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La presencia creciente de una gran variedad de contaminantes químicos en el 

medio ambiente supone un riesgo para la salud de los organismos presentes en ellos  y 

los correspondientes ecosistemas. La monitorización medioambiental convencional de 

los ecosistemas se lleva a cabo  mediante análisis químico de elementos traza tóxicos 

(por ejemplo, Cd, As, Pb, Hg, etc), contaminantes orgánicos (plaguicidas, PCBs, 

PAHs), contaminantes emergentes (disruptores endocrinos, productos farmacéuticos, 

productos para el cuidado de la salud y detergentes) y, recientemente,  las 

nanopartículas. Sin embargo, los análisis químicos tradicionales no permitan conocer si 

los niveles de contaminantes químicos presentes en el medio ambiente provocan efectos 

sobre los organismos, especialmente considerando su acción conjunta, y si suponen una 

amenaza real para los ecosistemas. Todo esto ha provocado el desarrollo de una serie de 

metodologías que evalúan respuestas biológicas asociadas a la contaminación en 

organismos vivos usados como bioindicadores de contaminación ambiental, ya que 

estos reflejan el efecto de los contaminantes sobre el metabolismo celular y la 

homeostasis global. Entre estas metodologías se encuentran el uso de biomarcadores, 

parámetros biológicos medidos en los organismos expuestos (bioindicadores)  los cuales 

indican, al alterarse sus niveles, la exposición a contaminantes, sus efectos biológicos o 

los riesgos de su presencia en los ecosistemas. La evaluación de biomarcadores en 

organismos vivos puede ayudar a diagnosticar el impacto y riesgo de los contaminantes 

en los organismos, poblaciones o ecosistemas. 

El presente estudio considera  la evaluación y seguimiento de la contaminación 

ambiental del Parque Nacional de Doñana y sus alrededores (situado en la zona suroeste 

de España). Este entorno natural que fue declarado Reserva de la Biosfera, es un 

mosaico de ecosistemas con un grado de biodiversidad único en Europa. Sin embargo, 

está amenazado por diversos factores concurrentes, como las actividades agrícolas 

desarrolladas en su entorno, la influencia de zonas industriales próximas (Polo Químico 

de Huelva) y los riesgos derivados de la actividad minera, como demostró el vertido de 

las Minas de Aznalcollar en 1998. El presente trabajo se ha llevado a cabo en 5 zonas 

diferentes del Parque Nacional de Doñana y alrededores: Lucio del Palacio (LDP), 

situado en el interior del Parque, considerada zona  no contaminada y utilizada como 

control y otras 4 zonas situadas en el entorno del Parque, La Rocina (ROC), El Partido 

(PAR), El Ajolí (AJO) y El Matochal (MAT), con diferentes niveles de contaminación 

dependiendo de su proximidad a zonas de actividad agrícola, minera o industrial. Se ha 
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usado como especie bioindicadora el ratón de vida libre Mus spretus, que es una especie 

muy prolífica en estas zonas. Se ha demostrado experimentalmente que el ratón de vida 

libre Mus spretus es genéticamente homólogo al ratón de laboratorio Mus musculus, ya 

secuenciado, lo que permite utilizar información proteómica y metalómica de Mus 

musculus para identificar proteínas expresadas en el Mus spretus. 

El estudio de la contaminación ambiental del Parque Nacional de Doñana y 

alrededores se ha llevado a cabo mediante el análisis de biomarcadores relacionados con 

el estrés ambiental, concretamente metalobiomoléculas, utilizando Mus spretus 

capturado en las cinco zonas de estudio previamente mencionadas. Para ello se ha 

desarrollado un procedimiento metalómico basado en el acoplamiento de la 

cromatografía de exclusión de tamaño con detección elemental ICP-MS, el cual se ha 

aplicado a los extractos citosólicos de diferentes órganos de este ratón (cerebro, hígado 

y riñón) con objeto de identificar posibles cambios de expresión de metalobiomoléculas 

como consecuencia de la contaminación ambiental.  

A su vez, se han llevado a cabo separadamente experimentos de exposición a Cd, 

As y Hg en Mus musculus,  con objeto de obtener información de la respuesta biológica 

de estos organismos modelo, es decir, cambios de expresión de metalobiomoléculas 

como consecuencia de la exposición a estos contaminantes, y posteriormente comparar 

estos resultados con aquellos obtenidos en Mus spretus. Para ello, una vez finalizados 

cada uno de los experimentos de exposición, se analizaron los correspondientes 

extractos citosólicos de los diferentes órganos de Mus musculus (cerebro, hígado y 

riñón) usando el mismo procedimiento metalómico mencionado anteriormente. El 

estudio metalómico comparativo de la respuesta biológica de Mus musculus sometido a 

experiencias de exposición y Mus spretus procedente de las zonas de estudio, muestra la 

sobreexpresión predominante de una fracción que contiene Cd, Cu y Zn, 

correspondiente a la presencia de metalotioneina, y otra fracción que contiene Cu y Zn 

correspondiente a la superóxido dismutasa, ambas presentes en hígado y riñón de Mus 

spretus en las zonas contaminadas ROC y MAT. La presencia de As en esta zonas 

contaminadas provoca la presencia de especies arsenicales metiladas como MMA y 

DMA en el hígado y riñón de Mus spretus. Estos resultados indican la interacción de 

estos metales tóxicos que abundan en las zonas contaminadas con los organismos de 

vida libre que habitan en ellas. La ausencia de respuesta biológica de Mus spretus en 

relación a la presencia de Hg confirma la baja incidencia medioambiental de dicho 
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elemento en las áreas consideradas. Los resultados en cerebro no muestran diferencias 

significativas entre los perfiles de Mus spretus en zonas contaminadas y no 

contaminadas, posiblemente debido a la actividad de la barrera hematoencefálica que 

protege dicho órgano. 

La aplicación de este procedimiento metalómico a las especies Mus spretus /Mus 

musculus, constituye una buena aproximación analítica para el estudio de la 

biodisponibilidad y el impacto medioambiental de los metales en los organismos vivos, 

utilizando la medida de la respuesta biológica de estos frente al estrés medioambiental. 

Por otro lado, en relación a lo anterior, se ha llevado a cabo el estudio de los 

complejos metálicos de las metalotioneinas (MT) que se forman en las células hepáticas 

de Mus musculus sometido a experiencias de exposición a cadmio. Dicho experimento 

se ha llevado a cabo mediante inyección subcutánea  de dosis crecientes de cadmio (en 

forma de CdCl2) desde 0,1 a 1 mg/Kg/día durante un total de 10 días. Se consideran tres 

subgrupos de ratones, A, B y C, correspondientes a subcolonias separadas y sacrificadas 

los días 2, 6 y 10 de exposición, respectivamente. Por otro lado, se utilizó un grupo 

control al que se le inyectó subcutáneamente 100 µL de agua ultrapura diariamente, 

durante los 10 días del experimento. Los extractos de hígado de Mus musculus de los 

dos grupos más expuesto, B y C, fueron analizados usando un procedimiento 

metalómico basado en el uso de un sistema cromatográfico bidimensional, SEC-RPC,  

acoplado a un sistema de detección elemental como ICP-MS, y en paralelo con un 

sistema de detección molecular nESI-qTOF-MS, con objeto de aislar, purificar e 

identificar  los complejos metálicos de las metalotioneinas  formados durante el 

experimento de exposición.  

Los resultados nos permite establecer cambios estequiométricos de los complejos 

de Cd, Cu y Zn con las isoformas I y II de la metalotioneina a lo largo de la exposición 

a cadmio, observándose a mitad del experimento la presencia de isoformas parcialmente 

coordinadas con átomos de Cd (número de átomos de Cd inferior a 7), coexistiendo en 

la misma molécula con átomos de Cu y Zn. Sin embargo, al progresar la exposición a 

Cd dichas isoformas evolucionan a especies en las que el Cd ocupa todas las posiciones 

de coordinación  de las MTs (Cd7MT). A su vez, los resultados muestran una mayor 

afinidad del Cd por la MT I que por la MT II ya que se ha podido observar señales 

correspondientes a los complejos de MT II con un número de átomos de cadmio inferior 
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al observado para los complejos de MT I. Todos estos resultados proporcionan 

información sobre evolución de la estequiometria de metales unidos a diferentes 

isoformas de metalotioneina y la interacción cooperativa entre metales y biomoléculas  

en las células, como la sustitución de cobre o zinc por cadmio, en hígado de Mus 

musculus a lo largo de la exposición a dosis crecientes de este elemento. El estudio en 

profundidad de estos complejos metálicos  pueden ayudar a esclarecer el papel 

biológico de las MTs, y los resultados obtenidos se pueden extrapolar a la especie de 

vida libre, como el  Mus spretus, para evaluar la respuesta biológica relacionada con las 

MTs a largo plazo. De esta forma, se puede evaluar de forma integrada, el impacto de  

la contaminación ambiental en ecosistemas amenazados. 
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The increasing presence of a variety of chemical contaminants in the environment 

has a risk to the health of organisms and ecosystems. Monitoring of environmental 

issues is conventionally performed by chemical analysis of trace toxic elements (e.g. 

Cd, As, Pb, Hg, etc), organic contaminants (pesticides, PCBs, PAHs), emerging 

contaminants (endocrine disruptors, pharmaceuticals, health care products and 

detergents) and recently, nanoparticles. However, traditional chemical analysis do not 

allow to know if the levels of chemical contaminants in the environment cause effects 

on organisms, and  can threat to ecosystems. All these facts have led to the development 

of a number of methodologies to assess biological responses associated with 

contamination in living organisms used as bioindicators of environmental pollution, 

since they reflect the effect of contaminants on cellular metabolism and global 

homeostasis. These methodologies include the use of biomarkers, which are biological 

parameters measured in bioindicator organisms show by the alteration of their levels, 

the occurrence of pollutants and their biological effects or risks. The assessment of 

biomarkers in living organisms (bioindicators) can help diagnose the impact and risk of 

contaminants at certain levels on organisms, populations or ecosystems. 

This study focuses the assessment and monitoring of environmental pollution of 

Doñana National Park and surroundings (South West Spain). This natural environment 

was declared Biosphere Reserve, and is a mosaic of ecosystems with a degree of 

biodiversity unique in Europe. However, it is threatened by various harmful factors, 

such as neighboring agricultural, industrial (Chemical Pole of Huelva) and mining 

activities, as well as the toxic mud spillage from Aznalcollar mine that reached the 

northeastern boundary of the Park in 1998. The present study was performed in 5 

different areas of Doñana National Park and surrounding: one of them located at the 

center of the Park, Lucio Palacio (LDP), considered as non contaminated area 

(according to the previous results) which has been used as control and the other four 

areas, La Rocina (ROC), El Partido (PAR), El Ajolí (AJO) and El Matochal (MAT), 

located in the surroundings of the Park with different levels of pollution due to their 

proximity to contamination sources. The free-living mouse Mus spretus has been used 

as a bioindicator because it is a very prolific species in these areas. It has been 

experimentally demonstrated that Mus spretus is genetically homologous to the 

sequenced mouse Mus musculus (classical inbred laboratory species), allowing the use 
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of proteomics and metallomics information of Mus musculus to identify proteins over-

/down-expressed by Mus spretus.  

The study to assess the environmental pollution of Doñana National Park and 

surroundings was performed by analysis of biomarkers related to environmental stress, 

specifically metallobiomolecules, in Mus spretus captured in the five selected areas 

previously mentioned. For that reason, a metallomic procedure based on the coupling of  

size exclusion chromatography (SEC) with elemental detection system  ICP-MS has 

been developed and the cytosolic extracts from different organs (brain, liver and kidney) 

of this mouse were analyzed in order to identify possible changes in 

metallobiomolecules expression as a result of environmental pollution.  

Additionally, exposure experiments of Mus musculus to different toxic metals 

(Cd, As and Hg), under controlled laboratory conditions, have been performed to obtain 

information about the biological response of this species (evaluated by change in 

metallobiomolecules expression) as a result of  exposure to these pollutants, for later 

comparison with those in Mus spretus. For this purpose, after each experiment the 

corresponding cytosolic extracts from different organs (brain, liver and kidney) of  Mus 

musculus were analyzed using the same metallomic procedure mentioned previously. 

The comparative metallomic study of the biological response of Mus musculus under 

exposure experiments and Mus spretus from the areas under study  shows 

predominantly the up-regulation of a fraction containing Cd, Zn and Cu corresponding 

to the metallothionein, as well as another fraction containing Cu, Zn, corresponding to 

superoxide dismutase in liver and kidney of Mus spretus from contaminated areas, 

MAT and ROC. The abundance of As in these contaminated areas provokes the 

presence of methylated arsenic species as MMA and DMA in liver and kidney of Mus 

spretus. These results denote the interplay of these toxic metals on free-living organisms 

from contaminated areas. The absence of response in relation to the presence of  Hg 

confirms the low environmental incidence of this element in the area considered. Brain 

results show no significant differences between the profiles of Mus spretus from 

contaminated and uncontaminated areas, possibly due to the blood brain barrier activity. 

The application of this metallomic procedure to Mus spretus / Mus musculus 

species is a good analytical approach to assess the bioavailability and environmental 
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impact of metals in living organisms, by evaluating their biological response under 

environmental stress. 

On the other hand, the study of metal complexes of metallothioneins (MTs) which 

are formed in the liver cells of Mus musculus under cadmium exposure has been 

performed. Exposure experiments were performed by subcutaneous injection (100 µL) 

of increasing doses of 0.1 to 1 mg Cd (in the form of CdCl2) per kg of  body weight per 

day during a total period of 10 days. Three subgroups of 10 mice (A, B and C) were 

separated and sacrificed at days 2, 6 and 10 of the experiment, respectively. The control 

group of mice was subcutaneously injected with 100 µL of ultrapure water per day for 

10 days. Liver extracts of the two most exposed groups, B and C, were analyzed using a 

developed metallomic procedure based on the use of a two-dimensional 

chromatography, SEC followed by RPC, combined in parallel with inductively coupled 

plasma octopole reaction cell mass spectrometry (ICP-ORS-MS) and nanospray 

ionization time-of-flight mass spectrometry (nESI-qTOF-MS) to isolate, purify and 

identify the metallothionein metal complexes formed along cadmium exposure 

experiment. The results allow us to appreciate changes in the stoichiometry of Cd, Cu 

and Zn complexes with MT isoforms I and II along cadmium exposure. Half of the 

experiment, these isoforms partially metallated with Cd atoms (number of Cd atoms less 

than 7) that coexist with Cu and Zn atoms were observed. However, the last days of 

exposure experiment, completely metallated MT isoforms with Cd atoms (Cd7MT) were 

observed. Additionally, the results show that affinity of Cd for MT I are higher than that 

for MT II, so that signals corresponding to MT II complexes with a number of cadmium 

atoms lower than those observed for MT complexes I have been observed. These results 

provide information about metal-binding stoichiometry of MT and cooperation of metal 

binding, such us the substitution of copper or zinc by cadmium, in Mus musculus liver 

along cadmium exposure. In-depth study of these metal complexes may help to 

elucidate the biological role of MTs and additionally the results can be extrapolated to 

the free-living species Mus spretus to evaluate the biological response of MTs during 

long term environmental pollution and the impact of environmental pollution in 

threatened ecosystems. 
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 El presente trabajo tiene como objetivo general la evaluación y seguimiento de la 

contaminación ambiental del Parque Nacional de Doñana y alrededores mediante el 

estudio de biomarcadores relacionados con el estrés ambiental, concretamente metal-

biomoléculas, usando como bioindicador el ratón de vida libre Mus spretus, 

ampliamente distribuido en el Parque. El desarrollo de dicho objetivo engloba:  

 1. Seguimiento y evaluación de la contaminación ambiental en 5  zonas del 

 Parque Nacional de Doñana y alrededores: una de ellas situada en el interior del 

 mismo, Lucio del Palacio (LDP) considerada zona  no contaminada (de acuerdo 

 con resultados anteriores). Esta área se va a utilizar como control. Asimismo, se 

 utilizarán  otras 4 zonas situadas en el entorno del Parque, La Rocina (ROC), El 

 Partido (PAR), El Ajolí (AJO) y El Matochal (MAT), con diferentes niveles de 

 contaminación debido a su proximidad a zonas de actividad agrícola, minera e 

 industrial. Para ello se llevará a cabo el estudio de metalobiomoléculas en  

 diferentes órganos de la especie bioindicadora, Mus spretus, procedente de las 5 

 zonas mencionadas, utilizando un procedimiento metalómico basado en el 

 acoplamiento de un sistema cromatográfico de exclusión de tamaño (SEC) con un 

 sistema de detección elemental, ICP-MS. 

 2. Estudio de la respuesta biológica del  organismo modelo Mus musculus 

 sometido a experiencias de exposición a diferentes metales tóxicos (Cd, As y Hg) 

 en condiciones de laboratorio controladas, con objeto de identificar posibles 

 cambios de expresión de metalobiomoléculas como consecuencia de la exposición 

 a estos contaminantes. Para ellos se usará el procedimiento metalómico propuesto 

 en el apartado 1. 

 3. Desarrollo de  procedimientos metalómicos para el aislamiento y purificación 

 de las fracciones SEC-ICP-MS correspondientes a los extractos citosólicos de los 

 diversos órganos de los animales en estudio. Se utilizará para ello procedimientos 

 cromatográficos ortogonales mediante el acoplamiento de SEC a cromatografía en 

 fase reversa, RPC, o de intercambio aniónico, AEC. 

 4. Estudio de la respuesta de las metalotioneinas (MT) como biomarcadores de 

 contaminación, en el organismos modelo Mus musculus sometido a experiencias 

 de exposición a cadmio, con objeto de obtener información sobre los mecanismos 

 implicados en la detoxificación de metales por la acción de las metalotioneinas, 
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 así como estudiar los diferentes complejos metálicos de estas a lo largo del 

 experimento de exposición a cadmio. Para ello se va a desarrollar un 

 procedimiento metalómico mediante el uso de un sistema cromatográfico 

 bidimensional, SEC-RPC,  acoplado a un sistema de detección elemental como 

 ICP-MS, en paralelo con un sistema de detección molecular como nESI-qTOF-

 MS para el aislamiento, purificación y posterior identificación de los complejos 

 metálicos de la metalotioneina formados durante el experimento de exposición. 

 5. Estudio metalómico comparativo de la respuesta biológica de Mus musculus y 

 Mus spretus bajo la acción de contaminantes metálicos. Para ello se van a 

 comparar los resultados obtenidos en los experimentos de exposición de Mus 

 musculus con aquellos obtenidos para Mus spretus en las zonas de estudio, con 

 objeto de validar la respuesta biológica de estos organismos de vida libre a la 

 contaminación  ambiental, considerando la homología genética que existe entre 

 ambas especies. Estos estudios comparativos  nos pueden ayudar a comprender 

 mejor los complejos mecanismo moleculares, como el control de la homeostasis y 

 el tráfico de metales entre órganos, que tiene lugar en los organismos que habitan 

 zonas naturales amenazadas por la contaminación ambiental. 
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 The general objective of this study is the assessment and monitoring of 

environmental pollution of Doñana National Park and surroundings by studying 

biomarkers related to environmental stress, specifically metal-biomolecules, using as 

bioindicator the mice Mus spretus, a free-living mouse widespread in the Park. The 

development of this objective includes: 

 1. Monitoring and evaluation of environmental pollution in five sampling areas 

 from Doñana National Park and surroundings: one of them located at the center of 

 the Park, Lucio Palacio (LDP), considered a noncontaminated area (according to 

 previous results), which will be used as control and  other four areas, La Rocina 

 (ROC), El Partido (PAR), El Ajolí (AJO) and El Matochal (MAT), located in the 

 surroundings of the Park with different levels of pollution due to its proximity to 

 areas with agricultural, mining and industrial activity. For this reason, the study of 

 metallobiomolecules in different organs of the bioindicator species Mus spretus 

 from the five areas mentioned, will be performed by using a metallomic procedure 

 based on the coupling of  size exclusion chromatography (SEC) with elemental 

 detection system, ICP-MS. 

 2. Study of the biological response of model organism Mus musculus under 

 exposure experiences to different toxic metals (Cd, As and Hg), in controlled 

 laboratory conditions to identify possible changes in metallobiomolecules 

 expression as a result of exposure to these pollutants. For this purpose, the 

 metallomic procedure proposed in paragraph 1 will be used. 

 3. Development of a metallomic procedure for the isolation and purification of the 

 SEC-ICP-MS fractions of cytosolic extracts from different organs of the animals 

 under study. For that, orthogonal chromatographic procedures by coupling SEC to 

 reversed phase chromatography, RPC, or anion exchange AEC will be used. 

 4. Study of the response of metallothioneins (MTs) as biomarkers of pollution, in 

 model organisms Mus musculus under cadmium exposure experiments, to obtain 

 information on the mechanisms involved in metal detoxification by 

 metallothioneins and to study the different metal complexes of these proteins 

 along cadmium exposure experiment. To achieve this, a metallomic procedure 

 based on two-dimensional chromatography, SEC followed by RPC, combined in 

 parallel with inductively coupled plasma octopole reaction cell mass spectrometry 
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 (ICP-ORS-MS) and nanospray ionization time-of-flight mass spectrometry (nESI-

 qTOF-MS), will be developed for the isolation, purification and subsequent 

 identification of the metallothionein metal complexes formed during cadmium 

 exposure experiment. 

 5. Comparative metallomic study of Mus musculus and Mus spretus response 

 under the action of metal contaminants. For this purpose, the results obtained in 

 exposure experiments of Mus musculus and those obtained for Mus spretus from 

 the study areas will be compared in order to validate the biological response of 

 these free-living organisms under environmental pollution conditions, considering 

 the genetic homology between both species. These comparative studies can help 

 us better understand complex molecular mechanisms, such as metal homeostatic 

 control and metal traffic among the organs in living organisms which inhabit 

 natural areas threatened by pollution. 
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1.  LA PROBLEMÁTICA DE LA CONTAMINACIÓN AMBIENTAL Y SU                         

DIAGNOSIS 

 La contaminación constituye la base de los problemas medioambientales y supone 

la mayor amenaza para la salud y el bienestar de personas y ecosistemas. La actividad 

humana relacionada con el desarrollo y la tecnología desde la Revolución Industrial, ha 

convertido a la contaminación en un episodio prácticamente inevitable asociado a la 

vida del hombre en la Tierra [1]. Entre estas actividades antropogénicas pueden citarse 

las de transformación (química, metalúrgica, petrolera, etc.), las extractivas como la 

minería,  y las agroquímicas como la agricultura. Además, hay que tener en cuenta las 

grandes catástrofes medioambientales, como los vertidos accidentales al mar o los ríos y 

los desastres ecológicos. Todas estas actividades alteran el equilibrio natural de un 

ecosistema, ya que liberan sustancias tóxicas minerales (metales pesados y sus 

compuestos, materiales radiactivos, etc.) u orgánicas (xenobióticos: plaguicidas y 

fertilizantes, dioxinas, hidrocarburos, etc.), en cantidades que causan efectos adversos 

en el hombre, en los animales y/o vegetales expuestos a dosis que sobrepasen los 

niveles aceptables en la naturaleza. De esta manera afecta a la supervivencia de los 

organismos, perturba la estructura y función de los ecosistemas naturales, modificando 

el número de especies (por introducción de especies exóticas o eliminación de las 

nativas),  y la diversidad de ecosistemas y hábitats naturales [2-5]. 

 Se estima en 6 millones los compuestos químicos que se han sintetizado y 

utilizado durante toda la historia humana, la mayoría de ellos en el siglo pasado. En 

nuestros días, según la OCDE, cada año se añaden unos 1500 compuestos a los más de 

100000 en uso [6]. 

 La entrada de contaminantes en los ecosistemas [7] puede ser: 1) accidental, tras 

episodios que provocan el vertido de sustancias al medio ambiente; ó 2) provocada, 

como liberación de residuos por la actividad humana (industria, minería, agricultura, 

ganadería, residuos urbanos, etc.) [8,9].  

 Los compuestos liberados en el medio ambiente, ya sea en ecosistemas acuáticos 

o terrestres, rara vez permanecen en el sitio donde fueron emitidos. Algunos pueden 

degradarse químicamente o por la acción de los microorganismos, pero otros  pueden 

persistir en el suelo o el agua, como es el caso de los metales pesados y los plaguicidas. 

Los contaminantes liposolubles distribuidos  en el aire, agua y suelo pueden alcanzar a 
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los organismos expuestos a ellos  y  a menos que sean metabolizados,  persisten en los 

tejidos acumulándose a través de las cadenas tróficas [10-11]. 

 La tabla 1 muestra los tipos principales de contaminantes y sus fuentes. 

Tabla 1. Principales tipos de contaminantes medioambientales y sus fuentes. 
 

Tipo de contaminante     Fuente  

 
Contaminantes inorgánicos 
 
Metales       Industria, minería 
Compuestos organometálicos    Puertos, pinturas 
Radionucleidos      Centrales nucleares 
Asbestos       Industria 
 
Contaminantes orgánicos 

 
Bifenilos policlorados     Industria 
Hidrocarburos aromáticos policíclicos   Industria, actividades petrolíferas 
Plaguicidas       Agricultura 
Aguas fecales       Zonas urbanas, granjas 
Detergentes       Industria, zonas urbanas 

Sedimentos       Industria, minería, zonas urbanas 

  

 Entre los contaminantes potencialmente más tóxicos para el medio ambiente se 

encuentran los metales  pesados como As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni y Pb. Dichos metales 

forman parte de los ciclos biogeoquímicos que determinan su presencia y concentración 

en los distintos componentes de los ecosistema (agua, aire, suelo y biota). Las 

actividades humanas como la minería, los procesos industriales y la agricultura, alteran  

estos ciclos y modifican la concentración y posterior distribución al resto de 

compartimentos ambientales [12]. La figura 1 representa de manera esquemática la 

circulación de metales pesados a través de los diferentes compartimentos 

medioambientales. 
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Figura 1. Ciclo biogeoquímico de metales pesados. 

 La elevada toxicidad de los metales pesados radica en su alta persistencia, rápida 

acumulación en los organismos vivos, formación de asociaciones químicas complejas y 

en su capacidad de reacción [13-15]. Sus efectos tóxicos no se detectan fácilmente a 

corto plazo. Los metales son difíciles de eliminar del medio, puesto que los propios 

organismos los incorporan a sus tejidos pasando de estos a sus depredadores, en los que 

se acaban manifestando. La toxicidad de estos metales pesados es proporcional a la 

facilidad de ser absorbidos por los seres vivos; un metal disuelto en forma iónica puede 

absorberse más fácilmente que en forma elemental, y si ésta se halla reducida finamente 

aumentan las posibilidades de su oxidación y retención por los diversos órganos. 

 A nivel celular los metales pesados generan especies reactivas del oxígeno que 

promueven estrés oxidativo y daño de biomoléculas, alterando el estado de algunas 

proteínas e induciendo enzimas antioxidantes [16-19]. 

 Todo esto hace necesario realizar seguimientos periódico de diferentes 

contaminantes en los ecosistemas, con objeto de evaluar su calidad  medioambiental. 

 La monitorización de contaminantes en el medio ambiente proporciona 

información de los efectos tóxicos, si existen, y ayuda a conocer las áreas de impacto y 

lugares donde la concentración es aparente. También es útil conocer la tendencia de 

estos contaminantes a lo largo del tiempo, ya que los datos recogidos nos permiten 

relacionar una sustancia tóxica particular con sus posibles problemas medioambientales.  

 Generalmente, los estudios para evaluar la contaminación ambiental de entornos 

naturales amenazados se han basado en el análisis  químico de elementos traza tóxicos 
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como Cd, As, Pb, Hg  y otros, así como contaminantes orgánicos entre los que se 

pueden citar los plaguicidas, PCBs y PAHs  principalmente, ya que son sustancias 

altamente persistentes que mantienen sus efectos  perjudiciales a largo plazo y 

predominan en entornos naturales contaminados por actividades antropogénicas tales 

como la agricultura, la minería, la industria y los vertidos accidentales [20-22]. Dichos 

contaminantes pueden entrar en los entornos naturales a través de los ríos, y de ahí se 

distribuyen por todos los compartimentos de los ecosistemas, poniendo a estos en 

peligro así como a  todos los organismos que lo habitan. 

 Los estudios previos realizados en zonas amenazadas describen métodos de 

análisis basados en distintos tipos de técnicas y aplicados a muestras de diversa 

naturaleza,  centrándose principalmente en el análisis de las concentraciones totales de 

los contaminantes. Numerosos trabajo se han centrado en el  análisis de metales pesados 

en muestras de agua en diversos ecosistemas acuáticos, usando absorción atómica de 

llama (AAS) [23-27], espectrometría de emisión por arco [28], espectrometría de masas 

con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) [29] o voltamperometría anódica de 

pulso diferencial (DPASV) [26]. Otros autores proponen el análisis de metales pesados 

en muestras de sedimentos mediante fluorescencia de Rayos X (XRF) [30].  

 Diversos estudios de monitorización de la contaminación ambiental han 

comprobado la presencia de metales pesados en suelos, sedimentos, plantas y tejidos de 

animales usando técnicas de extracción de metales como la digestión ácida y técnicas de 

detección como  la espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-

MS) [31-32] o espectrometría de emisión óptica con plasma acoplado inductivamente 

(ICP-OES) [31,33-37]. La espectrometría de emisión atómica con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-AES) también se ha usado para medir metales en aguas 

subterráneas como consecuencia de desastres accidentales [38]. Otra de las técnicas 

atómicas usadas para analizar metales pesados en sedimentos es la Emisión de rayos X 

inducida por partículas (PIXE) [39]. 

 Numerosos  estudios han comprobado la presencia de pesticidas organoclorados y 

otros contaminantes orgánicos  en muestras de sedimentos y biota de entornos naturales 

en peligro mediante el uso de sistemas de extracción seguido por cromatografía gaseosa 

con detector de captura electrónica (GC-ECD) [40-42] o detector de ionización de 

llamas (GC-FID) [43,44]. 
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 Sin embargo, a la hora de monitorizar un ecosistema, el análisis de las 

concentraciones totales de metales o contaminantes orgánicos en agua, sedimentos, 

suelos o biota sólo nos da información de la mayor o menor presencia de los mismos en 

cada tipo de muestra, pero no nos proporciona una información directa sobre su 

disponibilidad y efectos biológicos en los organismos. Una alternativa mejor para 

evaluar la contaminación de un ecosistema, sería determinar los contaminantes en la 

zona de estudio, buscar una especie bioindicadora y evaluar su respuesta a través de 

diversos biomarcadores [45-47]. Las respuestas de los organismos a las situaciones de 

estrés provocadas por las perturbaciones ambientales y la contaminación se usan en la 

actualidad como biomarcadores convencionales, siendo los más sensibles y tempranos 

los moleculares [17]. El estudio de la respuesta biológica proporciona un sistema  de 

detección integrado para evaluar la biodisponibilidad, bioacumulación y efectos 

ecotoxicológicos de los contaminantes sobre los organismos [48]. 

 No obstante, el uso de estos biomarcadores convencionales exige un profundo 

conocimiento de sus mecanismos de toxicidad y sólo abordan procesos conocidos, 

generalmente muy bien establecidos, pero ignoran otros muchos cambios que puedan 

experimentar los seres vivos, como las modificaciones en la expresión de las proteínas. 

Por ello el uso de técnicas de análisis masivo (las -ómicas) constituyen una alternativa 

prometedora para la diagnosis de problemas medioambientales. Entre ellas se encuentra 

la proteómica que considera el análisis masivo de proteínas en organismos 

bioindicadores, ya que la expresión proteica se altera bajo la acción de los 

contaminantes [49,50] o la transcriptómica que estudia  la alteración en el número de 

transcritos relacionados con la presencia de sustancias tóxicas [51,52].  

 Además, hay que tener en cuenta la importancia de los metales en los organismos, 

los cuales participan en una amplia variedad de procesos biológicos de los sistemas 

vivos. Aproximadamente un tercio de las proteínas necesitan la presencia de un metal 

como cofactor para desarrollar su función [53-55]. Estos metales son responsables de 

las propiedades catalíticas o estructurales de las proteínas y su presencia en moléculas 

está determinada en muchos casos por el genoma [54].Como ejemplo puede citarse la 

síntesis de genes y  proteínas catalizada por metaloenzimas que contienen zinc y otros 

metales. Sin embargo, aún se desconocen  muchos de los mecanismos por los cuales el 

metal se almacena o incorpora como  cofactor en una célula [56]. 
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 Por otro lado, la presencia de metales tóxicos, como Cd, Pb y As en los tejidos de 

los organismos  puede bloquear los grupos funcionales de las proteínas, desplazar  y/o 

sustituir metales esenciales, inducir cambios conformacionales en estas  y desnaturalizar 

o inactivar enzimas, además de provocar estrés oxidativo en los organismos [57-59]. 

Por tanto, es necesario conocer la función, asimilación, transporte y almacenamiento de 

los metales esenciales en los organismos para su correcto funcionamiento, y para ello es 

imprescindible estudiar no sólo los procesos bioquímicos que se desarrollan dentro de 

una célula  por medio del conocimiento de su genoma y las proteínas que se expresan a 

partir del mismo, proteoma, sino también por la distribución de los metales y metaloides 

entre diferentes  especies y compartimentos celulares, metaloma [53,60-62]. Este último 

término se refiere a la totalidad de las especies metálicas individuales en una célula, y 

comprende el contenido del elemento libre y el conjunto de sus complejos con 

biomoléculas, en especial proteínas, metaloproteoma [63-65]. 

 Por todo esto, la metalómica  constituye la metodología adecuada para el estudio 

de la totalidad de especies metálicas y metaloides que se encuentran dentro de un 

organismo, célula o tejido [60,62,66-70], pudiendo hablarse de metaloproteómica 

cuando se consideran los procesos o fuciones relacionados con metales asociados a 

proteínas [63-65]. Estas herramientas son fundamentales a la hora de llevar a cabo el 

seguimiento de metales pesados en organismos vivos utilizando diferentes biomoléculas 

relacionadas con el estrés ambiental (biomarcadores) como metaloproteínas , enzimas 

redox y metabolitos [71], lo que va a constituir la base para el conocimiento del 

funcionamiento celular, de los tejidos e incluso del organismo.   

 Sin embargo, ninguna de estas dos disciplinas relaciona las metaloproteínas, el 

contenido de metales y sus variaciones en la célula con el metabolismo. Esta 

aproximación metodológica es propia de la metabolómica, que considera el análisis de 

moléculas pequeñas o metabolitos relacionados con el funcionamiento de los 

organismos, asociando sus concentraciones  y las variaciones que experimentan como 

consecuencia de cambios fisiológicos y genéticos [72]. Dentro de esta disciplina, la 

metalometabolómica [73], estudia los metabolitos que presentan un metal o metaloide 

en su estructura. 

 Estas ómicas emergentes que tienen en común el análisis de especies metálicas 

bien unidas a proteínas (metaloproteómica) o a metabolítos (metalometabolómica), son 
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áreas específicas de la metalómica que tienen como origen la especiación química como 

muestra la figura 2. 

 

 Figura 2. Relación entre el análisis de especiación, la metalómica y sus áreas específicas 

de bioanálisis [74]. 

 Como se ha mencionado anteriormente, una alternativa en los estudios 

medioambientales relacionados con la contaminación es el uso de organismos 

bioindicadores. Estos animales no suelen estar secuenciados, lo que dificulta la 

aplicación de procedimientos proteómicos clásicos, basados en el uso de la 

electroforesis 2-DE seguida de digestión con tripsina e identificación de las proteínas 

mediante MALDI-TOF-MS utilizando bases de datos para la identificación de los 

péptidos. Esta ausencia de animales modelo secuenciados para los estudios  de proteínas 

y/o metaloproteínas representa una gran limitación, ya que obliga a realizar 

secuenciaciones  “de novo”, lo que resulta inviable, dado el gran número de proteínas 

implicadas y la inversión de tiempo y costes necesarios.  

 En el Parque Nacional de Doñana, situado al suroeste de España, se ha utilizado 

extensamente el ratón de campo Mus spretus en estudios medioambientales [75-77], del 

que se ha demostrado su analogía genética con el ratón de laboratorio ya secuenciado  

Mus musculus [18], haciendo posible el uso de las bases de datos genéticos de éste 

organismo modelo para llevar a cabo estudios proteómicos del Mus spretus en la 

monitorización de ecosistemas terrestres [77]. 
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 Los buenos resultados obtenidos con la integración de aproximaciones 

transcriptómicas y proteómicas en la pareja de bioindicadores  Mus musculus /            

Mus spretus  para estudios medioambientales  permite  proponer la integración entre       

–ómicas, transcriptómica, (metalo) proteómica y más recientemente, metabolómica y  

metalómica,  para la evaluación de la contaminación ambiental  [78].  

 La integración de todas estas ómicas constituye una herramienta eficaz para 

establecer mecanismos de regulación y complejas rutas metabólicas en los organismos 

vivos,  y además permite diagnosticar cambios importantes a nivel celular y/o biológico 

provocado por la presencia de contaminantes en el medio ambiente, sin necesidad de 

disponer de un conocimiento previo sobre toxicidad  de estos [79-82]. No obstante, hay 

que tener en cuenta que el metabolismo de los elementos traza no puede considerarse de 

forma aislada ya que diferentes elementos y sus especies actúan de forma conjunta en 

las células, tejidos u órganos, y en consecuencia, es importante tener en cuenta su 

posible sinergia o antagonismo de interacciones [83]. De esta forma, puesto que los 

seres vivos están expuestos a un medio ambiente complejo en el cual los diferentes 

elementos y sus especies están presentes conjuntamente, dichas interacciones hacen 

imprescindible el desarrollo de métodos analíticos que permitan la especiación 

simultánea de los elementos, considerando los efectos sinérgicos y antagonistas entre 

ellos, y por tanto integrando también el metabolismo de los organismos en estudio. 

 Los procedimientos analíticos de especiación química se han ido desarrollando 

durante los últimos 20 años y se utilizan de forma rutinaria en relación a temas 

medioambientales, salud o alimentos. Estas metodologías requieren el uso de técnicas 

híbridas, en especial aquellas basadas en el acoplamiento de una técnica de separación 

como la cromatografía líquida (HPLC), electroforesis capilar (CE) o cromatografía de 

gases (GC), con un detector atómico como el plasma de acoplamiento inductivo con 

detector de masas (ICP‐MS). El uso de ICP-MS en este campo constituye una 

herramienta muy valiosa ya que proporciona una gran sensibilidad, selectividad y 

precisión  facilitando el análisis de metalobiomoléculas a muy baja concentración en 

matrices biológicas complejas, además permite la detección simultánea de múltiples 

heteroátomos [84,85]. Por estas razones, el ICP-MS ha remplazado prácticamente a 

otras técnicas como ICP-OES, XRF y el análisis instrumental por activación con 

neutrones (INAA), que se han usado anteriormente para la determinación 

multielemental de elementos trazas. 
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 Sin embargo, para analizar especies metálicas en sistemas biológicos [63,86], 

como sucede en los estudios metalómicos, la complejidad de las moléculas se 

incrementa notablemente, como muestra la figura 3, y lo que es más importante, se trata 

generalmente de especies desconocidas, para las que no se dispone de patrones o 

calibrantes que permitan su identificación y cuantificación, lo cual diferencia los 

procedimientos metalómicos de la especiación convencional.   

 

Figura 3. Esquema del incremento de la complejidad molecular en metalómica [67]. 

 Por ello, para poder conocer la composición química y estructura de las 

biomoleculas  es  necesario  el uso de técnicas moleculares complementarias como es la 

espectrometría de masas, ya que el uso del ICP-MS como detector elemental  destruye 

cualquier información molecular sobre la naturaleza química de las especies 

previamente separadas. El uso de detectores moleculares precisa de una gran pureza en 

la muestra, y teniendo en cuenta que la mayoría de las metaloespecies de interés se 

encuentran en los sistemas biológicos a niveles de concentraciones muy bajos, implica 

una exhaustiva y compleja etapa de separación. 

 Existen tres estrategias fundamentales para el desarrollo y aplicación de técnicas 

metalómicas y metaloproteómicas  como muestra la figura 4. La primera estrategia es el 

uso de la espectrometría de masas, asociada a plataformas de análisis que integran 

técnicas de separación como la cromatografía de líquidos (HPLC) o electroforesis 

capilar (CE), combinada con un espectrómetro de masas con fuente de plasma de 

acoplamiento inductivo (ICP-MS)  como detector atómico y  un espectrómetro de masas 
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de ionización por electrospray (ESI) o de ionización‐desorción láser asistida por matriz 

(MALDI) como detector molecular. El desarrollo reciente de los espectrómetros de 

masas de alta resolución tales como los sistemas híbridos cuadrupolo-tiempo de vuelo 

(Q-TOF) [78], cuadrupolo-trampa iónica (Q-IT), triple cuadrupolo tiempo de vuelo 

(QqQTOF) o el Orbitrap [62] permiten una identificación inequívoca de biomoléculas 

[55], lo que representa una herramienta idónea para el conocimiento de todas las 

especies formadas en el metabolismo celular. Estos procedimientos analíticos 

multidimensionales (MAA) que combinan dos sistemas de detección complementarios, 

atómico y molecular, aportan resultados que permiten la caracterización estructural y 

funcional de las metaloproteínas [87,88]. Los procedimientos analíticos clásicos 

proteómicos y metabolómicos, no tienen en cuenta la presencia de heteroelementos 

metálicos unidos a proteínas y metabolitos, lo que establece claras diferencias con los 

procedimientos metalómicos, siendo estos  generalmente más complejos para garantizar 

la integridad de la unión del metal con la molécula.  

 La segunda estrategia implica el uso de espectroscopia de absorción de rayos X, 

que permite un análisis directo de los metales asociados a proteínas y proteomas, así 

como el estudio de la distribución de los mismos en tejidos y células [90]. 

 La tercera estrategia emplea la bioinformática y el análisis computacional. Con la 

publicación de secuencias de genomas completos se ha construido una gran base de 

datos de secuencias primarias de proteínas, y esto ha permitido el desarrollo de 

herramientas de predicción de metaloproteínas a partir de las secuencias conocidas. Así 

es posible predecir la capacidad de unión a metales a partir de la secuencia de 

aminoácidos teniendo en cuenta la presencia de secuencias consenso conocidas en las 

regiones de unión a metales [90]. 
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Figura 4. Estratégias principales desarrolladas en metalómica y metaloproteómica [91].  

2.   TÉCNICAS DE ANÁLISIS MASIVO: METALÓMICA 

 Uno de los principios importantes de la Biología Molecular moderna relaciona los 

genes, como componentes celulares que contienen la información, y las proteínas, 

responsables de las funciones biológicas. Sin embargo, un gen codifica varias especies 

proteicas [92] y la cantidad de una proteína en un momento dado varía en función de 

diversas modificaciones post-traduccionales o por la formación de agregados con otras 

proteínas, debido a cambios ambientales o del estado fisiológico [93]. Toda esta 

complejidad  presente en los procesos celulares, tales como  rutas metabólicas y 

mecanismos de regulación, hacen  que  el estudio  del  funcionamiento de los seres 

vivos sea un reto para la Biología Molecular, haciendo necesario el uso de nuevas 

herramientas que permitan obtener una información  masiva de todas las moléculas, 

procesos y reacciones que se producen en la célula en un momento determinado.  

 Durante la última década, los progresos realizados en la secuenciación del genoma 

humano [94,95] han llevado al perfeccionamiento y desarrollo de nuevas técnicas en el 

campo del bioanalisis. Estas herramientas han permitido el estudio en profundidad de 

procesos celulares y moleculares, y el conocimiento progresivo de los sistemas 

biológicos a nivel molecular. Sin embargo, los organismos no operan como 

compartimentos moleculares aislados, y para entenderlos hay que integrar esas piezas 

moleculares en sistemas. Así se puede lograr una visión global de los procesos 

biológicos [96]. Esto ha dado origen a lo que se denomina genéricamente como técnicas 

“ómicas” [96,97], que se basan en el análisis de la totalidad de una determinada clase de 

componentes en un organismo vivo, utilizando para ello, junto a nuevos desarrollos 
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metodológicos e instrumentales, la bioinformática y las técnicas rápidas y 

automatizadas para integrar la información de forma coherente. Una de las ómicas más 

establecidas es la genómica, que ha permitido la secuenciación del genoma humano 

[94,95], y el estudio de manera integral del funcionamiento, contenido, evolución y  

origen de los diversos genomas, los cuales contienen la información de la totalidad de 

las secuencias primarias de las proteínas que pueden ser (pero no necesariamente) 

expresadas. El estudio de las proteínas constituye la base de la proteómica, que 

considera el conjunto de proteínas en una célula, tejido u organismo, su localización, 

estructura, estabilidad e interacción [50, 98-100], y muy relacionada con ella, la 

transcriptómica que establece la conexión entre las secuencias genómicas y las proteínas 

codificadas, utilizando la información contenida en el conjunto de moléculas de ARNm 

o transcritos  producidos en una célula o una población de células [101]. 

Más recientemente, la metabolómica ha hecho posible obtener la información a nivel de  

moléculas pequeñas o metabolitos, que determinan el funcionamiento del ser vivo y 

cuya concentración  varía como consecuencia de cambios fisiológicos [72]. 

Sin embargo, las reacciones químicas que pueden catalizar las proteínas son en general 

de muy amplio espectro y las diferencias entre las cadenas polipeptídicas justifican solo 

una pequeña parte de la gran diversidad funcional de las proteínas. Esta gran diversidad 

de función puede ser en gran medida explicada por la capacidad de las proteínas para 

incorporar en sus sitios activos diferentes cofactores o grupos protéticos, como 

moléculas orgánicas pequeñas, átomos metálicos o clústeres formados por iones 

metálicos y no metálicos. 

 Por tanto, la función de muchas metaloproteínas depende precisamente de su 

interacción con un metal, por lo general los de transición, tales como Cu, Fe, Zn y Mo. 

Un ejemplo son las enzimas, la mitad de las cuales  aproximadamente, debe su actividad 

a la presencia de un átomo metálico. Estas metaloproteínas se han estudiado desde la 

década de los 50, cuando se apreció la presencia de un átomo de hierro en la estructura 

de la mioglobina de esperma de ballena [102]. Un estudio bioinformático reciente 

realizado con un conjunto de estructuras correspondiente a 1371 enzimas diferentes, 

estima que el 47% de las mismas requieren de la unión a algún metal, de las cuales el 

41% lo incorpora a su centro catalítico [103]. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma
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 Entre los metales asociados a las proteínas pueden destacarse el zinc y el hierro 

que son utilizados por todos los organismos y participan en numerosas vías metabólicas 

[104, 105]. El número de proteínas que utilizan hierro o zinc es elevado, por ejemplo 

más de 300 familias de proteínas requieren el zinc para su correcto funcionamiento 

[106]. En general los metales son utilizados por muchas proteínas en forma de iones 

metálicos (como el cobre, manganeso y níquel) o como complejos metal-cofactor  

(como es el caso del cobalto en la vitamina B12) [107]. Algunas familias de proteínas 

son estrictamente dependientes de determinado metal para su función, como lo 

demuestra la dependencia de la citocromo c oxidasa por el cobre, o la ureasa por el 

níquel. Sin embargo, otras familias de proteínas tienen formas dependientes e 

independientes o han evolucionado hasta permitir el uso de metales alternativos, así la  

glyoxalasa 1 se une al níquel en E. Coli, pero en humanos y levaduras se une a iones de 

zinc [108]. 

 Hay proteínas, como las metalotioneinas, que se expresan como mecanismo de 

defensa de un organismo frente al estrés provocado por metales pesados, y otras que 

actúan en los organismos como transportadoras de nutrientes esenciales o 

contaminantes (como la albúmina y la transferrina) [62]. 

 La actividad de los iones metálicos intracelulares es controlada por varias familias 

de proteínas, ya sea mediante desintoxicación, protección o participando en el ciclo 

celular en procesos de proliferación y apoptosis [109]. Las bases moleculares de 

muchos de los procesos bioquímicos que dependen de metales constituyen un reto para 

los científicos. Los mecanismos por los que un metal es detectado, almacenado o 

incorporado como  cofactor en las células aún se desconocen [56]. Su comprensión 

requiere no sólo la identificación de las proteínas implicadas, y la caracterización de sus 

complejos con metales, sino también la caracterización del conjunto de moléculas no 

proteináceas (productos de reacciones bioquímicas o enzimáticas), de tamaño 

relativamente pequeño, alguna de las cuales suministran los metales a las 

metaloproteínas [110]. No obstante, las aproximaciones analíticas convencionales 

usadas en proteómica y metabolómica suelen ignorar la existencia de complejos 

metálicos con proteínas y metabolitos, lo que ha motivado el desarrollo de una nueva 

ómica, la metalómica[62],  complementaria con la genómica y proteómica, que combina 

estudios analíticos, inorgánicos y bioquímicos, con el objetivo final de dilucidar la 

absorción de metales, su tráfico, acumulación y  metabolismo en los sistemas 
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biológicos. La metalómica estudia el “metaloma”, así como las interacciones y 

conexiones funcionales de iones metálicos y sus especies con genes, proteínas, 

metabolitos y otras biomoléculas dentro de un organismo [62, 66]. 

 El término “metaloma” fue definido por Williams en 2001 [56,111], como la 

distribución de los elementos, concentraciones de equilibrio de iones metálicos libres o 

el contenido de elementos en un compartimento celular, célula u organismo [56]. Este 

término se extiende a totalidad de las especies metálicas y metaloides presentes en una 

célula o tejido, su identificación, cuantificación y localización [60, 62]. Los metales y 

metaloides que  forman  parte del metaloma o  que se incorporan al mismo desde fuera 

como xenobióticos son conocidos; no obstante sufren modificaciones por interacción de 

ligandos orgánicos de baja o alta masa molecular hasta convertirse en moléculas con 

una función biológica definida,  y por tanto se puede hablar de especiación en 

organismos [64, 112]. Principalmente estamos considerando  elementos esenciales y de 

vital importancia, que son necesarios para el correcto funcionamiento del organismo. 

Los iones metálicos  presentes en estos, se encuentran  principalmente  como 

compuestos de coordinación con biomoléculas, actúando como ligandos, tanto en 

moléculas de bajo peso molecular  (ácidos orgánico y aminoácidos), como en aquellas 

de alto peso molecular (proteínas, polisacáridos, ácidos nucleicos). En el caso de los 

metaloides, es típico encontrarlos unidos a fragmentos orgánicos de una molécula 

mediante enlace covalente, por ejemplo, aminoácidos que contienen selenio o 

arsenolípidos. Por tanto el estudio sobre los mecanismos de absorción de metales / 

metaloides, su tráfico y función en los procesos biológicos complejos, nos ayudará a 

comprender los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos beneficiosos o 

tóxicos ejercidos por estos, y aún más, explicar  su impacto en los organismos.  

 Por tanto, junto a conceptos como el de genoma y proteoma hay que añadir 

también el del metaloma cuando se estudian los procesos bioquímicos que se 

desarrollan en el interior de una célula [115]. 

 Además hay que considerar otros términos relacionados con la metalómica que 

han sido propuestos para designar los estudios relacionados con el comportamiento de 

los metales traza en los sistemas vivos, como la metalometabolómica (asociado a la 

función de los metales en los procesos metabólicos), ionómica [113] (metales, 

metaloides y especies no metálicas presentes en el organismo) y metaloproteómica, en 
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la cual la presencia del metal (heteroátomo) permite el seguimiento de los procesos en 

los que están involucradas estas proteínas [114]. Este heteroátomo puede estar presente 

en la proteína de forma natural o introducido como marcador en la misma.   

 La integración de todas estas ómicas permite conocer mejor los mecanismos de 

regulación, las rutas metabólicas complejas y las interacciones de las estructuras 

celulares, con los procesos que se producen en su interior [79,80, 82,116]. La figura 5 

muestra de manera esquemática  las diversas tecnologías «ómicas» y su relación con los 

sistemas biológicos en función del grado de información celular que se obtiene. 

 

Figura 5. Ciencias «ómicas» como herramientas de investigación de la biología molecular para 

analizar de forma global todo el conjunto de moléculas presentes en una muestra biológica, 

desde el ADN pasando por transcripción génica y traducción de proteínas, hasta la función 

biológica llevada a cabo por los metabolitos. Muchos de estos pasos son mediados por especies 

metálicas. 

 La metalómica ha adquirido un gran interés en los últimos años, no obstante el 

uso de este término ha llegado a ser excesivo en algunos casos, por lo que es importante 

precisar lo que un estudio metalómico implica: 

a) Estudio centrado en el papel de los metales y/o metaloides (por ejemplo, As, 

 Se, Sb) en un contexto biológico. La ampliación de este término para no 

 metales que también son importantes biológicamente, como azufre o 

 fósforo, es incorrecta. 
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b) Correlación de la concentración de un elemento o sus especies con el 

 genoma. Esta correlación puede ser estadística (un enriquecimiento de un 

 elemento coincide con la presencia de un gen particular), estructural (la 

 secuencia de una metaloproteína es trazable a un gen) o funcional (la 

 presencia de un bioligando es el resultado de un mecanismo de codificación 

 de un gen). 

c) Enfoque sistemático, integral o global.  

 La metodología para el análisis bio-inorgánico en el campo de la metalómica ha 

evolucionado de forma notoria en los últimos años gracias al desarrollo de nuevos 

instrumentos de espectrometría de masas y su acoplamiento a técnicas separativas de 

gran resolución, aplicable tanto a la caracterización elemental como  a la caracterización 

molecular de las especies administradas y/o formadas en el medio biológico [64, 117].  

Mediante esta combinación de técnicas ha sido posible solucionar los principales 

problemas que entrañan estos análisis: concentraciones muy bajas de los complejos 

formados, matrices muy complejas, transformación de especies durante el tratamiento y 

manipulación de las muestras, ruptura de los complejos metal-biomolécula, etc. Se 

requieren además métodos de preparación de la muestra eficaces, pero poco agresivos, 

con capacidad para purificar y preconcentrar las especies de interés sin romper los 

complejos que forman los metales con las mismas. 

 La metodología analítica desarrollada en metalómica guarda analogía con la 

metodología proteómica [118], empleándose  fundamentalmente  técnicas de separación 

al tratarse de muestras complejas, como son la cromatografía liquida  de alta resolución 

(HPLC) y la electroforesis capilar (CE). Habitualmente se combinan distintas 

separaciones cromatográficas complementarias, que originan sistemas cromatográficos 

multidimensionales los cuales proporcionan una mayor pureza de la muestra  previa a su 

identificación. Entre estas técnicas cromatográficas pueden destacarse la cromatografía 

de exclusión de tamaño (SEC), de fase reversa (RPC), de intercambio iónico (IEC), de 

interacción hidrofílica (HILIC) y de afinidad con iones metálicos inmovilizados 

(IMAC).  

 La cromatografía de exclusión por tamaños (SEC) [119] es adecuada para el 

fraccionamiento de proteínas  permitiendo recuperaciones elevadas de estas moléculas y 

preservando la unión entre los metales y sus proteínas asociadas. Sin embargo, la 
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resolución obtenida no es buena, y cada una de las fracciones recogidas de una columna 

SEC puede contener un número indeterminado de proteínas, si se trata de muestras 

biológicas de elevada complejidad. A pesar de esto, puede ser muy útil para reducir el 

contenido de sales de las muestras, para resolver mezclas simples o como 

fraccionamiento previo a otras separaciones. No obstante, los acoplamientos de 

separaciones cromatográficas más utilizados permiten aumentar la resolución de dichas 

separaciones, especialmente cuando se utilizan dispositivos cromatográficos 

ortogonales, como se ha observado en la combinación de IEC con RPC [120]. Otros 

acoplamientos frecuentemente usados como complemento a la separación SEC son la 

cromatografía de intercambio aniónico (AEC) para el análisis de metaloproteínas [121] 

y la cromatografía HILIC para el análisis de metabolitos que contienen metales [122]. 

 En los últimos años el empleo del ICP-MS como detector elemental selectivo y su 

acoplamiento a las técnicas de separación cromatográficas [123] ha supuesto un gran 

avance en metalómica, principalmente debido a su elevada sensibilidad, amplio rango 

lineal y carácter multielemental [123,124], aportando información cuantitativa tanto de 

metales o metaloides unidos a biomoléculas, como de otros no-metales de gran 

importancia biológica (azufre o fósforo) [64]. Entre los analizadores de masas 

frecuentemente usados están el cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), sector 

magnético (SF) o multicolector (MC). En caso de  muestras sólidas, como tejidos 

biológicos o los spots procedentes de la electroforesis en gel (GE), la ablación láser  

LA-ICP-MS, proporciona una herramienta idónea [125], ya que ofrece una tecnología 

rápida y bastante robusta. Esta técnica se ha usado con éxito  para el análisis de 

selenoproteínas con una sensibilidad de 6 pg /mm [126, 127]. 

 A pesar de las ventajas del ICP-MS como detector atómico, este sistema 

instrumental  destruye cualquier información sobre la estructura molecular de las 
especies separadas, por ello se requiere el uso combinado de sistemas de detección 

complementarios, atómico (para la detección del metal en la biomolécula) y molecular, 

como es la espectrometría de masas orgánicas  (para obtener información sobre la 

estructura y composición química  de las biomoléculas) [87, 88]. La espectrometría de 

masas molecular con técnicas de ionización suaves, como  ESI o MALDI ofrece un 

potencial analítico considerable en la determinación estructural de los complejos 

metálicos de interés en metaloproteómica, ya que en muchos casos permiten que la 

estructura de las proteínas y los enlaces metal-biomolécula se conserven [64]. Los 
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espectrómetro de masas de alta resolución tales  como los sistemas híbridos cuadrupolo- 

tiempo de vuelo (Q-TOF), triple cuadrupolo (qQq), triple cuadrupolo tiempo vuelo 

(QqQTOF), trampa de iones (IT), cuadrupolo‐trampa (QTrap) o resonancia de ion 

ciclotrón con transformada de Fourier (FTIRC), proporcionan una caracterización de 

biomoléculas muy precisa. Además, la espectrometría de masas de alta resolución 

combinada con la espectrometría de masas en tándem (MS
n
) constituye una herramienta 

indispensable para la elucidación estructural de metaloproteínas. Los sistemas de  

espectrometría de masas en tándem frecuentemente usados para el análisis de 

biomoléculas son ESI-Q-TOF-MS [128] and MALDI-TOF-MS [128, 129]. Para el 

análisis cuantitativo de metalomoléculas, el espectrómetro de masas qQq es de gran 

utilidad, dada la posibilidad de desarrollar métodos de análisis cuantitativo de alta 

sensibilidad y selectividad tras la identificación de las moléculas. 

 Por tanto, la cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) multidimensional, 

acoplada a un doble sistema de detección complementario, atómico y molecular, 

constituye una herramienta poderosa para el estudio de metaloproteínas en sistemas 

biológicos. La figura 6 muestra el esquema representativo de un acoplamiento 

cromatográfico multidimensional doblemente combinado  con detección  ICP-MS y 

ESI-QqQ-TOF . 

 

Figura 6. Acoplamiento analítico multidimensional (MMA) utilizado en metalómica. 
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 Recientemente, se han realizado con éxito separaciones bidimensionales de 

biomoléculas presentes en el extracto proteico de fracciones citosólicas del hígado del 

ratón de laboratorio Mus musculus expuesto a diferentes concentraciones de cadmio. 

Para ello se ha utilizado una combinación de SEC y RPC con acoplamiento a un sistema 

de detección atómico, ICP-MS, y molecular, nESI-qTOF-MS [130], encontrándose 

diferentes estequiometrias de cadmio unido a una determinada proteína. Estos 

resultados ponen de manifiesto la importancia de realizar separaciones con gran poder 

de resolución.  

 Otra opción es el uso de nHPLC previo a la elucidación estructural de los 

complejos metal-proteína formados. En este sentido el acoplamiento nHPLC-ICP-MS 

es de gran ayuda para la detección específica y cuantificación de las biomoléculas con 

metales, cuya estructura se determina en paralelo mediante nHPLC-ESI-MS
n
 [64]. La 

baja concentración de los complejos metal-biomoléculas en las muestras biológicas 

hace necesario el empleo de procedimientos de preconcentración previos al análisis. 

Entre los métodos más utilizados cabe destacar la evaporación de disolventes a vacío 

mediante liofilización o “speed-vac", la ultrafiltración con tamices moleculares o la 

concentración en cabeza de columna previa  a la separación cromatográfica [118]. La 

focalización o preconcentración de las fracciones en línea se puede realizar mediante  

cromatografía IEC o mediante RPC, con elevados factores de preconcentración y baja 

manipulación de la muestra.  

 Con frecuencia, las fracciones cromatográficas concentradas presentan un elevado 

contenido salino, que es incompatible con ESI-MS, por lo que las fracciones deben ser 

desaladas mediante diálisis, ultrafiltración o microcolumnas de extracción en fase sólida 

[71, 131]. 

 Otras de las técnicas de separación usada en metalómica es la electroforesis en gel 

mono- (IEF, BN o SDS) o bi-dimensional (IEF-SDS). Estas técnicas se consideran más 

adecuadas para la separación de proteínas, con mejor poder de resolución y 

reproducibilidad  que las técnicas de separación líquidas [125, 132]. La 2-DE está 

integrada por dos separaciones electroforéticas ortogonales, la primera mediante 

isoelectroenfoque (IEF) y la segunda mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). La combinación de estas dos técnicas 

electroforéticas presenta un alto grado de resolución y puede utilizarse a escala 
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micropreparativa. Es así posible la separación e identificación de hasta centenares, e 

incluso miles de proteínas, por lo que es ampliamente utilizada en proteómica, siendo en 

principio, una buena alternativa en metaloproteómica [133, 134]. 

 No obstante, es necesario el uso de reactivos que no afecten a la integridad del 

enlace metal-proteína, por ello algunos reactivos habitualmente utilizados para IEF o 

SDS-PAGE, como son la tiourea o los agentes reductores, deben restringirse o utilizarse 

con precaución [135]. Después de la separación de proteínas por SDS-PAGE  se lleva a 

cabo una digestión tríptica en gel de las bandas o manchas seleccionadas antes de ser 

introducidas en el sistema de detección. Recientemente, este procedimiento se ha 

aplicado al estudio de selenoproteínas en células [136] o al análisis de metaloproteínas 

en riñón de rata mediante electroforesis en gel 2D no desnaturalizante [137].  

 En general, los procedimientos mencionados han de mantener la integridad de los 

complejos originales metal-biomolécula. Por ello, se requiere el empleo de inhibidores 

de proteasas, el control riguroso de las condiciones experimentales de pH, temperatura, 

salinidad, tiempo de almacenamiento de las muestras y la revisión cuidadosa de los 

efectos de los reactivos utilizados en el procedimiento analítico para evitar la ruptura de 

los complejos, la transformación de las especies y la desnaturalización o agregación de 

proteínas [138]. 

 Por otra parte, existe un interés creciente en  el uso de técnicas analíticas 

nucleares para el estudio de metaloproteínas [117]. El análisis de activación de 

neutrones,  XRF y técnicas de trazadores isotópicos ha facilitado significativamente la 

identificación y caracterización de metaloproteínas [139,140]. La distribución de 

metales y su localización en células individuales o compartimientos celulares también 

pueden ser estudiadas por  fluorescencia de rayos X inducida por radiación de sincrotón, 

XRF SR, utilizando análisis con microsonda [141,142]. Para la caracterización 

estructural de metaloproteínas, se han propuesto la espectrometría Mössbauer y la de 

absorción de rayos X (XAS) ya que permiten caracterizar la estructura  de iones 

metálicos asociados a estos entornos moleculares [143,144]. 

 El  análisis bioinformático computacional constituye un enfoque complementario 

a los métodos experimentales que puede predecir la capacidad de unión de metales a 

proteínas, teniendo en cuenta la presencia de secuencias consenso conocidas en las 

regiones de unión a metales o conociendo el dominio de unión de metales en un genoma 
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[145]. Las  aplicaciones integradas de estas técnicas proporcionan una gran perspectiva 

de futuro para investigar en mayor profundidad la función de los metalomas asociados a 

la salud humana. La figura 7 muestra las técnicas analíticas usadas en metalómica y su 

relación con otras ómicas. 

 

Figura 7. Técnicas analíticas usadas en metalómica y su relación con otras ómicas. 

 

3. BIOINDICADORES DE CONTAMINACIÓN AMBIENTAL (MUS 

MUSCULUS/ MUS SPRETUS) 

 La información obtenida a través de los análisis químicos tradicionales no suele 

ser suficiente para evaluar la contaminación de un ecosistema ya que estos 

procedimientos sólo detectan los contaminantes presentes en concentraciones superiores 

a los límites de detección de cada técnica, pero no proporcionan información sobre sus 

efectos biológicos y por tanto sobre sus efectos tóxicos reales [17]. Además hay que 

tener en cuenta que los contaminantes normalmente no se encuentran en la Naturaleza 

de forma aislada, sino formando parte de mezclas complejas, cuyo impacto biológico no 

se puede estimar adecuadamente sólo a partir de análisis químicos. La alternativa a esta 

aproximación experimental es la biomonitorización de ecosistemas  mediante el análisis 

de una serie de parámetros biológicos que informan acerca de la presencia y efecto de 

los contaminantes en los seres vivos [146]. 
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 Los bioindicadores son especies usadas como centinelas en la biomonitorización 

para detectar la presencia de contaminantes en el medio ambiente, estimar sus efectos y 

predecir los riesgos derivados de su presencia [17,146, 147].  

Los indicadores biológicos que se pueden medir para conocer el estado de un 

ecosistema son:  

1) Los biomarcadores, parámetros biológicos medidos en los organismos 

  bioindicadores, que indican, al alterarse sus niveles, la exposición de 

  estos a contaminantes, sus efectos biológicos o los riesgos que pueden 

  acarrear su presencia en los ecosistemas [17,146, 148]. 

2) Los bioindicadores, organismos que dan información sobre las  

  condiciones ambientales de su hábitat, mediante la presencia,  

  ausencia o cambios en su conducta. 

3) Los indicadores ecológicos, parámetros que describen la estructura y 

  funcionamiento de los ecosistemas [149] 

 Un estudio de biomonitorización debe comenzar definiendo los contaminantes 

implicados, seleccionando los sitios de muestreo (problema y referencia), la especie 

bioindicadora, los biomarcadores y estableciendo el diseño del muestreo, además de los 

análisis químicos, biológicos, estadísticos e interpretación de resultados. Los 

bioindicadores ideales deben tener  amplia distribución geográfica, ser de fácil 

muestreo, vivir en un territorio restringido, y ser bien conocidos a nivel bioquímico y 

fisiológico [150]. Además, deben ser especies no protegidas para causar el menor daño 

posible a las poblaciones existentes. 

 Mediante estudios previos de monitorización se ha demostrado la capacidad que 

tienen los pequeños mamíferos, concretamente los ratones de vida libre, para acumular 

una amplia gama de contaminantes que están presentes en los ecosistemas [151]. De 

esta manera, se ha encontrado una relación directa entre la exposición a metales pesados 

[152, 153], pesticidas [154], radiactividad [155] y daño genético provocado en estos 

roedores que viven en libertad. 

 El grupo de los profesores López Barea y Gómez Ariza, ha llevado a cabo 

múltiples trabajos para evaluar el estado de contaminación del Parque Nacional de 
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Doñana al suroeste de España, midiendo biomarcadores  bioquímicos [19,71, 75, 77, 

156, 157], biométricos y citogenéticos [75,158] en ratones de vida libre, Mus spretus. 

 Varias especies de roedores tales como M. spretus, Crucidura russula y 

Apodemus sylvaticus son los más comunes en esta área protegida [159], sin embargo la 

especie M. spretus  fue elegida como bioindicador  para monitorizar el Parque Nacional 

de Doñana por tratarse de un organismo no protegido que habita  regiones pantanosas, 

su  estrategia reproductiva de tipo r,  y su alta densidad poblacional que determina una 

amplia distribución geográfica [160]. La primera aproximación al uso de Mus spretus 

como bioindicador en Doñana se realizó en la década de los 90 [161, 162] para evaluar 

el efecto de la contaminación producida por el Polo Industrial de Huelva. Los resultados 

de este estudio mostraron la existencia de anomalías genéticas en los ejemplares 

expuestos a los contaminantes producidos por el polo industrial. Los autores destacan la 

aparición de  un incremento significativo de hematíes micronucleados tanto en sangre 

periférica como en médula ósea, así como un aumento significativo de espermatozoides 

anómalos. Basándose en estos resultados, los ratones morunos fueron utilizados en este 

estudio como organismos bioindicadores de la contaminación producida por la rotura de 

la balsa y la acción de los lixiviados con elevadas concentraciones de metales pesados y 

arsénico de la mina de Aznalcollar  sobre el entorno de Doñana, así cómo  el efecto de 

los pesticidas en determinadas zonas con elevada actividad agrícola [19,75,77]. Con 

estos estudios se demostró que este bioindicador  acumula un amplio espectro de 

agentes contaminantes presentes en el ecosistema en el que habita. Estos resultados  han 

establecido el uso del Mus spretus como un organismo modelo muy útil para la 

evaluación de la calidad mediambiental de los ecosistemas. 

 El ratón silvestre Mus spretus es un múrido de pequeño tamaño, con hocico 

redondeado, ojos y orejas pequeños. Los adultos presentan una coloración dorsal gris 

castaño, con una franja cefalocaudal más oscura. Poseen vientre blanco grisáceo, con 

una nítida línea de separación lateral entre ambas regiones corporales. La figura 8 

muestra una fotografía del mismo.  
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Figura 8. Ratón silvestre Mus spretus. 

 

 Esta especie puede localizarse en ambientes rurales de la Región Mediterránea 

Occidental, ocupando la parte mediterránea de la Península Ibérica, costa mediterránea 

de Francia y Norte de África. Ocupa ambientes típicamente subhúmedos y semiáridos. 

Su escaso requerimiento hídricos le permite ocupar ambientes inaccesibles para otras 

especies de roedores [163]. Muestra preferencia por los espacios abiertos, áreas de 

matorral bajo mediterráneo, ambientes rocosos con vegetación herbácea y cultivos de 

secano. Este pequeño animal se alimenta de plantas, semillas e insectos [164] y es una 

especie clave de la cadena alimenticia de Doñana, ya que forma parte del régimen 

alimentario de numerosas especies de depredadores como son las aves rapaces diurnas y 

nocturnas, mamíferos carnívoros y ofidios [165]. De esta manera se transfieren los 

contaminantes a una multitud de especies, algunas de ellas en peligro de extinción como 

el lince (Lynx pardina) [152,164]. El ciclo reproductor del Mus spretus es estacional. El 

período de reposo sexual es invernal y se sitúa entre noviembre y febrero, fechas que se 

recomiendan para su muestreo y así no afectar a las poblaciones futuras, mientras que la 

actividad reproductora se desarrolla durante el resto del año y suele presentar dos fases 

de máxima intensidad. Vive en grupos familiares, con un número de integrantes y un 

tamaño territorial variable y relacionado con la calidad del hábitat. Es una especie 

nocturna, con picos de actividad tras el ocaso y antes del alba, aunque en invierno 

también es diurna.  

 Sin embargo, uno de los inconvenientes que presenta el uso de Mus spretus son 

los elevados costes, sobre todo cuando se quiere adquirir en cepas genéticamente puras 

y sin contaminación. Además esta especie aún no ha sido secuenciada genéticamente, lo 
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que representa un problema a la hora de su estudio. En su lugar, se utiliza como 

organismo modelo el ratón de laboratorio Mus musculus, que ha sido secuenciado y 

presenta una estrecha homología genética con el ratón de vida libre Mus spretus 

[18,166]. Las variaciones fenotípicas (edad, sexo y condiciones de vida) y genéticas en 

el ratón de laboratorio son menores comparadas con el ratón de vida libre. Aunque se 

considera al Mus spretus como la especie aborigen de ratón mejor caracterizada, la cual 

fue separada de la subespecie de ratón doméstico Mus musculus hace un millón de años, 

el grupo de la Profesora Carmen Pueyo ha demostrado que las secuencias genéticas de 

ambas especies siguen siendo muy parecidas. Esto facilita los estudios proteómicos de 

Mus spretus utilizando las bases de datos de Mus musculus con el fin de controlar la 

acción de los contaminantes en los ecosistemas terrestres  [77]. 

 Los ratones de laboratorio Mus musculus  que se utilizan para investigaciones 

científicas suelen ser albinos. El rasgo anatómico más característico para diferenciarlos 

de otras especies como el ratón de vida libre Mus spretus, además de la coloración, es la 

longitud de la cola, ya que en el caso de Mus musculus la longitud de la cola es superior 

a la longitud de la cabeza más el cuerpo, sin embargo en el ratón moruno (Mus spretus) 

la longitud de la cola no supera a la del cuerpo. La tabla 2 muestra las diferencias 

fisiológicas que se existe entre cada especie Mus musculus/Mus spretus. 

 Mus musculus Mus spretus 

FAMILIA Múridos 

GÉNERO Mus 

ESPECIE Mus musculus Mus spretus 

LONGITUD CABEZA Y 

CUERPO 
Entre 7,30 y 10,15 cm Entre 10 y 12 cm 

LONGITUD COLA De 6,80 a 9,85 cm De 5 a 7,5 cm 

PESO De 12,5 a 29 g De 7,5 a 20 g 

ESTATUS DE LA 

ESPECIE 
No amenazada 

 
Tabla 2. Comparación fisiológica entre Mus musculus/ Mus spretus. 

 

 Los ratones de laboratorio Mus musculus pertenecen a una misma cepa pura o 

endogámica. Los individuos de una misma cepa llevan los mismos genes, por lo cual se 

facilita la comparación de los efectos de los diferentes tratamientos experimentales 

(fármacos, entorno físico, etc.), sin que se produzca confusiones debido a las diferencias 

genéticas. La cepa más utilizada ha sido la BALB/c (ratón albino), aunque existen otras 

http://es.wikipedia.org/wiki/Mus_musculus
http://es.wikipedia.org/wiki/Investigaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Investigaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Albinismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Cepa
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmacos
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disponibles (ej.C57BL/6), especialmente desde el desarrollo de técnicas de 

manipulación de genes que han provisto una gran cantidad de cepas con modificaciones 

genéticas particulares [167]. La figura 9 muestra la fotografía del ratón de laboratorio 

Mus musculus. 

 
Figura 9. Ratón de laboratorio Mus musculus 

 Estos ratones han sido los animales de experimentación por excelencia para 

elucidar diversos procesos biológicos como la patogénesis del cáncer, el determinismo 

genético, la biología del desarrollo o el funcionamiento del sistema inmune, entre otros. 

Muchos investigadores consideran al ratón como un modelo animal casi perfecto 

porque, además de su talla pequeña, su corto tiempo generacional, su fácil 

mantenimiento y su gran rendimiento reproductivo a lo largo de todo el año, tiene varias 

características que, cuando se las considera en conjunto, lo hacen un modelo único para 

la biología, biomedicina y genética experimental. De esas características cabe resaltar:  

1) Son mamíferos euterios, por tanto poseen un genoma muy similar al de los 

 seres humanos. 

2) Tienen un sistema inmune similar al de los seres humanos. 

3) Las hembras producen un gran número de óvulos, los cuales al ser 

 fecundados son muy resistentes. 

4) Debido a que soportan bien la consanguinidad, es posible obtener (por 

 medio de cruzas repetidas entre individuos emparentados) líneas de 

 individuos genéticamente idénticos, virtualmente homocigotos para todos 

 sus loci. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADferos
http://es.wikipedia.org/wiki/Euterios
http://es.wikipedia.org/wiki/Genoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmune
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93vulo
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5) El ratón es una especie inusual en el sentido de que es posible criar híbridos 

 viables y fértiles acoplando las líneas de laboratorio con varias especies 

 derivadas de animales salvajes. 

6) Se ha conseguido el desarrollo de técnicas de mutagénesis dirigida que 

 producen alteraciones heredables del genoma que  por el momento, no es 

 posible en ninguna otra especie de laboratorio. 

 En la actualidad se utilizan ratones que se han manipulado genéticamente. Los 

modelos de ratón transgénico y “knock-out” son particularmente útiles para estudiar 

problemas biológicos complejos, ya que se puede analizar la acción de un gen o 

una proteína en particular. 

4.   BIOMARCADORES  

 Como se ha comentado previamente, el impacto de los contaminantes en los 

ecosistemas se evalúa por diferentes metodologías; por una parte mediante estimación 

físico-química  estableciendo umbrales de concentración para algunas sustancias tóxicas 

o indicadoras de calidad ambiental, y por otra mediante análisis de diversos parámetros 

biológicos (biomarcadores), cuya alteración respecto a las condiciones naturales indica 

una perturbación del ecosistema. Es decir, la biomonitorización es una solución 

económica e integral que informa de la presencia y efecto de diversos factores 

ambientales (contaminantes) [146]. 

 Los biomarcadores son parámetros biológicos medidos en los organismos 

bioindicadores, que indican, al alterarse sus niveles, la exposición a estos 

contaminantes, sus efectos biológicos o los riesgos de su presencia en los ecosistemas 

[17,147,148]. Estos parámetros se usan en programas de biomonitorización con los 

siguientes objetivos: 

1) Vigilancia a largo plazo de zonas afectadas o libres de contaminación. 

2) Evaluación de riesgos en zonas de descarga contaminante frecuente. 

3) Implementación de medidas reguladoras y estándares ambientales. 

4) Comprobación de la efectividad de las medidas correctoras tras cualquier 

 episodio de contaminación. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Transg%C3%A9nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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 Los indicadores más sensibles y que primero se alteran en un ecosistema son los 

biomarcadores, por lo que sirven como alertas tempranas ante los efectos ambientales 

de los contaminantes [17,147,168]. Los biomarcadores se clasifican en tres grupos: de 

exposición, de efecto y de susceptibilidad [169, 170]. Los de exposición se determinan 

en fluidos corporales o tejidos  y engloban cualquier sustancia o metabolito derivado de 

ella o producto de su reacción con una molécula biológica [169]. Los de efecto indican 

los cambios bioquímicos dentro de un organismo como resultado de la exposición a 

xenobióticos. Incluyen alteraciones bioquímicas, fisiológicas o de otro tipo dentro de los 

tejidos o fluidos corporales de un organismo. Los de susceptibilidad se refieren a las 

aptitudes inherentes o adquiridas específicamente por ciertos organismos a la 

exposición a xenobióticos [170,171]. Pueden además ser marcadores genéticos que 

incluyen alteraciones en la estructura cromosómica, tales como polimorfismos en la 

longitud de fragmentos de restricción o polimorfismos de actividades enzimáticas. 

 Para Gradjean [172] y colaboradores el biomarcador ideal sería aquel en el que: 

 La recogida de muestras sea fácil, se realice de forma ética y cuyo posterior 

 análisis sea sencillo y reproducible. 

 Sea específico para un tipo particular de exposición. 

 Refleje un cambio que sea subclínico y reversible para poder intervenir 

 En las últimas dos décadas se han adoptado una variedad de biomarcadores en 

diversos programas de monitorización, nacionales e internacionales en Norteamérica, 

Europa, Australia y Nueva Zelanda [173]. En España, en el año 2000 se propusieron 

una serie de biomarcadores  para su incorporación en los programas de  monitorización 

de la calidad de las costas de la Península Ibérica [174].  

 Para conocer el estado de contaminación de un ecosistema que más se aproxime a 

la realidad conviene utilizar una batería de biomarcadores cuyos resultados se 

complementen para dar una respuesta integrada a episodios de estrés ambiental. Los 

biomarcadores pueden pertenecer a distintos niveles de organización: molecular, 

celular, histológico, fisiológico, de organismo, de población, de comunidad o de 

ecosistema. La tabla 3 muestra algunos ejemplos de biomarcadores pertenecientes a 

distintos niveles de organización y los tipos y tiempos de repuestas biológicas a que dan 

lugar. 
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Biomarcador 
Respuesta 

Biológica 

Nivel de 

organización 
Aparición

1 Nivel de 

detección 

Daño al ADN 
Formación de 

Aductos 
Molecular Temprana Bajo 

Metabolitos 
 

Xenobióticos 

 

Molecular Temprana Bajo 

Enzimas antioxidantes 
Defensa contra 

estrés oxidativo 
Molecular Temprana Moderado 

Colinesterasa 

 

Inhibición 

enzimática 

 

Molecular Temprana Moderado 

 

Biosíntesis de hemo 

 

Porfirinas 

anormales 
Molecular Media Moderado 

 

Otras actividades /relación 

AMP:ATP/relación 

RNA:DNA 

 

Disfunción 

metabólica 
Molecular Temprana Moderado 

 

Aberraciones cromosómicas 

 

ADN anormal Subcelular Media/tardía Alto 

Estabilidad lisosomas/ 

Necrosis/Genotoxicidad 

 

Homeostasis 

mortalidad 

individual 

 

Subcelular Tardía Alto 

Inmunosupresión /Tumores 

 

Homeostasis 

mortalidad 

Individual 

 

Celular Tardía Alto 

 

Inmunocompetencia 

 

Fagocitosis Celular Media/tardía Moderado 

 

Transformación celular 

 

Necrosis/neoplasia Celular/tisular Tardía Alto 

Fecundidad/Comportamiento 

 

Cambios en la 

reproducción 

 

Organismo Tardía Alto 

Índices de condición 

 

Variación en tasas 

de crecimiento 

 

Organismo Tardía Alto 

Mortalidad individuos 

 

Cambios en la 

Población 

 

Población Tardía Alto 

Diversidad 

 

Disminución de la 

diversidad 

 

Comunidad Tardía Alto 

 1Temprana: de horas a días; media: de días a semanas; tardía: de semanas a meses/años. 

Tabla 3. Ejemplo de biomarcadores, aparición en el tiempo y tipo de repuesta, nivel de 

organización biológica al que pertenecen  y sus niveles de detección. 
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 Los biomarcadores de nivel molecular o celular responden rápidamente  al estrés, 

tienen gran significado toxicológico y sirven como alertas tempranas ante los efectos 

ambientales de los contaminantes, ya que se manifiestan antes que los ecosistemas 

sufran daños irreversibles [17,147, 168]. La figura 10 muestra  los tipos y tiempos de 

respuestas biológicas a que dan lugar los biomarcadores pertenecientes a distintos 

niveles de organización  como consecuencia de la exposición a sustancias tóxicas, como 

son los metales. 

 

Figura 10. Esquema representativo de las respuestas en batería de los biomarcadores 

 pertenecientes a distintos niveles de organización debido a la exposición a sustancias 

tóxicas. 

4.1. Enzimas de biotransformación como biomarcadores 

 Los organismos están continuamente expuestos a compuestos, naturales o 

sintéticos (xenobióticos), que pueden ser absorbidos del medio ambiente por inhalación, 

ingestión o contacto dérmico. El metabolismo de los xenobióticos se produce en todos 

los órganos y tejidos, pero el hígado es el órgano detoxificador por excelencia. Las 

alteraciones en las actividades de enzimas de biotransformación suelen ser los 

biomarcadores más sensibles [175]. La biotransformación de xenobióticos por los 

sistemas enzimáticos celulares convierte los contaminantes lipofílicos en otros más 

polares y fácilmente excretables. La biotransformación depende de la edad, dieta, estrés 

a que esté sometido el organismo, especificidad de tejido u órgano, dosis del compuesto 

o grado de inducción o inhibición de las enzimas responsables [168]. En relación a esto 

pueden citarse diversas reacciones. Las de fase I introducen en el xenobiótico grupos 
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polares por oxidación, reducción, hidrólisis o hidratación, originando un metabolito más 

hidrofílico. En la fase II, el grupo polar del metabolito es conjugado con moléculas 

endógenas, también muy polares, como glutatión, aminoácidos, ácido glucurónico, 

grupos sulfato, metilo o acetilo. 

 Las enzimas biotransformadoras de xenobióticos forman parte de las rutas 

metabólicas de los organismos y no son específicas para los sustratos sobre los que 

actúan, ni para la función de detoxificación. Por ello, en ocasiones se generan 

metabolitos más electrofílicos / tóxicos que los de partida, este fenómeno se conoce 

como activación metabólica [176, 177]. 

 Enzimas de fase I 

Muchas reacciones de fase I son de monooxigenación. En ellas, un 

átomo de oxígeno del O2 es transferido al sustrato y el otro reducido a H2O. 

Muchas monooxigenasas son sistemas acoplados de transporte de electrones 

con dos enzimas (citocromo y flavoproteína oxidorreductasa) [178]. Los 

más abundantes y diversos dependen de citocromos P450, donde el poder 

reductor suele provenir del NADPH. La reacción es la siguiente: 

 

NADPH + H
+
 + O2 + RH  NADP

+
 + H2O + ROH 

 

Los citocromos P450 pertenecen a una superfamilia con multitud de 

isoenzimas [168]. Son hemoproteínas cuyo grupo prostético es una Fe-

protoporfirina IX (hemo) y una cadena de entre 45 y 60 kDa [179]. El Fe se 

coordina a los 4 N del anillo tetrapirrólico de la porfirina, su quinto ligando 

es el S de una Cys, y el sustrato ocupa su sexta posición. Los electrones del 

NADPH son transferidos al citocromo P450 por una flavoproteína, 

NADPH-citP450 reductasa, cada una rodeada por 10 a 30 moléculas de 

P450 [178, 179]. 

 

Las distintas isoenzimas P450 actúan sobre muchos sustratos 

endógenos (esteroides, hormonas esteroideas, vitaminas liposolubles, 

prostaglandinas, ácidos grasos, etc.) y exógenos (3-metilcolantreno, 

fenobarbital, PAHs, PCBs) [168]. Catalizan las siguientes reacciones: N-

oxidaciones, S- y P-oxidaciones, hidroxilaciones aromáticas, alifáticas y 
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heterocíclicas, epoxidaciones, O-, N- y S-desalquilaciones, desulfuraciones, 

desaminaciones y deshalogenaciones oxidativas. Las tres principales 

familias que se inducen por xenobióticos son CYP1, CYP2 y CYP3 [178].  

 

Las flavín monooxigenasas también son enzimas de fase I. Catalizan 

la oxidación de compuestos nitrogenados y sulfurados [168] por lo que son 

capaces de transformar algunos de los sustratos sobre los que actúan los 

citocromos P450 [180]. 

 

El sistema del citocromo b5 (citocromo b5 y NADH-cit b5 reductasa) 

y las epóxido hidrolasas son otras importantes enzimas de fase I. Activan 

las monooxigenasas del citocromo P450 y catalizan la conversión de 

epóxidos (productos de los P450) en dihidrodioles menos reactivos [168]. 

 

 Enzimas de fase II 

 

Los niveles de las enzimas de fase II también pueden afectarse  por la 

exposición a contaminantes [181]. El mecanismo de inducción para la 

mayoría de enzimas de fase II es probablemente regulado por el receptor 

Ah. Bajo su control se encuentran un conjunto de genes que se conoce como 

batería génica Ah [182], entre los que se encuentran los genes de las 

enzimas UDP glucuroniltransferasa, NAD(P)H quinona reductasa y 

glutatión-S-transferasa [168]. 

 

Las UDP-glucuronosiltransferasas conjugan metabolitos hidroxilados 

en fase I, con ácido glucurónico en su forma activada (UDP-glucuronil), 

según la reacción: 

 

R-OH + UDP-glucuronil  R-O-glucuronil + UDP 

 

Generalmente la conjugación disminuye la toxicidad de los 

xenobióticos, aunque en el caso del acetilaminofluoreno se ve incrementada 

[168]. 
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Las glutatión-S-transferasas (GSTs) conjugan el glutatión (γ-Glu-Cys-

Gly) reducido (GSH) con diferentes moléculas electrofílicas hidrofóbicas, 

según la reacción: 

 

GSH + R-X  GS-R + HX 

 

R es un radical alifático, aromático o heterocíclico, y X halógeno, 

sulfato, nitrito o epóxido. 

 

Pueden distinguirse dos superfamilias con diferente estructura, 

actividad, distribución celular y actividad biológica: GST microsomales, 

unidas al retículo endoplásmico y GST citosólicas [183]. 

 

Las citosólicas son homo- o heterodiméricas de ~28 kDa cada 

subunidad [184]. Las cuales actúan sobre tóxicos derivados del daño 

oxidativo a lípidos y ácidos nucleicos, e intermediarios en la síntesis de 

prostaglandinas y leucotrienos [185, 186]. Además, participan en la 

biotransformación de fármacos, carcinógenos y plaguicidas [187]. 

 

Las sulfotransferasas conjugan xenobióticos activados en la fase I 

con sulfato, en forma de 5’-fosfoadenosin-3’-fosfosulfato (PAPSO
3-

), según 

la siguiente reacción: 

 

R-OH + PAPSO
3-

  R-O-SO
3-

 + PAP 

 

Ocasionalmente, esta conjugación aumenta la toxicidad de los 

sustratos [168]. 

 

Las N-acetiltransferasas conjugan xenobióticos con grupos amino a 

grupos acetilos procedentes de la acetil-CoA [168], según la reacción: 

 

R-NH2 + CoA-S-CO-CH3  R-NH-CO-CH3 + CoA-SH 
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4.2. Estrés oxidativo: Biomarcadores de daño oxidativo 

 

 Los organismos aerobios usan O2 como aceptor final de electrones en la cadena 

respiratoria para obtener energía más eficientemente, y en la fagocitosis, pues a partir 

del O2 se generan especies reactivas de oxígeno (EROs) que atacan a los agentes 

invasores. Sin embargo, también dañan ácidos nucleicos, proteínas, glúcidos y lípidos 

[188]. En ocasiones las defensas celulares frente a las EROs no son lo suficiente 

eficaces y se produce estrés oxidativo [189]. Las EROs se forman por reacciones 

endógenas o inducidas por bifenilos, aminas aromáticas y metales, durante la reducción 

unielectrónica del O2 [16, 177]: 

   

 

 

 Muchas reacciones producen radical anión superóxido (O2·
-
) [16, 188,189]: 

1) Oxidación de moléculas endógenas (semiquinonas, flavinas, tioles, 

catecolaminas) y metales. 

2) Actividad de oxidasas y deshidrogenasas (NADPH-P450 reductasa, NADH 

oxidasa, xantina oxidasa) y cadenas de transporte electrónico. 

3) Metabolismo de algunos xenobióticos, quinonas nitroaromáticas, bifenilos y 

metales de transición.  

4) Ciclado redox. 

 El peróxido de hidrógeno (H2O2) se forma por dismutación espontánea o 

enzimática (superóxido dismutasa) del O2
· -

, o por reducción dielectrónica directa del 

O2, catalizada por la ácido graso oxidasa, aminoácido oxidasas, etc [188]. La especie 

más reactiva es el radical hidroxilo (OH
·
), formado a partir de O2

· -
 y H2O2 en la 

reacción de Fenton [188] catalizada por iones metálicos: 

 

O2
·-
 + H2O2  O2 + OH

-
 + OH

· 
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 Las EROs desarrollan también funciones fisiológicas como en el caso de la 

fagocitosis, útiles para la defensa contra agentes invasores [189,190]. También otras 

células no fagocitarias producen EROs para desarrollar funciones  de señalización 

[191]. A pesar del papel fisiológico que desempeñan algunas especies activadas de 

oxígeno, también pueden dar lugar a reacciones de oxidación indeseadas, contra las 

cuales los organismos han desarrollado defensas antioxidantes [192]. Las EROs no 

causan daño oxidativo en condiciones normales, es decir, cuando existe un equilibrio 

entre sustancias prooxidantes y antioxidantes. Sin embargo, cuando tal equilibrio se 

rompe a favor de las sustancias prooxidantes  se produce el estrés oxidativo [16, 193]. 

Al ser sustancias muy tóxicas dañan todo tipo de biomoléculas: ácidos nucleicos, 

proteínas, glúcidos y lípidos [188]. 

 Las proteínas sufren roturas de los anillos en los residuos de His y Trp, o del 

enlace peptídico a nivel de las Pro, formación de puentes disulfuro o disulfuros mixtos 

en los residuos de Cys que puede conducir a la inactivación temporal de enzimas [194]. 

La formación de disulfuros mixtos entre proteínas y GSH altera el estado redox 

intracelular entre las formas reducidas y oxidadas del glutatión. 

 Las EROs provocan numerosos daños en el ADN, rotura de cadenas, alteración de 

bases, aberraciones cromosómicas e intercambios entre cromátidas hermanas, que 

pueden provocar mutaciones [16, 177]. El radical hidroxilo (OH·) ataca los ácidos 

grasos poliinsaturados, integrantes de los fosfolípidos de las membranas, en una 

reacción de peroxidación lipídica [189, 195]: 

 

(1) L1H + OH·  L1· + H2O ; (2) L1· + O2  L1OO·; (3) L1OO· + L2H  L1OOH + L2· 

 

 Si los lipohidroperóxidos formados (LOOH) no se eliminan, generan (en 

reacciones catalizadas por metales) otros radicales (LO·), que pueden atacar otras 

biomoléculas, como ácidos nucleicos y proteínas [189]. Los niveles de peroxidación 

lipídica pueden medirse directamente, siguiendo el contenido de lipohidroperóxidos, o 

indirectamente, por los niveles de malondialdehido. Este compuesto es un producto de 

la descomposición de los lipohidroperóxidos, que forma un complejo coloreado y 

fluorescente con el ácido tiobarbitúrico [195, 196]. Los sistemas antioxidativos eliminan 

EROs para evitar daños en los organismos [16,188,189]. Puesto que muchos 
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contaminantes ambientales incrementan la producción de EROs, estos sistemas tienen 

gran importancia en la defensa de los organismos contra la contaminación ambiental. 

 El sistema de defensa antioxidativo incluye: 

1) Enzimas oxidativas que detoxifican directamente las EROs. 

Las superoxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas que catalizan la 

dismutacion del radical anión superóxido, en la reaccion: 

 

2 O2
.-
 + 2 H

+
  H2O2 + O2 

 

En eucariotas, se distinguen las isoenzimas que poseen Cu y Zn (Cu/Zn-

SOD), de localización citosolicas, que se inhiben por la acción del cianuro, y la 

Mn-SOD, de la matriz mitocrondrial, que no se inhibe por el cianuro [197]. La 

SOD es inducible por contaminantes y alto nivel de O2 [17] y representa la 

principal defensa contra el estrés oxidativo en los organismos, por eso se ha 

usado en numerosos estudios como biomarcador de contaminación por metales 

pesados y estrés oxidativo [71, 157,198, 199]. 

 

La catalasa (CAT) posee un grupo hemo en su sitio activo, y está presente 

en todos los organismos aerobios estudiados, eucariotas y procariotas [188]. En 

eucariotas, se localiza principalmente en los peroxisomas. Cataliza la 

dismutación del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno: 

 

2 H2O2  2 H2O + O2 

 

La catalasa es más efectiva en niveles de alto estrés oxidativo, mientras 

que a niveles bajos de estrés actúa mejor el sistema glutatión peroxidasa [200]. 

 

La glutatión peroxidasa (GSHPx) es una enzima citosólica dependiente 

de Se que cataliza la reducción de peróxidos orgánicos y peróxido de hidrógeno, 

usando GSH como donador de electrones: 

 

R-OOH + 2 GSH  R-OH + GSSG + H2O; H2O2 + 2 GSH  2H2O + GSSG 
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Esta enzima juega un papel importante en la protección de la célula frente 

al daño oxidativo evitando la peroxidación lipídica [201].  

 

2) Defensas no enzimáticas capaces de detoxificar  EROs  interrumpiendo la 

cadena de reacciones que las generan: 

 

La vitamina E (α-tocoferol), presente en las membranas celulares combate 

la peroxidación lipídica en estas al reaccionar con los radicales lipídicos y 

romper la cadena de peroxidación lipídica.  

 

La vitamina C (ascorbato) es un antioxidante que reduce la semiquinona 

del α-tocoferol [188].Sólo se usa como biomarcador en plantas y animales que lo 

pueden sintetizar [175]. 

 

3) Sistemas auxiliares (glucosa-6-Pdeshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidro-

genasa, glutatión reductasa)  que regeneran poder reductor, NADPH y GSH, que 

se consume durante la detoxificación de las EROs [188]. 

 

La glutatión sintetasa y glutatión reductasa son responsables de la 

síntesis y reducción del glutatión [17]. La glucosa-6-P deshidrogenasa y la 6- 

fosfogluconato deshidrogenasa, forman parte de la ruta de las pentosas fosfato 

y producen NADPH [16]. La NADPH-quinona oxidorreductasa cataliza la 

reducción divalente de quinonas a hidroquinonas, evitando así la producción 

masiva de anión superóxido y el consumo excesivo de NADPH [202]. 

 

4.3. Otros biomarcadores de contaminación ambiental: las metalotioneinas 

 

 Las metalotioneinas (MTs) son metaloproteinas que se caracterizan por su 

pequeño tamaño (alrededor de 7 KDa) y una secuencia de 61 o 62 aminoácidos con un 

contenido elevado de cisteínas que representa entre un 20 y 30 % de los residuos de 

aminoácidos totales (un total de 20 cisteínas) [203,204]. Se caracterizan por la presencia 

de aminoácidos pequeños como glicina o alanina, lo que hace su estructura más flexible 

y permite la formación de plegamientos, que con otra composición de aminoácidos en la 

cadena no sería termodinámicamente favorable. En general, no contienen aminoácidos 
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aromáticos o voluminosos como tirosina, triptófano, fenilalanina o leucina que en otras 

proteínas se encargan de dar estabilidad estructural, ya que en las MTs esta propiedad es 

aportada por los enlaces metal-tiolato. Los complejos metal-MT no contienen grupos 

tioles libres y los iones metálicos se unen formando complejos tiolados con una 

geometría tetraédrica para los metales divalentes o trigonal, digonal o tetraédrica en el 

caso del Cu [205, 206].  

 

 Los primeros investigadores que aislaron metalotioneinas fueron  Margoshes y 

Vallee en 1957 a partir de muestras de corteza renal de caballos que habían sido tratados 

con cadmio [207]. El nombre de “Metalotioneina” se propuso por el elevado e inusual 

contenidos de metales y sulfuros de estas moléculas [208]. A partir de entonces, se han 

aislado miembros de la familia de las MTs en un amplio rango de organismos, entre 

ellos en animales, plantas, hongos y bacterias [203]. Hasta el 2011, se han registrado 

más de 4900 secuencias de nucleótidos en la base de datos de nucleótidos de NCBI 

como metalotioneinas. Del análisis de estas secuencias es posible apreciar que se 

encuentran en organismos de todos los géneros eucariotas, y además en forma 

polimórfica, así como en más de 300 secuencias bacterianas conocidas. 

 

 La diversidad encontrada en las secuencias descritas como MT, implica a su vez 

diversidad en las estructuras tridimensionales de los correspondientes complejos metal-

MT, propiedades moleculares y funciones biológicas. En total, sólo 44 estructuras de 

complejos metal-MT se encuentran depositadas en la base de datos Protein Data Bank 

(PDB). De ellas, 16 pertenecen a organismos vertebrados y todas adoptan plegamientos 

muy similares. Las MTs de esta familia, al igual que todas las demás, presentan dos 

componentes claramente diferenciados en cuanto a su naturaleza química. Un 

componente polipeptídico y otro metálico. Frecuentemente se utiliza el término 

“tioneina”  en referencia a la proteína en ausencia de metales (apotioneina).  

 

 La clasificación tradicional de las MTs se basa esencialmente en sus 

características estructurales. De esta forma, la Clase I incluye todas las formas de MT 

en  vertebrados y también de otros fila con estructura primaria muy similar a la MT de 

caballo [209]. En la Clase II se encuentran los polipéptidos que tienen poca homología 

con las secuencias de aminoácidos de las MTs de mamíferos. Finalmente, la Clase III 

definida como atípica, está constituida por una familia de péptidos de cadena corta, con 
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capacidad para unir iones metálicos formando complejos estables intracelulares. La 

presencia en algunas especies de varias isoformas de MT, con pequeñas diferencias en 

su estructura primaria, aunque suficientes para diferenciarlas en términos de carga total 

de proteína, es una muestra de polimorfismo genético [209]. La nomenclatura adoptada 

para las isoformas de MT (isoMT) está basada en las recomendaciones de la IUPAC-

IUB (Nomenclature of  Multiple Forms of  Enzymes), siendo numeradas de acuerdo con 

la secuencia de elución de las resinas de intercambio iónico (MT-1, MT-2, MT-3, etc.). 

La familias de MTs de la Clase I presentan varias subfamilias de las cuales cuatro 

pertenecen a las MTs de mamíferos: MT1, MT2, MT3 y MT4. Las MT1 y MT2 están 

bien caracterizadas desde el punto de vista bioquímico y han sido ampliamente 

estudiadas desde su descubrimiento. En 1975 fueron aisladas por primera vez estas dos 

isoformas en el ratón [210]. 

 

 Se considera que la estructura tridimensional de los complejos metal-MTs son 

termodinámicamente muy estables, aunque muestran cierta labilidad cinética que 

permite el reajuste que implica el intercambio de iones  metálicos de su estructura [211]. 

Para las uniones a metales divalentes se han propuesto dos conformaciones de enlace 

con los grupos tioles, en ambos casos con los iones metálicos adoptando esferas de 

coordinación tetraédrica, siendo la unidad básica para esta coordinación  M3Cy9. En esta 

unidad básica coexisten tres iones metálicos y tres sulfuros formando un anillo de seis 

miembros. El resto de los grupos tioles se coordinan a un ion metálico cada uno y cada 

metal se une a dos de estos residuos de cisteína terminales. Estos anillos han sido 

encontrados en el dominio beta (β) de las MTs de mamífero. La conformación 

alternativa es la formada por el núcleo M4Cy11 encontrada en el dominio alfa (α) de 

MTs de mamíferos [212, 213]. La figura 11 muestra la estructura tridimensional de los 

dominios α (A) y β (B) de la MT-1 con 7 átomos de Cd de ratón Mus musculus. 
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Figura 11. Estructura tridimensional de MT-1 con 7 átomos de cadmio de Mus musculus.         

A: corresponde a la estructura de domino α. B: correponde a la estructura de dominio β. Estas 

estructuras pertenecen a la base de datos “MMDB” con la identificación  12319 y 12320 para 

las estructuras α y β respectivamente. En ambos casos se aprecian los iones de cadmio en el 

centro de las estructuras. 

 

 

 El espectro de metales que pueden unirse a las MTs es bastante amplio y la 

afinidad con que se unen depende del átomo metálico. En condiciones fisiológicas las 

MTs suelen coordinar Zn y/o Cu. No obstante, si existe una elevada concentración de 

otros metales pesados en el medio, como Cd o Hg, estos pueden desplazar a los 

anteriores. Se puede establecer una escala de afinidad entre MTs y metales [209]: 

 

Zn (II) ˂ Pb (II) ˂ Cd (II) ˂ Cu (I), Ag (I), Hg (II) 

 

 El contenido metálico puede variar según el tejido, la situación fisiológica y las 

condiciones ambientales. Es frecuente que MT1 y MT2 contengan siete equivalentes de 

metal divalente [214]. No obstante son capaces de unir hasta 12 metales monovalentes 

[215] y bajo ciertas circunstancias se puede incrementar el contenido de metales 

divalentes [216]. La unión a metales es reversible de manera que bajo determinadas 

condiciones, como un descenso de pH o variaciones en el estado redox, se pueden 

desplazar los átomos metálicos de la molécula de MT obteniéndose así la apotioneína.  

Normalmente, las MT1 y MT2 al ser aisladas de tejidos biológicos, contienen siete 

átomos  de Zn por molécula, aunque también pueden poseer ciertas cantidades de Cu. 
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 Las MT1 y MT2 se encuentran en prácticamente todos los tejidos del organismo 

como hígado, riñón, intestino, testículos, pulmón, corazón y cerebro [217, 218], sin 

embargo no se expresan en todas las células. Por ejemplo en el hígado se expresan en 

los hepatocitos pero no en las células de kupffer  y en el riñón se encuentran 

principalmente en el túbulo proximal de la nefrona [219]. Por el contrario, la MT3 y 

MT4 tienen una distribución más restringida, expresándose fundamentalmente en el 

sistema nervioso central (SNC) [220, 221] y epitelio escamoso estratificado [222]. 

En cuanto a su localización subcelular, la MT1 y MT2 son proteínas esencialmente 

citoplasmáticas [223] aunque también se ha detectado su presencia en fracciones 

mitocondriales y lisosomales [224] así como en núcleos celulares [225]. 

 

 Las MTs de mamífero se han relacionado con actividades antiinflamatorias, 

antiapoptóticas, antioxidantes, proliferativas y angiogénicas, así como también se han 

visto involucradas en la resistencia a la quimioterapia [226]. En humanos han sido 

relacionadas con una amplia variedad de enfermedades y condiciones patológicas 

incluyendo la diabetes [227], las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer 

[228] y el cáncer [226].  

 

 Sin embargo, entre todas las funciones que desempeñan las metalotioneínas, las 

más estudiadas son la participación en la homeostasis de iones metálicos fisiológicos, la 

detoxificación de metales tóxicos y la protección ante el estrés oxidativo [229-231]. De 

hecho, numerosos estudios corroboran estas propiedades. Así los estudios llevados a 

cabo por Feng et al. [232] y Maret et al. [233] establecen que las MTs contribuyen al 

mantenimiento de la homeostasis de los iones metálicos, y también mediante el 

transporte  de los iones Cu
+ 

y Zn
2+

 a las apoenzimas. Maret et al. [234] realizaron 

experimentos de adición de MTs en su forma apo, es decir, libre de iones metálicos, a 

enzimas que habían sido inhibidas por la presencia de Zn, de manera que se restituía la 

actividad enzimática de éstas, por lo que concluyeron que las MTs actuaban como 

agentes quelatantes eliminando el Zn de las enzimas inhibidas. Pulido et al. [235] 

demostraron la implicación de las MTs en los mecanimos de detoxificación de metales a 

partir del análisis de metales en muestras de riñones humanos donde detectaron 

cantidades significativas de Cd
2+

 y Hg
2+

. Por otra parte, mediante experimentos 

desarrollados con ratones mutantes por deleción de los genes de MT se ha demostrado 

la incapacidad del organismo para desarrollarse correctamente cuando recibía una dieta 
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tanto con déficit como con exceso de zinc [236]. Este estudio demuestra que las MTs 

son importantes en la protección de un organismo ante condiciones extremas de 

presencia de zinc, pudiendo actuar como fuente de este metal en condiciones de déficit, 

y como depósito en condiciones de exceso. 

 

 También resulta de gran importancia el control de la toxicidad por cobre mediante 

la formación de compuestos coordinados Cu-MT. De esta forma, las MTs secuestran el 

Cu libre, y debido a las propiedades de sus grupos tioles actúan como agentes 

reductores para generar protección contra el estrés oxidativo ocasionado [237]. En el 

caso de la detoxificación de iones de cadmio, existen resultados que indican que la 

función  de las MTs estaría relacionada con la acumulación de cadmio en los riñones, 

pero a su vez con la reducción significativa de sus efectos tóxicos, ya que se ha visto 

que ratones mutantes por deleción de MT son hipersensibles al cadmio, aunque solo 

acumulen el 7% comparado con la cepa salvaje [238]. 

 

 El elevado contenido de grupos tioles que presentan las MTs las convierten en 

moléculas ideales para interactuar e inhibir las especies reactivas del oxígeno (ROS). 

Los genes de las MTs son inducidos por las ROS mediante la interacción de éstas con 

los elementos de respuesta antioxidantes (ARE) [237]. Los iones metálicos son una 

fuente significativa de inducción de ROS, sin embargo, los complejos metal-MT son 

capaces de inhibir la producción de radicales libres, protegiendo de esta manera a las 

células del estrés oxidativo. 

 

 La síntesis de MTs puede ser inducida por una gran variedad de estímulos, entre 

los que se incluyen ciertos metales, hormonas, citoquinas, toxinas, factores de 

crecimiento y el estrés [229], siendo los metales los inductores más potentes. La 

inducción de MT por metales traza se utiliza como biomarcador para evaluar la 

contaminación ambiental tanto por metales no esenciales (Cd, Hg), como metales 

esenciales (Cu) pero potencialmente tóxicos [239,240]. 

 

 La inducción de la síntesis de MT requiere la participación de unas secuencias 

específicas de ADN, denominadas MRE (elementos de respuesta al metal), y se cree 

que son los sitios de unión de unos factores de transcripción encargados de la regulación 

de los metales. Los MREs están presentes en múltiples copias, en la región promotora 
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de los genes [204]. La síntesis se inicia con la unión de los metales a inhibidores de los 

factores de transcripción, de forma que, tras la unión, dichos factores de transcripción 

quedan libres para unirse al promotor del gen y producir la síntesis de MTs que se 

unirán al exceso de metal [241]. La expresión de las MTs puede verse alterada por 

cambios en la estructura del gen, como amplificación y metilación, y por la 

diferenciación y desarrollo celular.  

 

 Se ha investigado ampliamente la inducción de metalotioneínas (MTs) como una 

medida de respuesta a la exposición a metales en organismos marinos, tanto en 

condiciones silvestres [242-247] como condiciones experimentales [248-250], y en 

organismos terrestres como ratones, tanto en condiciones experimentales [130, 199, 

251-255] como en condiciones silvestres, aunque este último tipo de interacción es más 

escasa [71, 156, 157, 198, 199, 256-258]. 

 

5.   SITUACIÓN AMBIENTAL DEL PARQUE NACIONAL DE DOÑANA 

5.1. Doñana como enclave natural 

 La Reserva Natural de Doñana, un espacio protegido de  más de 100.000 ha, está 

situada al Norte del Estuario del Guadalquivir, al suroeste (SO) de España, entre las 

provincias de Huelva, Sevilla y Cádiz (figura 12) [259]. En reconocimiento de su 

importancia cultural, científica y paisajística, e intentando abarcar los diferentes 

ambientes naturales que la componen, para su mejor preservación, se crea mediante el 

Decreto 2412/1969 de 16 de octubre de 1969, el Parque Nacional de Doñana (PND). 

Éste ocupa una extensión de 54.252 ha, uno de los humedales más importantes de 

Europa, integrado en el Convenio de Ramsar para la protección de los humedales, 

reconocido por la UNESCO primero como Reserva de la Biosfera y luego como 

Patrimonio de la Humanidad. Además, unas 20.000 ha forman la Zona de Protección 

del PND. En 1989, se crea el Parque Natural de Doñana, estrechamente unido al Parque 

Nacional, con el que comparte ecosistemas, y que cubre una extensa región natural de 

gran valor ecológico de más de 50.000 ha. También hay que considerar la existencia de 

más de 20.000 ha consideradas como Zona de Protección del Parque Nacional de 

Doñana. 
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 Con la creación del Parque Nacional de Doñana, la zona cobra un especial interés 

como eslabón en una cadena de hábitats necesarios para el mantenimiento de gran 

número de aves migratorias y varias especies acuáticas y terrestres de la fauna española. 

En las últimas décadas, se ha convertido en un centro de peregrinación de científicos de 

todo el mundo que aprecian además otros valores como su geomorfología, paisaje y 

vegetación [260]. 

 El interés de la región de Doñana deriva de su visión como un complejo 

ecológico, donde las relaciones entre fauna, flora y aspectos físicos del ecosistema 

adquieren espectacular magnificencia, desempeñando el papel de monumento natural 

[260]. 

 

Figura 12. Situación geográfica del Parque Nacional de Doñana [156]. 

 El PND situado sobre el acuífero Almonte-Marismas, del río Tinto al 

Guadalquivir, ocupa 2.500 Km
2
 en las provincias de Huelva y Sevilla. El drenaje 

natural del acuífero se produce a través del río Guadiamar, los arroyos de La Rocina y 

El Partido, y las propias marismas. Sobre el acuífero se asienta una población de 

185.000 habitantes distribuidos en 22 núcleos urbanos [261]. Como consecuencia de 

ello Doñana se ve amenazada por actividades urbanas, agrícolas, industriales y mineras 

[24]. 

 El Parque Nacional de Doñana es un santuario de vida salvaje con más de 800 

especies de plantas y al menos 458 especies de vertebrados. Entre los vertebrados 

destacan las aves, 361 especies, de gran interés por su delicada situación, entre ellas 
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están la malvasía, la cerceta pardilla, el calamón o la gaviota picofina. Hay además 29 

especies de mamíferos, como el gamo, el ciervo, el meloncillo, la nutria, la jineta y el 

conejo; 19 especies de reptiles, 12 de anfibios, 30 especies de peces de estuario y 7 

especies de peces de agua dulce [262, 263]. El gran número de especies de aves 

constituye, probablemente, la mayor riqueza del Parque Nacional y le confiere una alta 

relevancia internacional. Doñana es una de las reservas naturales más grandes de 

Europa y uno de los enclaves ecológicos más importantes a nivel mundial donde 

sobreviven muchas especies en peligro de extinción. El PND alberga esta gran variedad 

biológica por la diversidad de sus ecosistemas: las dunas móviles, los cotos o arenas 

estabilizadas (bosque sobre dunas fósiles) y la marisma. Además, se distingue la Vera 

que es considerada una zona de transición entre los cotos y la marisma [262, 264]. 

 Dunas móviles 

El Parque Nacional de Doñana tiene uno de los pocos sistemas de 

dunas móviles existentes en la Península Ibérica. Las dunas móviles son 

arenas movidas por el viento que, al desplazarse, van cubriendo la 

vegetación que se interpone en  su camino (figura 13). Estas dunas abarcan 

en Doñana 25 km de longitud y poseen una anchura de 3,5 km, situándose 

en el suroeste del Parque Nacional, entre el océano Atlántico y la marisma 

[265]. Una peculiaridad de las dunas móviles es que, con frecuencia, rodean 

bosquetes de pinos, llamados corrales, y pudiendo enterrarlos de forma que 

cuando las dunas siguen su camino arrastradas por el viento, van dejando un 

paisaje de troncos secos y defoliados. 

 

Figura 13. Duna móvil del Parque Nacional de Doñana. 
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 La Vera 

La Vera constituye una franja de entre 200 a 1.500 m de anchura, 

siendo el límite entre las áreas de  arcillas y arenas, creando una zona de 

transición entre el coto (bosque mediterráneo asentado sobre dunas fósiles) 

y la marisma (figura 14). Al constituir un ecotono (límite natural entre dos 

ecosistemas distintos) presenta una gran riqueza ecológica. La vegetación 

está formada, fundamentalmente, por pastos abiertos junto a zonas de 

matorral, confiriendo a este enclave características excepcionales, donde se 

asientan habitualmente grandes colonias de aves, principalmente garzas, 

espátulas y garcillas [262, 264]. 

 

Figura 14. Vera o zona ecotonal de Doñana. 

 Los Cotos 

Están constituidos por bosque mediterráneo, fundamentalmente 

matorral, con diferentes especies florales en función de la disponibilidad de 

agua. Los cotos están asentados sobre dunas fósiles, razón por la cual 

muestran un paisaje ondulante. Así, la zona de cotos más húmeda (monte 

negro), está dominada por el brezo blanco (Erica arborea). Las áreas más 

áridas (monte blanco) tienen tomillo (Thymus vulgaris), lavanda (Lavandula 

stoechas), jaras (Cistus sp.) y romero (Rosmarinus officinalis) como 

especies características. Además de estos matorrales, tanto en el monte 

blanco como en el monte negro, se encuentran varias especies comunes a 

ambos, como son los madroños (Arbutus unedo), enebros sabina    

(Juniperus sp.), aligustres (Forestiera durangensis) y alcornoques    

(Quercus suber). Los alcornoques constituyen los restos de bosques 

antiguos y son muy característicos del Parque porque forman el lugar 

preferido de anidamiento de diversas especies de aves coloniales, como las 

espátulas, cigüeñas, garzas, martinetes y otras. La zona de cotos localizada 
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cerca de la costa está dominada por pinos piñoneros (Pinus pinea) de más de 

300 años de edad. La figura 15 muestra la fotográfias tomadas en el Parque 

Nacional de Doñana de un pinar de pino piñonero (Pinus pinea) (izquierda) 

y un bosque de alcornoques (Quercus suber) (derecha) entre los que se 

encuentran acebuches (Olea europae var sylvestris),  madroños (Arbutus 

unedo) y otras especies, como labiérnagos (Phillirea angustifolia) y mirtos 

(Myrtus communis). Bajo estos árboles se extiende un denso tapiz de 

helecho común (Pteridium aquilinum) que incrementa la sensación de 

humedad y frescor, además el suelo es oscuro y acumula abundante materia 

orgánica. 

 

Figura 15. Pinar de pino piñonero (Pinus pinea) (izquierda) y  bosque de 

alcornoques (Quercus suber) (derecha) del Parque Nacional de Doñana 

Especies animales muy abundantes en este ecosistema son el conejo 

(Oryctolagus cuniculus) y la perdiz roja (Alectoris rufa), que constituyen 

especies presa con un alto índice de apetencia para los predadores. Además, 

los cotos también están habitados por otras especies como el ratón moruno 

(M. spretus), la musaraña gris (Crucidura russula), el ratón de campo 

(Apodemus sylvaticus), el meloncillo (Herpestres ichneumon), el tejón 

(Meles meles), el jabalí (Sus scrofa), el ciervo (Cervus elaphus), el lirón 

careto (Eliomys quercinus), el águila culebrera (Circaetus gallicus) y el 

milano real (Milvus milvus), como exponentes interesantes. Se pueden 

encontrar también varias especies en grave peligro de extinción, que habitan 

de forma exclusiva en la Península Ibérica, como el Águila Imperial Ibérica 

(Aquila adalberti) (figura 16), la Cerceta Pardilla (Anas strepera), la 

Malvasía Cabeciblanca (Oxyura leucocephala), la Gaviota de Audouin 

(Larus audouinii) o el Lince Ibérico (Lynx pardina) (figura 16), entre otras 

[262, 264]. 

http://waste.ideal.es/pinuspinea.htm
http://waste.ideal.es/alcornoque.htm
http://waste.ideal.es/acebuche.htm
http://waste.ideal.es/arbutusunedo.htm
http://waste.ideal.es/arbutusunedo.htm
http://waste.ideal.es/phillyreaangustifolia.htm
http://waste.ideal.es/arrayan.htm
http://waste.ideal.es/pteridiumaquilinum.htm
http://waste.ideal.es/pinuspinea.htm
http://waste.ideal.es/alcornoque.htm
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Figura 16. Águila Imperial Ibérica (Aquila adalberti) y  Lince Ibérico                   

(Lynx pardina). 

 La marisma 

La marisma, de una extensión aproximada de 30.000 ha, constituye un 

cuerpo de agua somera en invierno que, progresivamente, se va secando en 

primavera-verano [264]. La marisma, destaca por su escaso relieve, la 

naturaleza arcillosa del suelo y su acentuada estacionalidad hídrica, 

inundada por aguas de origen pluvial, fluvial y mareal [266]. 

Dentro de este ecosistema se encuentran diversos biotopos: 

1) La marisma baja está formada por aquellos lugares ligeramente por 

debajo de la altitud media, que en años de lluvias normales concentran una 

importante cantidad de agua, lo que hace que disminuya su salinidad y 

pueda crecer una vegetación palustre basada en la castañuela (Scirpus 

maritimus) y el bayunco (Scirpus littoralis) [267]. 

2)  La marisma alta permanece durante casi todo el año como una estepa 

arcillosa y compacta, encharcándose sólo durante el invierno [267]. 

3) Los lucios son el nombre local que se da a aquellos lugares más 

profundos que permanecen encharcados durante periodos más prolongados. 

En ellos, la alta salinidad impide casi por completo el crecimiento de la 

vegetación, a excepción de bayuncos, candilejo (Juncus subulatus) y 

castañuelas en los bordes. Durante la sequía estival, estas láminas de agua 

quedan muy reducidas o completamente secas, mostrando un fondo 

cuarteado de limos arcillosos grises, cubiertos a veces de costras salinas 

blanquecinas [267]. 
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4) Los caños son lo que antaño fueran cauces de arroyos, brazos y afluentes 

del río Guadiamar. Constituyen el mayor curso de agua salina, pudiendo 

estar comunicado directamente con el mar, siendo entonces un caño 

principal o caño madre; a su vez, puede estar abierto al mar por uno o varios 

puntos. Cuando un caño secundario es estrecho, de corto recorrido y tiene 

difícil comunicación con canales mayores, se le denomina zumajo [267]. 

5) Las vetas y vetones son terrenos que se elevan por encima del nivel 

medio, formando pequeñas islas que raramente se inundan. Son lugares de 

descanso y refugio para la fauna durante las grandes inundaciones, y 

también área de nidificación [267]. 

6) Los ojos de la marisma son pequeñas depresiones circulares que nunca 

se secan; fuentes naturales por las que aflora agua dulce. Aunque la 

procedencia de esta agua no está suficientemente estudiada, parece evidente 

que se corresponde con el drenaje de paleocauces localizados en la zona 

más superficial de las marismas, estos ojos conectan con el sector del 

acuífero libre. Aparecen frecuentemente en zonas no muy interiores de la 

marisma y muchas veces en puntos cercanos a su borde [267, 268]. 

Todas estas áreas juntas son el lugar de descanso e invernada de 

aproximadamente 150 especies de aves entre las que se encuentran la 

Espátula (Platalea leucorodia), Garza Imperial (Ardea purpurea), 

Avetorillo (Ixobrychus minutus), Martinete (Nycticorax nycticorax), 

Cigüeña Blanca (Ciconia ciconia) y Ánsar Común (Anser anser). Otras 

especies, aproximadamente 125, eligen esta área para criar, por ejemplo las 

fochas (Fulica cristata y F. atra), Ánade Azulón (Anas platyrhynchos), 

Malvasía Cabeciblanca (Oxyura leucocephala) y Cerceta Pardilla 

(Marmaronetta angustirostris) [262]. La figura 17 muestra la fotografía que 

corresponde a la marisma del Parque Nacional de Doñana. 
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Figura 17. Marisma del Parque Nacional de Doñana. 

 Tradicionalmente, los aportes de agua de la marisma procedían de la lluvia, los 

arroyos del noroeste (NO) (Rocina y Partido) o del noreste  (NE) (Guadiamar) y el 

desbordamiento del Guadalquivir. Su sistema hidrológico más importante era la Rocina-

Madre de la Marisma-Brazo de la Torre, que reunía aportes fluviales del NO y NE 

[266]. La construcción de varios muros eliminó los aportes tóxicos del Guadiamar en 

1998, sobre todo el caño Travieso, y aisló la marisma por el sur (S) de los aportes del 

Guadalquivir, restringiendo la entrada de agua a los aportes de La Rocina y El Partido, y 

las lluvias. Tras el vertido de Aznalcóllar se activaron planes que se venían elaborando 

para la regeneración hídrica de Doñana, que se plasmaron en el Plan Doñana 2005. 

Cuyo objetivo era devolver a la marisma un funcionamiento hídrico más natural, al 

mejorar los aportes por la Rocina y el Partido y restaurar la marisma al norte (N) de los 

muros de la Confederación y la FAO (Food and Agriculture Organization), recuperar 

los caños Travieso y Guadiamar, eliminar los diques de Entremuros, regenerar el 

funcionamiento del Brazo de la Torre y recuperar los intercambios con el Guadalquivir 

[269]. Todas estas actuaciones pretenden una marisma con menos intervención, menos 

aislada, que osmóticamente intercambie aguas con las áreas colindantes, penetrando por 

los caños naturales para desbordarse lentamente, donde el régimen de aguas corrientes 

vuelva a tener protagonismo, y las aguas estabilizadas sean la excepción. Una marisma 

en que el agua fluya desde el inicio del invierno al fin de la primavera de forma lenta y 

suave, tras inundar otros terrenos de marisma. Al mismo tiempo se intenta restaurar los 

aportes de agua superficial y eliminar las barreras que aislaban la marisma de los 

contaminantes procedentes de zonas agrícolas cercanas y los ríos Guadiamar y 

Guadalquivir. Pero también deja Doñana más vulnerable a la contaminación derivada de 

las actividades humanas de sus alrededores. De hecho, tras la amenaza que supuso el 
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accidente de las minas de pirita en Aznalcóllar, en abril de 1998, se ha monitorizado la 

posible contaminación por metales del PND. Estas evaluaciones pusieron de manifiesto 

la amenaza que supone la práctica agrícola (arroz, cítricos y fresas) en el entorno de 

Doñana y el uso de plaguicidas ligado a ésta [75, 270]. 

5.2. Contaminación del Parque Nacional de Doñana 

 Las amenazas al PND son principalmente de origen antropogénico. Las 

actividades agrícolas son un motor importante en la economía de la zona afectando a 

este entorno natural de tres formas distintas: extracción de agua subterránea para 

regadíos, uso de agua superficial para arrozales y contaminación por fertilizantes y 

plaguicidas. En el entorno del PND se realizan varios cultivos, al NE 35.000 ha de 

marisma se dedican al cultivo de arroz y en las arenas estabilizadas del NO 4.000 ha al 

de fresa. Junto a la Rocina y el Partido se iniciaron cultivos de "nueva agricultura”. En 

El Partido se han encontrado valores altos de nutrientes (NH4 
+
, NO2 

-
, NO3 

-
 y PO4 

3-
) y 

metales (Al y Cr) en niveles que pueden deberse al uso de fertilizantes [271], y niveles 

de plaguicidas en Doñana y alrededores [270]. Además, las prácticas agropecuarias muy 

extendidas en la zona, dado el gran número de cabezas de ganado y hectáreas de 

regadío, probablemente sean el origen de la gran cantidad de compuestos nitrogenados 

presentes en las aguas subterráneas [261]. 

 También destacan las numerosas almazaras, industrias de procesado de uva y 

vegetales e industrias cárnicas y lácteas. Los efluentes de estas industrias amenazan al 

Partido [25], y el curso bajo del Guadiamar [266, 272]. Además, las aguas residuales de 

muchos municipios se vertían sobre el acuífero sin depurar, afectando al Guadiamar y al 

Partido [25, 273] aunque ya se han construido varias estaciones depuradoras de aguas 

residuales. Otra fuente potencial de contaminación está a 45 Km al NO del PND, a 

orillas de los ríos Odiel y Tinto, la zona industrial de Huelva. Los Polos Industriales de 

Huelva cuentan, entre otras, con numerosas industrias de transformación minera, un 

complejo petroquímico, una central térmica y una fábrica de celulosa, cuyos 

contaminantes pueden alcanzar Doñana por las corrientes marinas o llevados por vía 

eólica [24, 266]. 

 Al N de Doñana, se explotaban desde 1979 las minas de pirita de Aznalcóllar, 

cuyos subproductos se almacenaban en una balsa de estériles, que tras lluvias intensas, 

liberaba metales móviles al río Guadiamar arrastrándolos aguas abajo [25]. En  Abril de 
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1998 se produjo la rotura del muro de cierre de la balsa de residuos mineros de 

Aznalcóllar. La brecha abierta alcanzó más de 50 m y un desplazamiento del muro 

próximo a los 60 m (figura18). 

 

Figura 18. Rotura del muro de contención de la balsa minera de Aznalcóllar. 

 

 Este accidente supuso la liberación de residuos mineros fluidificados y la 

incorporación de aproximadamente 2 Hm
3
 de lodos tóxicos y 4 Hm

3 
de aguas ácidas al 

cauce del río Guadiamar [75, 262]. La composición química del lodo vertido a la cuenca 

fue la siguiente: Hierro (34-37%), Azufre (35-40%), Zinc (0,8%), Plomo (0,8%), 

Arsénico (0,5%), Cobre (0,2%), Antimonio (0,05%), Cobalto (0,006%), Talio (0,005%), 

Bismuto (0,005%), Cadmio (0,003%), Plata (0,003%), Mercurio (0,002%) y Selenio 

(0,001%). Mientras que las aguas ácidas contenían fundamentalmente pirita, FeS2, Pb, 

Au, Zn, Cu y As [262]. 

 El vertido afectó alrededor de 67 Km de cauce lineal y 500 m de anchura media 

en ambos márgenes, desde la mina hasta el lugar conocido como Entremuros, en el 

límite del Parque Nacional de Doñana. La superficie contaminada fue de 4.286 ha 

pertenecientes a terrenos de nueve municipios de la provincia de Sevilla [274]. 

 En un primer momento se retiraron 37 toneladas de peces muertos, 40 toneladas 

de anfibios, 20 de aves y 8 de mamíferos [274]. Obviamente, tanto la flora como la 

fauna fue completamente arrasada debido, por un lado, a la elevada contaminación 

química del agua, ya mencionada, a los que había que añadir valores de oxígeno 

disuelto mayores a 1 g/l y de pH≈ 3,  y por otro  a la acción mecánica de la riada [262]. 
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 Las labores de extracción de lodo del canal principal y de la cuenca de inundación 

afectaron también a las características geomorfológicas, hidrológicas y geoquímicas del 

sistema fluvial [275-278]. De este modo, la fauna y flora colonizadora del río se 

encontró con un hábitat profundamente alterado y una elevada carga contaminante 

residual. 

 Con el fin de controlar y remediar la contaminación generada por el vertido 

minero, la Consejería de Medio Ambiente puso en marcha un plan de acción 

denominado La Estrategia del Corredor Verde del Guadiamar en el que, entre otros 

objetivos, se pretendía estudiar la fauna acuática del río Guadiamar por ser una de las 

más afectadas por el accidente [274].  

 Por tanto, el área de Doñana es un espacio complejo, donde coexisten algunos de 

los más preciados valores medioambientales con el desarrollo económico y social de las 

poblaciones circundantes. En un estudio reciente para la valoración medioambiental de 

los efectos de los Planes de Desarrollo Regional de la Unión Europea en el Parque 

Nacional de Doñana, la mayoría de los impactos fueron positivos aunque, un 32,2 % 

fueron negativos [279]. El seguimiento de las alteraciones que se puedan producir en los 

delicados ecosistemas de Doñana por las distintas actividades antropogénicas, es algo 

esencial para el desarrollo sostenible de la zona. 

6. TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA EL ESTUDIO DE RESPUESTAS 

BIOLÓGICAS 

 El estudio de los mecanismos moleculares que se producen como respuesta de los 

organismos vivos a la exposición a ciertos contaminantes como son los metales pesados,  

así como los efectos biológicos y tóxicos de estos, depende críticamente de las técnicas 

analíticas capaces de proporcionar información sobre las formas químicas en las que los 

elementos están presentes en dichos organismos. Los estudios de especiación han sido 

una de las áreas de mayor desarrollo de la química analítica hacia finales del siglo 20 

[280- 282]. Las áreas objeto de estudio y  las especies químicas de interés se resumen en 

la figura 19. 



  INTRODUCCIÓN  
 

72 
 

 

Figura 19. Áreas de estudio y especies de interés en especiación química [283]. 

 El análisis de especies de metales endógenos en los sistemas biológicos posee una 

gran importancia ya que estas sustancias están involucradas en los procesos celulares 

que determinan el correcto funcionamiento de los organismos. Existe una gran variedad 

de ligandos en coordinación con metales traza, entre ellos pueden citarse los ligandos 

orgánicos pequeños (por ejemplo, citrato, tartrato, oxalato, o fitato, aminoácidos, 

oligopéptidos), las moléculas quelantes macrocíclicas (por ejemplo, porfirinas), o las 

macromoléculas (por ejemplo, polipéptidos, proteínas, fragmento de restricción de 

ADN, polisacáridos). Algunos metaloides (As, Se) son conocidos por ser metabolizados 

por los organismos vivos incorporándose covalentemente a estructuras moleculares (por 

ejemplo, arsenoazúcares y selenoproteínas). En este contexto, el análisis de una 

determinada especie y la seguridad de que ésta llegue al detector bien separada de otras 

especies del elemento de interés es de vital importancia. De hecho, dos metaloproteínas 

que difieren por un sólo aminoácido pueden tener diferentes propiedades para unirse a 

los metales y por lo tanto, pueden desempeñar diferentes funciones bioquímicas. 

 Las concentraciones de muchos elementos traza endógenos en sistemas biológicos 

están a unos niveles de concentración muy bajos (del orden de  ng/g), y por lo general 

se distribuyen entre varias especies, en la que la contribución del metal (metaloide) a la 

estructura total es muy pequeña en términos de masa. Este hecho, sumado a la 
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complejidad de la matriz, constituye un gran problema para el análisis de especies de 

elementos traza. El problema más importante, sin embargo, es la identificación de las 

especies, ya que la mayoría de los analitos especialmente aquellos a niveles traza y 

ultratraza, no han sido todavía descubiertos, y además no se poseen, generalmente, los 

patrones necesarios para su análisis.  

 El objetivo principal de la especiación química en muestras biológicas se centra 

en conocer la presencia de las diversas formas químicas de un elemento dado, definidas 

por su composición isotópica, estado de oxidación, complejo y/o estructura molecular 

en un organismo vivo [53]. Desde un punto de vista científico, el análisis de 

biomoléculas en especiación química implica la detección de especies elementales 

desconocidas en tejidos de organismos vivos, su identificación  y/o caracterización 

estructural  y además el uso de la información adquirida para entender los mecanismos 

que rigen las transformaciones de elementos traza en los sistemas biológicos. La 

combinación de técnicas analíticas constituye una herramienta eficaz para analizar 

cualitativa y cuantitativamente las especies  formadas por elementos traza en los 

sistemas biológicos. 

6.1. Acoplamiento multidimensional de técnicas analíticas para el análisis de 

biomoléculas en especiación bioquímica 

 La baja sensibilidad de los métodos instrumentales clásicos utilizados en 

bioinorgánica para el estudio de las especies de elementos traza, tales como resonancia 

magnética nuclear (RMN), espectroscopia electrónica, vibración o espectroscopia de 

dicroísmo circular y los recientes avances en las técnicas de aislamiento y purificación, 

tales como HPLC, CZE y electrocromatografía capilar, unido a las numerosas ventajas 

que ofrece el ICP-MS, ha sido el origen de una nueva generación de metodologías 

analíticas basadas en el acoplamiento de técnicas de separación de alto rendimiento con 

detectores atómicos y moleculares [280, 284- 286]. Las técnicas acopladas, usadas por 

primera vez en la década de 1970 por Van Loon [287] y Suzuki [288], constaban en su 

diseño más simple, del acoplamiento de una técnica de separación (cromatografía, 

electroforesis capilar de zona, electrocromatografía o electroforesis en gel) con un 

detector elemental específico y sensible, desde la AAS al ICP MS. Los acoplamientos 

instrumentales se consiguen mediante un nebulizador (para las técnicas de columna) o 

la ablación con láser (o desorción por láser) para las técnicas de separación planares.  
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 El papel de estas técnicas acopladas para el análisis de especies químicas  en 

medicina y biología ha sido ampliamente descrito durante la última década [63, 284, 

289- 294]. Sin embargo, una sola técnica de separación rara vez ofrece una separación 

eficiente para resolver todas las especies del analito de interés, especialmente en 

presencia de una matriz compleja. Además la identificación de la mayoría de especies 

de interés biológico es un proceso complicado debido a la falta de patrones comerciales. 

Este inconveniente fue el origen de protocolos de separación / aislamiento basados en el 

uso consecutivo de  dos o más técnicas, con mecanismos de separación ortogonales 

(complementarios) y del uso creciente de técnicas de detección molecular y estructural 

tales como ESI-MS o MALDI-TOF-MS para completar la caracterización de las 

especies detectadas por HPLC-ICP-MS. Esta técnica se ha convertido en una 

herramienta indispensable para la caracterización funcional y estructural de los 

complejos formados entre elementos traza y macromoléculas en sistemas biológicos. 

Uno de los inconvenientes a tener en cuenta al usar estas técnicas es el control de la 

estabilidad de las especies de interés a lo largo de la etapa de separación, 

fundamentalmente al adaptar procedimientos clásicos de proteómica, donde el metal no 

se utiliza de “guía” en el análisis, a procedimientos de metalómica. Ello  ha sido objeto 

de numerosas investigaciones [138]. La figura 20 representa de manera esquemática la 

combinación de técnicas frecuentemente usadas en especiación química. 

 

Figura 20. Acoplamiento de técnicas analíticas para el estudio de biomoléculas [112]. 
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 El desarrollo de procedimientos analíticos de especiación adecuados para una 

determinada finalidad depende de tres factores [283]: 

1)  La sensibilidad del detector cromatográfico. Los elementos traza presentes en una 

muestra se fraccionan en diferentes especies por lo que en un momento dado, sólo 

una fracción pequeña de su concentración total llega al detector. Por consiguiente, 

en la mayoría de los casos se requieren límites de detección en torno a los 

femtogramos para asegurar un análisis preciso de las especies de elementos traza 

en los fluidos corporales o tejidos homogenizados. Esto se resuelve gracias al uso 

del ICP-MS e ICP-MS de alta resolución.  

2)  La adecuada separación entre diferentes especies del elemento. Las técnicas 

cromatográficas utilizadas deben garantizar que la señal corresponda a una 

especie en particular. Dado que los tejidos biológicos son mezclas muy complejas 

que contienen numerosos compuestos diferentes, es necesario el uso 

complementario de técnicas de separación sucesivas con diferentes mecanismos 

de separación y  elevado poder de resolución.   

3)  La identificación estructural de las especies metálicas aisladas requiere el uso de 

técnicas espectroscópicas moleculares como ESI-MS o MALDI-MS. 

 El acoplamiento de  técnicas de separación con ICP-MS como detector elemental 

puede realizarse en linea, como es el caso de la cromatografía en columna o 

electroforesis capilar (CE)  o en modo discontinuo mediante ablación láser (LA) cuando 

la separación de las especies se realiza mediante isolectroenfoque (IEF), 

electroforesis en gel 1D con dodecilsulfato sódico (SDS) o 2D [68]. 

6.1.1. Detección específica elemental de metalobiomoleculas mediante ICP-MS 

 La detección mediante ICP-MS se basa en la conversión de todas las formas de un 

elemento presente en una muestra, en iones que son separados en un analizador de 

masas y posteriormente detectados (figura 21). Entre los analizadores de masas más 

utilizados cabe citar el de cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), sector magnético 

(SF) o multicolector (MC). La técnica ofrece muchas ventajas, como límites de 

detección a nivel de femtogramos que son prácticamente independiente de la forma 

química y de la presencia de componentes de la matriz, permitiendo llevar a cabo un 

análisis multiisotópico (incluyendo no metales como S, Se y P) en un amplio rango 

http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Gel
http://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
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lineal. Estos límites de detección del orden de femtogramos que ofrece ICP-MS pueden 

parecer innecesariamente bajos. Sin embargo, pueden llegar a ser insuficientes cuando 

el elemento presente a niveles de ng/mL se reparte en una serie de especies, o cuando la 

cantidad real de muestra a analizar es del orden de varios nanolitros, como es el caso de 

la CZE. Hay que tener en cuenta que la sensibilidad del ICP-MS es proporcional al 

número de átomos en la biomolécula. 

 La ventaja indiscutible del ICP-MS es su capacidad para discriminar (con 

resolución isotópica) entre especies que contienen metales y  especies sin metal en los 

extractos que han sido previamente separados por HPLC, electroforesis capilar o 

mediante ablación láser de los spots del gel 2-D. El ICP-MS es prácticamente la única 

técnica capaz de hacer frente a las bajas concentraciones de elementos traza en 

materiales biológicos.  

 

Figura 21. Diagrama esquemático del ICP-MS. 

 Entre las ventajas principales que presenta el ICP-MS  en relación a su uso en 

metalómica podemos destacar [295]: 

1) La presencia de una celda de colisión / reacción y el dispositivo de sector 

magnético, que permite eliminar gran parte de las interferencias espectrales, 

posibilitando la medida de elementos como fósforo y azufre y mejorando las 

medidas de las relaciones isotópicas de elementos esenciales tales como selenio, 

cromo, vanadio y hierro. 

2) El desarrollo de interfases que permiten la introducción de los efluentes de 

columnas capilares  (di 300  m) y nanocapilares (di ˂150 µm) a través de 

inyección directa o mediante un nebulizador, llegándose a unos límites de 

detección del orden de los femtogramos en condiciones de plasma seco. 
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3) Escaneo de geles 2-D para el análisis de spots que contienen metales mediante 

ablación láser ICP-MS, ofreciendo una alternativa más barata a otras técnicas 

utilizadas para el mismo propósito, como la radiación sincrotrón XRF. 

 En los procedimientos estándar de ICP-MS  se requiere un consumo considerable 

de la muestra después de la digestión de la misma (aproximadamente 2 ml de solución 

para un análisis multielemental), lo que implica la necesidad de al menos 50-100 mg de 

material. Esto puede ser un problema para la detección de metales unidos a proteínas en 

genómica estructural. Por lo tanto, es necesario el uso de nebulizadores con micro y 

nanoflujos, lo que permite analizar metales en la muestra consumiendo entre 1 y 5 

muestra µl. 

 La alta sensibilidad de la ICP-MS hace posible la adquisición de datos de 

concentración  multielemental en muy poca cantidad de muestra, como es el caso de la 

ablación láser (LA) donde se puede realizar  análisis multielemental con resolución 

micrométrica, como se ha demostrado recientemente en estudios de tejidos del cerebro 

[296, 297]. Además, esta capacidad que tiene el ICP-MS de medir simultáneamente 

múltiples elementos, posibilita la medida de las interacciones entre estos en los sistemas 

biológicos [298, 299]. Por otra parte, el ICP-MS ofrece especificidad isotópica, lo que le 

confiere un gran potencial para los estudios de trazadores [300, 301] y para mejorar la 

precisión de los análisis de cuantificación de metalomoléculas mediante el uso de 

técnicas de dilución isotópica [302]. 

 Teniendo en cuenta todas estas características, la espectroscopia atómica no sólo 

es capaz de medir la concentración total de los elementos en una muestra biológica sino 

también  la estequiometría de los heteroelementos en una biomolécula aislada mediante 

cromatografía de alta resolución, electroforesis capilar o electroforesis en gel 2-D [303].  

 El inconveniente que presenta  el ICP-MS está en su incapacidad para caracterizar 

las estructuras de las metalobiomoléculas. Por lo que es imprescindible el uso de la 

espectrometría de masas molecular, combinada con diferentes técnicas de ionización 

tales como ESI [304]  o MALDI [305]. Un ejemplo de este acoplamiento se ha llevado a 

cabo mediante el uso de CE acoplada a ICP-MS y ESI-MS para identificar isoformas de 

metalotioneinas [306]. 
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6.1.2. Análisis de especies de elementos traza en sistemas biológicos mediante 

acoplamiento de técnicas cromatográficas ortogonales de alta resolución,         

HPLC-ICP-MS. 

 Por lo general, la cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) se usa 

inicialmente para fraccionar los metalocompuestos de acuerdo a su  masa molecular 

[307]. Con ello se consigue  la eliminación de polímeros biológicos de masa molecular 

por encima de 100 kDa y la eliminación parcial de sales de los analitos. La SEC ofrece 

una alta resolución a la hora de separar compuestos metálicos en muestras complejas. El 

acoplamiento on-line SEC-ICP-MS es la técnica frecuentemente utilizada para el 

estudio preliminar de especies macromoleculares que contienen metales en muestras 

desconocidas [63, 64, 307]. Cabe señalar que el mecanismo de separación no se basa 

exclusivamente en el tamaño molecular ya que se ha conseguido separar pequeñas 

moléculas organometálicas, por ejemplo compuestos de selenio, que no difieren 

significativamente en su peso molecular [119]. El acoplamiento se lleva a cabo por 

medio de un nebulizador que funciona dentro de un rango de flujo donde la separación 

sea óptima. Los nebulizadores actualmente disponibles funcionan en un rango de flujo 

desde 0,1 a 1000  µl/min. La presencia de sales de hasta 100 mM en el tampón de 

separación no supone ningún problema. Si el tampón de separación contiene disolventes 

orgánicos es necesario añadir oxígeno al plasma para facilitar la combustión.  
 A la hora de analizar moléculas que contienen metales en muestras biológicas, los 

elementos a niveles traza y ultratraza son fácilmente detectados por ICP-MS pero no la 

parte orgánica de la molécula, que requiere el uso online de sistemas de detección 

basados en espectrometría ultravioleta visible (UV-VIS) para especies con grupos 

cromóforos (por ejemplo, proteínas) o refractometría para polisacáridos, a pesar de su 

limitada sensibilidad y selectividad. El interés por evitar la desnaturalización  metal-

ligando y lograr así una buena recuperación hace que la SEC sea una técnica de uso 

frecuente.  Los polímeros de la fases estacionarias de las columnas de exclusión de 

tamaño aceptan muestras muy concentradas (por ejemplo, muestras citosólicas diluidas 

entre 3 y 5 veces) obteniéndose altas recuperaciones para un gran número de 

metaloespecies.  

 Uno de los inconvenientes que tiene el uso de la SEC es que la pureza de los picos 

es por lo general pobre. Incluso cuando está presente en el pico una única especie de un 
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elemento dado, ésta puede coeluir con otras sustancias presentes en la matriz de la 

muestra. De esta manera, la coincidencia del tiempo de elución de un compuesto con el 

de su patrón en una separación SEC no se puede considerar como una prueba definitiva 

en su identificación debido al pequeño número de platos teóricos de estos sistemas 

cromatográficos. Por lo tanto, después de la separación SEC generalmente se aplican 

otras técnicas cromatográficas que utilizan mecanismos de separación diferentes, por 

ejemplo de hidrofobicidad o carga eléctrica, para poder llevar a cabo la purificación de 

las metalobiomoléculas, pudiendose asociar de manera inequívoca un elemento traza en 

particular con una biomolécula en una fracción dada. Para ello se suele utilizar AEC o 

RPC acoplada a ICP-MS. La cromatografía de afinidad (AFC) se recomienda para la 

purificación de complejos metálicos con proteínas [308]. La figura 22 representa el 

típico acoplamiento de técnicas cromatográficas de alta de resolución (HPLC) con   

ICP-MS. 

 

Figura 22. Acoplamiento entre técnicas cromatográficas de alta resolución (HPLC) o 

electroforesis capilar (CE) con ICP-MS provisto de tres tipos de analizadores de masas: 

cuadrupolo, sector magnético y tiempo de vuelo. 

 El acomplamiento de la SEC con la cromatografía  de intercambio aniónico, 

intercambio catiónico, fase reversa, o electroforesis capilar de zona, se ha aplicado 

ampliamente para la especiación de metales unidos a metaloproteínas de cerebro 

humano [309] y tejidos de rata [310, 311], así como para la especiación de selenio en 

leche materna [312], ajo [313] y levadura [314] y especies de arsénico en algas        

[315, 316]. 
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 Para garantizar la pureza del analito antes de llegar al detector se han usado 

técnicas de separación en tres dimensiones, como ejemplo puede citarse el  

acoplamiento SEC-AEC-CEC para el aislamiento de especies de arsénico en algas [317] 

y ostras [314], así como especies de selenio en extractos acuosos de levadura selenizada 

[318]. 

6.1.3. Análisis de especies de elementos traza en sistemas biológicos mediante el 

acomplamiento CE-ICP-MS. 

 La electroforesis capilar (CE) es hoy en día una poderosa herramienta de 

separación para el análisis de complejos en muestras biológicas. Esta técnica ofrece 

numerosas ventajas para el análisis de metaloespecies, como el uso de muestras de 

pequeño tamaño (en el rango de nanolitros), tiempos cortos de análisis, alta resolución y  

ausencia de fase estacionaria, lo que permite el análisis de complejos metálicos lábiles. 

Al utilizar columnas capilares de pequeño diámetro (entre 25 y 100 micras de diámetro 

interno) se elimina el gradiente de temperatura creado por la corriente de flujo formada 

dentro de la columna y, por lo tanto, elimina la difusión molecular y el ancho de banda 

[319]. Otro factor a tener en la CE es su flujo electroosmótico que permite la detección 

simultánea de analitos cargados positiva y negativamente así como moléculas neutras. 

CE se puede acoplar a una amplia gama de  detectores  como UV /Vis [320-322] o ICP-

MS (figura 22) [323, 324]. La CE se utiliza principalmente para la separación de 

moléculas de bajo peso molecular como las metalotioneinas. La mayoría de las 

aplicaciones de CE-ICP-MS se centran en la caracterización de  isoformas de MT [309, 

325]. Las áreas de aplicación de CE-ICP-MS incluyen estudios de unión de metales con 

compuestos de origen biológico, por ejemplo, proteínas recombinantes [326, 327], la 

determinación de la estequiometria de complejos metal-proteína [303, 328, 329] y como 

técnica de separación de segunda o tercera dimensión de fracciones que contienen 

metales que han sido aisladas previamente por otras técnicas cromatográficas          

[330, 331]. 

6.1.4. Análisis de metalobiomoléculas mediante electroforésis en gel con detección 

LA-ICP-MS 

 La electroforesis en gel (GE) de poliacrilamida (PAGE), monodimensional 1D 

(IEF, BN, o SDS) o bidimensional 2D (IEF + SDS) es la técnica más adecuada  para la 

separación de proteínas. El inconveniente principal de esta técnica para el análisis 
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metalómico es la preservación de la unión metal-proteína. Muchos complejos de 

metales con proteínas son lábiles y pueden ser destruidos por intercambio con las 

impurezas metálicas del gel durante las etapas de separación y tinción. En general, el 

aislamiento de metaloproteínas con uniones a metales  no covalentes requiere: 

1) el uso de protocolos de separación no desnaturalizantes. 

2) evitar la presencia de impurezas de metal en los geles. 

3) evitar tinción o el uso de reactivos de tinción ultrapura (por ejemplo, en la 

electroforesis Blue Native) [332]. 

 Las técnicas principales para la detección de geles son la autorradiografía  con el 

uso de marcadores isotópicos radiactivos para  la detección del heteroátomo en las 

estructuras proteica, la radiación sincrotón XRF y la emisión de rayos-X inducida por 

protón (PIXE). No obstante, el acoplamiento LA-ICP-MS ofrece una alternativa muy 

interesante para el análisis de metales y metaloides en los spots de proteínas del gel. 

Esta técnica se basa en la irradiación con láser de la superficie del gel que está dentro 

del espacio electroforético, pasando de una mancha a otra. Los analitos sometidos a 

ablación son arrastrados hacia el ICP  por un flujo continuo de argón, y posteriormente 

los iones se analizan por espectrometría de masas. Como resultado, se obtiene un 

electroferograma en el que la cantidad de un elemento dado es  función de su posición 

en el gel. La detección por LA-ICP-MS es una técnica  potencialmente rápida y bastante 

robusta ya que no está involucrada ninguna otra reacción o etapa de derivatización y la 

señal es, en teoría, directamente proporcional a la cantidad del elemento en el analito del 

gel [333, 334]. 

 El acoplamiento LA-ICP-MS puede realizarse, principalmente, de tres modos 

diferentes  que se presentan en la figura 23: 

1) Barrido de toda la tira electroforética (en el caso de la electroforesis 1D) (figura 

23 a). De esta forma, las metaloproteínas no necesitan ser visualizadas por 

tinción, por lo tanto se reduce al mínimo el riesgo de pérdida de metal [89]. 

2) Irradiación de cada spot con el láser (en el caso de la electroforesis 2D) (figura 

23 b). Una desventaja de esta técnica es que los spots de proteínas deben ser 

visibles con el fin de ser irradiados [335]. 
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3) Modo de imagen (figura 23 c). La alta estabilidad y precisión de LA-ICP-MS 

hacen posible escanear un gel para obtener un mapa de localización de los 

elementos. Los tiempos de análisis en este modo son muy largos. El escaneado 

de un gel de 5 cm
2
 con  100 µm de resolución tarda alrededor de 15 horas, pero 

la técnica permite la identificación de áreas con aumento de las concentraciones 

de metales independientemente de la presencia de spots de proteínas más 

intensos. Puesto que de este modo es posible escanear  las metaloproteínas, no 

necesitan ser visualizadas previamente por tinción [62]. 

 

Figura 23. Principales modos de adquisición de datos en electroforesis en gel mediante LA- 

ICP – MS para el análisis de metalomoléculas en muestras biológicas. a) Escaneo de cada tira, 

b) Irradiación de cada spot, c) Modo imagen [62]. 
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6.1.5. Identificación de metaloespecies por espectrometría de masas molecular 

 La espectrometría de masas proporciona medidas muy precisas de la masa 

molecular y carga de proteínas o péptidos en una muestra. Las medidas de masas de las 

proteínas intactas pueden proporcionar información rápida y valiosa sobre el perfil 

proteico de una muestra, aunque a la hora de identificar una proteína no es práctico 

basarse únicamente en su relación m/z, ya que existen múltiples factores (especialmente 

modificaciones  cotransduccionales o postransduccionales) que pueden variar la masa 

molecular real de una proteína respecto a la masa teórica de la base de datos. Además, 

cuanto mayor es la masa de una proteína, menor es la exactitud de la medida para 

analizadores que trabajan a potencia de resolución constante. Por ello, se han 

desarrollado estrategias complementarias para la identificación de proteínas, como la 

“huella dactilar  peptídica”. 

 Para el análisis de proteínas por espectrometría de masas, se utilizan dos técnicas 

principales de  ionización suaves, ESI y  MALDI, con las que la probabilidad  de 

destrucción de las proteínas se reduce considerablemente y que además poseen una 

elevada  sensibilidad, lo que permite el análisis de las  biomoléculas a niveles de 

femtomol. 

 La ESI se utiliza en sistemas de detección para el análisis de  proteínas on-line 

dentro de un rango de masas 500 - 3000 m/z, las cuales han sido previamente separadas 

por CE o LC. La ESI puede ser utilizada para masas incluso superiores a 3.000 Da 

[336]. Mediante el uso de esta fuente de ionización suave se puede preservar los 

complejos metal-proteínas, de esta manera el acoplamiento ESI con MS permite 

identificar  isoformas de proteínas y estequiometria de complejos metálicos [337].  

 La fuente nano-electrospray (n-ESI), utilizada en el trabajo experimental de esta 

Tesis, es una variante de la fuente ESI que trabaja a un flujo más pequeño. Esta variante 

desarrollada por Wilm y Mann en 1995 [338] es el sistema más sensible para este tipo 

de moléculas y permite llevar a cabo análisis de muestras de las que se dispone de poco 

volumen o en las cuales los analitos se encuentran en una concentración muy baja 

(figura 24). 
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Figura 24. Fotografía de la fuente nano-electrospray (izquierda); Imagen del capilar próximo al 

orificio de entrada al espectrómetro de masas (derecha) 

 La diferencia de diseño más importante entre las fuentes ESI y n-ESI reside en el 

diámetro interno del capilar que contiene la muestra: en ESI el capilar tiene un diámetro 

interno de 500 μm, mientras que en n-ESI se utilizan capilares con un diámetro interno 

de salida de 1 o 2 μm. Por otro lado, en n-ESI la carga de muestra se lleva a cabo con un 

volumen de inyección de 0,2-2 μL, introducida directamente en la aguja donde se 

produce el aerosol. Los flujos que se utilizan se encuentran entre 20-40 nl/min lo que 

implica un consumo mínimo de muestra y una mayor eficiencia en la ionización  en el 

número de iones sometidos al análisis de masas (los iones se producen con más 

eficiencia a medida que el tamaño medio de las microgotas del spray disminuye). En   

n-ESI se generan gotas de tamaño inferior a 200 nm, entre 100 y 1000 veces más 

pequeñas que las producidas en una fuente ESI normal. Además, el pequeño tamaño del 

spray formados en n-ESI permite la introducción de una fracción mayor de los iones 

hacia el interior del espectrómetro de masas. 

 En relación a una fuente ESI, la n-ESI presenta mayor tolerancia a la composición 

y el pH de las matrices analizadas y  permite nebulizar soluciones que contengan hasta 

0.1M de sales. Además, la fuente n-ESI presenta algunas ventajas respecto a otras 

fuentes de ionización como la ausencia completa de cualquier contaminación cruzada, 

escasas posibilidades de pérdida de muestra, y la capacidad de escoger y cambiar el 

disolvente a voluntad, aún durante el análisis [339]. 

 Como analizador de masas se recomienda el uso de TOF-MS ya que se consigue 

una exactitud 5-10 mg/g en la medida de la masa molecular (Mr)  lo que permite la 

determinación de la fórmula empírica de metaloespecies con el  Mr <500. La 

información estructural puede ser adquirida por la disociación inducida por colisión 
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(CID) de un ion seleccionado por un filtro de masa cuadrupolar seguido de la medida 

del ion producto mediante un analizador de masas cuadrupolar o un TOF. Para 

completar la caracterización de las metalomoléculas suele ser necesario el uso de otros 

procedimientos analíticos, como la acidificación post-columna para disociar los 

complejos formados por los bioligandos, o la digestión enzimática antes de la 

secuenciación de aminoácidos mediante espectrometría de masas en tándem como    

ESI- MS / MS [340, 341]. Tras la adquisición de los datos, éstos son comparados con 

las bases de datos de secuenciación de modo automático [342] o interpretados 

manualmente [343, 344]. 

 El inconveniente del uso de  ESI-MS es la influencia en la señal de los iones  

concomitantes generados por los componentes de la matriz, los cuales suprimen la 

ionización de las especies de interés. Por lo tanto, es necesaria la purificación previa de 

las especies por cromatografía líquida multidimensional antes de ser introducidas en la 

fuente de iones con el fin de evitar la llegada simultánea del ion del analito y los iones 

más abundantes de otras especies [345, 346]. 

 La fuente MALDI es otra de las técnicas de ionización suave más utilizadas para 

análisis de proteínas. Esta fuente de ionización suele asociarse a un analizador de 

tiempo de vuelo (TOF) en el que los iones se separan en función de su relación masa-

carga  tras ser acelerados en un campo eléctrico, o a un analizador TOF/TOF que  

proporciona un mejor enfoque de los iones y, por tanto, mayor resolución y precisión 

másica. En el primer TOF los iones son acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la 

fragmentación metaestable. Posteriormente se selecciona un determinado ión y sus 

iones fragmento, que son acelerados a un potencial mayor y separados en el segundo 

TOF.  

 En MALDI, la muestra se mezcla con un exceso de la matriz inductora de la 

ionización sobre una superficie de metal de tal forma que ambas co-cristalizan cuando 

se evapora el solvente (figura 25). Esta preparación es sometida  a pulsos cortos de 

radiación láser en una celda de vacío lo que provoca que la absorción de energía por 

parte de la matriz se convierta en energía de excitación y en transferencia de H
+
 a la 

muestra (ionización) dando lugar, normalmente, a especies monocargadas. El área 

irradiada, de unas pocas micras, se calienta dando lugar a la desorción de los iones de 

fase sólida a fase gaseosa (figura 25). 
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 La fuente MALDI es más tolerante que la fuente ESI para una mayor masa de 

muestra y frente a contenidos mayores de sales, tampones y otras sustancias. La fuente 

MALDI acoplada con un analizador TOF / TOF se ha utilizado para la identificación y 

caracterización de isoformas de MTs en líneas celulares de próstata [347]. El sistema 

MALDI-MS también se ha utilizado para el estudio de complejos de cadmio con 

metalotioneinas en hongos después de la exposición a cadmio [348]. Se ha comprobado 

que el dispositivo  MALDI-TOF constituye una técnica adecuada para los estudios de 

interacción de metalotioneinas con otras moléculas, principalmente metales y 

medicamentos [349]. 

 

Figura 25. Esquema del funcionamiento del dispositivo de análisis de masas                  

MALDI-TOF-MS. 
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1. INSTRUMENTACIÓN ANALÍTICA 

1.1. Instrumentación empleada para la preparación de muestra 

 La preparación de extractos citosólicos a partir de los  diferentes órganos de ratón 

se lleva a cabo mediante homogenización criogénica con un criohomogeneizador 

modelo SPEX SamplePrep Freezer/ Mill 6770 (Metuchen, Nueva Jersey, EE.UU.).  

Estos órganos criohomogenizados se extraen con un homogenizador  teflón-vidrio. Los  

extractos citosólicos se someten a ultracentrifugación mediante el uso de una 

ultracentrífuga Beckman L9-90K DE Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) provista 

de un rotor Beckman 70.1 Ti (Beckman Coulter) y tubos de policarbonato de 10 ml 

(Beckman Coulter). 

 La preparación de suelos y sedimentos se ha llevado a cabo mediante trituración 

de los mismo en mortero de ágata seguido por tamizado con malla de 2 mm y 0.63 µm.  

 La determinación de metales totales en extractos citosólicos, suelos y sedimentos 

se lleva a cabo mediante mineralización de las muestras en reactor cerrado de teflón 

modelo MARSXpress utilizando un  horno de microondas modelo MARS (CEM 

corporation, Mattews, Carolina del Norte, Estados Unidos). El extracto resultante de las 

muestras de suelos y sedimentos se filtra a través de filtros Iso-Disc poly-(vinylidene 

difluoride) (PVDF) de 25 mm de diámetro y 0,45 µm de tamaño de poro (Sigma 

Aldrich), antes de su análisis mediante ICP-MS. Para filtrar los extractos citosólicos 

antes de su análisis mediante SEC-ICP-MS se emplean filtros análogos pero de 0,2 µm. 

  Las fracciones de extractos citosólicos aisladas mediante SEC se liofilizan con un 

equipo  VirTis Bechtop (SP Scientific, Gardiner, Nueva York, Estados Unidos) a -50 ºC 

y 70 torr de presión. 

 Las medidas de pH  en todas las disoluciones se lleva a cabo con un pH metro 

modelo Crison micropH 2000 (Crison Instruments, S.A. Barcelona, España). 

 La determinación del contenido de proteínas en las fracciones citosólicas de los 

ratones Mus spretus se ha llevado a cabo mediante el método de Bradford usando un 

espectrómetro UV/Vis modelo Thermo Spectronic Helios γ (Thermo Scientific, 

Barcelona). 
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1.2 Instrumentación empleada  las separaciones cromatográficas 

 La separación cromatográfica por exclusión de tamaño se ha llevado a cabo con 

diferentes columnas en función del rango de fraccionamiento y sus dimensiones. El uso 

de columnas analíticas (debido a su menor tamaño) es adecuado para el estudio 

preliminar de los extractos citosólicos. Posteriormente para el fraccionamiento y 

aislamiento de las fracciones de interés se usan columnas preparativas de mayor 

tamaño. 

Las columnas utilizadas son las siguientes:  

1) Rango efectivo de separación de  3-70 KDa 

 Analítica     →   Superdex
TM

 75  10/300 GL (10 x 300 mm x 13 µm) 

 Preparativa  →  Hiload 26/60 Superdex  75  prep grade (26 x 600 mm x 34 

 µm) 

Estas columnas se han usado para separar moléculas de peso molecular 

intermedio unidas a diferentes metales como Cd, Hg, Zn o Cu. 

2) Rango efectivo de separación ˂ 10 KDa 

 Analítica    →   Superdex
TM

  Peptide  10/300 GL (10 x 300 mm x 13 µm)   

 Preparativa  →  Hiload 26/60 Superdex  30  prep grade (26 x 600 mm x 34 

 µm) 

Estas columnas se han usado para separar moléculas de bajo peso 

molecular como son los arsenocompuestos. 

 Todas estas columnas fueron suministradas por GE  Healthcare (Uppsala, Suecia). 

La fase estacionaria consta de moléculas de dextrano unidas covalentemente a agarosa 

fuertemente enlazada. 

 En las fracciones aisladas mediante SEC, se elimina la presencia de sales 

mediante columnas “Hitrap desalting” (1,6 x 2,5 cm) (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) 

con un rango de fraccionamiento de 1000-5000 Da y fase estacionaria  Sephadex G25, 

formada por entrecruzamientos de dextrano. 
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 En la segunda dimensión cromatográfica se han usado las siguientes columnas: 

 Cromatografía en fase reversa →  Spherisorb ODS 2 (25 cm x 4,6 mm x     

5 µm) (Waters, Milford, MA, USA). La fase estacionaria está formada por 

grupos octadecilsilano enlazados químicamente con micropartículas de gel de 

sílice. 

 Esta columna se ha usado en el presente estudio para la separación de 

isoformas de metalotioneina en extractos citosólicos de ratón expuesto a cadmio. 

 Cromatografía de intercambio aniónico → Hamilton PRP X-100 (250 x     

4,6 mm x 5 µm) (Hamilton, Reno, NV, USA). La fase estacionaria utiliza un 

relleno de poliestireno-divinilbenceno que posee grupos de amonio cuaternario 

como intercambiador aniónico. 

 Para llevar a cabo la SEC a escala preparativa se ha utilizado un cromatógrafo 

líquido de baja presión (AKTA-Prime System, Amersham Biosciences). El sistema 

AKTA-Prime, está equipado con un colector de fracciones, válvula de inyección y 

doble sistema de detección, ultravioleta-visible y de conductividad. En este último caso 

también se ha usado con columnas de eliminación de contenido salino. La adquisición y 

tratamiento de datos se ha realizado con el programa del equipo (Primeview 5.0, 

Amersham Biosciences). 

 Para las separaciones cromatográficas a escala analítica se ha empleado un 

cromatógrafo líquido de alta presión HPLC 1100 Series de Agilent (Wilmington, DE, 

EE.UU.), equipado con un detector UV, válvula de inyección modelo 7725i Rheodyne 

(Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.) y bomba cuaternaria. 

1.3. Espectrómetro de masas atómico 

 La detección de metales totales y metales unidos a biomoléculas en los extractos 

citosólicos de tejidos de ratón se ha realizado con un  espectrómetro de masas atómicas 

ICP-MS Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japón), equipado con celda de 

colisión/reacción de tipo octapolo (ORC), lo permite reducir significativamente las 

interferencias poliatómicas formadas a partir de la matriz de la muestra, reactivos 

utilizados para la preparación de la muestra o gases del plasma. Las interferencias 

poliatómicas más comunes  se resumen en la tabla 4. 



 PARTE EXPERIMENTAL 
 

92 
 

Isótopo Abundancia Interferencia 
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Tabla 4. Diferentes isótopos de los elementos objeto de estudio, sus abundancias relativas y las 

principales interferencias que afectan a cada uno de ellos. 
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 Como gas de reacción se ha usado hidrógeno,  adecuado para eliminar las 

interferencias de Fe y Se.    

 Como gas de colisión se ha usado helio, que al ser un gas inerte no reacciona con 

la matriz de la muestra y no origina nuevas interferencias. Este gas  elimina múltiples 

interferencias y puede ser aplicado a todas las matrices y a todas las muestras utilizando 

condiciones analíticas comunes. 

 La introducción de la muestra en la corriente de gas del plasma se ha llevado a 

cabo mediante el uso de un nebulizador MicroMist de Glass Expansion (Melbourne, 

Australia) que permite un caudal líquido de 0,05 a 0,8 ml/min y un caudal gaseoso entre 

0,7 y 1 L/min. Este sistema mejora considerablemente la relación señal/ruido, minimiza 

el gasto de argón y tienen una elevada tolerancia a las sales disueltas. Otra ventaja de 

este nebulizador es su fácil acoplamiento con el sistema HPLC. Sin embargo, este 

nebulizador presenta algunas desventajas ligadas a su pobre resistencia al ácido 

fluorhídrico porque está fabricado con vidrio, se obtura fácilmente por acumulación de 

micropartículas o sólidos disueltos y su precio es elevado. 

 Antes de cada análisis el ICP-MS se calibraba en modo estándar con una 

disolución de calibración de 1 μg /L de Li, Y, Co, Ce y Tl en 2% HNO3, seguido de una 

optimización en modo He, y otra en modo H2, en función del gas usado para el estudio. 

De esta manera se ajustan los parámetros más importantes del equipo de los cuales 

depende la sensibilidad de éste como son la posición de la antorcha, flujo de gas y 

posición de las lentes extractoras.   

 La monitorización de la señal se lleva a cabo mediante los isótopos  
7
Li, 

89
Y y 

205
Tl, que permite cubrir todo el rango de masas que mide el equipo. 

 Los valores típicos de sensibilidad obtenidos para una disolución de 1 μg /L de Li, 

Y, Tl y Ce, en modo estándar (sin celda colisión/reacción) son para 
7
Li > 4000 cps 

(cuentas por segundo), 
89

Y > 8000 cps y 
205

Tl > 5000 cps, siendo la RSD menor del 

10% en los tres casos. El nivel de óxidos (MO
+
) se mide a partir de la relación CeO/Ce, 

ya que el 
140

Ce se une al oxígeno (O2) formando un enlace muy fuerte, siendo CeO muy 

estable en el plasma. Por tanto esta relación nos informa sobre la presencia de óxidos 

generados en el plasma, debiendo ser inferior al 2%. La reducción de dobles cargas M
2+

 

se optimiza a un porcentaje inferior al 2,5% teniendo en cuenta la relación Ce
2+

 /Ce
+
. 
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 Los valores de sensibilidad obtenidos para el modo He son superiores a 2000 cps 

para 
59

Co, siendo la RSD inferior al 10%. Los valores de sensibilidad obtenidos en 

modo H2 son para 
89

Y superiores a 2000 cps, con una RSD inferior al 10%. 

 La optimización del flujo del gas de reacción/colisión para la determinación de 

elementos totales, se llevó a cabo mediante la preparación de una muestra (extracto 

citosólico de tejido de ratón) dividida en dos alícuotas de 5 mL previamente 

mineralizadas. A una de las alícuotas se le añaden los elementos de interés a una 

concentración de 10 μg /L, y a la otra se le añade un volumen igual de agua Milli-Q 

obteniendo así la misma dilución en ambas alícuotas, y por tanto la misma matriz. 

Utilizando estas disoluciones se realizan medidas con el ICP-MS aplicando de forma 

automática una rampa de flujo de gas de reacción/colisión. La gráfica de sensibilidad  

(cps) de los distintos isótopos de interés, utilizando una muestra fortificada con 10 μg /L 

de dichos isótopos, se compara con las señales obtenidas de las muestras no fortificadas  

y la señal correspondiente a la concentración equivalente al ruido de fondo (BEC),  

frente al flujo de gas de colisión/reacción (mL /min). El flujo de gas óptimo se 

selecciona  de manera que la sensibilidad de los isótopos,  tanto en la disolución 

fortificada como no fortificada,  sea máxima y al mismo tiempo que la BEC sea 

mínima.  

1.4. Espectrómetro de masas molecular 

 La caracterización de los complejos de las isoformas de la metalotioneína con 

diferentes metales se ha llevado a cabo en un espectrómetro de masas con analizador de 

cuadrupolo - tiempo de vuelo modelo QSTAR XL Hybrid system (Applied Biosystem, 

Foster City, CA, USA), equipado con fuente de ionización nanospray (nESI). 

 Las fracciones de proteínas purificadas mediante RPC se introdujeron en la fuente 

de ionización  mediante capilares PROXEON (NanoES, Pronata, Dinamarca). Antes de 

cada análisis, el instrumentos se calibraba diariamente con renina (Mw 879.97 Da; 

Applied Biosystems/PE Sciex, Foster City, CA, USA). El tratamiento de datos se hizo 

mediante el software del equipo, Analyst QS software. 
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2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES PATRÓN 

 Todas las disoluciones acuosas se preparan en agua ultrapura (18,2 MΩ) obtenida 

mediante un sistema Milli-Q Gradient de Millipore (Watford, Reino Unido) y todos los 

reactivos utilizados son de la mayor pureza disponible. 

 Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), L-Glutatión reducido (GSH), benzonasa 

(Ultrapure grade),  hidrocloruro de tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (BioUltra grade, ˃ 

98%). Trizma base utilizado en la preparación de extractos citosólicos,  así como el 

dihidrógeno fosfato sódico empleado en la preparación de la fase móvil utilizada en 

AEC  para la separación de arsenocompuestos, fueron suministrados por Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemania). 

 Los experimentos de exposición se llevaron a cabo usando cloruro de cadmio, 

cloruro de mercurio y arsenato sódico, todos suministrados por Merck (Darmstadt, 

Alemania), 

 El acetato amónico (Suprapure grade) para la preparación de la fase móvil en SEC 

y RPC, amoniaco (Suprapur grade) y ácido clorhídrico para ajustar el pH de las 

disoluciones, fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). El metanol usado 

en la preparación de la fase móvil de RPC fue suministrado por Tecknokroma (Sant 

Cugat del Vallés, Barcelona, España). 

 Las fases móviles para SEC, RPC y AEC se prepararon diariamente y se filtraron 

a vacío mediante filtros de membrana de nitrato de celulosa (tamaño de poro de 0,45 

µm) (Sartorius, Epson, Reino Unido) antes de su uso. 

 Las columnas de exclusión de tamaño se calibraron con los siguientes patrones: 

 Ferritina (440 KDa, pureza 95%), albumina de suero bovina (BSA) (67 KDa, 

pureza ≥ 96 %), superóxido dismutasa (SOD) (32KDa, pureza 70%), metalotioneina I (7 

KDa , pureza ≥ 95 %), Vitamina B12 (1,35 KDa, pureza ˃ 96 %), L-glutatión reducido 

(307 Da, pureza 98 %) y arsenobetaína (179 Da, pureza ≥ 98 %). Todos fueron 

suministrados por Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania) excepto la metalotioneina I, 

que fue suministrada por Enzo Life Sciences (Madrid) y la arsenobetaína que fue 

suministrada por Merck (Darmstadt, Alemania). 
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 Tanto la metalotioneina I como la II (Enzo Life Sciences, Madrid), ambas aisladas 

de hígado de conejo, conteniendo un 9% de Cd y Zn, se usaron para calibrar la columna 

RPC y así poder identificar los tiempos de retención de cada una de ellas. 

 Los patrones de arsenito (As
III

) y arsenato (As
V
) sódico, ácido monometil (MMA), 

dimetil (DMA), trimetil arsénico (TMA), óxido trimetilarsina (TMAO) y arsenobetaina 

(AsB), que se usaron en la calibración de la columna de AEC para la determinación de 

arsenocompuestos, fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). 

 El ajuste del  ICP-MS se realizó con una disolución de Li, Y, Tl y Ce al 2% en 

HNO3 suministrada por Agilent Technologies (California, Estados Unidos), empleando 

una concentración de 1 μg /L. 

 Los gases utilizados (argón, helio e hidrógeno) fueron de la más alta calidad 

comercial posible, siendo suministrados por Air Liquide España, S.A (Madrid, España). 

 Para la determinación de metales totales en extractos citosólicos, suelos y 

sedimentos, se utilizó una disolución primaria multipatrón-2A que contenía todos los 

elementos de interés (10 mg/mL en 2% HNO3, Agilent Technologies, California, 

Estados Unidos), a partir de la cual se prepararon las disoluciones para las rectas de 

calibrado. 

 Para la determinación de proteínas en los extractos citosólicos se usó el reactivo 

Bradford proporcionado por Bio-Rad (Múnich, Alemania) e hidróxido sódico 

suministrado por Merck (Darmstadt, Alemania). 

3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

3.1. Zonas de muestreo de ratones silvestres (Mus spretus), suelos y sedimentos 

 El muestreo de ratones de vida libre Mus spretus se realizó en dos periodos de 

tiempo distintos:  

a) El primer periodo se llevó a cabo entre noviembre y diciembre de 2009 en dos 

áreas del Parque Nacional de Doñana, al suroeste de España (trabajo 

desarrollado  en el articulo  J. Anal. At. Spectrom., 26 (2011) 141-149 que 

integra esta Tesis) [157]. El Lucio del Palacio (LDP) (punto verde de la figura 

26), se encuentra en el corazón de la Reserva Biológica de Doñana, y se 
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considera zona  no contaminada de acuerdo con  resultados anteriores [31]; 

(b)  La Rocina (ROC) (punto amarillo de la figura 26), situada en el curso alto 

del arroyo de la Rocina, al noroeste de Doñana. Esta zona  se considera 

contaminada ya que está rodeada por áreas agrícolas (campos de fresa, cítricos y 

viñedos), que aportan  metales y plaguicidas a este curso de agua. Además, esta 

zona está afectada por la contaminación difusa de las actividades petroquímicas 

y químicas del Polo Industrial de Huelva y por las aguas ácidas y  metales 

que provienen de las actividades  metalúrgicas de las minas de Rio Tinto, al 

noroeste de la provincia de Huelva. 

b) El segundo periodo de muestreo se sitúa entre noviembre y diciembre de 2010, 

considerando 5 áreas en el entorno del  Parque Nacional de Doñana (estudio 

recogido en el artículo Current Analytical Chemistry 9 (2013) 229-243 que 

integra esta Tesis) [198]. Además de las dos áreas mencionadas anteriormente, 

LDP y ROC, se muestreó en El Partido (PAR) (punto lila de la figura 26) y El 

Ajolí (AJO) (punto naranja de la figura 26) situados en el curso alto y bajo del 

arroyo El Partido, respectivamente. Estas zonas están rodeadas de campos de 

cítricos y viñedos. Por último, El Matochal (MAT) (punto azul de la figura 26), 

situado próximo al Río Guadiamar, que está afectado por campos de arroz, y 

refleja las consecuencias del vertido tóxico sobre el río Guadiamar  originado 

por  la ruptura de la balsa de residuos de la mina de Aznalcollar en 1998 [262]. 

La figura 26 muestra el mapa de la Reserva biológica de Doñana con las zonas 

donde se realizó el muestreo. De  manera más específica, la tabla 5 muestra las 

coordenadas UTM de cada zona de muestreo y el número de ratones machos y 

hembras capturados.   
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 Figura 26. Zonas de muestreo en el Parque Nacional de Doñana y alrededores. 

 

Area (códigos) Coordenadas UTM 
Ratones 

(muestreo 2010) 

Ratones 

(muestreo 2009) 

 X Y Macho Hembra Macho Hembra 
Lucio del Palacio 

(LDP) 
193800 4099515 8 4 18 15 

La Rocina (ROC) 178653 4119937 7 5 7 4 

El Ajolí (AJO) 192352 4124977 9 8   

El Matochal (MAT) 208681 4102207 7 6   

El Partido (PAR) 191173 4124977 8 9   

 

Tabla 5. Coordenadas UTM de las zonas de muestreo estudiadas y número y sexo de los 

ratones Mus spretus capturados en estas. 

 

 La captura de los ratones se llevó a cabo con trampas de animal vivo Sherman 

(figura 27), usando como cebo crema de avellana untada sobre pan. Las trampas se 

colocaban a última hora de la tarde y se recogían por la mañana. Para evitar la muerte 

por hipotermia de los ratones a primera hora de la mañana, se introdujo en las trampas 

algodón hidrófobo. Al  recoger las trampas se seleccionaban los ratones y se liberaban 

otras especies capturadas como  musarañas o ratas. Las trampas con los animales 

capturados se transportaban al laboratorio para  determinar el sexo, peso y dimensiones 

de la cola y el tronco antes de llevar a cabo el tratamiento de muestra. 
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Figura 27. Trampa Sherman y ratón capturado en su interior. 

 Por otra parte, se muestreó sedimentos y suelos en los cinco puntos de muestreo 

ya mencionados. La toma de muestra se realizó en tres puntos distintos de cada área de 

muestreo. Se tomaron los 20 cm superiores en cada punto, excepto en los suelos 

arenosos que se recogieron sólo los 4 cm superiores con materia orgánica. Las muestras 

se secaron al aire y se almacenaron en recipientes de polipropileno hasta su análisis. 

3.2. Experimentos de exposición con ratones de laboratorio Mus musculus 

 Para los experimentos de exposición a diferentes metales se utilizaron ratones 

machos de 7 semanas y  de 20 a 28 gramos de peso de la especie modelo M. musculus, 

variedad BALB/cByJ, suministrados por Charles River (Barcelona, España). Estos 

ratones se mantuvieron en jaulas metabólicas acondicionadas durante todo el 

experimento (figura 28) sometiéndolos  a  ciclos de luz/oscuridad cada 12/ 24 horas. Se 

les  administró una dieta estándar  y agua “ad libitum” a lo largo de todo el experimento 

y durante una semana antes, para lograr su aclimatación antes de la experiencia. Se 

utilizó pienso con la siguiente composición: 11,9% agua, 16.1%  proteínas, 3,1% 

aceites, 60% de extracto libre de nitrógeno  (incluyendo almidón, azúcares, fibras, etc) y 

5,1%  minerales. La concentración de cada elemento en el pienso fue la siguiente (los 

límites recomendados para cada uno de estos elementos se indican en paréntesis): 70 

mg/ kg Mn (40–100 mg kg
-1

), 17 mg /kg Cu (10–35 mg /kg), 200 µg /kg Pb (˂ 1500 µg 

/kg), 21 µg/kg Hg (˂ 100 µg /kg), 70 µg/ kg As (˂1,000 µg /kg), 51 µg/ kg Cd (˂ 250 µg 

/kg), 160 µg /kg Se (˂ 600 µg /kg). 
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Figura 28. Ratones Mus musculus en jaulas metabólicas durante los experimentos de 

exposición. 

3.2.1. Experimento de exposición a cadmio 

 Se utilizaron un total de 40 ratones Mus musculus, que se dividieron en dos 

grupos: grupo de exposición y grupo control. Treinta ratones fueron expuestos  a 

cadmio mediante inyección subcutánea (100 µL) utilizando dosis crecientes de 0,1 a 1 

mg/Kg/día de cadmio, en  forma de CdCl2, durante un total de 10 días. Los ratones se 

distribuyeron en tres subgrupos de 10 ratones (A, B y C), separados de la colonia y 

sacrificados los días 2, 6 y 10 del experimento, respectivamente. Por otro lado, se 

tomaron 10 ratones como grupo control a los que se les inyectó subcutáneamente       

100 µL de agua ultrapura al día durante los 10 días del experimento. La figura 29 

muestra el esquema del experimento de exposición. 
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Figura 29. Experimento de exposición a cadmio en ratones  

de laboratorio Mus musculus.  

 

3.2.2. Experimento de exposición a mercurio 

 Se utilizaron 20 ratones Mus musculus divididos  en dos grupos: (a) grupo de 

exposición formado por 15 ratones expuestos a mercurio mediante inyecciones 

subcutáneas (120 µL) empleando una dosis de 3 mg de Hg (HgCl2) por kg de peso 

corporal por día, durante un período de 14 días. Se consideraron tres subgrupos de 5 

ratones cada uno (A, B y C), separados y sacrificados los días 2, 7 y 14 del experimento, 

respectivamente. Para el grupo control se utilizaron 5 ratones a los que se les inyectó 

subcutáneamente 120 µL de agua ultrapura al día durante los 14 días del experimento. 

La figura 30 muestra el esquema del experimento de exposición.   
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Figura 30. Experimento de exposición a mercurio en ratones 

 de laboratorio Mus musculus.  

 

3.2.3. Experimento de exposición a arsénico 

 Se utilizaron 20 ratones Mus musculus, a los que se sometieron a exposición a 

arsénico mediante administración oral (100 µL) de una dosis de 4,3 mg de As 

(Na3AsO4) por kg de peso corporal por día durante 7 días. Se consideraron tres 

subgrupos de 5 ratones cada uno (A, B y C), separados y sacrificados los días 2, 4 y 7 

del experimento, respectivamente. En el grupo control se utilizaron 5 ratones a los que 

se les administró oralmente 100 µL de agua ultrapura al día durante los 7 días del 

experimento. La administración oral llevó a cabo con una cánula gástrica como la que 

se muestra en la figura 31. La figura 32 muestra el esquema del experimento de 

exposición. 
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Figura 31. Cánula gástrica usada para la administración oral del arsénico. 

 

 

Figura 32. Experimento de exposición a arsenico en ratones 

 de laboratorio Mus musculus 
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3.3. Manipulación de los animales de experimentación y tratamiento de los 

órganos. Preparación de extractos citosólicos. 

 Tanto los ratones Mus spretus capturados en el Parque Nacional y su entorno 

como los ratones Mus musculus sometidos a las experiencias de exposición fueron 

anestesiados por inhalación individual de isoflurano, extrayendo la sangre mediante  

punción cardiaca. Posteriormente se diseccionaron utilizando un bisturí de cerámica 

transfiriendo los órganos rápidamente a hielo seco. De forma individual se extrajeron el 

hígado, cerebro y riñón de cada animal y se pesaron en viales Eppendorf, se limpiaron 

con una solución de NaCl al 0,9%,  y posteriormente se congelaron en nitrógeno líquido 

para su almacenamiento a -80 º C hasta su estudio. Los animales fueron manipulados de 

acuerdo con las normas establecidas por la Comunidad Europea. La investigación se 

llevó a cabo después de la aprobación por el Comité Ético de la Universidad de Huelva 

(España). El procedimiento de preparación de extractos citosólicos optimizado en este 

estudio consta de  una serie de etapas que se describen a continuación: 
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Etapa 1 

• Acondicionamiento de la muestra: Una mezcla de 5 órganos (higados, 
cerebros o riñones) de 5 ratones diferentes (pero pertenecientes en el caso 
de Mus spretus a la misma zona de muestreo o en el caso de Mus musculus 
al mismo grupo de exposición), son triturados con ayuda de un mortero de 
agata para facilitar de esta forma el proceso de criohomogenización.  

Etapa 2 

• Criohomogenización: Los extractos son homogenizados con nitrógeno 
líquido y pulverizados por la acción de una barra metálica magnética 
dentro del criohomogenizador durante 1 minuto a velocidad de15 pulsos 
por segundo.         

Etapa 3 

• Pesada del producto de la criohomogenización: Una vez 
criohomogenizado, el sólido obtenido se pesa en tubos Falcon 
(esterilizados) de 50 mL previamente congelados en nitrógeno líquido para 
evitar la descongelación de los extractos criohomogenizados. 

Etapa 4 

• Extracción de proteinas citosólicas: Se añade 3mL de disolución 
tampón extractante por cada gramo de órgano criohomogenizado. Esta 
disolución contiene TRIS-base 25mM a pH=7,2 (para mantener las 
proteinas en unas condiciones idóneas y evitar su desnaturalización), 
glutatión reducido (GSH) 1 mM (agente reductor que evita la formación 
de puentes disulfuros) y PMSF 1mM (inhibidor de proteasas).                                                                                                  
Alternativamente se utilizó como tampón 20 mM de acetato amónico en 
lugar de TRIS-base para evitar el cambio de medio al utilizar  acetato 
amónico como fase móvil en la columna de exclusión de tamaño. En este 
caso se utilizó tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) 1 mM como agente 
reductor debido a que carece de propiedades complejantes a diferencia de 
GSH, que tiene cierto carácter quelatante debido a la presencia de grupos 
SH en su molécula. 

Etapa 5 

• Homogenización: La homogenización de los órganos pulverizados con la 
disolución tampón de extracción se lleva a cabo en un homogenizador 
vidrio/teflón, el cuál se utiliza durante 5 periodos de 10 segundos. Todo el 
proceso se lleva a cabo a 4ºC. 

Etapa 6 

• Incubación con Benzonasa: Para evitar el efecto de las nucleasas se 
añade a un volumen de extracto (que se mide mediante una pipeta de 
vidrio) una cantidad adecuada de benzonasa (50 U/µL) por cada 1mL de 
extracto obtenido de extracto obtenido. La incubación se lleva a cabo a 
temperatura ambiente durante 30 minutos. Este tratamiento solo se 
practicó en la exposición de los ratones a cadmio.   

Etapa 7 

• Ultracentrifugación: Los extractos se centrifugan en tubos de 
policarbonato (Beckman) para el rotor 70.1 Ti (45000rpm, 60min a 4ºC). 
De esta forma se eliminan restos de orgánulos y membranas celulares. 

Etapa 8 

• Almacenamiento: Los extractos se congelan en hielo seco y se almacenan 
seguidamente a  -80ºC hasta su análisis. 
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3.4. Determinación del contenido total de metales en los extractos citosólicos de 

hígado y riñón de Mus spretus 

 Para la determinación del contenido total de metales en los extractos de hígado y 

riñón de Mus spretus se pesaron exactamente  0.250 g del extracto en reactores de teflón 

MiniExpress de 5 mL del microondas MARS (CEM). Posteriormente se añaden 800 µL 

de una mezcla de ácido nítrico y peróxido de hidrógeno (4:1 v/v). Tras 10 minutos de 

predigestión en recipiente abierto, se lleva a cabo el ataque en horno de microondas. La 

muestra se mineraliza a una potencia de   400 W y una rampa de temperatura que va 

desde temperatura ambiente a 160 º C durante 15 min, manteniendo  esta temperatura 

durante 40 min. A continuación, los extractos mineralizados se trasvasan a matraces 

aforados de 2 ml  donde se enrasan con agua ultrapura. Estas disoluciones se filtran con 

filtros hidrófilos PVDF 0,45 µm antes de su análisis mediante ICP-MS. El análisis se 

llevó a cabo mediante adición de rodio (Rh) como patrón interno a una concentración de 

1 µg/ ml. Todos los análisis se realizaron con tres repeticiones. 

 La optimización de los diferentes parámetros del ICP-MS: posición de la 

antorcha, caudal del gas de nebulización, potencia de radiofrecuencia y voltaje de las 

lentes iónicas se realizó diariamente con una disolución de 1 μg /L de Li, Y, Ce y Tl, al 

2% en ácido nítrico. Tras la optimización de los parámetros se comprueba la calibración 

de las masas, la resolución espectral y los porcentajes de óxidos e iones doblemente 

cargados. A su vez se optimizan los flujos de gas de colisión/ reacción usando el 

método expuesto en el apartado 1.3. Las condiciones operacionales óptimas para el 

análisis del contenido total de metales en los extractos citosólicos de hígado y riñón se 

resumen en la tabla 8. 

3.5. Determinación del contenido total de metales en suelos y sedimentos 

 Las muestras secan al aire y se tamizan con un tamiz de luz de malla de 2 mm. 

Las muestras tamizadas se trituran en mortero de ágata y se tamizan por segunda vez 

con un tamiz de luz de malla de 0,63 µm. 

 Se pesan 0,250 g de cada muestra tamizada en reactores de teflón Express (CEM)  

y se añaden 5 mL de ácido nítrico, 2 mL de ácido fluorhídrico y 1 mL de ácido 

clorhídrico, antes de ser introducidos en el horno microondas. La mineralización se 

llevó a cabo usando una potencia de 800 W y una rampa de temperatura desde 
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temperatura ambiente hasta 180ºC en 10 minutos y se mantuvo a esta temperatura 

durante 50 minutos. Después de la digestión se añaden 6 mL de ácido bórico para 

neutralizar el exceso de ácido fluorhídrico. Posteriormente, las muestras mineralizadas 

se enrasan a 25 mL mediante adición de agua ultrapura, y se filtran con filtros hidrófilos 

PVDF 0,45 µm antes de su análisis mediante ICP-MS. El análisis se llevó a cabo 

mediante adición de rodio (Rh) como patrón interno a una concentración de 1 µg/ mL. 

Todos los análisis se realizaron con tres repeticiones. Las condiciones óptimas de 

medida son las mismas que se resumen en la tabla 8. La viabilidad del método de 

digestión se comprueba mediante ensayos de recuperación con la adición a las muestras 

de 1, 5, 50 y 100 µg/L de los elementos de interés dependiendo de la concentración 

relativa de cada metal en las muestras. Los resultados obtenidos en los ensayos de 

recuperación y los límites de detección de cada metal se muestran en la tabla 6. 

 Cu Zn As Cd 

Recuperación (%) 89 121 105 99 

LDO (μg L
−1

) 0.118 1.023 0.031 0.002 

 

Tabla 6. Recuperación y límite de detección obtenidos para cada metal en el análisis de suelos y 

sedimentos del Parque Nacional de Doñana y alrededores. 

 

3.6. Determinación del contenido total de proteínas en extractos citosólicos de 

hígado y riñón de ratón   

 El contenido total de proteínas en los extractos citosólicos de hígado y riñón de 

Mus spretus se llevó a cabo por el método bradford basado en el cambio de color del 

colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de 

proteínas. Se preparó una curva de calibrado con BSA como proteína patrón y reactivo 

Bradford (Bio-Rad, Múnich, Alemania) que contiene Comassie Blue G-250, ácido 

fosfórico y metanol para el desarrollo del color. La preparación de la curva de calibrado 

se llevó a cabo como se indica en la tabla 7. 
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Tabla 7. Preparación de la curva de calibrado mediante el método Bradford 

 

 

 Los reactivos se añadieron en el orden que aparece en la tabla: (a) 50 µL de       

Na OH (1M) para romper la estructura cuaternaria de las proteínas y favorecer la 

reacción entre éstas y el reactivo Bradford; (b)  agua ultrapura;  (c) disolución de BSA 

de 1 mg mL
-1

, estos últimos en volumen adecuado según cada caso hasta completar el 

mismo volumen final, (d) el reactivo de Bradford. La mezcla se agita en un vortex para 

su homogeneización y se incuba a temperatura ambiente en oscuridad durante 10 

minutos (La unión colorante-proteína es un proceso muy rápido y el complejo 

permanece estable durante un tiempo relativamente largo, aproximadamente una hora). 

A continuación se mide la absorbancia a 595 nm  de todos los puntos frente a un blanco 

para obtener la curva de calibrado.   

 Los extractos citosólicos de hígado y riñón de ratón se diluyen  entre 1/20 y 1/50 

con agua y posteriormente se analizan con el procedimiento descrito, utilizando 20 µL 

de estas diluciones, 50 µL de NaOH 1M y 1mL de reactivo Bradford. La absorbancia se 

mide a 595 nm. Las correspondientes concentraciones se obtienen por interpolación de 

éstas en la curva de calibrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 B 1 2 3 4 5 6 7 8 

µL NaOH   
(1 M) 

50 50 50 50 50 50 50 50 50 

µL H2O 20 18 16 14 12 10 8 5 0 

µL BSA  
(1 mg mL-1) 

0 2 4 6 8 10 12 15 20 

mL Bradford 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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3.7. Análisis de los extractos citosólicos mediante cromatografía de exclusión de 

tamaño 

 En primer lugar, los extractos se filtraron con filtros Iso-Disc PVDF (diámetro 

25mm, 0,2 μm tamaño poro) para evitar la sobrecarga y el atasco de la columna. La 

detección molecular  y elemental de las biomoléculas presentes se llevó a cabo mediante  

detectores UV e ICP-MS, respectivamente. El acoplamiento en línea SEC-UV-ICP-MS 

se realizó conectando la salida del detector UV a la entrada del nebulizador del ICP-MS 

mediante 30cm de tubo PEEK (0.17i.d.) (Figura 33). 

 

Figura 33. Diagrama esquemático del acoplamiento SEC-HPLC-UV-ICP-ORS-MS            

usado en este estudio 

 

 La sintonía del ICP-MS se realizó añadiendo Li, Y, Ce y Tl (10 μg ml
–1

) a la fase 

móvil (acetato de amonio 20 mM a pH 7,4) usando un flujo de 0,7 mL min
-1

. La fase 

móvil se preparó diariamente  ajustando el pH con una mezcla NH3/H2O ultrapura 1:1. 

Las condiciones operacionales usadas en este acoplamiento se encuentran resumidas en 

la tabla 8. 
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Condiciones experimentales SEC analítica 

Columna    Superdex
TM

-Peptide  y Superdex
TM

-75 (300 x 10mm x13µm) 

Rango de Resolución  <10 kDa y 3-70 kDa, respectivamente 

Fase Movil    Acetato de amonio 20 mmol L-1 (pH 7.4) 

Flujo    0.7 mL min-1 

Volumen de Injección  20 µL  

Visible wavelength  254 nm   

Condiciones experimentales ICP-ORS-MS 

Foward power    1500 W 

Flujo Plasma gas    15.0 L min-1 

Flujo Auxiliary gas   1.0 L min-1 

Flujo Carrier gas    0.9 L min-1 

Profundidad de muestreo  8 mm 

Conos Sampling and skimmer  Ni 

Flujo He     3.9 mL min-1 

Flujo H2     3.5 mL min-1 

Qoct    -18 V 

Qp    -16 V 

Tiempo de análisis   0.3 por isótopo 

Isótopos monitorizados Usando He como gas de colisión: 
53

Cr, 
55

Mn, 
63

Cu, 
65

Cu, 
64

Zn, 
66

Zn, 
75

As, 
57

Fe, 
103

Rh, 
114

Cd. 

    Usando hidrógeno como gas de reacción: 
56

Fe, 
80

Se. 

Tabla 8. Condiciones experimentales usadas para SEC e ICP-MS. 

 

 Los tiempos de retención correspondientes a los calibrantes de masa molecular 

usados para la columna Superdex Peptide (˂ 10  kDa) y su curva de calibración 

obtenida con las condiciones cromatográficas descritas previamente se muestra en la 

figura 34. 



                                                                                                          PARTE EXPERIMENTAL 
 

111 
 

 

 

Figura 34. Tiempos de retención de los calibrantes para la columna  Superdex Peptide y su 

correspondiente curva de calibración 

 

 Por otro lado, los tiempos de retención correspondientes a  los calibrantes de masa 

molecular empleados para la columna Superdex 75 (3-70 kDa) y su curva de calibración 

usando las condiciones cromatográficas descritas previamente se muestra en la figura 

35. 

 

Figura 35. Tiempos de retención de los calibrantes para la columna  Superdex 75 y su 

correspondiente curva de calibración. 

 

Tras la calibración de las columnas de exclusión cromatográfica se analizaron los 

diferentes extractos citosólicos. La fracción correspondiente al rango de masa molecular 

100-300 Da obtenida con  la columna Superdex
TM

 Peptide 10/300 GL  se aisló mediante 

SEC preparativa usando Hiload 26/60 Superdex 30 prep grade [198]. Por otro lado, la 

fracción correspondiente a la masa molecular aproximada de 7 KDa obtenida con  la 

columna Superdex
TM

 75 10/300 GL se aisló mediante SEC preparativa usando Hiload 

26/60 Superdex 75 prep grade [130]. La SEC a escala preparativa utiliza un 

cromatógrafo líquido de baja presión, AKTA-Prime. Las condiciones utilizadas se 

muestran en la tabla 9. 

Proteínas 
Masa 

molecular 
(kDa) 

Tiempo de 
retención 

(min) 

Metal 
monitorizado 

Albúmina de 
suero bovino 

(BSA) 
67 10.5 Cu y Zn 

Metalotioneína 7 14.5 Cu, Zn y Cd 

Vitamina B12 1.35 18.5 Co 

Glutatión 
redudido 

0.307 24.0 Cu y Zn 

Arsenobetaína 0.179 25.9 As 

Proteínas 
Masa 

molecular 
(kDa) 

Tiempo de 
retención 

(min) 

Metal 
monitorizado 

Ferritina 440 11.5 Fe 

Albúmina de suero 
bovino (BSA) 

67 13.7 Cu y Zn 

Superóxido 
dismutasa (SOD) 

32 16.3 Cu y Zn 

Metalotioneína 7 21.0 Cu, Zn y Cd 

Glutatión reducido 0.303 26.1 Cu y Zn 
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   Condiciones experimentales SEC preparativa  

Columnas  Hiload 26/60 Superdex 30 Prep y Hiload 26/60 Superdex 75 

(600 x 26mm x 34μm )  

Rango de Resolución  <10 kDa y 3-70 KDa respectivamente 

Fase Móvil    Acetato de Amonio 20 mmol L-1 (pH 7.4) 

Flujo    2 mL min-1 

Volumen de Injección  2 mL 

Longitud de Onda UV   254 nm 

Tabla 9. Condiciones experimentales utilizadas en SEC preparativa. 

 

 La reducción del contenido salino en las fracciones de hígado de ratón de masa 

molecular en torno a 7 kDa, aisladas con SEC preparativa [130], se lleva a cabo en 

columnas “Hitrap desalting”  con las condiciones que se muestras en la tabla 10. 

 

Condiciones experimentales para eliminación de sales 

Columna    Hitrap Desalting (250x160 mm ID) 

Rango de Resolución  1000-5000 Da 

Fase Movil    Agua milli-Q pH 8,0 

Flujo    4 mL min-1 

Volumen de Injección  500 µL  

Longitud de Onda UV  254 nm 

Conductividad    mS 

Tabla 10. Condiciones experimentales utilizadas para eliminar sales. 

 

 

Una vez eliminadas las sales en estas fracciones, se liofilizan y posteriormente se 

disuelven en 200 µL de agua ultrapura antes de su análisis por RPC. 
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 Las fracciones de hígado y riñón de ratón con un rango de masa molecular      

100-300 Da aisladas mediante SEC preparativa [198], se liofilizan para su posterior 

redisolución en 500 µL de agua ultrapura.  Posteriormente  se centrifugan  a 10000g  a 

4°C durante 10 min y se almacenan a  –80°C hasta su análisis por AEC. 

 

3.8. Purificación de  metalomoléculas en las fracciones citosólicas de Mus musculus 

y Mus spretus mediante sistemas cromatográficos ortogonales 

3.8.1. Cromatografía en fase reversa de las fracciones citosólicas de hígado de Mus 

musculus 

 Las fracciones de 7 KDa (aislada por SEC preparativa) que se relacionan con la 

presencia de metalotioneinas en hígado de Mus musculus se sometieron a una segunda 

separación cromatográfica mediante RPC. Para ello las condiciones experimentales se 

optimizaron previamente con patrones de metalotioneina I y II de conejo que contenían 

Cd y Zn, cuya masa molecular aproximada era de 7 KDa. Cada fracción citosólica se 

analizó mediante el acoplamiento RPC-ICP-MS para detectar los tiempos de retención 

de las diferentes fracciones resultantes que posteriormente se recogieron siguiendo la 

señal proporcionada por un detector UV. Las condiciones óptimas utilizadas para la 

separación RPC se muestran en la tabla 11. 
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Condiciones experimentales RPC-HPLC 

Columna    Spherisorb ODS 2 (25cm×4.6mm×5µm) 

Fase Móvil                  A:  30 mM Acetato de Amonio en 1% (v/v) metanol (pH 

7.4) 

    B:  30  mM Acetato de Amonio en metanol (pH 7.4) 

Tiempo/min          Buffer B (%) 

      0                      0                             

    15                     30 

    25                     30 

    30                      0                           

Flujo    1 ml min
-1

 

Volumen de Inyección  25 µl
 

Longitud de onda UV  254 nm 

Tabla 11. Condiciones experimentales óptimas para el análisis mediante RPC 

 

3.8.2. Cromatografía de intercambio aniónico aplicada a las fracciones citosólicas 

de hígado y riñón de Mus spretus 

 Las fracciones de masa molecular del rango de 100-300 Da (aislada por SEC 

preparativa) atribuidas a la presencia de arsenocompuestos en hígado y riñon de Mus 

spretus se sometieron a una segunda separación cromatográfica mediante AEC.  Para 

ello las condiciones experimentales se optimizaron previamente con los siguientes 

patrones: arsenito y arsenato sódico, monometilarsénio (MMA), dimetilarsénico (DMA) 

y arsenobetaina. Las fracciones citosólica fueron analizadas mediante AEC-ICP-MS 

usando las condiciones experimentales descritas en la tabla 12. 
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Condiciones experimentales AEC 

Columna    Hamilton PRP X-100 (250 x 4.6 mm x 5µm) 

Fase Movil    Dihidrógeno fosfato de sodio 30 mM (pH 6) 

Flow rate    1 mL min-1 

Injection volumen   20 µL 

Longitud de onda UV   254 nm 

Tabla 12. Condiciones experimentales utilizadas en cromatografía de intercambio aniónico. 

 

3.9. Identificación de las fracciones de metalotioneina de hígado de Mus musculus 

mediante nESI-qTOF-MS 

 Las fracciones de metalotioneinas  de hígado de Mus musculus purificadas por 

RPC fueron analizadas mediante nESI-qTOF-MS con objeto de identificar las diferentes 

isoformas de éstas. Antes del análisis se calibró el analizador de masas TOF con renina. 

Los parámetros experimentales para el análisis fueron optimizados con los patrones de 

metalotioneina I y II . Estos se muestran en la tabla 13. 

Condiciones experimentales nESI-qQTOF-MS 

Modo de Adquisición   positivo 

Rango m/z     1000-1500 

Potencial Ion-spray    800 V 

Voltaje electromultiplicador  2200 V 

Gas de cortina     0,8 L  min
-1 

Potencial declustering   60 V 

Tabla 13. Condiciones experimentales usadas para nESI-qQTOF-MS. 

 

 Tras obtener el espectro de masas, se identifica la masa de cada isoforma de 

metalotioneina con diferentes metales procedentes del hígado de Mus musculus 

comparando la masa experimental obtenida, con la masa teórica  que se calcula a partir 

de la masa teórica de cada isoforma sin metal o apoforma (obtenida a partir de bases de 

datos) teniendo en cuenta la masa teórica de cada metal que está coordinado a ésta 

[130].  



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



 
 



Resultados y discusión 

Los artículos publicados en revistas científicas han sido retirados de este 
apartado de la tesis debido a las restricciones relativas a los derechos de autor. 
Dichos artículos han sido sustituidos por las referencias bibliográficas de más 
abajo, además si la UHU tiene suscripción a la versión electrónica de las 
revistas se añade un enlace que será de acceso restringido a miembros de la 
UHU. 
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 La monitorización de contaminantes en el medio ambiente proporciona, por un 

lado, información sobre los posibles efectos tóxicos de estos xenobióticos, y por otro, y 

por otro lado nos ayuda a conocer áreas de impacto y lugares donde la concentración los 

mismos es más marcada. También es útil conocer la evolución temporal de la presencia 

de estos contaminantes, ya que los resultados obtenidos nos permiten relacionar la 

presencia de una sustancia tóxica concreta con posibles problemas medioambientales. 

En el trabajo experimental descrito en los artículos que integran este apartado se ha 

desarrollado un procedimiento metalómico para evaluar la contaminación ambiental en 

el Parque Nacional de Doñana y sus alrededores, usando como especie bioindicadora el 

ratón de vida libre Mus spretus, debido a su alta densidad de población en esta zona, y 

posteriormente comparar los resultados obtenidos con la especie de laboratorio Mus 

musculus sometido a experiencias de exposición a contaminantes. La homología 

genética entre ambas especies permite llevar a cabo estos estudios comparativos y usar 

las bases de datos de Mus musculus para identificar proteínas expresadas por Mus 

spretus. A su vez las experiencias de exposición a arsénico, cadmio y mercurio llevadas 

a cabo en Mus musculus nos informa acerca de la respuesta biológica de los organismos 

frente a estos contaminantes, así como de los procesos de homeostasis  y tráfico de 

metales entre los órganos, para relacionarlos posteriormente con los cambios que se 

produzcan en la expresión de proteínas o metabolitos en Mus spretus como 

consecuencia de la exposición a los contaminantes mencionados. 

 Con este objetivo se llevaron a cabo muestreos de ratones Mus spretus en cinco 

áreas del Parque Nacional de Doñana y alrededores: una de ellas considerada zona no 

contaminada, Lucio del Palacio (LDP) y las cuatro restantes, La Rocina (ROC), El 

Partido (PAR), El Ajolí (AJO) y El Matochal (MT) con diferentes niveles de 

contaminación debido a su proximidad a zonas de actividad agrícola, minera e 

industrial. Los resultados del muestreo de LDP y ROC entre Noviembre y Diciembre de 

2009 y los resultados del muestreo entre Noviembre y Diciembre de 2010 en los cinco 

puntos ya mencionados, han sido publicados en el artículo 1  y 2  respectivamente, de 

este apartado. A su vez, como se ha mencionado anteriormente, se ha sometido al ratón 

de laboratorio Mus musculus a experimentos de exposición a diferentes concentraciones 

de arsénico, cadmio y mercurio, con objeto de identificar cambios de expresión de 

metalobiomoléculas durante la exposición. Posteriormente se sustituyó el GSH, que aún 

posee propiedades complejantes suaves debido a la presencia del grupo SH en su 
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molécula, por TCEP que siendo un reactivo reductor carece completamente de 

propiedades complejantes. Estas diferencias operacionales respecto a la preparación de 

los extractos citosólicos se han recogido en los artículos asociados a este capítulo.  

 El análisis metalómico de los extractos citosólicos se ha realizado mediante el 

acoplamiento SEC a ICP-MS que proporciona los correspondientes perfiles metal-

biomolécula. Para ello se han utilizado columnas analíticas Superdex
TM

 75 (3-70 KDa) 

y Superdex
TM

  Peptide  (˂ 10 KDa). La fracción de hígado y riñón tanto de Mus 

musculus como Mus spretus  que contenía especies de arsénico con una masa molecular 

de 100-300 Da se aisló mediante SEC preparativa usando la columna Hiload 26/60 

Superdex  30  prep grade, con objeto de identificar dichas especies. Para ello la fracción 

se purificó mediante una segunda dimensión cromatográfica basada en el uso de la 

cromatografía de intercambio aniónico, AEC, utilizando una columna Hamilton PRP X-

100. 

 Los resultados muestran claras diferencias entre hígado, riñón y cerebro de Mus 

spretus cuando éste está sometido a diferentes grados de contaminación ambiental.  En 

hígado y riñon, los resultados más interesantes se han obtenido considerando los perfiles 

de biomoléculas unidas a metales esenciales como Cu y Zn y otros de carácter tóxicos 

como As, Cd, Hg y Pb. Los perfiles obtenidos a partir de los extractos de hígado de Mus 

spretus de los distintos puntos de muestreo, muestran varias biomoléculas 

características unidas a estos metales, en especial al Cu y Zn en zonas contaminadas. En 

ROC, MAT y PAR destaca la presencia de un pico de gran intensidad que contiene Cu, 

Zn y Cd con una masa molecular aproximada de 7 kDa coincidiendo con el tiempo de 

retención del patrón de metalotioneina I. Los perfiles de riñón también muestran el 

mismo pico de 7 kDa, aunque la intensidad es más pequeña que en el hígado. Además, 

hay que destacar la presencia de dos picos que contiene mayoritariamente Zn y en 

menor cantidad Cu con una masa molecular aproximada de 67 kDa y 32 kDa, que 

coinciden con el tiempo de retención de los patrones  Cu,Zn-BSA y Cu,Zn-SOD  

respectivamente, cuya intensidad es mayor en riñón que en hígado. Por último aparece 

una fracción entre 100 y 300 Da que contiene As con mayor intensidad en riñón que en 

hígado cuya purificación mediante AEC mostró dos picos de As que coincidían con los 

patrones de MMA y DDA. En zonas no contaminadas, los perfiles de estas 

metalobimoléculas  se reducen de manera considerable, probablemente debido a la 

ausencia de contaminantes que provoquen su sobreexpresión. 
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 Los perfiles obtenidos en cerebro de Mus spretus de ROC muestran la presencia 

de un pico con  que contiene Cu y Zn y en menor cantidad Cd con una masa molecular 

aproximada de 7KDa que coincide con el tiempo de retención del patrón de 

metalotioneina. Los perfiles no muestran diferencias significativas entre zonas 

contaminadas y no contaminadas esto indica una menor respuesta del cerebro al estrés 

ambiental con respecto al hígado y riñón como consecuencia de la barrera 

hematoencefálica que lo protege.  

 Los resultados obtenidos en los experimentos de exposición a As, Cd y Hg en 

Mus musculus muestran una respuesta biológica comparable a la obtenida en Mus 

spretus en las diferentes áreas de estudio. El experimento de exposición a Cd en Mus 

musculus se llevó a cabo mediante inyección subcutánea de dosis crecientes de  0,1 

mg/Kg/día de cadmio (en forma de CdCl2), hasta alcanzar una dosis final de 1 

mg/Kg/día al décimo día de exposición.  La colonia de ratones expuesto se dividió en 

tres subgrupos A, B y C, correspondientes subcolonias en las que se interrumpió el 

proceso de exposición a los 2, 6 y 10 días, respectivamente, siendo separados del resto 

para su sacrificio y estudio metalómico. Los resultados obtenidos en hígado y riñón 

muestran la sobreexpresión de dos biomoléculas a lo largo del experimento de 

exposición, con masa molecular de 7 y 32 KDa, las cuales contienen Cd, Cu y Zn. Estas 

muestran tiempos de retención coincidentes con los patrones de MT y SOD, 

respectivamente. La inducción de estas biomoléculas demuestra el mecanismo de 

protección del hígado y riñón a la exposición de Cd. Además, estos resultados muestran 

respuestas similares entre el ratón de laboratorio sometido a exposición a Cd y el ratón 

de vida libre Mus spretus procedente de  de áreas con una presencia marcada de cadmio 

como ROC y MAT, lo que constituye una buena prueba de la utilidad de las 

experiencias de exposición para interpretar la respuesta de los organismos de vida libre 

a la contaminación por este elemento.    

 La experiencia de exposición a Hg se llevó a cabo por inyección subcutánea de 

una dosis constante de 3 mg/Kg/día de Hg (en forma de HgCl2) durante 14 días. 

También en esta experiencia se dividió la colonia de ratones en tres subgrupos A, B y C, 

correspondientes a las subcolonias en las que se interrumpió el proceso de exposición a 

los 2, 7 y 14 días, respectivamente, siendo separados del resto para su sacrificio y 

estudio metalómico. Los resultados obtenidos en hígado y riñón son en este caso 

diferentes. El perfil de metalobiomoléculas en el hígado muestra un pico predominante 



  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

124 
 

trazado por Cu, Zn y Hg (en la señal del ICP-MS) con una masa molecular de 32 KDa, 

que coincide con el tiempo de retención del patrón de la SOD. El cromatograma de Cu 

correspondiente a este pico muestra una disminución de la intensidad a lo largo de la 

exposición, mientras que el cromatograma trazado por Hg, a este tiempo de retención, 

muestra un pico cuya intensidad aumenta con la exposición. En riñón, el perfil muestra 

un pico de gran intensidad trazado por Cu, Zn y Hg que corresponde a una molécula de 

masa 7 KDa, cuyo tiempo de retención coincide con el de la MT. Los perfiles de Cu y 

Hg muestran que este pico se incrementa drásticamente durante la exposición. Estos 

resultados sugieren una competencia del Hg con el Cu por el sitio activo de SOD en el 

hígado y un tiempo de residencia corto de Hg en el hígado, siendo transportado a los 

riñones donde se excreta. Esta hipótesis puede explicar la gran intensidad del pico de 

Hg como Hg-MT en riñón. 

 Por último, la exposición a As se llevó a cabo mediante administración oral de 

una dosis de 4,3 mg por kg de peso corporal por día de As, en la forma Na3AsO4, 

durante un período total de 7 días. Los tres subgrupos corresponden a los días de 

exposición 2, 4 y 7, respectivamente. Los resultados muestran una clara tendencia del 

As a acumularse en los riñones. Los perfiles del riñón muestran dos picos de As con 

masa molecular baja, entre 100 y 300 Da, los cuales se incrementan durante la 

exposición. La purificación de estos picos mediante AEC demuestra su relación con las 

especies MMA y DMA, por coincidencia de los tiempos de retención con los 

correspondientes patrones. El comportamiento de estos picos en el hígado es el inverso 

decreciendo en intensidad durante el experimento de exposición. Este hecho sugiere el 

tráfico de este elemento hacia los riñones para su excreción. La respuesta biológica de 

Mus musculus con respecto a la exposición a As es comparable con la obtenida para 

Mus spretus procedente de las zonas más contaminadas de ROC y MAT. 

 El uso de organismos de vida libre como especies bioindicadoras como es el 

caso de Mus spretus, proporciona información sobre el efecto de los contaminantes en 

el metabolismo de estos. La metalómica constituye una herramienta eficaz para 

identificar cambios de expresión en moléculas de importancia biológica, como  

metaloproteínas y otras metaloespecies como enzimas redox y metabolitos, como 

consecuencia de la contaminación ambiental. El procedimiento metalómico aplicado en 

este estudio proporciona resultados prometedores para llevar a cabo el seguimiento del 

efecto de metales pesados en organismos bioindicadores como Mus spretus. A su vez, 
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los resultados obtenidos en los experimentos de exposición a dichos metales con Mus 

musculus, demuestran que estos pueden usarse para el estudio de la respuesta biológica 

de Mus spretus procedentes de áreas con diferentes grado de contaminación, debido a la 

homología genética entre ambas especies. 
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2.  

Evolución de los complejos metálicos de las isoformas de 

metalotioneina en células hepáticas de Mus musculus durante 

experiencias de exposición a cadmio 

 

Articulo 3: Evolution of metallotionein isoforms complexes in hepatic cells of Mus 

musculus along cadmium exposure Biometals  26 (2013) 639–650. 
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 El desarrollo de procedimientos analíticos para el estudio de la biodisponibilidad 

y el impacto medioambiental de los metales en los organismos vivos ofrece  un desafío 

permanente tanto para la química analítica ambiental como para la toxicología clínica. 

Los metales con efectos tóxicos para el medioambiente como As, Cd o Hg, presenta una 

gran afinidad por los grupos funcionales con importancia biológica como los grupos 

tiol, selenol o amino entre otros. Entre los metales tóxicos que se acaban de mencionar, 

el cadmio es quizás uno de los más característicos, poseyendo un alto nivel de impacto 

medioambiental debido a su alta persistencia. De ahí la importancia del análisis de 

metalotioneinas unidas a cadmio, ya que estas proteínas forman complejos muy estables 

con este elemento participando en diversos procesos de detoxificación de metales bajo 

situaciones de exposición a los mismos. La metalómica constituye una buena alternativa 

para el estudio de metalotioneinas unidas a metales en organismos vivos, mediante el 

uso de sistemas cromatográficos multidimensionales acoplados a un sistema de 

detección elemental como el ICP-MS, generalmente utilizado en paralelo con un 

sistema de detección molecular, como el ESI-MS. 

 En el trabajo que da soporte a este apartado se ha desarrollado un procedimiento 

metalómico basado en el uso de un sistema cromatográfico bidimensional, SEC seguido 

de RPC, combinado con un doble sistema de detección: ICP-MS como detector 

elemental y nESI-qTOF-MS como detector molecular, para el estudio de complejos de 

Cd, Cu y Zn con isoformas de metalotioneína que se producen en hígado de Mus 

musculus durante experimentos de exposición a dicho elemento. La experiencia de 

exposición del Mus musculus se llevó a cabo mediante inyección subcutánea de dosis 

crecientes de Cd (en forma de CdCl2) desde 0,1 a 1 mg/Kg/día a lo largo de 10 días. Se 

consideran tres subgrupos de ratones, A, B y C, los cuales fueron separados y 

sacrificados a los 2, 6 y 10 días de exposición, respectivamente. Por otro lado, se utilizó 

un grupo control al que se le inyectó subcutáneamente 100 µL de agua ultrapura al día 

durante los 10 días del experimento. Una vez preparados los extractos citosólicos de 

hígado de los distintos grupos de exposición y el control, se estudiaron mediante SEC-

ICP-MS para la obtención de los perfiles metal-biomolécula usando una columna 

analítica Superdex
TM

 75 (3-70 KDa). La fracción correspondiente a los dos grupos más 

expuestos a cadmio, B y C que contenía Cd, Cu y Zn en una biomolécula con masa 

molecular aproximada de 7 KDa, se aisló mediante SEC preparativa usando una 

columna Hiload 26/60 Superdex  75  prep, con objeto de identificar dichas 
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biomoléculas. Esta fracción se sometió a una segunda separación cromatográfica por 

intercambio aniónico, AEC-ICP-MS, utilizando una columna Spherisorb ODS2. Los 

perfiles trazados por los metales correspondían a las isoformas I y II de la 

metalotioneina generadas en los grupos de exposición B y C. Finalmente se aislaron las 

fracciones correspondientes a MT I y II en los grupos de exposición B y C, las cuales 

contenían Cd, Cu y Zn, para su posterior identificación mediante nESI-QTOF-MS.  

 Los cromatogramas SEC-ICP-MS de Cu y Zn correspondientes a los extractos 

de hígado de Mus musculus muestran varias biomoléculas unidas a Cu y Zn en el grupo 

control dentro del rango de peso molecular entre 30-70 KDa. Cabe destacar la presencia 

de un pico que contiene Cu y Zn con una masas molecular aproximada de 32 KDa 

coincidiendo con el tiempo de retención del patrón Cu,Zn-SOD. La intensidad de este 

pico se incrementa suavemente durante la exposición. Los cromatogramas SEC-ICP-

MS de Cd en estos extractos revelan la presencia de un pico trazado por Cd, Cu y Zn de 

masa molecular aproximada de 7 kDa, coincidiendo con el tiempo de retención del 

patrón MT. La intensidad de este pico aumentaba claramente con la dosis de CdCl2. 

Posteriormente, el pico fue aislado mediante SEC preparativa en los dos grupos más 

expuestos B y C. La separación cromatográfica mediante AEC de estas dos fracciones 

de MTs reveló la presencia de dos picos que contenían Cd, Cu y Zn en cada una de 

ellas. Estos picos tenían el mismo tiempo de retención que los patrones de MT1 y MT2 

usados para la calibración de la columna. Finalmente, se separaron cada uno de estos 

picos correspondientes a las fracciones B y C para su posterior identificación por nESI-

QTOF-MS. Los resultados obtenidos de los espectros de masas de cada uno de estos 

pico de MT muestran un cambio en la estequiometria del cadmio unido a metalotioneína 

entre los dos grupos más expuestos B y C, observándose un máximo de 4 átomos de 

cadmio unido a MT2 en el grupo B, mientras que en el grupo C es posible observar la 

MT2 con todos sus puntos potenciales de unión ligados a metales, Cd7MT2. Lo mismo 

ocurre con la MT1, aunque el número de átomos de cadmio que se coordinan a ésta es 

mayor que el caso de MT2, demostrándose así que el Cd se une preferentemente a la 

MT1. En el grupo B es posible observa hasta 6 átomos de cadmio unido a la MT1, sin 

embargo en el grupo C se observa la forma con todos los puntos de coordinación unidos 

a Cd, Cd7MT1. Todos estos resultados proporcionan información sobre evolución la 

estequiometria de los metales unidos a diferentes isoformas de metalotioneina y la 

acción cooperativa de los diversos metales en su unión a esta molécula. Un ejemplo es 
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la  sustitución de cobre o zinc por cadmio, en hígado de Mus musculus a lo largo de la 

exposición a dosis crecientes de cadmio.   

 El procedimiento metalómico desarrollado en este trabajo constituye una 

herramienta útil para la identificación de cambios estequiométricos producidos en 

complejos metálicos de isoformas de la metalotioneina en hígado de Mus musculus, 

cuando este bioindicador es sometido a exposición de dosis crecientes de Cd, y 

proporciona, además  una clara demostración de los mecanismos de bioinducción y 

detoxificación en los que participan las metalotioneinas en el hígado de Mus musculus, 

durante estas experiencias de exposición.    
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 Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten alcanzar las 

siguientes conclusiones: 

1. La aplicación del procedimiento metalómico desarrollado mediante el 

acoplamiento de la cromatografía de exclusión de tamaño con un sistema de 

detección atómica ICP-MS, para la caracterización de especies metálicas en ratones 

de vida libre Mus spretus,  proporciona una  herramienta analítica útil para la 

evaluación de la respuesta biológica a contaminantes en organismos que habitan 

entornos naturales amenazados como el Parque Nacional de Doñana y sus 

alrededores. Los perfiles obtenidos a partir de los extractos de hígado de Mus spretus 

de los distintos puntos de muestreo seleccionados, muestran varias biomoléculas 

unidas a diferentes metales, destacando en todas ellas la importante presencia de Cu 

y Zn. De esta manera, la aplicación de este procedimiento muestra la sobreexpresión 

de proteínas relacionadas con el estrés ambiental causado por metales, como las 

metalotioneinas que contienen Cd, Cu y Zn, presentes en órganos de intensa 

actividad metabólica como hígado y riñón de Mus spretus, bioindicador  capturado 

en zonas contaminadas, ROC y MAT. De la misma manera, se aprecia la 

sobreexpresión de otras biomoléculas que contienen Cu y Zn, las cuales se relacionan 

con el estrés oxidativo  como la Cu, Zn-BSA y Cu, Zn-SOD. La presencia de otros 

metales tóxicos como As en estas zonas contaminadas (ROC y MAT) origina la 

presencia de metabolitos de baja masa molecular (100-300 Da) que contienen As, 

cuyo aislamiento mediante SEC preparativa y posterior purificación mediante AEC 

confirmaron la presencia de especies de arsenicales metiladas, como MMA y DMA, 

en el riñón de Mus spretus. La presencia de estas especies era menos intensa en el 

hígado de estos ratones. En zonas no contaminadas, como LDP, los perfiles de todas 

estas metalobiomoléculas en hígado y riñón se reducen de manera considerable, 

probablemente debido a la ausencia de contaminantes que provoquen su 

sobreexpresión. 

Sin embargo, en el cerebro la intensidad de los picos marcados por Cu y Zn es 

menor que los observados en hígado y riñón, no observándose diferencias 

significativas entre los perfiles de cerebro de Mus spretus en zonas contaminadas y 

no contaminadas. Este hecho muestra claras diferencias en las respuestas biológicas 

en hígado y riñón de Mus spretus respecto a cerebro, posiblemente debido a la 

actividad de la barrera hematoencefálica que lo protege. 
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2. Los experimentos de exposición del ratón de laboratorio Mus musculus  a Cd, As y 

Hg permiten obtener los perfiles metal-biomolécula que revelan la marcada 

sobreexpresión de la metalotioneina  vinculada a Cd en hígado,  inducida por 

inyección subcutánea  de este elemento, así como la presencia de dos especies de 

arsénico, MMA y DMA en riñón, las cuales se  con la dosis de este elemento. El 

comportamiento de estas dos especies, MMA y DMA, en hígado de Mus musculus es 

totalmente opuesto, disminuyendo su intensidad con respecto a la dosis de As. La 

exposición subcutánea de Hg provoca una reducción  de la intensidad de la señal 

correspondiente a Cu-SOD, y un correlativo aumento de la señal correspondiente  

Hg-SOD en riñón de Mus musculus lo cual sugiere una competencia entre Hg y Cu 

por los sitios activos de la SOD. Como consecuencia, la exposición a Hg induce el 

tráfico de Cu hacia los riñones donde se produce un incremento de las señales 

correspondientes a Cu-MT y Hg-MT, como mecanismo de detoxificación de Hg.  

3. Los perfiles SEC-ICP-MS de los experimentos de exposición de Mus musculus 

muestra una respuesta comparable de estos ratones con los de  vida libre Mus 

spretus, procedentes de las zonas contaminadas ROC y MAT. Los perfiles de hígado 

y riñón de Mus spretus de estas zonas contaminadas  muestran la sobreexpresión de 

un pico correspondiente a la  metalotioneina unida a Cd, Cu y Zn, que que es 

comparable en intensidad al mismo pico obtenido en el grupo A del experimento de 

exposición a Cd en Mus musculus, lo que indica la interacción del Cd en los 

organismos de vida libre que habitan zonas contaminadas por este elemento. De la 

misma manera, los extractos de riñón de Mus spretus procedentes de estas zonas 

contaminadas muestran la presencia de un pico correspondiente a MMA,  que es 

comparable en intensidad al mismo pico obtenido en los extractos de riñón de Mus 

musculus sometido a exposición oral de As (grupo C, o sea el más expuesto). Este 

hecho indica la considerable presencia de este elemento en los alrededores del 

Parque Nacional de Doñana. Un hecho destacable es la presencia significativa de As 

en la zona considerada no contaminada, LDP, lo que representa una señal de alarma 

respecto a la situación ambiental del Parque. Por último, la ausencia de respuesta 

biológica de Mus spretus en relación a la presencia de Hg, confirma la baja 

incidencia medioambiental que tiene este elemento en las áreas consideradas. 
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4. Se ha desarrollado un procedimiento metalómico basado en el uso de un sistema 

cromatográfico bidimensional, SEC-RPC,  acoplados a un sistema de detección 

elemental, ICP-MS, y en paralelo con un sistema de detección molecular, nESI-

qTOF-MS, para el aislamiento, purificación y posterior identificación de la fracción 

correspondiente a la metalotioneina de Cd, Cu y Zn procedente de los extractos de 

hígado de Mus musculus sometido a experiencias de exposición a cadmio. Los 

resultados obtenidos en los perfiles RPC-ICP-MS de los grupos B y C nos permiten 

apreciar la presencia de diferentes complejos metálicos con las isoformas I y II de la 

metalotioneina. Tras su identificación se ha podido establecer un cambio en la 

estequiometria del cadmio unido a MT-I y II en los dos grupos más expuestos, B y C, 

de los extractos de hígado de Mus musculus, de manera que al aumentar la dosis de 

Cd, grupo C, se saturan con Cd todos los puntos de coordinación de las isoformas I y 

II, alcanzándose una estequiometria  Cd7MT. Sin embargo en el grupo menos 

expuesto, grupo B, la estequiometria Cd:MT difiere de 7:1 ya que la molécula no 

satura todos los puntos de coordinación con Cd, sino las formas parcialmente 

metaladas con un número de átomos de Cd inferior a 7, coexistiendo  con otros 

elementos como Cu y Zn en la molécula de MT. Por otra parte, los resultados 

muestran una mayor afinidad del Cd por la MT I que por la MT II, ya que se ha 

podido observar  señales correspondientes a los complejos de MT II con 1 o 2 

átomos de Cd en el grupo B, sin embargo estas señales no se observaron para los 

complejos de MT I con Cd del mismo grupo, observándose las correspondientes a 

estequiometria con 3 y 6 átomos de Cd. Todos estos resultados proporcionan 

información valiosa sobre evolución la estequiometria de metales unidos a diferentes 

isoformas de metalotioneina y las interacciones entre metales, como la sustitución de 

cobre o zinc por cadmio, en hígado de Mus musculus, a lo largo de la exposición a 

dosis crecientes de este último elemento. 

5. El desarrollo de los procedimientos metalómicos llevados a cabos en este estudio, 

constituyen una herramienta útil para el estudio de la biodisponibilidad y el impacto 

medioambiental de los metales en los organismos vivos, mediante el estudio de 

diferentes biomoléculas relacionadas con el estrés ambiental como las 

metaloproteínas (metalotioneinas), enzimas redox (SOD) y/o metabolitos (MMA, 

DMA) en la especie bioindicadora, Mus spretus. Las experiencias de exposición a 

distintos metales llevadas a cabo en el organismo modelo Mus musculus, proporciona 
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información de la bioinducción de biomoléculas de importancia biológica como 

mecanismo de defensa frente al estrés provocado por los metales. En concreto, el 

experimento de exposición de Cd en Mus musculus da una visión general de los 

mecanismos implicados en la desintoxicación de metales por parte de las 

metalotioneinas, mostrando cambios estequiométricos de los complejos de los 

complejos metálicos con las isoformas de ésta proteína a lo largo de la exposición al 

cadmio. En investigaciones futuras, el estudio de estos complejos metálicos de las 

metalotioneinas pueden ayudar a esclarecer el papel biológico de estas en organismos 

vivos, como Mus musculus,  y los resultados pueden ser extrapolados a su especie 

homóloga genéticamente, Mus spretus. 
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 The results obtained in the present study allow us to obtain the following 

conclusions: 

1. The application of a metallomic procedure based on size exclusion 

chromatography coupled to ICP-MS for characterization of metal species in free-

living mice Mus spretus, provides an useful analytical approach to assess the 

biological response to contaminants in animals living  environmentally threatened 

areas, as is the case of Doñana National Park (southwest Spain) and surroundings. 

The metal profiles obtained from liver extracts of Mus spretus from different 

sampling area show several biomolecules bound to metals, highlighting in all the 

cases the great contribution of Cu and Zn. The upregulation of Cu, Zn and Cd-

metallothioneins in organ of intense metabolic activity, such us liver and kidney of 

Mus spretus from highly contaminated areas, such as ROC and MAT, is remarkable. 

Other metallobiomolecules related to oxidative stress such as Cu and Zn bovine 

serum albumin (Cu, Zn-BSA; 67 KDa) and Cu and Zn superoxide dismutase (Cu,Zn-

SOD; 32 kDa)  are also upregulated in liver and kidney by the contamination. Other 

toxic elements such as As, which is very abundant in areas with marked 

contamination, ROC and MAT, provokes the presence of low molecular mass As-

molecules (100-300 Da), whose isolation by preparative SEC and subsequent 

purification by AEC confirmed the occurrence of methylated arsenicals, MMA and 

DMA, in kidneys of Mus spretus. The presence of these arsenic species in liver is 

lower. In no contaminated areas, such as LDP, the intensity of  profiles from these 

metalobiomolecules in liver and kidney were significantly lower, probably due to the 

absence of contaminants that cause its upregulation. 

On the other hand, in brain the intensity of peaks traced by copper and zinc is 

lower than those observed in liver and kidney, and the profiles show no significant 

differences between contaminated and no contaminated areas. These results show 

clear differences in biological responses of Mus spretus in liver and kidney with 

respect to the brain, when this animal is subjected to environmental stress, which can 

be related to the blood brain barrier activity. 

2. Exposure experiments of laboratory mouse Mus musculus to Cd, As and Hg allow 

to obtain metal profiles that reveal the marked upregulation of Cd-MT in liver, 

induced by subcutaneous injection of this element, and the increased presence of 
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MMA and DMA in kidney due to oral exposure to arsenate. In liver the behavior of 

arsenic is inverse and these two peaks decreases with the doses. Subcutaneous 

exposure to mercury provokes decrease in Cu-SOD signal intensity and the 

correlative increases of Hg-SOD signal in kidney, which can be attributed to 

interaction of Hg and Cu competing for the active sites of this biomolecule. As a 

consequence, mercury induces Cu translocation to kidneys in which peaks related to 

Cu-MT and Hg-MT increase markedly, especially the latter, for mercury 

detoxification. 

3. The SEC-ICP-MS metal profiles from exposure experiments of Mus musculus 

show a comparable biological response to that of free living mice Mus spretus from 

contaminated areas ROC y MAT. The profiles of Mus spretus from liver and kidney 

show the upregulation of Cd, Cu, Zn-MT caused by exposure to cadmium in 

environmental contaminated sites ROC and MAT, which is comparable in intensity 

to the same peak obtained in the group A of  the Cd exposure experiment in Mus 

musculus. This fact denotes the interplay of this contaminant on free-living 

organisms from these sites. Similarly, kidney extracts of Mus spretus from these 

contaminated areas show the presence of a peak corresponding to MMA, which is 

comparable in intensity to the same peak obtained in the group C of  As exposure 

experiment in Mus musculus. This fact can be associated to the significant presence 

of As in the surroundings of Doñana National Park. On the other hand, the 

appreciable response of mice from LDP, a theoretically non-contaminated area,  to 

arsenic is remarkable, which claims the attention about the threats of the Park. 

Finally, the absence of mercury responses in Mus spretus reveals the lack of this 

element in the area considered. 

4. A metallomic procedure has been developed to isolate, purify and subsequently 

identify the fraction corresponding to metallothionein with Cd, Cu and Zn from liver 

extracts of Mus musculus under cadmium exposure experiences. For this purpose, a 

two-dimensional chromatography approach [size-exclusion followed by reversed-

phase high performance liquid chromatography (HPLC)] combined in parallel with 

inductively coupled plasma octopole reaction cell mass spectrometry (ICP-ORS-MS) 

and nanospray ionization time-of-flight mass spectrometry (nESI-qTOF-MS), has 

been performed. The results obtained by RPC-ICP-MS of  B and C groups show 

different metal complexes of  metallothionein isoforms I and II. The identification of 
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these metal complexes show a change of Cd-binding MT I and II stoichiometry 

between group B and C during Cd exposure, so that it is possible to observe the 

signals corresponding to MT I and MT II completely metallated with 7 Cd atoms, 

(Cd7MT), with increasing Cd doses, group C. However these signals are not detected 

in the group B. In this latter case, signals correspond to MT I and II partially 

metallated with Cd atoms number below 7, which coexist with copper and zinc 

atoms in the MT molecule, are observed. On the other hand, the results show that 

affinity of Cd for MT I is higher than that for MT II, so that signals corresponding to 

MT II complexes with 1–2 atoms of Cd atoms in group B are observed, however 

these signals are not detected in the signals corresponding to MT I complexes from 

the same group. In this latter case, signals correspond to MT I complexes with 3–6 

Cd atoms are observed. These results provide information about metal-binding 

stoichiometry of MT and metal cooperative binding, such us the substitution of 

copper or zinc by cadmium in M. musculus liver after short term exposure to high 

levels of cadmium. 

5. The development of metallomic procedures performed in this study are an useful 

tool for studying the bioavailability and environmental impact of metals in living 

organisms, by studying different  biomolecules related to environmental stress such 

us metalloproteins (MT), redox enzymes (SOD) and/or metabolites (MMA, DMA) in 

the bioindicator organism Mus spretus. Exposure experiments of the model organism 

Mus musculus to different metals provide information about the bioinduction of 

biologically relevant biomolecules, as a protection mechanism of  living organism 

against stress caused by metals. Specifically, the Cd exposure experiment in Mus 

musculus allow gaining insight into the mechanisms involved in metal detoxification 

by MTs, showing the changes in the stoichiometry of metal complexes– MTs 

isoforms along cadmium exposure. In future research, the study of these metal 

complexes of metallothioneins may help to elucidate the biological role of 

metallothioneins in living organisms, such as Mus musculus, and the results can be 

extrapolated to its genetically homologous species, Mus spretus. 
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