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RESUMEN 

El hierro es un elemento esencial que es requerido para el crecimiento y 

supervivencia de la mayoría de los organismos. Sin embargo, en cantidades 

excesivas el hierro puede ser tóxico. Para mantener la homeostasis de este 

elemento, los organismos cuentan con un mecanismo de regulación que es 

llevado a cabo mediante la interacción de varios genes, entre ellos los codificantes 

para las proteínas ferritina y transferrina. El pargo amarillo (Lutjanus argentiventris) 

es considerado un candidato potencial de cultivo, sin embargo, está expuesto a 

infecciones bacterianas que compiten por el hierro disponible; y en general, existe 

poca información acerca de la respuesta inmune a nivel transcripcional en esta 

especie. El objetivo de esta tesis fue caracterizar y cuantificar los niveles de 

expresión de ferritina y transferrina en peces expuestos a una sobrecarga o 

deficiencia de hierro y retados con Aeromonas hydrophila. En este estudio se 

obtuvo la secuencia completa de ADNc de transferrina y ferritina M con una 

longitud de 2,482 y 1,076pb, y con un ORF de 2,073 y 531pb, respectivamente; y 

una secuencia deducida de aminoácidos de 690 residuos para transferrina y 176 

residuos para ferritina M. Los resultados de expresión génica mostraron diferentes 

patrones de expresión dependiente de tejido. Se observó una disminución en la 

expresión de transferrina en hígado, intestino y piel de peces infectados tanto en 

condiciones con sobrecarga de hierro como con quelante. Los niveles de 

expresión de ferritina M y H aumentaron significativamente en branquia después 

de la infección en las dos condiciones de disponibilidad de hierro. Esto sugiere que 

ferritina y transferrina juegan una función importante durante una infección 

bacteriana en pargo amarillo. 

Palabras clave: Pargo amarillo, Lutjanus argentiventris, hierro, transferrina, 

ferritina, expresión génica, Aeromonas hydrophila.  
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ABSTRACT 

Iron is an essential element required for growth and survival of most organisms. 

However, iron is toxic when present in excess. Organisms have an adjustment 

mechanism for maintaining iron homeostasis, which is carried out through the 

interaction of several genes, including those coding for the proteins ferritin and 

transferrin. Yellow snapper (Lutjanus argentiventris) is considered a potential 

candidate aquaculture species, however; little is known about the immune 

response of yellow snapper at the transcriptional level. Therefore, the purpose of 

this study was to clone the full-length cDNA sequence of transferrin and ferritin M 

and quantify the expression levels of these genes in yellow snapper exposed to 

iron overload or deficiency and infection with the bacterial pathogen Aeromonas 

hydrophila. The complete cDNA sequences of transferrin and ferritin M were 

obtained using RACE technique. The full-length cDNA was 2,482 and 1,076 bp 

respectively, showing an ORF of 2,073 and 531 bp; and deduced amino acid 

sequence of 690 residues for transferrin and 176 residues for ferritin M. Moreover, 

the expression levels were measured by real-time PCR (RT-qPCR) using the EF-

1α gene as an endogenous control. Results showed different patterns of tissue-

specific expression. Expression of transferrin in liver, intestine and skin was lower 

in infected fish in both iron and chelating conditions compared to uninfected 

controls. Expression levels of ferritin M and H increased significantly in gill after 

infection in both iron treatments. This suggests that ferritin and transferrin play an 

important role during pathogenic infection in yellow snapper. 

Keywords: Yellow snapper, Lutjanus argentiventris, iron, transferrin, ferritin, gene 

expression, Aeromonas hydrophila. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La acuicultura es considerada actualmente como una actividad de gran relevancia, 

ya que aporta cerca del 50% de los productos pesqueros mundiales destinados a 

alimentación (Magallón, 2007). Su importancia se ha ido incrementando a nivel 

mundial con tasas de crecimiento que superan el 10% anual y una producción que 

alcanza los 60 millones de toneladas al año (Magallón, 2007). En este escenario, 

México se encuentra entre los primeros países en producción acuícola de 

América, y se identifica como un país con gran potencial de desarrollo acuícola 

debido al clima, recursos naturales y especies nativas con potencial de cultivo 

(Avilés, 2006).  Particularmente el noroeste de México es la región más importante 

del país por su productividad acuícola y pesquera, ya que cerca de 65% de la 

producción nacional proviene de esta zona (Avilés, 2006).  Sin embargo, el sector 

acuícola mexicano y mundial se enfrenta a diversos factores ambientales que 

afectan su producción y por lo tanto su economía. Uno de estos problemas es la 

interacción entre peces y patógenos, especialmente patógenos bacterianos que 

ocasionan enfermedades, altas mortalidades y pérdidas en producción y dinero 

(Elvitigala et al., 2013). Debido a este problema, uno de los retos de la acuicultura 

es realizar investigaciones científicas sobre los patógenos potenciales para los 

diferentes cultivos de peces, así como el desarrollo de nuevas vacunas para 

utilizarse como prevención ante las enfermedades causadas por estos patógenos. 

Actualmente se tienen bases de conocimiento sobre algunos aspectos 

relacionados con la inmunidad en peces. Se conoce que en etapas larvales y 

juveniles del pez no se ha desarrollado una defensa inmunitaria específica 

(inmunidad adaptativa) y no puede ser vacunado. Pero, con el fin de resistir a los 

patógenos, las larvas y los juveniles desarrollaron mecanismos no específicos 

(inmunidad innata) para la protección contra patógenos, que pueden apoyarse de 

la microbiota en el intestino (competencia entre microorganismos benéficos y 

patógenos) (Vadstein et al., 2013). Recientemente, los estudios moleculares en 

especies marinas han adquirido gran interés debido al desarrollo de tecnologías 

con la posibilidad de obtener una gran cantidad de información genética sobre los 
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mecanismos y los genes candidatos implicados en respuestas inmunes (Rhee et 

al., 2012).  Lo anterior ha permitido la caracterización molecular de genes 

implicados en la defensa del hospedero que podrían ser utilizados para evaluar su 

asociación con la susceptibilidad o resistencia contra patógenos entre ellos los 

implicados en el metabolismo del hierro en peces marinos (Chávez-Mardones et 

al., 2013). 

El hierro es un elemento que es requerido para el crecimiento y supervivencia de 

muchos organismos, desempeña un papel indispensable en diversos procesos 

fisiológicos, como la fotosíntesis, la fijación de nitrógeno, la metanogénesis, la 

producción y el consumo de hidrógeno, la respiración, el ciclo del ácido 

tricloroacético, el transporte de oxígeno y la biosíntesis de ADN (Ong et al., 2006). 

Sin embargo, el hierro libre acumulado en la célula es tóxico cuando éste se 

encuentra en exceso ya que conduce a la formación de especies reactivas de 

oxígeno (ERO) que pueden dañar estructuras celulares (Kohgo et al., 2008). Por lo 

tanto, los organismos cuentan con un mecanismo de regulación del hierro 

mediante su absorción en el intestino para prevenir tanto la deficiencia como el 

potencial tóxico de este elemento (Liu et al., 2010). Ésta sensible regulación es 

llevada a cabo mediante la interacción de varios genes, entre ellos los codificantes 

para las proteínas ferritina y transferrina (Aisen et al., 1980). 

La ferritina es una proteína de 450 kDa de tamaño molecular y desempeña la 

función de almacenamiento de hierro para que éste pueda ser reutilizado 

biológicamente (Andrews, 2010). Estructuralmente esta proteína consta de 24 

subunidades (Harrison et al., 1996) las cuales le confieren la capacidad de 

almacenar hasta 4500 átomos por molécula (Theil, 1990). En mamíferos existen 

dos tipos de subunidades llamadas H (“heavy” por su inicial en inglés) y L (“light” 

por su inicial en inglés) con una masa molecular de 21 y 19 kDa, respectivamente, 

que son transcritas por diferentes genes y son ensambladas para formar 

heteropolímeros en diversas proporciones (Santambrogio et al., 1993). Estas 

subunidades desempeñan diferentes funciones: la subunidad H posee un centro 
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ferroxidasa el cual se encarga de la oxidación del Fe (II), mientras que la 

subunidad L facilita la nucleación del hierro lo que proporciona varios residuos 

cargados negativamente en la superficie interior de la ferritina (Hu et al., 2010). En 

peces, se ha identificado una nueva subunidad del complejo ferritina llamada M 

(“Middle” por su inicial en inglés) que está codificada por un gen distinto y posee 

sitios activos característicos tanto de la subunidad H como de la L (Zheng et al., 

2010). 

Por otra parte, la transferrina es una proteína que también desempeña un papel 

crucial en el metabolismo del hierro, mediante la unión y el transporte de hierro 

(Crichton et al., 1987). Esta proteína está compuesta por una cadena única de 

polipéptido de 80 kDa de tamaño molecular y contiene dos dominios, donde cada 

dominio representa un sitio de fijación del hierro (Yang et al., 1984).  

Además del papel de estos genes en la regulación del hierro circundante, se ha 

encontrado  que están involucrados en el sistema inmune en peces (Neves et al., 

2009). En un estudio realizado por Wei et al. (2009) utilizando corvina amarilla 

(Pseudosciaena crocea) estimuladas con Vibrio anguillarum, se encontraron por lo 

menos 39 genes involucrados en el sistema inmune, entre ellos transferrina y la 

subunidad H de ferritina. Lo anterior es interesante porque durante una infección 

bacteriana, el patógeno activa respuestas con el fin de secuestrar el hierro en 

circulación para poder crecer y desarrollarse (Bullen et al., 1978). Todos los 

microorganismos incluyendo bacterias comensales y patógenas producen 

sistemas biosintéticos y de transporte para captar el hierro de sus medios, 

incluyendo el de sus hospederos como plantas y animales (Pi et al., 2012). 

En este sentido, los peces de la familia Lutjanidae, comúnmente conocidos como 

pargos, son un recurso pesquero de gran importancia en el Golfo de California, 

principalmente a lo largo de la costa sureste de Baja California Sur (Rodríguez et 

al. 1994). En la bahía de La Paz el pargo amarillo (Lutjanus argentiventris), tiene 

gran importancia económica en pesquerías ya que se tienen registros de 
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producción de cerca de 8 toneladas por año (Ramírez, 1996) y su carne es de alta 

calidad. Por otro lado, el pargo amarillo al igual que otros peces, son susceptibles 

a enfermedades bacterianas en el medio marino, el problema se convierte más 

importante cuando los peces son sometidos a prácticas de cultivo intenso (Trust, 

1986). Las infecciones bacterianas se asocian a menudo con una sobrecarga de 

hierro, la cual estimula el crecimiento de los patógenos intracelulares mediante la 

reducción de citoquinas y la inhibición de la función fagocítica (Walker y Walker, 

2000), afectando el equilibrio entre los linfocitos T colaboradores y citotóxicos, y 

modificado así la respuesta proliferativa (Cunningham et al., 2000).Sin embargo, 

se cuenta con muy poca información acerca de la respuesta inmune a nivel 

transcripcional de pargo amarillo, además existen pocas secuencias registradas 

en bases de datos de esta especie. 

Por lo tanto el objetivo general de este trabajo de tesis fue caracterizar 

molecularmente los genes que codifican para las proteínas transferrina y ferritina 

M y cuantificar los niveles de expresión génica de ferritina subunidades H y M, así 

como transferrina, de juveniles de pargo amarillo (L. argentiventris) expuestas a 

una sobrecarga o deficiencia de hierro y retadas con Aeromonas hydrophila. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Pargo amarillo (Lutjanus argentiventris) 

El pargo amarillo Lutjanus argentiventris (Peters, 1869) (figura 1), son peces 

depredadores con hábitos de alimentación variable. Todos son carnívoros, se 

alimentan principalmente de peces y crustáceos bentónicos, por ejemplo, 

decápodos, cefalópodos y gasterópodos (Allen, 1987; Sierra et al., 1994). Es 

conocido que esta especie también se alimenta de algas, esponjas y sálpidos 

(Díaz, 1994; Sierra et al., 1994).   

Esta especie puede alcanzar a medir arriba de 1 metro de longitud, pesar 10 kg, 

alcanzar su madurez después de los 3 años y puede vivir arriba de 19 años 

(Martinez-Andrade, 2003).    

Taxonomía de L. argentiventris 

Clase: Actinopterygii  

Orden: Perciformes  

Familia: Lutjanidae 

Género: Lutjanus 

Especie: L. argentiventris  

 
Sala et al., (2003) reportan agregaciones de individuos grávidos cerca de Mayo y 

Junio, y que su tiempo de desove es principalmente al anochecer.  

 

 

 

 

  

Figura 1.Pargo amarillo Lutjanus argentiventris. (Foto tomada en el laboratorio húmedo de 
CIBNOR, La Paz). 
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2.1.1 Distribución e importancia comercial del pargo amarillo (L. 

argentiventris) 

La familia de peces Lutjanidae, comúnmente llamados pargos, son un recurso 

pesquero de gran importancia en el Golfo de California, principalmente a lo largo 

del suroeste de la costa de Baja California Sur (Rodriguez et al., 1994) y está 

distribuido desde el Golfo de California hasta Perú (Figura 2a). En bahía de La Paz 

el pargo amarillo es una especie importante en pesquerías, ya que alcanza una 

producción cerca de las 8 toneladas por año (Ramírez, 1996). La carne de esta 

especie tiene una alta calidad y es vendida fresca o congelada (Berdegué 1956, 

Fischer et al. 1995).L. argentiventris es una especie demersal, donde los adultos 

habitan en arrecifes rocosos y coralinos o en cuevas entre rocas (Figura 2b). Los 

juveniles viven principalmente en manglares, en pequeñas agregaciones (Fiescher 

et al., 1995, Thomson et al., 2000).  Además esta especie es de fácil adaptación al 

cautiverio, lo cual la hace una especie candidata para la acuicultura.  

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 2. Distribución del pargo amarillo. a) Distribución del pargo amarillo en México, b) Mapa de 
los manglares del oeste del Golfo de California (manglares rocosos en azul, arenosos en color 
naranja)  Fuente: DataMares. InteractiveResource. (http://dx.doi.org/10.13022/M3F30F). 
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2.2 Enfermedades en acuacultura de peces 

La contribución de la acuacultura a la producción mundial de alimentos ha 

aumentado considerablemente en las últimas décadas y actualmente este sector 

aporta la mitad del total de peces y mariscos de consumo humano (FAO, 2010). 

Sin embargo, la intensificación de las operaciones de cultivo en el sector acuícola 

ha llevado a pérdidas económicas, debidas principalmente a enfermedades 

infecciosas, en particular durante las etapas de producción temprana (Kiron, 

2011). Algunos peces silvestres pueden aportar algunos agentes infecciosos, los 

cuales pueden entrar en granjas de acuacultura a través de la ingesta de agua, 

alimentación o reproductores infectados (Saksida et al., 2014).  

Los patógenos bacterianos de mayor importancia en peces, con una excepción, 

son Gram negativos, como Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, V. anguillarum, 

V. ordalii, Yersinia ruckeri y Edwardsiella ictaluri; y además Renibacterium 

salmoninarum que es una bacteria Gram positiva (Trust, 1986).  

A. hydrophila es una bacteria con amplia distribución en ambientes acuáticos y 

estuarinos y es una habitante normal del tracto intestinal de especies silvestres de 

agua dulce (Popovic et al., 2000). Las cepas de esta bacteria son reconocidas 

como patógenas no solo de peces sino también de varios vertebrados y en 

humano. Estos patógenos han sido asociados con varias condiciones clínicas 

como infecciones de heridas, septicemia aguda y enfermedades diarréicas 

(Cumberbatch et al., 1979; Ketover et al., 1973).   

Los principales agentes etiológicos de enfermedades bacterianas de importancia 

económica que afectan a cultivos de peces marinos son enlistados en la Tabla I.  
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Tabla I. Agentes etiológicos de las enfermedades bacterianas de importancia económica que 
afectan a los cultivos de peces marinos. (Toranzo et al., 2005). 

Agente Enfermedad Principal hospedero marino 

Gram negativa 

Vibrio anguillarum Vibriosis 
Salmónidos, rodaballo, lubina, lubina 
rayada, anguila, bacalao, besugo 

Vibrio ordalii Vibriosis Salmónidos 
Vibrio salmonicida Vibriosis Salmón atlántico, bacalao 
Vibrio vulnificus Vibriosis Anguilas 

Vibrio viscosus 
"Úlcera de 
invierno" 

Salmón atlántico 

Pasteurella piscicida Photobacteriosis 
Dorada, lubina, lenguado, lubina 
rayada, jurel 

Pasteurella skyensis Pasteurellosis Salmón atlántico 
Aeromonas 
salmonicida  

Furunculosis Salmónidos, rodaballo 

Flexibacter maritimus Flexibacteriosis  
Rodaballo, salmónidos, lenguado, 
lubina, dorada, besugo 

Pseudomonas 
anguilliseptica 

Pseudomonadia
sis "Enfermedad 
de invierno" 

Dorada, anguila, rodaballo 

Gram positiva 

 
Enterococcus 
seriolicida 

Streptococcosis  Jurel, anguila 

Streptococcus iniae Streptococcosis  Jurel, lenguado, lubina, perca gigante 
Streptococcus 
parauberis 

Streptococcosis  rodaballo 

Streptococcus phocae Streptococcosis  Salmón atlántico 

Renibacterium 
salmoninarum 

BKD 
"enfermedad 
bacteriana de 
riñón" 

Salmónidos 

Mycobacterium 
marinum 

Mycobacteriosis Lubina, rodaballo 

Piscirickettsia salmonis Piscirickettsiosis Salmónidos 
 

Se han descrito muchos virus diferentes, algunos de ellos con gran importancia 

económica en acuicultura. Esta lista contiene un  birnavirus: el virus de la necrosis 

pancreática infecciosa (“IPNV” por sus siglas en inglés) (Dobos et al., 1976), tres 
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rabdovirus: virus de la septicemia hemorrágica viral (VSHV), el virus de la necrosis 

hematopoyética (NHI) y el virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) (Hill 

et al., 1975); y un herpevirus: el virus de bagre de canal (CCV) (Pilcher et al., 

1980).  

Los signos clínicos (externos e internos) causados por cada patógeno microbiano 

son dependientes de la especie hospedadora, la edad del pez y el estado de la 

enfermedad (agudo, crónico). Sin embargo, en algunos casos, no existe una 

correlación entre signos internos y externos. Por ejemplo, la pasteurellosis y 

pscirickettsiosis son enfermedades sistemáticas con altas tasas de mortalidad que 

causan signos internos en el pez afectado, pero ellos presentan a menudo una 

apariencia externa saludable (Toranzo et al., 2005).  

Los agentes patogénicos descritos en sistemas de cultivo están usualmente 

presentes en poblaciones de peces silvestres. Sin embargo, en ambientes 

naturales, estos agentes rara vez causan mortalidades debido a la falta de 

condiciones estresantes que están presentes usualmente en cultivo de peces 

(Toranzo et al., 2005). 

El uso de agentes terapéuticos (desinfectantes, antibióticos, etc.) en el sector 

acuícola es una práctica común para la eliminación de patógenos, sin embargo, 

tienden a hacer poco efectivos, costosos y dañinos para el medio ambiente 

(Subasinghe, 1997). Además, en el caso de antibióticos, los patógenos que están 

siendo tratados tienden a desarrollar mecanismos de resistencia (Verschuere et 

al., 2000). Por ello la tendencia actual va encaminada al desarrollo de medidas 

preventivas. 

2.3 Metabolismo de hierro en peces 

Los peces tienen dos rutas de adquisición del hierro, mediante la dieta y el agua 

(Bury et al., 2003). El papel de las branquias o el intestino en la absorción de 

hierro está dominada por la química de este compuesto en el medio ambiente 
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natural. Los peces pueden secuestrar Fe de la columna de agua, y de manera 

similar a la situación en el intestino, Fe (II) es más biodisponible que el Fe (III) en 

las branquias (Bury et al., 2012).  

La absorción de hierro a través de las branquias es considerablemente menor que 

la absorción a través del intestino, lo que sugiere que este último es la vía 

predominante de la absorción de este elemento (Cooper et al., 2006). Durante los 

períodos de baja ingesta dietética hierro el papel de las branquias para mantener 

la homeostasis hierro se hace más significativa. De hecho, Cooper y Bury (2007), 

infiere que la trucha arco iris podría potencialmente adquirir aproximadamente el 

85% de su ingesta diaria recomendada de hierro a través de las branquias. Por lo 

tanto, las branquias juegan un papel complementario en la homeostasis del hierro 

y son capaces de obtener casi la totalidad de la ingesta de hierro requerida del 

agua si es necesario. 

El hierro acuático atraviesan la capa de mucosa que cubre la superficie de las 

branquias donde ya sea por membrana férrico reductasa o agentes reductores 

extrínsecos de hierro (por ejemplo ascorbato), convierte el Fe (III) a Fe (II) y el Fe 

(II) es el sustrato para la Fe2+ / H+ del transportador de metal divalente 1 (DMT1). 

Una vez dentro de la célula el hierro se almacena en la proteína ferritina o entra en 

la piscina de hierro lábil (LIP). La exportación de Fe (II) se produce a través de la 

ferroportina, que está vinculado a una llamada hefaestina unido a la membrana 

férrico oxidasa que convierte el Fe (II) de nuevo a Fe (III). El Fe (III) se une a la 

proteína transferrina y circula en el cuerpo (Bury et al., 2012).En el intestino el 

hierro unido a mucinas atraviesa la capa de la mucosa; allí después del proceso 

de absorción es similar al que se da en branquia (Bury et al., 2012). Estas dos vías 

de captación de hierro en peces son esquematizadas en la figura 3. 
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Figura 3. Vías de captación de hierro en peces. a) A través de la branquia, b) A través del intestino. 
Fuente: Bury et al., (2012). 

2.3.1 Transferrina 

Las transferrinas son una superfamilia de proteínas fijadoras de hierro que tienen 

una función esencial en el transporte de hierro desde sitios de absorción y 

almacenamiento a células que requieren hierro y además son importantes en la 

regulación de los niveles de hierro en fluidos biológicos (Crichton et al., 1987). En 

esta familia están incluidas: melanotransferrina, lactotransferrina, transferrina 

sérica y ovotransferrina (Anderson et al., 2005). Las transferrinas son una sola 

cadena de polipéptidos de 70-80 kDa y consisten en dos lóbulos homólogos, que 

se cree han surgido por la duplicación de un dominio precursor (Park et al., 1985), 

incrementando el número de sitios de unión a hierro y por tanto la funcionalidad de 

la proteína (Lambert et al., 2005), cada uno contiene aproximadamente 335 

aminoácidos, los cuales contienen un sitio único de fijación de hierro que es 

altamente conservado (Loer et al., 1989).  

La estructura, función, mecanismo de la captación, liberación y almacenamiento 

de hierro y control del gen de transferrina en mamíferos es un área ampliamente 

estudiada en las últimas décadas (Crichton et al., 2002; Sawaya et al., 1995; 

Browman et al., 1988; Graham et al., 1975). El estudio de este gen en peces 
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teleósteos es limitado únicamente en pocas especies de peces incluyendo los 

salmónidos (Kvinge et al., 1993; Lee et al., 1996), cyprinidos (Sahoo et al., 2009; 

Lin et al., 2010), y peciformes (Neves et al., 2009; Chen et al., 2008).  

Por otra parte, además de que la transferrina es ampliamente conocida como una 

proteína de fijación de hierro, es también un componente del mecanismo de 

defensa no específico humoral (inmunidad innata). La asociación de la transferrina 

con el sistema inmune se deriva de su capacidad de restringir el hierro 

circundante, creando niveles bajos de hierro biodisponible y limitando el 

crecimiento y desarrollo de patógenos (García-Fernández et al., 2011). 

No obstante y a pesar de los estudios realizados, todavía hay una necesidad de 

comprender la relación entre el estrés celular y el nivel de la transcripción de 

genes que implica la respuesta inmune innata de los vertebrados marinos durante 

un proceso infeccioso y su relación con el hierro circundante o dietario. 

2.3.2 Ferritina H y M 

La ferritina es una proteína conservada evolutivamente que se encuentra en 

diversos organismos incluyendo bacterias, hongos, plantas y animales (Halsey et 

al., 2004; Hoeward et al., 1999; Surykala et al., 1999).  La principal función de la 

ferritina es como proteína de almacenamiento de hierro celular, formando 

depósitos de hierro en una forma reutilizable y no tóxica biológicamente (Andrews, 

2010). Estructuralmente, la ferritina es una proteína compleja que consiste de 24 

subunidades y que pueden retener hasta 4000 átomos de hierro (Arosio et al., 

2009). La retención de hierro por la ferritina se inicia en un sitio llamado centro 

ferroxidasa de dihierro, donde el Fe (II) se oxida por el oxígeno molecular a Fe (III) 

(Levi et al., 1988; Zhao et al., 2003). La molécula de hierro ya oxidada, mueve la 

cavidad de ferritina, lo cual conlleva a la nucleación y mineralización del hierro, un 

proceso que conduce finalmente al almacenamiento de hierro (Arosio et al., 2009).  



13 
 

 
 

Los niveles de ferritina en la célula son regulados tanto en la etapa de 

transcripción como de traducción por diferentes factores (Hentze et al., 1996; 

Yamashita et al., 1996). La mayoría de las ferritinas tienen un elemento regulador 

de hierro (“IRE” por sus siglas en inglés Iron Responsive Element) en la región 5’ 

no traducida (“UTR” por sus siglas en inglés Untraslated Region), que sirve como 

un sitio de unión para las proteínas de respuesta de hierro (“IRP” por sus siglas en 

inglés Iron Responsive Proteins) que, al unirse a la región IRE, reprime la 

traducción de ferritina (Hentze et al., 1989; Theil et al., 2000).   

La transcripción de ferritina puede ser modulada por diferentes factores externos, 

tales como la concentración de hierro, como en el estudio realizado por Wu et 

al.(2010) donde analizaron cuatro dietas diferentes de hierro: deficiente (0 mg/kg), 

optima (65 mg/kg) y excesiva (1300 mg/kg and 6500 mg/kg);la infección de 

patógenos como Photobacterium damselae spp. piscicida con una concentración  

de5.0X105 CFUs ml-1 (Neves et al., 2009); o el estrés oxidativo inducido con FeCl2, 

CuSO4 y H2O2 con concentraciones de 20, 40 y 80 µM respectivamente (Zheng et 

al., 2010).  

Existen tres tipos de subunidades de ferritina, H, L y M, que han sido identificadas 

en vertebrados, de las cuales las subunidades H y L se encuentran en vertebrados 

superiores mientras que la subunidad M sólo ha sido identificada en vertebrados 

inferiores incluyendo peces (Andersen et al., 1995; Giorgi et al., 2008; Mignogna et 

al., 2002). La subunidad H tiene un centro ferroxidasa que es responsable de la 

oxidación del hierro, mientras que la subunidad L contiene residuos cargados 

negativamente sobre la superficie de la cavidad que promueven el proceso de 

nucleación (Levi et al., 1994; Santambrogio et al., 1992). La subunidad M posee 

tanto el centro ferroxidasa como el centro de nucleación de hierro. 

La subunidad H se ha caracterizado y analizado en diversas especies de peces 

como Ictalurus punctatus (Liu et al., 2010b), Dicentrarchus labrax (Neves et al., 

2009) y P. crocea (Zhang et al., 2010). Además, la subunidad M se ha identificado 
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y caracterizado en varios peces teleósteos, como Cynoglossus semilaevis (Wang 

et al., 2011), P. crocea (Zhang et., al 2010), Sciaenops ocellatus (Hu et al., 2010), 

Scophthalmus maximus (Zheng et al., 2010), y Salmo salar (Andersen et al., 

1995). Recientemente, se realizó un estudio en larvas de L. argentiventris (Reyes 

et al., 2014), expuestas a diferentes concentraciones de hierro donde se midieron 

los niveles de expresión de ferritina subunidad H (LaFerH). En este estudio se 

observó un patrón claro de expresión, que dependía de las dosis administradas; 

donde el tratamiento con quelante (EXJADE deferasirox®) disminuyó 

significativamente los niveles de expresión de LaFerH. En cambio, los niveles de 

ARNm de LaFerH de larvas expuestas a los tratamientos Fe2x y Fe4x aumentaron 

significativamente. Adicionalmente, se caracterizó la secuencia completa de 

LaFerH (Número de acceso: KF873611) con una longitud de 1,231 pb, con un 

marco de lectura abierto de 534 pb (“ORF” por sus siglas en inglés Open Reading 

Frame), deduciendo una secuencia de aminoácidos de 177 residuos. Esta 

secuencia tiene una alta similitud con genes de la subunidad H de ferritina de otros 

peces, particularmente con Lates calcarifer (99%), Takifugu rubripes (97%) y D. 

labrax (97%). 

2.4 Sistema inmune de peces 

El sistema inmune de los peces es fisiológicamente similar a la de los vertebrados 

superiores, a diferencia que los peces son organismos de vida libre desde etapas 

embrionarias tempranas y dependen de su sistema inmune innato para la 

supervivencia (Rombout et al., 2005).La inmunidad no específica es una defensa 

fundamental en los peces. Los teleósteos han sido descritos como modelos 

primitivos dela hematopoyesis. El primero órgano hematopoyético es llamado 

masa celular intermedia (“ICM” por sus siglas en inglés Intermediate Cell Mass). 

Con respecto al desarrollo de los órganos implicados en la respuesta inmune, la 

parte interior del riñón y el timo se considera estar completa antes de que ocurra la 

eclosión en la trucha arcoíris y el Salmón de Atlántico (Razquín et al., 1990).Estos 

órganos no se han completado al final de la incubación de muchas especies 
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marinas, incluyendo la dorada (Sparus aurata) y el rodaballo (S. maximus) 

(Nakanishi, 1986). A pesar de estas diferencias, la secuencia de desarrollo de los 

principales órganos linfomieloides en teleósteos marinos es el siguiente: riñón, 

bazo y timo (Nakanishi, 1986) (Figura 4). 

Los peces poseen poblaciones de células T, células B, células citotóxicas, 

macrófagos y leucocitos polimorfonucleares. Por otra parte, los elasmobranquios y 

peces teleósteos son los grupos más primitivos que poseen el Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad (MHC) y receptor de células T (Manning y Nakanishi, 1996).  

El sistema inmune de peces y vertebrados superiores tienen la similitud de tener 

dos componentes integrales: 1) sistema inmune innato o natural formado por una 

serie de componentes celulares y humorales y 2) sistema inmune adaptativo, 

adquirido o específico, caracterizado por la respuesta inmune humoral mediante la 

producción de anticuerpos y por la respuesta celular, que está principalmente 

mediada por linfocitos T, capaces de reaccionar específicamente con antígenos 

(Gómez y Balcázar, 2007).  

En los peces, la respuesta innata ha sido considerada como un componente 

esencial en la lucha contra los patógenos debido a las limitaciones del sistema 

inmuneadaptativo, su naturaleza poiquilotérmica, su limitado repertorio de 

anticuerpos y la proliferación lenta, la maduración y la memoria de sus linfocitos 

(Whyte, 2007). Es dividida comúnmente en tres compartimentos: la barrera 

mucosa y epitelial, parámetros humorales y componentes celulares. La barrera 

mucosa y epitelial  de branquia, piel y tracto digestivo son barreras importantes en 

peces, al ser expuestos constantemente a medios que contienen agentes 

potencialmente dañinos (Magnadottir, 2010). La mucosa de la piel y branquia 

actúan como la primera barrera de defensa a la infección (Ingram, 1980). La 

mucosa de peces contiene lectinas, pentraxinas, lisozimas, proteínas del 

complemento, péptidos antibacterianos y la inmunoglobulina M (IgM), que tienen 

una función importante en la inhibición de la entrada de patógenos (Saurabh y 
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Sahoo, 2008). Por otro lado, se han encontrado péptidos antimicrobianos en la 

mucosa, hígado y branquia de peces teleósteos (Birkemo et al., 2003). Estos 

polipéptidos de bajo peso molecular son capaces de romper paredes bacterianas 

(Ellis, 2001). Otro proceso importante en animales poiquilotermos es la fagocitosis, 

donde las células principalmente involucradas son los neutrófilos y macrófagos 

(Secombes y Fletcher, 1992). 

La respuesta inmunitaria específica se produce a través de mecanismos que 

implican una compleja red de células especializadas, proteínas, genes y mensajes 

bioquímicos que proveen los medios necesarios para que el organismo responda 

específicamente a antígenos (Uribe et al., 2011).  

En los últimos años, se han tenido avances grandes en la comprensión de la 

respuesta inmune de peces que ha beneficiado a la industria de la acuicultura, sin 

embargo, nuevos estudios de elementos del sistema inmune de peces seguirá 

contribuyendo en este sector para los nuevos problemas que se han suscitado 

debido a la variedad de patógenos.   

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Principales órganos involucrados en el sistema inmune de peces. Fuente: Modificado de 
http://www.revistaaquatic.com/ 
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2.5 Mecanismos de obtención de hierro por patógenos 

La adquisición de hierro es reconocida como uno de los pasos importantes en el 

desarrollo de un agente patógeno en su hospedero. En este sentido se ha 

sugerido que la absorción de hierro podría ser un objetivo clave para el diseño de 

agentes quimioterapéuticos nuevos, y por lo tanto existen investigaciones 

llevándose a cabo para comprender las interrelaciones entre patógenos, 

hospedero y hierro (Ratledge et al., 2000).	

En ambientes aeróbicos, el hierro se encuentra principalmente oxidado de forma 

férrica Fe (III), que a pH 7, tiene una solubilidad de 1.4X10-9M (Chenaultet al., 

1991). Sin embargo, está concentración es muy baja y por tanto, los patógenos 

necesitan mecanismo específicos para la adquisición de hierro de su hospedero.  

Los patógenos han desarrollado uno o más mecanismos para la obtención de 

hierro. Se han identificado dos categorías generales; la primera es el uso de los 

receptores que se puede unir ya sea a transferrina, lactoferrina o hemoglobina, y 

la segunda es mediante la producción de sideróforos que son moléculas de baja 

masa molecular que adquieren el hierro ya sea desde las proteínas del hospedero 

o de compuestos de hierro de bajo peso molecular. Los patógenos que se basan 

en la primera categoría generalmente tienen alta especificidad en la toma de hierro 

(Weinberg, 2008). Los sideróforos, que son agentes de unión a Fe (III); son 

producidos por muchos, más no todos los microorganismos en respuesta a una 

deficiencia de hierro. Los anaerobios, por ejemplo Clostridium perfringens, 

adquieren el hierro mediante la creación de su propio entorno microanaeróbico en 

un tejido hospedero, de modo que el hierro unido a las moléculas tales como 

transferrina o lactotransferrina se reduce a Fe (II) y su movilización es entonces 

ayudada por la acidificación simultánea del ambiente (Griffiths et al., 1999). Los 

sideróforos también trabajan con sales férricas insolubles incluyendo hidróxido 

férrico, que es la manera mediante el cual los microorganismos productores de 
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sideróforos adquieren hierro a partir de un medio de crecimiento de laboratorio 

(Ratledgeet al., 2000). 

Como resultado de sus diversos mecanismos para secuestrar el hierro, las 

bacterias oportunistas consiguen una concentración de hierro disponible mucho 

mayor. Debido a la función bioquímica central del hierro, su adquisición del 

ambiente del hospedero, es un determinante de virulencia bacteriana, y entonces,  

la inhibición de la toma de hierro puede combatir infecciones bacterianas 

(Weinberg, 2008). 

Los sideróforos de bacterias Gram negativas son a menudo compuestos 

catecolato como enterobactina y su forma glicosilada (también llamado 

salmochelin) (Neilands, 1995). 

Por otra parte, la replicación vírica requiere un aumento de la actividad metabólica 

celular para producir copias del genoma vírico y sintetizar las proteínas víricas, y 

estos procesos requieren hierro (Kowdley, 2000). Por tanto, los virus pueden 

multiplicarse más fácil ante células del hospedero sobrecargadas de hierro 

(Pietrangelo, 2009): algunos infectan de forma selectiva células que captan el 

hierro a través del receptor para transferrina, otros alteran la expresión de 

proteínas implicadas en la homeostasis del hierro (Drakesmith y Prentice, 2008).  

2.5.1Mecanismo de obtención de hierro por Aeromonas hydrophila 

A. hydrophila es una bacteria oportunista gram negativa, se reconocen como 

patógenos de varias especies de vertebrados y en el humano, se ha asociado con 

diversas condiciones clínicas, incluyendo septicemia y  enfermedades diarreicas 

agudas (Ketover et al., 1973). Varios factores de virulencia, incluyendo citotoxinas 

y enterotoxinas (Ljunh y Wadstrom, 1982; Yadav et al., 1992) se han sugerido que 

participan en el proceso de infección. A. hydrophila se considera cada vez más un 

importante problema económico para la industria de la piscicultura (Austin y 

Austin, 1999).  



19 
 

 
 

La mayor parte de las cepas de A. hydrophila han demostrado que producen el 

sideróforo catecolato, ya sea amonabactina o enterobactina, pero no ambos. Las 

amonabactinas son tri- o tetrapéptidos de la secuencia Gly-L-Lys-L-Lys-D-aro, 

donde la glicina es un aminoácido opcional y aro puede ser un triptófano o una 

fenilalanina (Telford y Raymond, 1997). Dos grupos 2,2-dihidroxibenzoil están 

unidos mediante enlaces amida N al extremo C-terminal de la lisina y al extremo 

N-terminal de glicina o lisina (Figura 5). Estos restos catecol constituyen las 

funcionalidades quelantes de estos sideróforos (Stinzi et al., 2000). La 

amonabactina se ha demostrado que adquiere el  hierro desde el complejo de 

suero de los vertebrados Fe-transferrina y por lo tanto se puede considerar un 

factor de  virulencia (Barghouthi, 1989). Massad et al. (1991) han presentado 

evidencia de una amonabactina mediada por la adquisición de hierro de la 

transferrina en el suero. Además encontraron que una cepa productora de 

amonabactinas creció en  suero inactivado por calor, mientras que una cepa 

productora de enterobactinas no creció. Otros estudios han reportado que A. 

hydrophila es capaz de unirse a lactotransferrina y transferrina (Konopka y 

Neilands, 1984), lo que sugiere una posible adquisición hierro de estas moléculas 

por un mecanismo independiente de sideróforos. 
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Figura 5. Amonabactinas: cuatro sideróforos bis-catecolatos producidos por Aeromonas. Fuente: 
Stinzi et al. (2000). 

 

2.6 Quelante (Deferasirox) 

El proceso de adquisición de hierro, que es crítico para el crecimiento de 

patógenos y su virulencia, representa una de las vías que puede ser dirigido con 

éxito por nuevas herramientas terapéuticas (Neres et al., 2008). Se ha demostrado 

que la restricción de hierro mejora el resultado de una serie de enfermedades 

infecciosas como la malaria (Mabeza et al., 1999), tripanosomiasis (Arantes et al., 

2007), hepatitis C (Sartori et al., 2001) e infecciones mycobacteriales (Douvas et 

al., 1993). Aunque estos estudios han revelado que la privación del hierro puede 

ser una estrategia para inhibir la proliferación de patógenos, recae la necesidad 

para desarrollar nuevas moléculas quelantes de hierro que posean propiedades 

adecuadas (Fernandes et al., 2010). 
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Deferasirox es un derivado de ácido benzoico bis-hidroxifenil-triazol (figura 6). El 

Deferasirox es un quelante activo por vía oral con una gran selectividad por el 

hierro. Es un quelante tridentado que moviliza los depósitos de hierro mediante la 

unión selectiva a la forma (Fe3+) de hierro férrico (Stumpf et al., 2007). Los 

quelantes tridentados requieren dos moléculas de ligando para unir un átomo de 

hierro. En humanos, la selectividad para el hierro es alta, con baja afinidad por 

metales traza, tales como zinc o cobre (Vanorden et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura química del deferasirox. Fuente: Agarwal (2010). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las altas mortalidades en producción de peces en acuacultura debidas a 

enfermedades por interacciones con patógenos es un problema desafiante que 

necesita ser resuelto. El estudio del sistema inmune en peces como mecanismo 

de defensa contra infecciones nos permite conocer la respuesta de estos contra 

algún patógeno. El pargo amarillo (Lutjanus argentiventris) es una especie de 

importancia económica en México, que se ve afectada por enfermedades que son 

provocadas por patógenos principalmente del tipo bacterianos. Los trabajos 

hechos recientemente en teleósteos demuestran el papel tan importante que juega 

la regulación del metabolismo de hierro en la respuesta inmune mediante la 

restricción de hierro disponible para el crecimiento del patógeno. Por lo tanto, la 

caracterización y cuantificación de los niveles de expresión a nivel transcripcional 

de genes involucrados en el metabolismo del hierro  nos servirá de estrategia para 

estudiar el sistema inmune de juveniles de pargo amarillo, expuestos a diferentes 

concentraciones de hierro y retadas con Aeromonas hydrophila.  

4. HIPÓTESIS 

Si el hierro biodisponible en diferentes especies de peces retadas con bacterias 

afecta su metabolismo y sistema inmune, entonces, en juveniles de pargo amarillo 

L. argentiventris: 

  Se inducirá la expresión del gen codificante para ferritina después de una 

sobrecarga de hierro y una infección con A. hydrophila. 

  Se inducirá la expresión del gen codificante para transferrina después de 

una deficiencia de hierro y se reprimirá su expresión tras la infección con A. 

hydrophila. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general  

Caracterizar molecularmente los genes que codifican para las proteínas 

transferrina y ferritina M y cuantificar los niveles de expresión génica de ferritina 

subunidades H y M, así como transferrina, de juveniles de pargo amarillo (L. 

argentiventris) expuestas a una sobrecarga o deficiencia de hierro y retadas con A. 

hydrophila. 

5.2  Objetivos particulares 

1. Clonar y caracterizar los genes de transferrina y ferritina M por la técnica de 

RACE. 

2. Cuantificar los niveles de expresión génica de ferritina subunidades H y M, 

y transferrina de juveniles de pargo amarillo (L. argentiventris) expuestas a 

una deficiencia o sobrecarga de hierro y  a Aeromonas hydrophila.  

6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Peces y bioensayo 

Para este estudio se utilizaron 78 juveniles de pargo amarillo de un tamaño 

aproximado de 105 gr. Los peces fueron obtenidos realizando dos salidas al 

campo además de la colocación de trampas sobre la ensenada de La Paz, B.C.S. 

Primeramente los juveniles de pargo amarillo se colocaron en dos tanques de 

5000 L donde permanecieron por una semana para su aclimatación y verificar que 

estuvieran libres de patógenos (Figura 7). La temperatura del agua se mantuvo a 

25° C, con una concentración de oxígeno disuelto de 4.3-6.9 mg/L, un pH de 7.7-

8.1 y una salinidad del 35%. Posteriormente, para el experimento estos se 

distribuyeron en 18 tanques cilíndricos de 70 L con entradas independientes de 

agua de mar filtrada (Figura 9). Se tuvieron dos grupos, en el grupo 1, se 
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TT 1: CONTROL
Agua de mar [3.4 μg de hierro/L]

TT 2: Quelante
Desferasirox [10.4 mg/L] 
(Agarwal MD, 2010; Reyes et al., 2014)

TT 3: Fe 2X (FeCl3) 
[6.8 μg/L] 
(Andersen, 1999; Reyes et al., 2014)

TT 2: Quelante
Desferasirox [10.4 mg/L] 
(Agarwal MD, 2010; Reyes et al., 2014)

TT 3: Fe 2X (FeCl3) 
[6.8 μg/L] 
(Andersen, 1999; Reyes et al., 2014)

Infectados intraperitoneal con Aeromonas hydrophila [1X108cel/mL]:

TT 1: CONTROL
Agua de mar [3.4 μg de hierro/L]

Grupo 1

Grupo 2

analizaron tres tratamientos por triplicado (4 organismos por tanque). 1.-agua de 

mar (grupo control), 2.- quelante de hierro comercial Exjade Desferasirox® a una 

concentración de 125 mg l-1, y 3.- cloruro férrico (FeCl3.6H2O) a una concentración 

6.8 µg l-1 (Fe 2x respecto la concentración de hierro en el agua de mar) y en el 

grupo 2 se analizaron los mismos tratamientos más un reto infeccioso con A. 

hydrophila (Figura 8). 

 

 

Figura 7. Distribución de pargo amarillo en los tanques para su aclimatación. Asesoría en 
identificación por el Dr. Juan Carlos Pérez Urbiola, CIBNOR. 

Figura 8. Esquema del montaje de tanques para el bioensayo. En cada tanque fueron colocados 4 
peces los cuales fueron utilizados para el análisis de expresión génica diferencial. Además fueron 
colocados 3 peces más en un tanque con el tratamiento control sin infección para el análisis de 
expresión génica basal. Adicionalmente se distribuyó 1 pez más en un tanque de los tratamientos 
control, quelante y Fe2X para el análisis de espectrofotometría de absorción atómica. 
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Figura 9. Tarjas experimentales con capacidad de 70 L. 

6.2 Aeromonas hydrophila 

La bacteria A. hydrophila cepa Ah-315usada en el presente estudio fue 

originalmente aislada de Salmón Atlántico infectado (Salmo salar L.) por el 

departamento de Microbiología Medica, de la Universidad de Lund, Suecia. Para 

su re-activación la cepa fue inyectada intraperitonialmente en pargo amarillo, 

siguiendo los Postulados de Koch. En resumen, la cepa fue re-activada en medio 

LB caldo y agar por estría cruzada. Posteriormente, la cepa fue identificada 

mediante un PCR de colonia, donde se amplificó una proteína de membrana con 

capacidad antigénica, la omp28 específica del género Aeromonas. 

Se prepararon los inóculos bacterianos un día antes de realizar la infección 

experimental a los peces, se suspendió la biomasa obtenida en las placas con 

agar LB en 10 mL de PBS estéril (buffer salino de fosfatos), hasta ajustarla a una 

densidad óptica (DO)=1 (=450nm), que corresponde a una densidad de 

1X109células/mL.  
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6.3 Reto infeccioso 

La infección experimental en los juveniles de pargo amarillo se realizó al mismo 

tiempo en que los tratamientos fueron añadidos al grupo dos. 100 µl de A. 

hydrophila la cual fue suspendida en PBS se inyecto intraperitonialmente a un 

dosis de  1x108 células ml-1por pez; el mismo volumen de PBS fue inyectado al 

grupo control (Figura 10).  

 

Figura 10. Inyección intraperitoneal de A. hydrophila a juveniles de pargo amarillo. 

 

6.4 Muestreo 

Dos peces de cada tanque fueron muestreados a las 24 y 96 horas post-

tratamiento-infección. Los peces fueron anestesiados con aceite de clavo en el 

agua. Se tomaron muestras de branquia, ojo, musculo, piel, intestino, cerebro, 

hígado, riñón cefálico y bazo e inmediatamente fueron colectados en TRIzol 

(Invitrogen) y guardados a - 80 °C para el análisis de expresión génica, mientras 

que peces no tratados (sanos) fueron usados para el análisis de expresión génica 

basal donde se tomó también muestras de mucus de piel, para esto se utilizó una 

espátula estéril tomando muestra de mucus lo más alejado del ano para no 

contaminar la muestra.  
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6.5 Determinación de hierro por espectrofotometría de absorción atómica 

Las concentraciones de hierro en las muestras de agua (tiempo cero) y en tejidos 

(96 horas) se analizaron en mediante un espectrofotómetro de absorción atómica 

(AVANTA; GBC Scientific Equipment, Dandenong, Australia) con una llama de aire 

de acetileno. Se utilizó material de referencia estándar certificado TORT-2 

(Consejo de Investigación Nacional de Canadá, Ottawa) para comprobar la 

exactitud del instrumento. Los valores analíticos se encontraban dentro del rango 

de los  valores certificados. 

6.6 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

Se llevó a cabo la extracción de ARN total de las muestras almacenadas de tejidos 

de los juveniles de pargo amarillo mediante el uso del reactivo TRIzol® Reagent 

(Invitrogen EUA), la integridad de este se evaluó mediante la visualización en gel 

desnaturalizante de agarosa al 1.5% y se cuantificó su concentración mediante la 

lectura de su absorbancia (=260 y =280 nm) en un espectrofotómetro 

(Nanodrop N-1000 Spectrophotometer).   

Posteriormente, para la cuantificación génica por PCR en tiempo real se realizó la 

síntesis de ADNc a partir de 1 µg de ARN de juveniles de pargo amarillo extraído 

mediante el kit de ImProm-II™ Reverse Transcription (Promega, EUA). 

6.7 Diseño de oligos no específicos para PCR punto final 

Para el estudio génico primeramente se diseñaron oligonucleótidos o "primers" no 

específicos para los genes de ferritina subunidad M y transferrina a partir de 

secuencias de estos genes reportadas en la base de datos de organismos del 

suborden percoidei, del cual es perteneciente L. argentiventris, utilizando el 

programa bioinformático de Primer-BLAST, así como los programas 

OligoEvaluator™ (SIGMA-ALDRICH) y RNAfold WebServer para evaluar los 

parámetros de los oligos. Los oligos fueron sintetizados por el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM (IBT) (www.ibt.unam.mx/sintesis).  
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6.7.1 Amplificación de los genes 

Una vez sintetizados y preparados a una concentración de 20 pm, se realizó la 

amplificación mediante PCR punto final de los genes de ferritina subunidad M y 

transferrina, para verificar que el ADNc sintetizado fuera óptimo y asegurarnos que 

estábamos trabajando con la secuencia deseada. Para la amplificación de los 

genes se utilizó el programa mostrado en la figura 11. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Programa de PCR utilizado en el termociclador. 

 

6.7.2 Clonación, secuenciación y diseño de oligonucleótidos específicos 

Los productos de PCR obtenidos fueron clonados, llevando a cabo la siguiente 

metodología: los productos obtenidos de transferrina y ferritina fueron ligados al 

vector plasmidico pGEM T-easy (Promega, EUA). Posteriormente se 

transformaron células químicamente competentes E.coliTOP10 mediante shock 

térmico. Las bacterias transformadas se sembraron en placas con medio agar LB 

con ampicilina (100μg/mL) y con X-gal (80 μg/mL). Se seleccionaron las clonas 

que posiblemente contenían el inserto y se realizó una PCR de colonia para la 

confirmación de las clonas transformadas exitosamente. Se extrajo el ADN 

plasmidico (ADNp), mediante el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, 

EUA).  
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Finalmente el ADNp extraído fue enviado a secuenciar a GENEWIZ, Inc. 

(www.genwiz.com) para comprobar que las secuencias eran las esperadas, y al 

mismo tiempo poder diseñar los oligos específicos para PCR en tiempo real (RT-

qPCR) y amplificación rápida de extremos de ADNc (RACE, por sus siglas en 

ingles Rapid Amplification of cDNA Ends). 

6.8 Caracterización de los genes ferritina subunidad M y transferrina 

Para extraer la secuencia completa de cDNA de ferritina subunidad M y 

transferrina se utilizó la técnica RACE mediante el kit SMARTer TM RACE cDNA 

Amplification (Clontech Laboratories, Inc.) y la primer hebra de ADNc fue 

sintetizada usando el protocolo recomendado por el kit SMARTer™ RACE cDNA 

Amplification. En resumen, el extremo 5’ fue amplificado usando el oligo específico 

TfRACE5’ y el  Oligo Universal A Mix (UPM, por sus siglas en inglés Universal 

Primer A Mix), seguido por una PCR anidada usando el oligo específico TfNes5’ y 

el Oligo Universal Anidado A (NUP, por sus siglas en ingles Nested Universal A). 

Para el extremo 3’, el ADNc fue amplificado por el oligo específico TfRACE3’ y el 

oligo UPM. Las condiciones de PCR fueron: 94°C por 5 minutos, seguido por 30 

ciclos de 94°C por 30 segundos, 67°C por 30 segundos y 72°C por 180 segundos, 

para finalizar con una extensión de 10 minutos. Los productos generados fueron 

purificados mediante Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kit (Promega 

Co., USA), inmediatamente después, fueron ligados en el vector pGEM T-easy 

(Promega, EUA) mediante la enzima T4 ADN ligasa (Promega, EUA) y clonados 

en células químicamente competentes de E.coliTOP10. Se seleccionaron las 

clonas que posiblemente contenían el inserto y se realizó un PCR de colonia para 

la confirmación de las clonas transformadas exitosamente. Se extrajo el ADN 

plasmídico (ADNp), mediante el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, 

EUA) y las muestras fueron enviadas para su secuenciación a GENEWIZ, Inc., 

para elucidar  las secuencias completas de ferritina M y transferrina.  
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Tabla II. Secuencias de oligos utilizados en este estudio. 

Gen Nombre del oligo Secuencia  (5´-3´) 

Transferrina 

TrfRACE3’ CCGCAACGAGCCTTACTATGACTAC 

TfrRACE5’ TGTCTGGTGCCATCTTTACAC 

TfrNes5’ GCCATCTTTACACAGCAGCTCGTAG 

TfqPCRFw TGTGTCAGCTGTGCAAGG 

TfqPCRRv TGTCTGGTGCCATCTTTACAC 

Ferritina M 

FerrMRACE3' AGAACAAGAGAGGAGGACGCATC 

FerrMRACE5' TTCACGTTCTTCTCCAGCTGCAG 

FerrMNes5' GTTCTCCTTGAAGAAGTGGCTGAAGC

FerrMqPCRFw AGGCTTCAGCCACTTCTTC 

FerrMqPCRRv CCTGGTTCACGTTCTTCTC 

Ferritina H 
FerrHqPCRFw AGCGTGAACCAGTCCCTGCTG 

FerrHqPCRRv GCGCAGGTTGGTCACCCAGT 

Factor de 
elongación-1 α 

EF-1αqPCRFw GCTGTAAGGGGGCTCGGTGG 

EF-1αqPCRRv CCCTGCTGGCCTTCACCCTC 
   

 

6.8.1 Análisis bioinformático y análisis de la estructura 

Las secuencias de nucleótidos obtenidas mediante la secuenciación se analizaron 

por identidad con otras secuencias conocidas utilizando el programa BLAST. Se 

tradujo la secuencia nucleotídica a aminoacídica mediante la herramienta 

Translate del programa ExPASy (http://web.expasy.org/translate/). El alineamiento 

de la secuencia de aminoácidos se realizó utilizando el programa ClustalW y el 

árbol filogenético fue construido mediante el programa MEGA 6.0 usando el 

método Neighbor-joining. La identificación de regiones conservadas se realizó 

mediante el programa PROSITE (http://prosite.expasy.org/) y el modelo 3D de la 

estructura secundaria por el programa Phyre2.0 (http://www.sbg.bio.ic.ac. 

uk/phyre2).  
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6.9 Perfil de expresión de transferrina, ferritina M y H 

La primera hebra de ADNc sintetizada a partir de ARN extraído de los diferentes 

tejidos se utilizó como templado para detectar los niveles de expresión de 

transferrina, ferritina M y H mediante el análisis de PCR tiempo real (RT-qPCR). 

El análisis de RT-qPCR se realizó con un equipo CFX96 Touch™ Real-Time PCR 

Detection System Bio-Rad, y se utilizó el reactivo SsoFastTM EvaGreen® Supermix 

(Bio-Rad). Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen de 10.0 µl y 

contenía 5 µl de SsoFastTM EvaGreen Supermix, 3 µl de agua de grado biología 

molecular, 0.5 µl de cada uno de los oligos a 10 pM tanto sentido como antisentido 

y 1 µl de ADNc de las muestras a una concentración de 50 ng/µl. Las condiciones 

de reacción consistieron en los pasos: 95° C durante 30 s; seguido por 40 ciclos 

de 95° C durante 10 s, 60° C durante 10 s, y 72° C durante 10 s. Las muestras 

fueron comparadas con una curva estándar obtenida del 100-105% de eficiencia 

de amplificación. Todas las reacciones se realizaron por triplicado incluyendo un 

control negativo sin templado para asegurarnos que no hubiera contaminación. 

Los niveles de expresión relativos de ARNm de los genes blancos fueron 

normalizados con el gen endógeno más estable que fue el factor de elongación α 

(EF-1α), el cual se analizó mediante el programa Cotton EST Database junto con 

los genes de 18s y β-actina. 

Los resultados se obtuvieron mediante el método 2-ΔΔCt (Livak, 2001), y se 

expresaron como el cambio de expresión de la muestra de tratamiento respecto a 

la muestra control. Los valores mayores a 1 expresan un incremento con respecto 

al control y valores menores a 1, expresan una disminución en el gen.  

6.9.1 Análisis estadísticos 

Todos los bioensayos fueron realizados por triplicado y se desarrollaron tres 

replicas en todas las mediciones. Se obtuvo un promedio ± la desviación estándar 

(DE) para cada grupo. Los datos fueron analizados estadísticamente mediante el 
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análisis varianza de dos vías (ANOVA) donde fueron comparados, tiempo, tejido y 

tratamiento. La comparación de medias fue realizada por el análisis de Tukey. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando P<0.05. Todos 

los datos fueron analizados con el programa STATISTICA 10 (StatSoft, Inc. 

(2011). STATISTICA (Data analysis software system, versión 10). 

7. RESULTADOS 

7.1 Acumulación de hierro en tejidos 

En la tabla III se muestra la concentración de hierro (Fe) en el agua de los 

diferentes tratamientos así como en los tejidos de hígado, intestino, branquia y piel 

analizados por espectrofotometría de absorción atómica. Estos datos no 

representan la toxicidad del metal. El hierro no fue detectado en el agua de mar ni 

con el tratamiento con quelante Exjade®. 

Tabla III. Concentración de hierro de muestras de agua y tejidos expuestos a tratamientos control 
con hierro y quelante (promedio ± DE) por espectrofotometría de absorción atómica. 

  Tejidos (mg/kg) 

Tratamientos 
Agua 

(mg/ml)a 
Hígadob Intestinob Branquiab Pielb 

      

Control ND 72.74±1.24 149.81±6.54 98.69±1.99 20.46±1.11 

Fe2x 1.63±0.04 135.83±3.54 19.38±0.56 240.92±6.25 9.82±0.89 

Exjade 
Deferasirox  

ND 110.93±1.89 50.41±1.21 63.47±3.77 8.17±0.78 

ND: No detectado. 
a muestreo: 0 h post-tratamiento 
b muestreo: 96 h post-tratamiento. 
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7.2 Caracterización de secuencia de ADNc completa de ferritina M  y 

transferrina 

7.2.1 Secuencia de ADNc de transferrina 

La secuencia de ADNc completa de transferrina de L. argentiventris (LaTf) 

obtenido mediante la técnica RACE fue depositada en Genbank con el número de 

acceso: KT254659, esta secuencia consta con una longitud total de 2,482 pares 

de bases (pb) y contiene un marco de lectura abierto (“ORF” por sus siglas en 

inglés Open Reading Frame) de 2,073 pb. La secuencia deducida de aminoácidos 

de transferrina de pargo amarillo consta de 690 residuos con una masa molecular 

calculada de 74.24 kDa y punto isoeléctrico (pI) de 5.58. La comparación de las 

secuencias de aminoácidos indicó la presencia de las características de la familia 

de la proteína transferrina, llamadas distintivos (“signatures”) 1, 2 y 3. Se encontró 

que LaTf fue altamente similar a las transferrinas de otros peces, como 

Larimichthys crocea (80%), Pagrus major (80%) y D. labrax (80%), y compartió 

menor identidad con el humano (47%) y ratón (48%) (Tabla IV). 
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Tabla IV. Tabla de identidad de la secuencia de aminoácidos de transferrina de pargo amarillo (L. 
argentiventris) así como sus dominios con otras especies. 
 

 L. argentiventris 

 Cobertura 

 (%) 

Identidad 

 (%) 

No. de acceso 

Larimichthys crocea 100 80 CAM96032.1 

Pagrus major 100 80 AAP94279.1 

Dicentrarchus labrax 100 80 ACN80997.1 

Lates calcarifer 97 80 AEZ51816.1 

Miichthys miiuy 100 79 AFC68981.1 

Epinephelus coioides 100 79 AEW43726.1 

Sparus aurata 100 77 AEA41139.1 

Trachidermus fasciatus 100 75 AEV21971.1 

Oreochromis niloticus 97 73 ABB70391.1 

Monopterus albus 97 73 AHA05992.1 

Oncorhynchus nerka 99 69 BAA84096.1 

Trematomus bernacchii 96 73 CAL92188.1 

Homo sapiens 98 47 AAH59367.1 

Mus musculus 96 48 AAL34533.1 
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Figura 12. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de transferrinas de peces conocidos, 
humano y ratón. Los residuos similares se muestran en la última línea: Idéntico (*), fuerte (:), débil 
(.).  La región de los lóbulos N y C, son indicadas con flechas. Los residuos de unión a hierro y 
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anión son marcados por cajas azules y amarillas, respectivamente. Las características de la familia 
de transferrinas se encuentran subrayadas como: distintivo o signatura 1, distintivo 2 y distintivo 3. 

La proteína de LaTf deducida a partir de la secuencia de ADNC está compuesta 

de una péptido señal que va desde el aminoácido 1 al 18; además de dos lóbulos, 

el lóbulo N que consta del aminoácido 24 al 337, mientras que el lóbulo C va del 

aminoácido 340 al 680. Cada lóbulo contiene cuatro sitios de unión a hierro (Fe) 

(Asp-73, Tir-103, Tir-200, His-256, para lóbulo N y Asp-394, Tir-429, Tir-524, His-

592 para el lóbulo C) y dos sitios de unión a anión (Thr- 128, Lys-132 en el lóbulo 

N y Thr-454, Arg-458 en el lóbulo C) los cuales fueron determinado mediante el 

programa PROSITE (figura 12). 

 

La predicción de la estructura terciaria de LaTf reveló la presencia de 24 hélices 

en las regiones correspondientes a las posiciones de aminoácidos 11-17, 31-43, 

55-63, 117-120, 136-145, 157-170, 179-184, 200-208, 219-221, 265-277, 312-326, 

347-361, 376-384, 395-397, 443-446, 478-482, 494-499, 527-532, 543-550, 563-

565, 601-615, 652-656, 658-669 y 675-688; mientras que se modelaron 94% de 

los residuos de aminoácidos de LaTf con un 100% de confianza según lo 

determinado por el programa Phyre2 (figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Estructura terciaria de la transferrina de pargo amarillo modelada mediante el programa 
Phyre2. Se utilizó un modelo basado en la proteína lactoferrina alcanzando una cobertura de 94%. 
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Además, fue construido un árbol filogenético basado en secuencias de 

aminoácidos de  transferrinas de varios peces y mamíferos. LaTf fue 

genéticamente cercano a transferrina de P. major y  S. aurata que se encuentran 

en la familia sparidae (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análisis filogenético de transferrina de pargo amarillo. El árbol filogenético fue construido 
con base en el alineamiento múltiple de secuencia de aminoácidos generado en ClustalW usando 
el método de neighbour-joining en el programa MEGA 6. La estabilidad topológica de los árboles 
de neighbour-joining fue evaluada por 10,000 repeticiones de bootstrapping y el porcentaje de  
bootstrapping son indicados por números en los nodos. 
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7.2.2 Secuencia de cDNA de ferritina subunidad M 

La secuencia de ADNc completa de ferritina M de L. argentiventris (LaFerM) 

obtenida mediante la técnica RACE fue depositada en Genbank con el número de 

acceso: KT727931. La secuencia de ADNc tiene una longitud de 1076 pb, en la 

cual la secuencia de codificación o marco de lectura abierta (“ORF” por sus siglas 

en inglés open reading frame) consta de 531 pb, mientras que las regiones no 

traducidas 5’ y 3’ (“UTR” por sus siglas en inglés Untranslated region) contienen 

205 y 340 pb respectivamente. Se identificó dentro de la región UTR 5´ un 

elemento regulador, el cual modula la expresión de ferritina en sobrecarga de 

hierro, llamado elemento de respuesta al hierro (“IRE” por sus siglas en inglés iron 

response element). La secuencia deducida de aminoácidos de LaFerM consta de 

176 residuos con una masa molecular calculada de 20.5 kDa y punto isoeléctrico 

(pI) de 5.65. Además se identificaron dos regiones distintivas putativas de unión a 

hierro de la familia de las ferritinas (“IBRS” por sus siglas en inglés iron-binding 

region signatures); IBRS 1 que consta de la secuencia 
58EEREHAEKLLSFQNKRGGR76 y IBRS 2 compuesto de la secuencia 
123DPHLCDFLETHYLDEQVEAIK143 determinados mediante el programa 

PROSITE (figura 16). La comparación de las secuencias de aminoácidos indicó 

que LaFerM fue altamente similar a las transferrinas de otros peces, como 

Oplegnathus fasciatus (95%), L. crocea (94%) y S. ocellatus (94%), y compartió 

menor identidad con las subunidades H y L de humano (71 y 60%) y ratón (71 y 

56% respectivamente) (Tabla V). 
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Figura 15. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de LaFerrM. El elemento de respuesta al hierro 
(IRE) se encuentra sombreado en azul en la región UTR 5’. Las dos regiones distintivas putativas 
de unión a hierro (IBRS) están subrayadas. Los residuos de aminoácidos que constituyen el centro 
ferroxidasa en la subunidad H de mamíferos están sombreados en amarillo y los que forman el sitio 
de nucleación de hierro característico en la subunidad L de mamíferos se encuentran encerrados 
en rectángulos. 
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Tabla V. Tabla de identidad de la secuencia de aminoácidos de ferritina M de pargo amarillo (L. 
argentiventris) así como sus dominios con otras especies. 

  

 L. argentiventris 

 Cobertura 

 (%) 

Identidad 

 (%) 

No. de acceso 

Oplegnathus fasciatus 99 95 BAM37460.1 

Larimichthys crocea 100 94 NP_001290248.1 

Sciaenops ocellatus 100 94 ADF80517.1 

Lates calcarifer 100 94 ADU87112.1 

Epinephelus bruneus 100 94 AEI87383.1 

Oryzias melastigma 100 93 AEA30126.1 

Scophthalmus maximus 100 91 ADI24354.1 

Anoplopoma fimbria 100 90 ACQ57875.1 

Tetraodon nigroviridis 98 91 CAG02064.1 

Paralichthys olivaceus 100 89 AKE47717.1 

Dicentrarchus labrax 95 93 CBM95498.1 

Homo sapiens ferritina H 97 71 NP_002023 

Homo sapiensferritina L 97 60 NP_000137.2 

Mus musculusferritina H 97 71 NP_034369.1 

Mus musculusferritinaL 97 56  AAB00809.1 

 

El análisis bioinformático mediante el programa phyre2 reveló que LaFerM 

contiene características de las subunidades H y L de ferritina en mamíferos; 

debido a que se encontraron siete residuos de aminoácidos en las posiciones Glu-

24, Tyr-31, Glu-58, Glu-59, His-62, Glu-104 y Gln-138, identificados como ligandos 

de metal en el centro ferroxidasa específico de la subunidad H de las ferritinas de 

mamíferos, al mismo tiempo se encontraron 4 residuos de aminoácidos en las 

posiciones E-54, H-57, E-58 y E-61 correspondientes a los sitios de nucleación de 

hierro en la subunidad L de mamíferos (figura 15 y 16). 
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Figura 16. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de la subunidad M de ferritinas de peces 
conocidos, humano y ratón. Los residuos similares se muestran en la última línea: Idéntico (*), 
fuerte (:), débil (.). Los residuos de aminoácidos que constituyen el centro ferroxidasa en la 
subunidad H de mamíferos están sombreados en rosa y los que forman el sitio de nucleación de 
hierro característico en la subunidad L de mamíferos se encuentran sombreados en verde; los 
sitios con las dos funciones se encuentran sombreados en azul. 
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La predicción de la estructura terciaria de LaFerM reveló la presencia de 5 hélices 

en las regiones correspondientes a las posiciones de aminoácidos 11-40, 45-72, 

93-120, 124-154 y 159-171; mientras que se modelaron 98% de los residuos de 

aminoácidos de LaFerM con un 100% de confianza según lo determinado por el 

programa Phyre2 (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estructura terciaria de la ferritina M de pargo amarillo modelada mediante el programa 
Phyre2. Se utilizó un modelo basado en la proteína ferritina alcanzando una cobertura de 98%. 

 

El análisis filogenético de LaFerM basado en las secuencias de aminoácidos de 

las subunidades de ferritina de varios peces y mamíferos dio como resultado la 

construcción de un árbol  indicando tres grupos principales: subunidades de 

ferritina M, H y L. (figura 18). 
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Figura 18. Análisis filogenético de ferritina M de pargo amarillo. El árbol filogenético fue construido 
con base en el alineamiento múltiple de secuencia de aminoácidos generado en ClustalW usando 
el método de neighbour-joining en el programa MEGA 6. La estabilidad topológica de los árboles 
de neighbour-joining fue evaluada por 10,000 repeticiones de bootstrapping y el porcentaje de  
bootstrapping es indicado por números en los nodos. 
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7.3 Expresión génica de transferrina, ferritina M y H 

7.3.1 Niveles de expresión basal de transferrina, ferritina M y H. 

El perfil transcripcional de tejido específico de transferrina, ferritina H y M se 

determinó mediante RT-PCR de tiempo real utilizando diferentes tejidos de pargo 

amarillo sanos no tratados (figura 19). Los transcritos de ARNm de los tres genes 

fueron encontrados en todos los tejidos analizados.  

Los niveles de expresión de transferrina y ferritina M  fueron más altos en mucus, 

bazo y riñón cefálico; mientras que los niveles más bajos fueron encontrados en 

branquia y ojo (figura 19a y 19b).  Por otro lado, los niveles más altos de expresión 

de transcritos de ferritina H se dieron en riñón cefálico, músculo y mucus; y los 

más bajos fueron encontrados en piel, hígado y ojo (figura 19c).  
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Figura 19. Expresión basal de organismos de pargo amarillo sanos no tratados de: a) transferrina 
b) ferritina M y c) ferritina H. RC: Riñón cefálico. 
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7.3.2 Niveles de expresión de transferrina a las 24 y 96 horas post-

tratamiento y reto infeccioso 

Los niveles de expresión relativa de ARNm de transferrina (LaTf) fueron 

determinados en los diferentes tejidos a las 24 y 96 h post-tratamiento con 

deferasirox (DFX) y hierro 2x en hígado aumentaron significativamente en peces 

que fueron expuestos al tratamiento quelante-no infectados, respecto a los peces 

expuestos al mismo tratamiento y también a una infección con A. hydrophila 

(quelante-infectados), esto sucedió tanto a las 24 como a las 96 horas  (figura 

20a). Se observó de igual manera un aumento en la expresión de transferrina a las 

96 horas en intestino y piel de peces quelante-no infectados (figura 20b y 20d). Sin 

embargo, no se encontraron diferencias significativas a las 24 horas en ambos 

tejidos. Además, se observó que en estos tres tejidos disminuyeron 

significativamente los niveles de expresión de LaTf en peces con el tratamiento 

quelante- infectados a las 96 horas y en hígado también a las 24 horas. Mientras 

que en branquia en el tratamiento quelante-infectados a las 24 horas, se observó 

un incremento significativo, sin embargo, a las 96 horas no hubo diferencias 

significativas (figura 20c). Además, se observaron diferencias significativas 

respecto al tiempo en branquia, se encontró una disminución en la expresión de 

transferrina a las 96 horas respecto a las 24 horas en el tratamiento quelante-

infectados, pero no así en los demás tejidos.  

En el tratamiento Fe2x no se encontraron diferencias significativas entre 

tratamientos en ninguno de los cuatro tejidos. Sin embargo, en hígado e intestino 

se encontraron diferencias significativas respecto al tiempo, observando una 

disminución en los niveles de expresión de transferrina en peces Fe2X- infectados. 

Es decir, a las 96 horas se observó una supresión del gen respecto a su expresión 

a las 24 horas. 
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Figura 20. Expresión de transferrina determinada por RT-qPCR en a) hígado, b) intestino, c) 
branquias y d) piel de juveniles de pargo amarillo expuestos a una concentración de hierro 2X, a 
una deficiencia de hierro y una infección con A. hydrophila. Las barras de color gris oscuro 
muestran los peces no infectados, mientras que las barras gris claro muestran los peces con 
infección. Los datos se muestran como la media de la expresión génica relativa en relación con la 
expresión del gen control endógeno EF-1α. Las barras con letras diferentes indican diferencias 
significativas (P <0,05) unas de otras. La barra de error representa el error estándar. 

7.3.3 Niveles de expresión de Ferritina M a las 24 y 96 horas post-tratamiento 

y reto infeccioso 

Los niveles de expresión de ARNm de ferritina M (LaFerM) aumentaron 

significativamente en hígado, intestino y piel en peces que fueron expuestos al 

tratamiento quelante-no infectados al tiempo de 96 horas, mientras que en peces 

quelante-infectados en este mismo tiempo, la expresión se ve disminuida 

significativamente en los tres tejidos. Sin embargo, en branquia de peces con el 

tratamiento quelante-no infectados, no se encontraron cambios en los niveles de 
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expresión de LaFerM, pero si se observó un claro aumento significativo en peces 

expuestos a quelante e infección al tiempo de 96 horas.    

En el tratamiento Fe2x, se observó una disminución significativa de los niveles de 

expresión de ferritina M tanto en hígado como en intestino al tiempo de 24 horas 

post-tratamiento en peces no infectados, mientras que en peces expuestos a 

Fe2X-infectados se encontró que en hígado la expresión de este gen se ve 

aumentada (figura 21a), mientras que en intestino se observó una disminución 

mayor que en los peces no infectados a las 24 horas (figura 21b); por otra parte, 

en piel y branquias no se encontraron diferencias significativas en este tratamiento 

y tiempo (figura 21c y 21d). 

Al tiempo de 96 horas en el tratamiento Fe2x, los niveles de expresión de LaFerM 

aumentaron significativamente en hígado en peces no infectados, mientras que, su 

expresión se vio disminuida en los peces infectados. Sin embargo, en branquia se 

observó un patrón contrario, encontrando una disminución significativa en peces 

no infectados y una sobreexpresión en peces infectados. En piel e intestino no se 

observaron diferencias significativas.  

Además, en hígado e intestino, se observaron incrementos significativos en la 

expresión de LaFerM en el tratamiento con quelante-no infectados; así mismo, en 

el tratamiento Fe2x-no infectados se observó un incremento significativo de 

expresión de ferritina M en hígado y una disminución significativa en peces 

infectados, por el contrario, en branquias se observó una disminución significativa 

en la expresión de este gen en peces no infectados y un aumento en peces con 

infección.    
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Figura 21. Expresión de ferritina M determinada por RT-qPCR en a) hígado, b) intestino, c) 
branquias y d) piel de juveniles de pargo amarillo expuestos a una concentración de hierro 2X, a 
una deficiencia de hierro y una infección con A. hydrophila. Las barras de color gris oscuro 
muestran los peces no infectados, mientras que las barras gris claro muestran los peces con 
infección. Los datos se muestran como la media de la expresión génica relativa en relación con la 
expresión del gen control endógeno EF-1α. Las barras con letras diferentes indican diferencias 
significativas (P <0,05) unas de otras. La barra de error representa el error estándar. 

 

7.3.4 Niveles de expresión de Ferritina H a las 24 y 96 horas post-tratamiento 

y reto infeccioso 

Los niveles de expresión relativa de ARNm de ferritina H en el tratamiento con 

quelante-no infectados aumentaron significativamente en hígado, mientras que se 

observó una supresión en este gen en peces con infección en el tiempo de 96 

horas (figura 22a). No se encontraron diferencias significativas en este tratamiento 

y ningún tiempo en los otros 3 tejidos analizados. 
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En el tratamiento Fe2x al tiempo de 24 horas se observó en hígado e intestino una 

disminución significativa de la expresión de ferritina H tanto en peces infectados 

como en los que no fueron infectados; sin embargo, a las 96 horas en este mismo 

tratamiento, pero solamente en hígado, se encontró un aumento significativo en 

peces no infectados y una supresión en los peces con infección. En piel y 

branquias no hubo diferencias significativas en ningún tiempo. En branquia en 

peces expuesto al tratamiento Fe2X, se encontró una supresión de ferritina H en lo 

que no fueron infectados y un aumento de su expresión en los que si se llevó a 

cabo la infección (figura 22c y 22d). 

Respecto al tiempo, en hígado con el tratamiento quelante-no infectado, se 

encontró un incremento significativo. Mientras que, en intestino este patrón se 

observó en los peces tratados con quelante-infectados (figura 22b). En el 

tratamiento Fe2x se encontraron diferencias significativas respecto al tiempo en 

intestino de peces infectados, donde se observó un incremento en los niveles de 

expresión de LaFerH. Sin embargo, en los demás tejidos no se encontraron 

diferencias significativas. 
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Figura 22. Expresión de ferritina H determinada por RT-qPCR en a) hígado, b) intestino, c) 
branquias y d) piel de juveniles de pargo amarillo expuestos a una concentración de hierro 2X, a 
una deficiencia de hierro y una infección con A. hydrophila. Las barras de color gris oscuro 
muestran los peces no infectados, mientras que las barras gris claro muestran los peces con 
infección. Los datos se muestran como la media de la expresión génica relativa en relación con la 
expresión del gen control endógeno EF-1α. Las barras con letras diferentes indican diferencias 
significativas (P <0,05) unas de otras. La barra de error representa el error estándar. 
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8. DISCUSIÓN 

En el presente estudio, los genes de transferrina y ferritina M de pargo amarillo 

fueron clonados, secuenciados y caracterizados. Se obtuvo la secuencia completa 

de ADNc del gen codificante para transferrina con una longitud total de 2,482 pb y 

un marco de lectura de 2073 pb el cual codifica 690 aminoácidos. Esto concuerda 

con longitudes similares de otras transferrinas en diferentes peces como la 

transferrina de la dorada (Sparus aurata) que consta de 691 aminoácidos (García-

Fernández et al., 2011); la transferrina de Trachidermus fasciatusque cuenta con 

681 aminoácidos (Liu et al., 2012); la transferrina del bagre de canal (Ictalurus 

pucnatus) que está compuesta por 679 aminoácidos (Liu et al., 2010) y la longitud 

de 691 aminoácidos de esta proteína en la lubina (Dicentrarchus labrax) (Neves et 

al., 2009).  

El alineamiento de la secuencia aminoacidica de transferrina de pargo amarillo se 

realizó con otras transferrinas de peces y mamíferos (como ratón y humano). Se 

observó una identidad dentro de 73 y 80% con otras especies de peces, 

principalmente Larimichthys crocea, Pagrus major y Dicentrarchus labrax; mientras 

que la identidad con ratón y humano fue de 48% y 47% respectivamente. Similar 

que en las transferrinas mencionadas, esta proteína de L. argentiventris contiene 

dos lóbulos (lóbulo-N: 24-337 y lóbulo-C: 340-680 residuos de aminoácidos). Cada 

lóbulo contiene cuatro sitios de unión a hierro y dos de unión a anión, los cuales 

actúan sinérgicamente para la unión del hierro a la molécula (Lambert et al., 

2005). Por otra parte, este alineamiento, también mostró la presencia de 

características distintivas de la familia de transferrinas, llamadas distintivo (o 

signature) 1, 2 y 3 de transferrina como son reportadas por Neves et al. (2009) en 

lubina (D. labrax) y por Liu et al. (2012) en perca de cuatro branquias 

(Trachidermus fasciatus), las cuales nos indican que esta proteína de pargo 

amarillo al igual que en otras especies, cumple con su función de transporte de 

hierro.  
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En el árbol filogenético basado en la secuencia de aminoácidos de 19 diferentes 

especies de vertebrados, se observó que la transferrina de Lutjanus argentiventris 

se agrupó con dos especies de la familia Sparidae, mostrando distancias más 

cortas y valores de bootstrap altos (figura 15). El análisis filogenético confirma que 

transferrina es de mediana a altamente conservada en los taxones de vertebrados, 

lo cual puede estar involucrado con las funciones de esta proteína en el 

metabolismo del hierro y la respuesta inmune innata; y a su vez imponer límites en 

la evolución de la secuencia de aminoácidos (García-Fernández et al., 2011).  

Se obtuvo también la secuencia de ADNc de ferritina M del pargo amarillo, la cual 

consta de una longitud de 1076 pb y un marco de lectura de 531 pb, codificante 

para  176 aminoácidos, el mismo número de residuos encontrados por Zhang et 

al. (2010) en la gran corvina amarilla (Pseudosciaena crocea), el draco rayado o 

pez hielo (Chionodraco rastrospinosus) (Scudiero et al., 2013) y en Oplegnathus 

fasciatus (Elvitigala et al., 2013); mientras que en Cynoglossus semilaevisla 

secuencia deducida de aminoácidos fue de 177 (Wang et al., 2011). Por otra 

parte, la secuencia de aminoácidos de LaFerM tiene los residuos que confieren la 

actividad ferroxidasa y la capacidad de mineralización de hierro, que se 

encuentran en las subunidades H y L en mamíferos, respectivamente. La 

secuencia de ferritina M de L.argentiventris comparte arriba del 85% de identidad 

con secuencias de otras ferritinas M de un número de especies de peces y está 

cercanamente relacionada con la ferritina H y L de humano y ratón. El análisis 

filogenético se realizó a partir de 14 secuencias de ferritina M de diferentes 

especies de peces: 5 secuencias de ferritina H de peces y 2 de ferritina H y L de 

vertebrados, y se observó como era de esperar, quelas subunidades respectivas 

de ferritina de peces y de mamíferos se agruparon estrechamente y de forma 

independiente, donde ferritina M representa un clúster exclusivamente de origen 

piscine, comprobando su distribución restringida entre los vertebrados inferiores. 

Por otra parte, Wei et al. (2009)realizó un estudio utilizando la gran corvina 

amarilla (Pseudosciaena crocea) retada con Vibrio angullarum y encontraron 179 
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ESTs (acrónimo del inglés expressed sequence tag) a partir de una genoteca de 

hibridación sustractiva (SSH); 94 de estos EST’s presentaron  valores de 

E<0.00005, de los cuales 39 fueron confirmados como genes diferentes y 

probablemente relacionados con el sistema inmune se encontró que los genes de 

ferritina subunidad H y transferrina se expresaron por efecto a la infección 

experimental en la corvina. En otro estudio similar, a partir de células blancas de 

peces juveniles de Mycteroperca rosacea  infectados experimentalmente con el 

patógeno Aeromonas hydrophila Ah-315, se encontraron 122 EST’s con identidad 

significativa con genes de peces teleósteos (López, 2010). Un análisis posterior de 

validación de esta genoteca por medio del análisis vía hibridación con un 

microarreglo heterólogo (microarreglo de ratón), mostró que ciertas rutas 

metabólicas relevantes, entre ellas la de homeostasis de hierro, están 

involucradas importantemente en la respuesta inmune, dichas rutas se vieron 

igualmente representadas cuando se realizó un análisis de secuencias 

provenientes de la genoteca sustractiva con la herramienta Blast2GO (López, 

2010). A partir de estas observaciones, se determinó que la ruta de homeostasis 

del hierro podría representar una ruta relevante durante el proceso infeccioso. Por 

ese motivo, este trabajo planteó realizar la caracterización de los genes 

involucrados en esta ruta metabólica. La expresión tejido-específica de transferrina 

varía entre especies. En estudios realizados en peces teleósteos como dorada 

(Sparus aurata), lubina (D. labrax)  y perca de cuatro branquias (T. fasciatus), la 

expresión de transferrina más alta fue observada en hígado, además en lubina y  

perca de cuatro branquias, encontraron que la expresión de este gen en cerebro 

fue también abundante (García-Fernández et al., 2011; Neves et al., 2009; Liu et 

al., 2012). En contraste, en este estudio, la expresión más alta de transferrina fue 

encontrada en mucus, bazo y riñón cefálico, y de menor manera en hígado, 

cerebro, intestino, piel, músculo, ojo y branquia. El mucus epidérmico es la primera 

línea de defensa del pez, la cual funciona como protección ante agentes 

patógenos ambientales (Easy et al., 2009). En un estudio realizado por Easy et al., 

2012 identificaron la presencia de transferrina en mucus de piel en bacalao 
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(Gadus morhua).La presencia de esta proteína en mucus de peces puede deberse 

a una mayor expresión en las células epidérmicas como parte de una respuesta 

inmune innata tras condiciones de estrés (Easy et al., 2009). En un trabajo del 

análisis de expresión tejido-específica de transferrina en bacalao (Gadus morhua) 

observaron que la expresión de este gen es específica entre especies de peces 

teleósteos, por ejemplo, el gen de transferrina fue expresado en cerebro y corazón 

de bacalao pero no en el salmón (Eileen et al., 1996). Las secuencias de ADNc de 

las subunidades de ferritina han sido identificadas en pocas especies de 

teleósteos, por lo cual existe poca información de los perfiles de expresión en 

peces, especialmente de la subunidad tipo M. En el salmón Atlántico (Salmo salar) 

la expresión de ARNm de ferritina H fue detectado en hígado, gónada, riñón 

cefálico, corazón y bazo; mientras que la expresión de ARNm de ferritina M fue 

encontrado exclusivamente en gónadas (Andersen et al., 1998). En peces 

teleósteos como el  austro bacalao esmeral (Trematomus bernacchii) y bacalao 

oscuro (Trematomus newnesi), se demostró que su ferritina en hígado se 

compone tanto de la subunidad H como la M pero en bazo solo se encontraron las 

subunidades M (Giorgi et al., 2008). En corvina amarilla se encontró que las dos 

subunidades de ferritina fueron expresadas en los 8 tejidos analizados en el 

estudio (hígado, bazo, riñón cefálico, corazón, piel, branquia, músculo y cerebro), 

donde la expresión de ferritina H fue similar en los 8 tejidos; mientras que la 

expresión de ferritina M fue más alta en hígado y músculo (Zhang et al., 2010). La 

expresión tejido-específica de ferritina M y H de pargo amarillo fueron detectadas 

por PCR en tiempo real en los diez tejidos analizados (piel, ojo, branquia, cerebro, 

hígado, intestino, músculo, bazo, riñón cefálico y mucus), pero la expresión de 

ferritina M fue mayor en mucus, riñón cefálico y bazo; mientras que la expresión 

más alta de ferritina H fue encontrada en riñón cefálico, músculo y mucus, siendo 

piel el tejido con menor expresión tanto de la subunidad M como de la H.  

Para entender mejor la función de transferrina y ferritina subunidades H y M en 

pargo amarillo, en este estudio se montaron modelos experimentales de 
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modulación con hierro donde se realizaron dos tratamientos: una sobrecarga y  

deficiencia de hierro; y un modelo experimental con una infección bacteriana. La 

deficiencia de hierro se basó en remover este metal del  agua y del pez usando un 

quelante comercial llamado Desferasirox un ácido (4-[3,5-bis(2-hidroxifenil)-1,2,4-

triazol-1-il]-benzóico, que es un quelante tridentado de hierro selectivo de Fe3+, y 

requiere de dos moléculas para formar un complejo estable con cada átomo de 

hierro  (Cappellini, 2005). Para el ambiente con sobrecarga de hierro se añadió 

dos veces la carga de hierro que se encuentra en el mar (Fe2x) con 6.8 μg/L de 

cloruro de hierro (FeCl3) (Andersen, 1999; Reyes et al., 2014). El análisis 

transcripcional se analizó en hígado, intestino, branquia y piel a las 24 y 96 horas 

después de la infección con Aeromonas hydrophila. La infección se llevó a cabo 

intraperitonialmente con una dosis baja la cual no causó mortalidades 

significativas, sin embargo se observaron efectos en la expresión de los genes de 

transferrina y ferritina H y M después de la infección. En general los resultados nos 

muestran que en hígado, intestino y piel transferrina aumenta su expresión en 

peces sometidos a condiciones sin hierro, sugiriendo un aumento de liberación de 

hierro a partir de los depósitos existentes, movilizándolo hacia otros órganos a 

través de la molécula de transferrina (Neves et al., 2009). Por otro lado, en los 

peces con estimulación bacteriana en este mismo tratamiento, disminuyó 

significativamente la expresión de transferrina, lo que puede sugerir menor 

disponibilidad de hierro enlazado a la molécula de transferrina para su secuestro 

por patógenos. Contrario a los otros tejidos anteriormente mencionados, en 

branquia de peces tratados con quelante al tiempo de 24 horas y que 

adicionalmente fueron infectados se encontró un aumento de expresión del gen de 

transferrina. Ha sido reportado que las transferrinas de algunos mamíferos y peces 

puede actuar como una proteína de fase aguda positiva o negativa (Bayne y 

Gerwick, 2001). En lubina, se encontró que su transferrina actúa como proteína de 

fase aguda positiva en cerebro, con un incremento de su expresión a las 48 horas 

post infección (Neves et al., 2009). En hígado de bagre de canal, la expresión de 

transferrina aumentó después de la infección bacteriana actuando también como 
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proteína de fase aguda positiva (Liu et al., 2010).  Un estudio más demuestra que 

transferrina puede actuar tanto proteína de fase aguda positiva como negativa 

independientemente del tejido. Ding et al. (2015) encontraron que el gen de 

transferrina de Megalobrama amblycephala incrementó significativamente en los 

tres tejidos analizados (hígado, riñón cefálico y bazo) en respuesta a la infección.  

Recientemente, se ha estudiado la regulación de genes y se ha encontrado que 

existen alteraciones estables en la expresión de genes que no son causadas por 

cambios en la secuencia de ADN, y a este enfoque de estudio se le llama 

epigenética (Jaenisch et al., 2003). Varios estudios han mostrado que ciertos 

agentes infecciosos (Helicobacter pylori, Streptococcus bovis, Chlamydia 

pneumoniae, Campylobacter rectus, etc.) pueden contribuir a cambios 

epigenéticos en el hospedero, resultantes en la aparición y progresión de algunas 

enfermedades (Akeel et al., 2013). Los microorganismos simbióticos han sido 

relacionados en la variación epigenética de termotolerancia de la simbiosis de los 

cnidarios arrecifes de coral, los áfidos del guisante, y los cactus (Gilbert et al., 

2010). Se ha asociado que una de las funciones de la microbiota intestinal de 

mamíferos es como factor de la modificación epigenética en la patogénesis de 

síndromes y enfermedades metabólicas (Dumas et al., 2006). De este modo, las 

diferentes señales bióticas y abióticas pueden producir cambios en la expresión de 

genes que pueden persistir después de que el efecto ha cesado (Oka et al., 

2011).En el presente trabajo no se estudiaron los cambios epigenéticos que 

pudieran estar involucrados en la condición de disponibilidad de hierro y la 

infección con A. hydrophila, sin embargo, sería importante profundizar este estudio 

a este nivel de regulación epigenética. 

La expresión de ferritina M y H de L. argentiventris mostraron patrones de 

expresión similares entre ellas en los tejidos analizados. En hígado, se observó 

que en los peces tratados con sobrecarga de hierro a las 96 horas (Fe2x) tanto 

ferritina H como M incrementaron significativamente en peces que no fueron 

expuestos a A. hydrophila. Este mismo hallazgo se observó en grupos de peces y 
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larvas no infectados que fueron expuestos a ambientes con hierro, donde los 

niveles de expresión de ferritina H aumentaron significativamente (Liu et al., 2010; 

Reyes et al., 2014). Esto puede sugerir una mayor síntesis necesaria de este gen 

para equilibrar el exceso de hierro. Sin embargo, los niveles de expresión de los 

dos genes se suprimieron en los peces que fueron infectados con la bacteria a las 

96 horas tanto en la terapia quelante como en la sobrecarga de hierro. Además, el 

gen de ferritina M en el tiempo de 24 horas post-infección aumentó ligeramente su 

expresión. Elvitigala et al. (2013) encontraron que en Oplegnathus fasciatus con 

modulación de bacterias gram negativas los niveles de expresión de ferritina M 

aumentaron en fases tempranas (3 horas post-infección), contribuyendo en un 

menor biodisponibilidad de hierro para el patógeno, sin embargo, los niveles 

disminuyeron conforme pasó el tiempo después de la infección (6, 12 y 24 horas). 

Esto puede ser atribuido a la naturaleza estimulante de los patógenos a los que 

fueron expuestos, ya que, estos pueden ejercer mecanismos diferentes y 

específicos de evasión contra los mecanismos inmunes del hospedero; como se 

han establecidos en varias especies bacterianas (Pieters, 2001). En intestino se 

observó también una supresión de los genes de las dos subunidades de ferritina a 

las 24 horas en peces con Fe2X-infectados, sin embargo, los niveles de expresión 

de ferritina H aumentan significativamente respecto al tiempo. Se ha reportado que 

los niveles de expresión de ARNm de la ferritina M en la corvina (Scianeops 

ocellatus) en hígado aumentan por infección con Edwardsiella tarda en fase 

temprana (4 horas post-infección) y fase tardía (48 horas) (Hu et al., 2010), sin 

embargo, tras la estimulación de bacterias como Listonella anguillarum, en hígado 

y bazo de rodaballo (Scophthalmus maximus) la inducción de la transcripción de 

ferritina M fue en la fase tardía del experimento (24 y 48 horas) (Zhenget al., 

2010), mientras que en Cynoglossus semilaevis, la inducción de este gen se dio 

solo en fase temprana en hígado (1 y 4 horas) y bazo (4 horas), pero en ambas 

fases se indujo en riñón cefálico (Wang et al., 2011). Lo que sugiere que ferritina 

se expresa de forma diferencial entre tejidos respecto al tiempo.  Por otra parte, la 

branquia es el tejido que está cercanamente en contacto con el agua de mar 
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circundante, en un previo estudio se sugiere que este tejido no es únicamente 

importante para la alimentación y respiración, sino que también juega una función 

importante en el reconocimiento de partículas exógenas del ambiente (Calvo, 

1996). En branquia de pargo amarillo  a pesar de encontrar una supresión de la 

expresión relativa de ARNm de ferritina H y M en peces con el tratamiento Fe2X-

no infectados a las 96 horas, su expresión aumenta potencialmente en peces 

expuestos a la bacteria, lo cual sugiere un almacenamiento mayor de hierro, para 

que los sideróforos de las bacterias tengan una menor disponibilidad de este metal 

y evitar obtenerlo como nutriente (Butler y Theisen, 2010). No existen estudios 

realizados en este tejido en peces, sin embargo, en estudios realizados en 

moluscos como Conchalepas conchalepas (pata de burro o tolina) se encontraron 

mayores niveles de expresión del gen de ferritina H en branquia en los moluscos 

que fueron retados con Vibrio anguillarum (Chávez-Mardones et al., 2013). 
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9. CONCLUSIONES 

 Se caracterizó el ADNc de transferrina de L. argentiventris, en la cual se logró 

identificar estructuras características de este gen; en ellas, los lóbulos N y C, 

así como sitios de unión a hierro. Estas regiones fueron altamente conservadas 

y LaTf tuvo un alto grado de identidad (70-80%) con otros peces.  

 

 Se caracterizó el ADNc de ferritina M de pargo amarillo, identificando 

características como el elemento de respuesta al hierro (IRE), dos regiones 

distintivas putativas de unión al hierro (IBRS) y  residuos de aminoácidos 

característicos de las subunidades H y L de mamíferos. Se encontró un alto 

grado de identidad (80-95%) de LaFerM con otros peces.  

 
 Los genes de transferrina, ferritina M y H se distribuyen constitutivamente en los 

tejidos de pargo amarillo, siendo más abundante en mucus, bazo y riñón 

cefálico.  

 
 La especie Lutjanus argentiventris muestra cambios a nivel transcripcional 

dependiente de tejido en los tres genes por efecto de la infección con A. 

hydrophila y los tratamientos con sobrecarga y deficiencia de hierro; por lo que 

se sugiere que estos cambios forman parte de una respuesta inmune.   

 
 Los niveles de expresión relativa de ARNm de transferrina aumentaron en los 

cuatro tejidos analizados (hígado, intestino, branquia y piel)  en condiciones 

quelante-no infectados, y disminuyeron estos niveles en hígado, intestino y piel 

de peces infectados tanto en condiciones con hierro y quelante; y en branquia 

se encontró un aumento mayor de este gen cuando los peces fueron infectados.  

 
 Los niveles de expresión relativa de ARNm de ferritina H y M aumentaron en 

branquia después de la infección bacteriana tanto en peces expuestos a hierro 
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y quelante. Mientras que en los otros tres tejidos, se observó una disminución 

en los niveles de expresión en peces retados con Aeromonas hydrophila.  

 
 Este estudio sugiere que la transferrina y ferritina, además de su participación 

en el metabolismo del hierro, tiene una función importante durante una infección 

bacteriana en L. argentiventris.  

 
 Aunque se detectaron niveles altos de transcripción basal de transferrina y 

ferritina (H y M) en el mucus epidérmico, incentivando aún más su función como 

primera barrera de defensa, sería necesario llevar a cabo un análisis de 

expresión génica diferencial con un reto bacteriano.   
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