_69174 S. purpuratus TLR 6 100 88 

 ESPECIE GEN COBERTURA IDENT 

>contig_37051 S. purpuratus TLR 3 99 74 

>contig_38150     

>contig_38947 S. purpuratus TLR 4 100 72 

>contig_38948 S. purpuratus TLR 4 98 79 

>contig_50231 S. purpuratus TLR 3 100 78 

>contig_50799 S. purpuratus TLR 3 99 60 

>contig_53010 S. purpuratus TLR 4 94 71 

>contig_60596i S. purpuratus SLIT 2 96 67 

>contig_61942 S. purpuratus TLR 3 100 78 

>contig_72813 S. purpuratus TLR 3 93 32 

>contig_79828 S. purpuratus LRR P1 99 54 

>contig_82856 S. purpuratus TLR 4 96 59 
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>contig_83146 S. purpuratus CENTRIOLIN 99 82 

>contig_88250 S. purpuratus TLR 4 100 80 

>contig_94594 S. purpuratus TLR 3 100 56 

>contig_95101 S. purpuratus TLR 4 100 69 

>contig_96463 S. purpuratus TLR 4 100 74 

>contig_32069     

>contig_35294     

>contig_38949 S. purpuratus TLR 6 100 75 

>contig_50194     

>contig_50426 S. purpuratus CARBOXYPEP 100 85 

>contig_53248 S. purpuratus TLR 3 92 88 

>contig_69173 S. purpuratus TLR 6 100 86 

>contig_75061     

>contig_77678 S. purpuratus TLR 6 100 70 

>contig_79558     

>contig_246 S. purpuratus TLR 2 tipo2 69 70 

>contig_7675 S. purpuratus LRR 1 100 48 

>contig_82333 S. purpuratus LRR 1 96 50 

>contig_87027 S. purpuratus TLR 13 98 37 

>contig_94392     

>contig_94676 S. purpuratus SLIT 3 100 65 

>contig_98535 S. purpuratus Gastrine R 100 81 
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7.2.- Alineamiento Múltiple 
 

 Para identificar si las secuencias elegidas tienen motivos conservados 

característicos de un receptor tipo Toll, se hicieron alineamientos múltiples de 

secuencias, en los cuales se pudo identificar una secuencia consenso propia de un 

dominio LRR (Figura 3) y un porcentaje de leucinas similar al 15% característico de los 

dominios LRR. 
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Figura 3: Alineamiento múltiple de secuencias de fragmentos de TLR3, 4, 6 y 8 en 

Loxechinus albus y otras 7 especies representativas. Con la letra A se indica el 

alineamiento de un fragmento de TLR3, con la letra B de un fragmento del TLR4, con la letra C 

de un fragmento del TLR6 y con la D un fragmento del TLR8. La secuencia encerrada en rojo 

corresponde a la secuencia consenso XLXXLXLXXN propia del dominio LRR de los TLRs. El 

alineamiento fue creado con ClustalW en Mega7. 

 

 

 

 

 

L_ a l bus TLR3         1  LSHNKI SHLQDNVFKDLP- LSTLDLGHNQI NLI NQTLLEPLLGTLKTLTVSGNPFSCGCD
St r ongy l oc e nt r o    1  LCHNKI SHLQDNI I DDLP- LTTLDLGHNQI NLI NQTLLEPVLGTLKALTVSGNPFSCGCD
Apos t i c hopus _ j a     1  LARNQI ANLTSSSFEGLSSLRELQLHHNNLNVI KETSFHPFLESLQSLSI KENPWLCNCE
Sa l mo_ s a l a r         1  LSGNI LNQLKDSVFNDLGSLRVLRLQKNLI TSVRKEVFGPALANLSQLVMEKNPFDCTCE
Cy pr i nus _ c a r pi o    1  LRGNLLDQLHAPVFDDLQTLKYLHLQKNLI TSVQRVTFGVPLSNLTDLYMDHNPFDCTCE
Sus _ s c r of a          1  LGLNNLNI LPPSVFDNQVSLKSLSLQKNLI TSVKKTVFGPAFQKLSNLDMRFNPFDCTCE
Bos _ t a ur us          1  LGMNNLNI LPQSVFDNQVSLKSLSLQKNLI TSVQKTVFGPAFRNLSYLDMRFNPFDCTCE
Or y c t ol a gus _ c un    1  LALNNLNVLPQSVFDDQVSLKSLNLQKNLI TSVEKKVFGPVFKNLSNLDMSFNPFDCTCE
Homo_ s a pi e ns        1  LGLNNLNTLPASVFNNQVSLKSLNLQKNLI TSVEKKVFGPAFRNLTELDMRFNPFDCTCE
Ci ona _ i nt e s t i na     1  VSYNKI TGLEKDI FQTNHLLEELNLRGNQI RVLDPATFSSLVN- LRSLDI ENNRFLCNCD
c ons e ns us           1  . .  * . . .  *   . . . . . .  . * . . *  * . . * . . . . .  . . . . . .  .  . * .  * . .   * . . . * . * .

L_ a l bus TLR4         1  QRLQHLDLCFNGFQNI PNNSLSNLPHLDTLFLSHNKI SHLQDNVFKDLP- LSTLDLGHNQ
St r ongy l oc e nt r o    1  RRLKYLNLCYNGFQNI PNNSLSNLPELKALLLCHNKI SHLQDNI I DDLP- LTTLDLGHNQ
Apos t i c hopus _ j a     1  TSLRKADLSYNGFHKI PDGAFKNTTHLQI LLLARNQI ANLTSSSFEGLSSLRELQLHHNN
Sa l mo_ s a l a r         1  RSLVALEMDFNGLDEI PEEALHGLTNLQELSLSGNI LNQLKDSVFNDLGSLRVLRLQKNL
Cy pr i nus _ c a r pi o    1  TKLSVLDLDYNGLDEI PLDALRGFSELQELSLRGNLLDQLHAPVFDDLQTLKYLHLQKNL
Sus _ s c r of a          1  SHLHI LNLESNGFDEI PADAFRDLSELKSLDLGLNNLNI LPPSVFDNQVSLKSLSLQKNL
Bos _ t a ur us          1  FHLHI LNLGSNGFDEI PVEAFKDLRELKSLDLGMNNLNI LPQSVFDNQVSLKSLSLQKNL
Or y c t ol a gus _ c un    1  SHLHTLNLESNGFDEI PEGVFKNLFQLKSLNLALNNLNVLPQSVFDDQVSLKSLNLQKNL
Homo_ s a pi e ns        1  SHLHI LNLESNGFDEI PVEVFKDLFELKI LDLGLNNLNTLPASVFNNQVSLKSLNLQKNL
Ci ona _ i nt e s t i na     1  LMVKQLYFI RSNI RSI SSSAFTGSVHLRLLDLSYNKI TGLEKDI FQTNHLLEELNLRGNQ
c ons e ns us           1  . . . .  . . . . . . . . . . * .  . . . .  .  . * .  *  * .  * . . .  *   . . . . . .  . * . . *  * . . * .

L_ a l bus TLR4        6 0  I NLLKTI NQTLLEPLLGTLKTLTV
St r ongy l oc e nt r o   6 0  I NL- - - I NQTLLEPVLGTLKALTV
Apos t i c hopus _ j a    6 1  LNV- - - I KETSFHPFLESLQSLSI
Sa l mo_ s a l a r        6 1  I TS- - - VRKEVFGPALANLSQLVM
Cy pr i nus _ c a r pi o   6 1  I TS- - - VQRVTFGVPLSNLTDLYM
Sus _ s c r of a         6 1  I TS- - - VKKTVFGPAFQKLSNLDM
Bos _ t a ur us         6 1  I TS- - - VQKTVFGPAFRNLSYLDM
Or y c t ol a gus _ c un   6 1  I TS- - - VEKKVFGPVFKNLSNLDM
Homo_ s a pi e ns       6 1  I TS- - - VEKKVFGPAFRNLTELDM
Ci ona _ i nt e s t i na    6 1  I RV- - - LDPATFS- SLVNLRSLDI
c ons e ns us          6 1  . . .    .  . . . . . .  .  . * .  * . .

L_ a l bus TLR6         1  SLSNLPHLDTLFLSHN- - - - - - - - - - - - - - - - FKDLP- - LSTLDLGHNQI NLI NQTLLEP
St r ongy l oc e nt r o    1  LLQSQPRLGVLYLTNN- - - - - - - - - - - - - - - - FNKTPS- LNQLYLQRNRI TTI EPGTVFP
Bos_ t aur us          1  NCDTLARLETLI LQKNELKDLFKTSLMTKDMLFRCLPPRLKVLDLHNNRI RSI PKDVTGL
Homo_ sa pi e ns        1  KCSTLVKLETLI LQKNGLKDLFKVGLMTKDMPFRCLPPRLKVLDLHSNKI KSVPKQVVKL
Or yc t ol a gus _c un    1  KCSTLVRLETLI LQKNGLKDLI KVGLMTKDMPFRCLPPKLKVLDLHNNRI TAI PKDVTHL
Sa l mo_s a l a r         1  ECTTLNKLNI LVLRGNNLRCLQTLSKRVQNMI FSCLPNGLASLDLQNNQI STVPETLLAL
Sus_s cr of a          1  NCKTLARLETLI LQKNKLEDLFKI SLMTKDMLFRCLPPRLKVLDLHSNRI RSI PKDVAHL
conse ns us           1   . . . .  . * . . * . * . . *  . . . .  . .  . . . . . .  * . . . * . . * . . * . * .  * . *  . . . .  . .  .

L_ a l bus TLR6        4 3  - KDQDWVSDELI PNL
St r ongy l oc e nt r o   4 4  TDDQEWVDQI MKPVL
Bos_ t aur us         6 1  EHDSAWVKNELI PNL
Homo_ sa pi e ns       6 1  EHDSAWVKSELVPYL
Or yc t ol a gus _c un   6 1  EHDSAWVKSELVPNL
Sa l mo_s a l a r        6 1  DHDADWVKGQLLPNL
Sus_s cr of a         6 1  EHDSAWVKNELVPCL
conse ns us          6 1  . . * . . * * .  . . . * . *

A 

D 

C
A 

B
A 

L_a l bus TLR8         1  LRYLSLHHNQI GKLPNDVFETPDATFPALQELHLGKNDDLPLTTLDLGHNQI NLI NQTLL
St r ongy l oc ent r o    1  LRYLSLHHNQI GKLPNDVFETPDATFPALQELHLGKNDDLPLTTLDLGHNQI NLI NQTLL
Apos t i c hopus _ j a     1  LEELYLNHNQVNKFYENVFTLPEGALPKLQKLELARNEGLSLRELQLHHNNLNVI KETSF
Sa l mo_ s a l a r         1  LRTLTLQHNEVHGLTEEDLSGTRLQLPSLVTLI LSSNNDLGLRVLRLQKNLI TSVRKEVF
Cypr i nus_ c ar pi o    1  LQI LNLQHNEVYLMNEKVLKGTQPQLPNLVTLI LSGNDDLQLKYLHLQKNLI TSVQRVTF
Sus _ sc r of a          1  LEI LNLQHNELSQLSDKTFI GTQLQLENLQELLLANNDNQVLKSLSLQKNLI TSVKKTVF
Bos _ t a ur us          1  LEI LNLQHNEI SQLSDKTFI GTQLQLENLQELLLSNNDNQVLKSLSLQKNLI TSVQKTVF
Or y c t ol agus_ c un    1  LKVLNLQHNELSQLSDKTFVGTQLQLQNLQELLLSKNDDQVLKSLNLQKNLI TSVEKKVF
Homo_s a pi e ns        1  LKVLNLQHNELSQLSDKTFAGTQVQLENLQELLLSNNNNQVLKSLNLQKNLI TSVEKKVF
Ci ona_ i nt e s t i na     1  LKNLSLQLNSLVQLEAGTFHGDYFSQKNKLKYLLLAMQTNHLEELNLRGNQI RVLDPATF
c ons ens us           1  * . . * . * . . * . .  . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . * .  . . . .  * . . *  * . . * . . . . .  . . . .

L_a l bus TLR8        61  EPVLGTLK
St r ongy l oc ent r o   61  EPVLGTLK
Apos t i c hopus _ j a    61  HPFLESLQ
Sa l mo_ s a l a r        61  GPALANLS
Cypr i nus_ c ar pi o   61  GVPLSNLT
Sus _ sc r of a         61  GPAFQKLS
Bos _ t a ur us         61  GPAFRNLS
Or y c t ol agus_ c un   61  GPVFKNLS
Homo_s a pi e ns       61  GPAFRNLT
Ci ona_ i nt e s t i na    61  S- SLVNLR
c ons ens us          61  . .  .  . * .
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7.3.- Árbol filogenético 
 

  Con el fin de establecer una relación evolutiva de los TLRs de L.albus con otros 

organismos, se construyeron árboles filogenético con los organismos mencionados 

anteriormente en el alineamiento múltiple, agregando a C.intestinalis como grupo 

externo, para formar raíz. Se puede observar en la figura 4 una estrecha relación 

evolutiva entre equinodermos e invertebrados (S.purpuratus y A.japonicus), seguido de 

vertebrados acuáticos (C.carpio y S.salar) y, por último, con los mamíferos (S.scrofa, 

B.taurus, H.sapiens y O.cuniculus). 
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Figura 4: Árbol filogenético con secuencias aminoacídicas (aa) para el gen TLR3. La 

distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como 

grupo externo “outgroup”. Los números en cada intersección indican el porcentaje de similitud 

del gen en cada especie utilizada. 
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Figura 5: Árbol filogenético con secuencias aminoacídicas (aa) para el gen TLR4. La 

distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como 

grupo externo “outgroup”. Los números en cada intersección indican el porcentaje de similitud 

del gen en cada especie utilizada. 
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Figura 6: Árbol filogenético con secuencias aminoacídicas (aa) para el gen TLR6. La 

distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como 

grupo externo “outgroup”. Los números en cada intersección indican el porcentaje de similitud 

del gen en cada especie utilizada. 
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Figura 7: Árbol filogenético con secuencias aminoacídicas (aa) para el gen TLR8. La 

distancia relacionada a la secuencia de aa del urocordado Ciona intestinalis fue utilizado como 

grupo externo “outgroup”. Los números en cada intersección indican el porcentaje de similitud 

del gen en cada especie utilizada. 
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7.4.- Diseño y validación de partidores 
 

 Una vez seleccionados los genes candidatos a partir de los análisis in silico, se 

diseñaron seis juegos de partidores (sentido y antisentido) a partir de las secuencias 

seleccionadas, que se ubican en el dominio TIR para el TLR 6 y en el dominio LRR para 

el TLR 3, 4 y 8 con el fin de validar su expresión experimentalmente (Figuras en anexo). 

Cada par tiene una TM similar, y un amplicón dentro de los parámetros adecuados para 

su utilización en qPCR. La tabla 5 entrega la información de los partidores utilizados. 
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 Tabla 5: Partidores diseñados y utilizados en esta tesis 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Sentido Secuencia Posición Eficiencia (%) Tm °C 

TLR3 Forward cactggagcatctcaacgaa LRR 101,7 60,5 

59  Reverse ggacgatgatgatgaggaca  

TLR4 Forward gacgaggaatgggtaggtga LRR 101,4 60,7 

 Reverse gcggaacttgagcatgaa  57,9 

TLR6 Forward atcaacgctctccattac TIR 103,2 54,2 

 Reverse gaaccaggcatcatcaac  55,7 

TLR8 Forward aacaacgcctcatcctcatc LRR 99,6 60 

 Reverse ggtcccattccaagtaagca  59,8 

18S Forward cctggccttcctctcggagtc NA 100,8 63,1 

 Reverse ggatgccccgttaagattc  63 

TLR2 Forward atctggaatggggatgatga NA 100,1 58,4 

 Reverse ttctgggggcactaaatgat  59,2 

TLR13 Forward tactggagcatctcaacgaa NA 99,4 58,6 

 Reverse tcacgaacaacctgacaagg  60 
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7.5.- Curva disociación partidores 
 

Para corroborar que los partidores generan un solo producto de PCR 

amplificado, se realizó una curva de disociación (curva de melting). Una única curva es 

indicativa de un solo producto de PCR (figura 8). Para los siguientes genes se 

obtuvieron amplificaciones que cumplían con todos los requisitos para ser utilizado en 

estudios de expresión génica relativas: TLR3, TLR4, TLR6 y TLR8. Otros 2 TLRs fueron 

probados, TLR2 y TLR13, los cuales no amplificaron correctamente independiente de 

las variaciones en las condiciones de PCR testeadas y por consiguiente fueron 

excluidos de esta tesis. 
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Figura 8: Curva de melting o disociación, correspondiente a los genes TLR3, TLR4, TLR6 

y TLR8. En el eje X se observa la temperatura, mientras que en el eje Y, la fluorescencia 

obtenida. Se observa un solo producto amplificado para todos los genes con 3 réplicas. Las 

líneas que no presentan amplificación corresponden al control NTC y No-RT. 
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7.6.- Medición densidad y viabilidad celular de celomocitos 
 

  Con el fin de determinar el impacto que causan los PAMPs utilizados en los 

celomocitos a nivel celular, se realizó un conteo celular en cámara de Neubauer para 

determinar cambios en la concentración de celomocitos con los tratamientos, donde se 

pudo comprobar un aumento significativo de la población celular en el tratamiento con 

LPS respecto al control (Figura 9).  

  

Por otra parte, para determinar la viabilidad de estas células, se tiñeron con un kit 

comercial que discrimina rápidamente las células vivas de las muertas mediante la 

tinción simultánea con calceína AM verde fluorescente para indicar actividad de 

esterasa intracelular y homodímero-1 de etidio rojo fluorescente para indicar la pérdida 

de integridad de la membrana plasmática mediante microscopía de fluorescencia 

(Figura 10b) donde se observa que la viabilidad de los tratamientos Control y Poly I:C 

no tuvo cambios significativos, sin embargo, el tratamiento LPS disminuyó un 30% la 

relación células vivas/células muertas (Figura 10a). 
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Figura 9: Conteo de celomocitos totales (106 ml-1) de L.albus determinados a las 0, 2, 4, 8 

y 12 horas post tratamiento. LPS (barras blancas), Poly I:C (barras grises) y Control (barras 

negras). Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías ANOVA 

seguido de una prueba de Sidak. 
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Figura 10a: Porcentaje de viabilidad celular de celomocitos de L.albus en condición control, 

tratamiento LPS y tratamiento Poly I:C.  
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Figura 10b: Viabilidad de celomocitos en condición control, tratamiento LPS y tratamiento 
Poly I:C, en verde se observan células vivas y en rojo las células muertas, todas las imágenes 
corresponden a fotografías sobrepuestas de celomocitos observados en un microscopio de 
fluorescencia a 480nm (rojo) y 590nm (verde), con aumento de 40x.   
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7.7.- Perfiles de expresión tlr3, tlr4, tlr6 y tlr8 en respuesta al estímulo con Poly I:C 
y LPS en celomocitos 
 

Se ha descrito que los receptores tipo Toll son activados tanto por virus como por 

infecciones bacterianas. Por lo tanto, se evaluaron los niveles de expresión de los 

candidatos en celomocitos estimulados con Poly I:C, que emula un estímulo de dsRNA 

viral y con LPS, un componente de la membrana externa de bacterias Gram-negativas.  

Los efectos de Poly I:C y LPS en los niveles de transcritos de los TLRs de 

celomocitos de erizo L.albus fueron cuantificados a las 0, 2, 4, 8 y 12 horas después de 

cada tratamiento mediante qPCR. 

 

 Los valores expresados como veces de cambio respecto al control, se refieren al 

cociente entre la expresión relativa del tratamiento sobre la expresión relativa del 

control del mismo tiempo, estableciendo con valor de 1, las veces de cambio en el 

control a las 0 horas. Además, todos estos valores fueron el promedio de cada muestra 

analizada en triplicado. 
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7.7.1.- Tratamiento LPS 
 

Receptor tipo Toll 3  

 

Los niveles de transcrito del TLR3 en el tratamiento LPS no mostraron 

diferencias significativas respecto al control (Figura 11). Sin embargo, es posible 

observar una tendencia a incrementar esta respuesta entre las 2 y 8 horas con hasta 2 

veces de cambio, la cual no es significante con el número de réplicas utilizado en el 

ensayo. 

 

Receptor tipo Toll 4: 

 

 Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 4 aumentan de manera tiempo-

dependiente a las 2 horas con más de 2 veces de cambio respecto al control, para 

luego volver a niveles de expresión normales (Figura 12). 

 

Receptor tipo Toll 6 

 

 Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 6 en el tratamiento con LPS no 

presenta cambios significativos con respecto al control (Figura 13). Sin embargo, existe 

una tendencia a aumentar entre las 2 y 4 horas. 

 

Receptor tipo Toll 8 

 

 Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 8 a nivel transcriptómico en el 

tratamiento con LPS no presenta diferencias significativas con respecto al control. Sin 

embargo, es posible discriminar una tendencia a aumentar durante todo el ensayo, la 

cual no es significativa con el número de réplicas utilizadas (Figura 14). 
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Figura 11: Efecto de LPS sobre la expresión de receptor tipo Toll 3 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR3 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 12: Efecto de LPS sobre la expresión de receptor tipo Toll 4 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR4 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 13: Efecto de LPS sobre la expresión del receptor tipo Toll 6 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR6 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 14: Efecto de LPS sobre la expresión del receptor tipo Toll 8 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR8 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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7.7.2.- Tratamiento Poly I:C 
 

Receptor tipo Toll 3 

 

 La expresión del receptor tipo Toll 3 se ve aumentada 8 veces respecto al control 

a las 8 horas post-tratamiento con Poly I:C 

 

Receptor tipo Toll 4 

 

 Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 4 en celomocitos de erizo rojo se 

ven sobre regulados de manera tiempo dependiente exclusivamente a las 8 horas post-

tratamiento con Poly I:C. 

 

Receptor tipo Toll 6 

 

 Con el fin de determinar el efecto de Poly I:C sobre el receptor de tipo Toll 6, se 

evaluó el nivel de expresión mediante qPCR. Donde observó una expresión tiempo-

dependiente a las 8 horas exclusivamente.  

 

Receptor tipo Toll 8 

 

Los niveles de transcrito del receptor tipo Toll 8 solo se ve un aumento en sus 

niveles de mARN a las 8 horas de tratamiento con Poly I:C, manteniéndose en los 

niveles control en los demás tiempos analizados. 
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Figura 15: Efecto de Poly I:C en la expresión del receptor tipo Toll 3 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR3 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 16: Efecto de Poly I:C en la expresión del receptor tipo Toll 3 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR3 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 17: Efecto de Poly I:C en la expresión del receptor tipo Toll 6 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR6 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 18: Efecto de Poly I:C en la expresión del receptor tipo Toll 8 en células inmunes 

del erizo rojo. En el grafico A, se muestra la expresión relativa de TLR8 normalizado con el gen 

18s. Las barras negras corresponden al tratamiento LPS, mientras que las barras grises 

corresponden al control. En el grafico B, se muestran las veces de cambio de cada tratamiento 

en relación al control. Para indicar diferencias significativas se realizó un análisis de dos vías 

ANOVA seguido de una prueba de Sidak para el grafico A, y un análisis de una vía ANOVA, 

seguido de una prueba post hoc de Tukey para el grafico B.  
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Figura 19: Respuesta transcriptómica de TLR3, TLR4, TLR6 y TLR8 ante estímulos con 

LPS y Poly I:C en Loxechinus albus. A) Los TLR3, TLR4, TLR6 y TLR8 reconocen a Poly I:C 

como ligando, iniciando por una vía aún desconocida en equinodermos, la transcripción de los 

genes tlr3, tlr4, tlr6 y tlr8 de manera tiempo dependiente. B) El TLR4 reconoce a LPS como 

ligando, iniciando por una vía aún desconocida en equinodermos, la transcripción del gen tlr4 

de manera tiempo dependiente. La línea celeste representa una membrana celular/endosomal 

en donde se sitúan los receptores tipo Toll. Los óvalos celestes representan el núcleo de un 

celomocito donde se transcriben ARN mensajeros de los genes indicados. 
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8.- Discusión 
 

Los receptores del sistema inmune innato desempeñan un papel vital dentro del 

organismo, al detectar de forma oportuna una gran variedad de componentes 

estructurales altamente conservados en los microorganismos, desencadenando una 

cascada de señalización intracelular que permite al organismo hospedador generar una 

respuesta antimicrobiana (Hancock et al., 2016). 

Los receptores tipo Toll cumplen funciones como: detectar la presencia de algún 

patógeno en el organismo hospedero y desencadenar una respuesta inmune innata, 

además de activar y guiar la respuesta inmune adaptativa contra ellos (Medzhitov et al., 

2000; Moreno et al., 2003). Los TLR forman parte de los RRPs, receptores que 

reconocen PAMPs (Randon-Barragan, 2009).  Cada TLR tiene uno o varios PAMPs 

como ligando, estos PAMPs son característicos de microorganismos y así, mediante 

cascadas de señalización, se desencadena una respuesta contra el patógeno en 

particular (Kumar et al., 2009).  

Los dos PAMPs utilizados en esta tesis representan dos tipos de respuestas a 

patógenos: LPS, una infección por bacteria Gram negativa y Poly I:C, una molécula 

considerada el análogo sintético (en base a su estructura) a una doble hebra de RNA 

viral. En estudios anteriores realizados en P.lividus, se evaluaron los niveles de 

transcrito de un único receptor tipo Toll ante una inyección con Poly I:C y con LPS, 

donde se observó una respuesta  de sobre regulación tiempo dependiente solamente 

en Poly I:C a las 9 horas post-inyección, en cambio, en el tratamiento LPS no se 

observó ningún cambio con respecto al control (Russo et al., 2015), efecto similar al 

visto en A.japonicus, donde, luego del estímulo con peptidoglican, Zymosan, LPS y Poly 

I:C los niveles transcriptomicos de TLR3 y AjTLR mostraron una sobrerregulación con 

los 4 estímulos aplicados entre las 4 y 24 horas (Sun et al., 2013).  

  Los TLRs evaluados en celomocitos de L.albus son activados diferencialmente 

respecto al estímulo efectuado. Específicamente, solo los niveles de mRNA de TLR4 

fueron sobre regulados sostenidamente en el tiempo del ensayo con el tratamiento LPS, 

en cambio los niveles de transcrito para el TLR3, TLR6 y TLR8 no presentaron cambios 

significativos, aunque es posible diferenciar una tendencia a aumentar entre las 4 y 8 

horas, la cual no es significativa por la dispersión de datos. Por su parte, el tratamiento 
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Poly I:C se activa de manera tiempo-dependiente a las 8 horas de estímulo en los 4 

TLRs evaluados, llegando a ser hasta 12 veces mayor al control. 

 El TLR4 inicia una respuesta inmune frente a dos PAMPs de diferente 

naturaleza; bacteriana por parte del LPS y viral por parte del Poly I:C. El reconocimiento 

de un PAMPs de naturaleza viral y, a su vez, otro (no-viral) por parte de un mismo 

receptor tipo Toll es una situación sin precedentes en mamíferos, pero si propuesta 

para equinodermos por Satake 2012, quien postula un escenario evolutivo donde un 

invertebrado deuterostomado ancestral poseía genes TLR con reconocimiento de 

múltiples ligandos y localización tanto en la superficie celular como en los endosomas, 

características que fue perdiendo durante su evolución. 

. 

Respecto a los TLR3, TLR6 y TLR8, solo son sobre expresados en presencia de Poly 

I:C con valores sobre las 20 veces de cambio. El reconocimiento de este PAMPs como 

ligando para diferentes receptores tipo Toll podría estar dado por que, si bien la mayoría 

de estos receptores en erizos de mar son estructuralmente similares a los de los 

vertebrados, los patrones de diversificación y multiplicidad que caracterizan a estos 

sistemas no se ajustan al paradigma bajo el cual se entiende que funcionan los TLR en 

vertebrados (Smith, 2006). La gran mayoría de los genes TLR de erizo de mar son más 

similares entre sí que a los de otros animales, lo que sugiere una expansión genética 

específica del linaje de erizo de mar (Roach, 2005; Hibino, 2006; Satake, 2012). Es 

decir, estos genes no parecen especializados para reconocer elementos microbianos 

inmutables. Por el contrario, estas familias de genes tienen el carácter de un sistema en 

rápida evolución que se dirige contra un conjunto de objetivos igualmente en rápida 

evolución (Messier-Solek, 2010). De esta forma, los TLR en erizo de mar funcionan a 

un nivel diferente de inmunidad que los receptores para PAMPs clásicos, ya que son 

especies marinas que ocupan hábitats desde la zona intermareal hasta aguas 

profundas, los cuales son ambientes ricos en bacterias, hongos, virus, y parásitos, y 

muchos de estos son potencialmente patógenos de equinodermos. Por consiguiente, 

los equinodermos han evolucionado en diversas formas para superar los desafíos 

inmunes que supone la vida en un medio con estas características (Chun Li, 2015). 
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La sobreexpresión de los 4 TLRs evaluados en celomocitos con Poly I:C podría 

estar relacionada con la homología que tienen todos los receptores tipo Toll de 

equinodermos con TLR3, el cual se propone como el ancestro común del cual, a través 

de presión selectiva, surge el amplio repertorio de TLRs del erizo de mar (Roach, 2005).  

 En cuanto al ensayo de viabilidad, el tratamiento Poly I:C no presentó 

diferencias con el control, sin embargo, se observa una importante mortalidad de 

celomocitos en el tratamiento LPS a partir de las 4 horas, los cuales tienen un 

comportamiento similar a celomocitos de S. purpuratus, comportamiento del cual se 

desconoce la causa, pero que podría estar atribuida al proceso de encapsulación de la 

masa bacteriana dentro de un coagulo que tendría la finalidad de obstruir y bloquear la 

propagación bacteriana (Majeske et al., 2013). 

  Cabe destacar también que se detectó un aumento en la población de 

celomocitos estimulados con LPS, el cual estaría indicando que el sistema inmunitario 

del organismo responde positivamente activando los procesos de proliferación celular 

que produce la presencia de algunos patógenos bacterianos o patrones moleculares de 

éstos (Patiño et al., 2006; Holm et al., 2008). Este proceso de proliferación tiene por 

finalidad proteger la homeostasis del organismo, a través de la eliminación de los 

agentes extraños que están causando un cierto nivel de estrés y provocando a la vez 

un desequilibrio en el sistema del organismo. (Yui, 1983; Ramirez, 2010).  

Es importante recordar que esta tesis se realizó con celomocitos extraídos desde 

erizos vivos, y que el tratamiento se hizo ex vivo, por lo que sería de gran interés la 

realización del tratamiento in vivo para comprobar que el comportamiento observado 

concuerda en ambos casos. Cómo experimentos futuros proponemos un análisis a nivel 

proteico y la evaluación de moléculas rio abajo como péptidos antimicrobianos, 

citoquinas, etc. Para entender el actuar del sistema inmune de una manera más 

integrada. 
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9.- Conclusiones  
 

 

 El tratamiento con LPS, aumenta significativamente el número de células 

involucradas en la respuesta inmune. 

 

 La respuesta generada por celomocitos contra LPS, produce una disminución en 

su relación células vivas/células muertas. 

 

 LPS induce la expresión de ARN mensajero del receptor tipo Toll 4 en 

celomocitos de Loxechinus albus a las 2 horas de tratamiento.   

 

 Poly I:C induce la expresión de ARN mensajero de los 4 receptores tipo Toll 

evaluados en esta tesis de manera tiempo dependiente. 

 

 Los tratamientos LPS y Poly I:C, estimulan diferencialmente la expresión de 

receptores tipo Toll en celomocitos de Loxechinus albus. 
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11.- Anexo figuras 
 

 

Figura anexa 1: Esquema del contig13797, fragmento de la secuencia del tlr3 en L.albus, indicando la ubicación del partidor en la 

región LRR. 

 

 

Figura anexa 2: Esquema del contig89250, fragmento de la secuencia del tlr4 en L.albus, indicando la ubicación del partidor en 

la región LRR. 
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Figura anexa 3: Esquema del contig69174, fragmento de la secuencia del tlr6 en L.albus, indicando la ubicación del partidor en 

la región TIR. 

 

 

 

 

Figura anexa 4: Esquema del contig 47440, fragmento de la secuencia del tlr8 en L.albus, indicando la ubicación del partidor en 

la región LRR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


