LAS METALOTIONINAS COMO
BIOMARCADORES MOLECULARES DE

LA CONTAMINACION POR METALES PESADOS
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ciales como el zinc y el una vez que entra en la célula, almacénician con una reaccion bioquimica del

cobre, son requeridosnandolo en estructuras lisosomales o varganismo (Melacon, 1995). Esta respues-
por los sistemas biolégicos como compoeuolares, eliminandolo asi del resto de las inicial es una indicacidon reversible
nentes estructurales y cataliticos de practividades celulares; (5) formacién demas sensible que aquellas que tienen lu-
teinas y enzimas; asi como cofactoresomplejos con proteinas (metalotioninas)gar a altos niveles de organizacion biol6-
esenciales para el crecimiento y el des@ompuestos organicos (citrato, malatagica, como individuo, poblacion o comu-
rrollo normal de los organismos. En examinoacidos) o inorganicos (sulfuros), deidad, y preceden al encendido de efectos
ceso, estos micronutrientes y otros metananera de atrapar el metal disminuyendmas serios e irreversibles en estos niveles
les pesados relacionados como el cadmisy concentracion en forma libre en la césuperiores (Bucheli y Fent, 1995). Por
el mercurio y el plomo, pueden ser extrelula; (6) sintesis de proteinas o metabaestas razones, los biomarcadores a nivel
madamente toxicos para las células (Valldéos de estres, protectoras o reparadorésoquimico o biomarcadores moleculares
y Ulmer, 1972; Visviki y Rachlin, 1994 a, de los dafios celulares producidos por abn también conocidos como “sefiales de
b). Los efectos toxicos de los takes no metal; y (7) formacion de precipitados in-alarma temprana” para la evaluacion de
esenciales son probablemente causadsslubles en forma de granulos de Cda salud ambiental (Payret al, 1987).
por la tendencia que tienen de sustituir &g o Ca/S (Tomsett y Thurman, 1988; Este trabajo tiene como
cobre y el zinc y por competir eficien-Simkiss y Taylor, 1989; Viarengo y Nott,objetivo presentar a las metalotioninas,
temente por los ligandos especificos d&993; Neumanret al., 1944). proteinas que unen metales y proteinas
estos cationes dentro de la célula. De en- Estos mecanismos variande estres, entre otros, como los principa-
contrarse a altas concentraciones, estes eficiencia entre los diferentes organides biomarcadores moleculares que se in-
metales pueden unirse a ligandos no esios y entre las células del mismo orgaducen en los organismos acuaticos como
pecificos de los iones metélicos, ocupamismo. Actualmente las evidencias experirespuesta a la contaminacion por metales
do asi espacios celulares o receptoresentales indican que, sin excluir logesados.
cuya funcién es bloqueada por la presemtros, la expresion de las metalotioninas
cia de esos metales (Viarengo, 198%odria explicar en gran parte la resisterBiomarcadores Moleculares Inducidos

& 0os metales pesados esentar; (4) compartamentalizacion del metatle los contaminantes en un ecosistema se

Viarengo y Nott, 1993). cia o tolerancia de las células animales gor Metales Pesados
Entre los posibles meca-vegetales a altas concentraciones de me-
nismos de tolerancia que los organismasles pesados (Hammer, 1986; Rauser, Los biomarcadores mo-

acuaticos han podido desarrollar para erd990). En este contexto, la exposicion Yeculares inducidos por metales pesados
frentar el exceso de metales pesados @s efectos toxicos de los metales pesa&n organismos acuaticos mas conocidos
sus células, se encuentran: (1) unién ddbs y otros contaminantes, pueden sson las metalotioninas (MT). Segun
metal a la pared celular impidiendo sumedidos en términos de respuestas bigcojima (1991), el término “Metalotioni-

entrada al interior de la célula; (2) reducquimicas de los organismos; estas resa” fue introducido por Kagi y Vallee

cion del transporte a través de la menpuestas son conocidas como “Biomarcg1960) para designar proteinas ricas en
brana celular; (3) incremento en la saliddores Moleculares” (Livingstone, 1993).azufre que contenian Cd, Zn, Cu, y pro-
o eflujo de metales hacia el exterior celuEs ampliamente aceptado que los efectognian del cértex renal del caballo. Estas
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proteinas fueron caracterizadas como stisteina en forma similar a las MT desprincipios de la siguiente década, co-
gue (1) bajo peso molecular (6 - 12 KD)gritas en el riidn del caballo. Reportadasienzan a aparecer resefias de la presen-
(2) alto contenido metalico; (3) composi-en los pece$Salmo gairdneriBonhamet cia de proteinas que unen metales identi-
cién caracteristica de amino4cidos (altal., 1987), Pleuronectes platessgGeorge ficadas como FQ en las alg&hlorella
contenido de cisteina y ausencia de higt al, 1989) yPseudopleuronectes ame-yrenoidosa(Hart y Bertram, 1980)C.
tidina y de aminoacidos aromaticos); (4ficanus (Chanet al, 1989); en el bivalvo ellipsoidea (Naganoet al, 1984), Eugle-
secuencia Unica de aminoacidos, con urMytilus edulis (MacKay et al, 1990), el na gracilis (Weberet. al, 1987) y mu-
distribucién caracteristica de los residuosangrejo Scylla serrata (Lerch et al, chas otras algas dulceacuicolas y marinas
de cisteina en la forma Cys - X - Cys; y1982) y en la langost&dlomarus ameri- (Gekeleret al., 1988).

(5) caracteristicas espectroscopicas preanus(Brouweret al, 1989). El mejoramiento de las
pias de uniones mercarptilo (azufre - me- Clase II: Polipéptidos técnicas de separacion de MT, como
tal). También se ha publicado la presercon la ubicacion de los restos de cisteineromatografia liquida de alta resolucion y
cia de polipéptidos con pesos molecularesn forma ligeramente similar a las MTlas técnicas de biologia molecular, han
superiores a los caracteristicos de las MTescritas en el rifion del caballo. Publicantroducido progresos en la deteccion y
que igualmente son sintetizados por lodas en el eriz&trongylocentrus purpura- purificacion de las MT. Estas proteinas
organismos acuaticos en respuesta a tfas (Nemer et al, 1985; Wilkinson y no tienen funcién catalitica conocida y su
exposicion a metales pesados (Stone Nemer, 1987) y el nematodBaenorhab- cuantificacién esta basada en sus altos
Overnell, 1985; Garcia, 1993; Garcia yitis elegans(Imagawaet al, 1990). contenidos de metales pesados, mediante
Reyes, 1996); a estas proteinas se le ha Clase lll:Polipéptidos espectrofotometria de absorcion atémica
denominado “Proteinas enlazadoras datipicos metal-tiolados con sintesis n@ por marcaje con radionucleotidos, y en
metales”. Un interesante grupo de protelsociada directamente con genes estructia- cantidad de la proteina misma. En éste
nas cuya sintesis es inducida ante pertuales. Se conocen como fitoquelatinagltimo caso, los métodos de separacion
baciones ambientales, son las llamaddfQ) y estan constituidas por unidademas comunes son las cromatografias de
“Proteinas de estres” (PE) (Linquistdipeptidicas repetitivas d¥-glutamilcis- exclusién molecular e intercambio ionico,
1986; Vierling, 1991), las cuales recienteteina con un residuo carboxilo terminaklectroforesis en geles de poliacrilamida
mente han sido relacionadas con la prefe glicina of-alanina. Han sido identifi- y HPLC. La absorcion a 250 - 254 nm
sencia de metales pesados en ecosistentaslas en algas (Naganet al, 1984; provee una estimacion de contenido de

acuaticos (Sanders, 1993). Gekeleret al,, 1988), levaduras y plantasproteinas en los eluatos de las columnas

Otros biomarcadores mo-superiores (Tukendorf y Rauser, 1990(absorcion de uniones mercaptilo). En
leculares inducidos por metales pesadd®auseret al, 1991). MT de mamiferos se han empleado anti-
son: Las MT clases | y Il cuerpos poli y monoclonales en ensayos

son proteinas codificadas por genes ede inmunodifusion, inmunoelectroforesis

a) Actividad A-aminolevulinica hidratasa tructurales. Los genes para varios tipog radioinmunoensayos (Hammer, 1986).
(ALAD) en eritrocitos y células equiva-de MT han sido secuenciados en organigstos métodos son rapidos y particular-
lentes, cuya inhibicion por efectos demos tales como el erizo de machinoi- mente Utiles para detectar bajas concen-
Pb ha sido demostrada en numerosakea sp (Nemer et al, 1985), la mosca traciones de MT y para estudios de loca-

estudios con humanos, peces y avddrosophila melanogaste(Maroni et al., lizacion intracelular por inmunofluores-
(Johansson y Larsson, 1979; Schewt986), las levaduraSaccharomyces cere-cencia (Bradly y Ward, 1989).
hammer, 1987). visiae (Butt et al, 1984), Neurospora

crassa(Mungeret al, 1987) y en varios Induccion, Sintesis y Regulacion
Actividad de las enzimas involucradasnamiferos, incluyendo al hombre (Karinde MT
en el sistema oxidativo de las célulay Richards, 1982). También en dos espe-
(glutation oxidasa, catalasa, peroxidaeies de pecesSalmo gairdneriy Pseudo- Esta bien establecido
sa, entre otras) la cual es indicativpleuronectes americanu@Bonhamet al, que el incremento en la sintesis de MT
del dafio oxidativo causado por 10sl987; Chanet al, 1989) y en la ostra clases | y Il por metales pesados es ini-
metales pesados y otros xenobidtico€rassostrea virginica (Unger et al, ciada por inducciébn transcripcional
(Kehseret al, 1988). 1991). (Hammer, 1986). La estructura y funcion
Las MT estan presentesde los genes que codifican para la poste-
c) Alteracion de la inmunidad especifica @n todos los organismos, incluyendo marior sintesis de estas MT, han sido objeto
no-especifica (pruebas de fagocitosisniferos, peces e invertebrados, algas, plade muchos estudios a fin de obtener un
muerte de macrofagos o actividadas superiores y microorganismos procanodelo que explique la expresion genéti-
citosdlica de las células T), que tambiémiotas y eucariotas (Roesijadi, 1992). La&a en los organismos vivos. Estudios rea-
ha sido publicada como consecuencia damplia distribucion de MT en organismodizados con la levadur&Baccharomyces
la exposicion a metales pesados, entacuaticos esta bien respaldada en la liteereviseae(Furst et al, 1988) permitie-

b

~

otras causas (Chegt al, 1991). ratura. Las MT fueron sefialadas por priron proponer un modelo segun el cual,
mera vez para una especie acuatica plms metales pesados se unen a un factor

Metalotioninas y Otras Proteinas Olafson y Thompson (1974), quienegle transcripcion que conduce a un cam-

Enlazadoras de Metales describieron la existencia de una proteinkio conformacional. ElI complejo es luego
de bajo peso molecular que unia Cd ecompetente para unirse al elemento apro-

Nomenclatura y Distribucion el pez marincSebastes seboideBste tra- piado en el gen de la MT. La transcrip-

bajo fue seguido por reportes de MT erion resultante del ARNm sirve como
En base a sus caracterisetras especies de peces (Bouquegnetaubase para incrementar la sintesis de MT,
ticas estructurales, las MT fueron clasifial., 1975; Marfante, 1976) y moluscodas cuales en su momento, unen a su es-
cadas en tres clases (Fowtdral, 1987): marinos como la ostr&rassostrea vir- tructura el exceso de metales pesados.
Clase I: Polipéptidos ginica (Casterline y Yip, 1975) y el bi- Asi, un incremento en la concentracién
con la ubicacién de los residuos dealvo Mytilus edulis (Noel, 1976). A de metales pesados a nivel celular resulta
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en interacciones moleculares especificad ndcleo. A este respecto pueden enumgt989), Rauser (1990) y Steffens (1990),
qgue llevan al incremento de la sintesis derse: (1) la rapida deteccion de fitoqueentre otros autores.

ligandos de alta afinidad que pueden inatinas después de la adicion del metal En general, la utilizacion
terceptar efectivamente a los metales péGrill et al, 1986, 1987; Delhaizet al, de metales pesados como cofactores en
sados. En mamiferos, las MT estan codit989); (2) los enlaceg-carboxiamina en reacciones bioquimicas y la asociacion de
ficadas por una familia genética que conlas fitoquelatinas, no sintetizados en lo& toxicidad de estos elementos con S, N
tiene tanto genes funcionales como seuibosomas (Robinsoet al, 1988; Robin- y O, ligandos predominantes en estructu-
dogenes no funcionales (Hammer, 1986%o0n, 1989); (3) las secuencias sintéticas das biomoleculares (Niebohr y Richard-
Estos genes incluyen tres (3) exones cdes desoxirribonucleétidos que codifican ekon, 1980), representan aspectos duales
dificantes, interrumpidos por intrones, cusitio de union del metal no se hibridizarorde las interacciones biolégicas con los
yas posiciones estan altamente conserveen ARNm proveniente de células demetales pesados. Los mecanismos que re-
das (Karin y Richards, 1982). Este arrebatura innoxiacreciendo en exceso de Cdyulan la disponibilidad intracelular de
glo de 3 exones codificantes ha sido rgDelhaizeet al, 1989; Rauser, 1990); (4) metales pesados y que protegen a las cé-
portado en otros organismos deuterostmo existe el triplete codificado para elulas contra interacciones inapropiadas y
mados (Harlowet al, 1989). Los proto- aminoacidoB-alanina, presente en las hopotencialmente dafiinas podrian ser venta-
stomados estudiados hasta el momentmo-fitoquelatinas (Grillet al, 1986); (5) josas para funciones bioquimicas eficien-
como Drosophila melanogaste{Maroni la adicion de cicloheximida, inhibidor detes. Las MT funcionan como dadores de
et al, 1986), poseen dos de tales exonek sintesis de proteinas, permite la indu&n 6 Cu a las metaloproteinas (Udom y
La regulacion transcripcional de las MTcion considerable de fitoquelatinas por eBrady, 1980; Brouweet al, 1989; Chur-
esta influenciada por varios factores, inion Cd* (Scheeleret al, 1987; Robinson chich et al, 1989) y son inducidas por la
cluyendo metales pesados, hormonas et al, 1988), como si la sintesis de estopresencia en exceso de estos metales. Los
interferén, que interactian con los elepolipéptidos no dependiese, al menos ahetales pesados no esenciales, con fun-

mentos de union en el gen. principio, de la sintesis de proteinas nueiones bioldgicas desconocidas (Cd, Hg),
En animales acuaticos,vas o sintesisle novo se unen a las MT en lo que representa
las secuencias de ADNc para MT han una funcion de quelacion asociada con la
sido reportadas para dos especies de gednciones de las MT: proteccién contra la toxicidad del metal
ces (Bonhamet al, 1987, Chanet al, Homeostasis y Depuracion pesado. Asi, las MT han sido descritas
1989), una de erizo (Nemet al, 1985) como proteinas sintetizadas a niveles
y ostras (Ungert al, 1991). En la tru- Son muchas las eviden-basales y han sido involucradas en la de-

cha arcoiris y en los erizos de mar, la caias resefiadas en la literatura sobre la cadracion de metales pesados no esencia-
racterizacion molecular ha sido extendidpacidad de las metalotioninas descritas das (Hammer, 1986). Estas proteinas estan
al andlisis de las secuencias reguladorasapimales para depurar metales pesados iefluenciadas por procesos endogenos
a los componentes estructurales del gesstos organismos (Beach y Palmiter, 198Kksociados con el metabolismo y los pro-
para MT. Los elementos reguladores pacrawford et al, 1985; Hammer, 1986). cesos reproductivos. Ademas estan aso-
recen estar muy conservados en amb&n embargo, el papel primario de esteiadas con el funcionamiento normal del
especies y parecen homologos a los despo de metalotioninas parece estar relasrganismo o con la respuesta al estres
critos en mamiferos (Roesijadi, 1992)cionado con el mantenimiento del balanpor metales pesados.
Un gen de la trucha (MT-cloranfenicol-ce de metales esenciales a niveles norma- En lo que se refiere a
acetiltransferasa) fue transfectado a urlas en la célula (Udom y Brady, 1980MT clase lll, las evidencias experimenta-
linea celular humana (HEPG2 hepatoblas®3eltramini y Lerch, 1982). Las metalotio-les encontradas corresponden a estudios
toma) e inducida por Cd y Zn (Zafarullahninas clases | y Il también parecen estaealizados con plantas superiores; nada se
et al, 1989; Imbertet al, 1989). Estas relacionadas con la adaptacién celular laa reportado en especies autotrofas acua-
evidencias funcionales indican que existdiversos tipos de “stress”, como protecticas en relacion con sus funciones. En
la similitud de los elementos reguladoresion contra dafios por radiaciones ultraplantas superiores, las evidencias indican
en los peces y el hombre, ya que muesioleta y rayos X, entre otras. Asi puesque las fitoquelatinas podrian estar in-
tran que el promotor para el gen de MBe puede concluir que estas metalotionirolucradas en el mantenimiento del ba-
de la trucha responde a un factor deas estan involucradas en un complejmnce de metales pesados esenciales (Cu,
transcripcion de las células humanas. Larreglo de interacciones para el contraZn) en las células; en el transporte de
induccién de los ARNm de MT prove-del metabolismo y la adaptacion aformas reducidas del azufre asimilado; en
nientes de células hepaticas de la truclatress” a nivel celular (Karin, 1985). Da-la depuracion de los metales pesados pre-
indica la presencia de elementos que rede el complejo papel que desempefian |agntes en exceso; y en este sentido, las
ponden a glicocorticoides en los promometalotioninas descritas en animales, $€Q podrian estar relacionadas con la tole-
tores de los genes para MT (Olsseh podria predecir que todos los organismosmncia de las especies autétrofas a con-
al., 1990). De acuerdo con lo antes dieucariotes (y quizds también los proeentraciones cronicas de estos contami-
cho, la regulacion de la sintesis de lasariotes) podrian requerir de esta molécuantes (Steffenet al, 1986; Tomsett y
MT clases | y Il parece estar relacionadé fundamental. Si estas proteinas moddrhurman, 1988; Gupta y Goldsbrough,
con la concentracion de metales pesadten el metabolismo celular en su papel d&990; de Knechet al, 1992).
en la célula, entre otros inductores citaproveedores de metales esenciales como
dos. se ha sugerido, seguramente los organiBroteinas Enlazadoras

En lo referente a la sin-mos autétrofos también deben necesitale Metales Pesados
tesis y regulaciéon de las MT clase Ill, uruna molécula que realice funciones simi-
grupo de evidencias experimentales indiares. En efecto, el estudio de las funcio- En general, todas las
can que la biosintesis de FQ tiene lugarmes primordiales de las metalotioninasnetalotioninas se caracterizan por presen-
partir de reacciones anabdlicas que ocwlase lll ha sido objeto de interés en retar bajos pesos moleculares. En organis-
rren en el citoplasma celular sin la particientes investigaciones recopiladas panos autétrofos los valores reportados
cipacion directa de genes estructurales éfiomsett y Thurman (1988), Robinsonpara algunas metalotioninas clase Ill son
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de 8,5 KD paraChlorella ellipsoidea Los estudios realizados con proteinas daboratorios se estan involucrando en este
(Naganoet al, 1984), 10 KD pard.yco- choque térmico indican una alta homoloeampo de investigacion. Anfipodos, bi-
persicon esculentum(Bartolf et al, gia entre organismos eucariotes y en akalvos y peces de sitios contaminados
1980), Nicotiana glauca y Brassica gunos procariotes (Linquist, 1986). Lamostraron niveles elevados de PE (San-
capitata (Wagner y Trotter, 1984) y 13,8 conservacion evolutiva de estos genes sders et al, 1994) y la transferencia de
KD para Glycine max(Carterline y Yip, giere que la produccién de las proteinasivalvos a &reas contaminadas indujo un
1975), entre otras especies estudiadade estrés constituyen un mecanismo furtambio en los patrones de sintesis
Sin embargo, algunos autores han repodamental para la proteccién de la célul@/eldhuizeret al, 1991).

tado la presencia de péptidos con pesesite perturbaciones externas (Vierling,

moleculares superiores a los caracteristl:991). Conclusiones
cos de las metalotioninas, que igualmente La sintesis de PE es in-
son sintetizadas en respuesta a los met@dcida por un conjunto de estresores am- La primera respuesta de

les pesados (Stone y Overnell, 1985). Aientales, que ademas de las altas temfdes organismos a los contaminantes ocu-
estas proteinas se les denomipeptidos raturas y los metales pesados, incluyeme a nivel molecular. La deteccion de

enlazadores de metalesncluye las pro- pesticidas, compuestos teratogénicos y rasta primera respuesta puede ser muy Util
teinas reportadas dbuglena gracilis( > diacién ultravioleta, entre otros (Sandersn labores de monitoreo ambiental ya que
100 KD; Albergoni et al, 1980), Es- 1993). Las caracteristicas especificas d&urre rapidamente y es reversible, en
cherichia coli (39 KD; Khazaeli y Mitra, la respuesta al estresor, tales como la reanto que las respuestas a niveles de or-
1981), Crassostrea virginicay C. gigas pidez de la misma, el nivel de inducciérganizacion biolégica mas complejas sue-
(20-70 KD; Siewickiet al, 1983),Car- y los tejidos afectados, parecen no ser elen ser detectadas tras lapsos relativamen-
cinus maenag27 KD; Rainbow y Scott, pecificas para el contaminante y probae largos y suelen resultar en efectos irre-

1979). blemente son consecuencia del mecanigersibles. La aplicacion de estas respues-
En nuestro laboratorio mo de toxicidad de cada compuesto.  tas moleculares como biomarcadores de
trabajamos con el alga unicelular marina Recientemente las PEcontaminacion esta, sin embargo, condi-

Acetabularia calyculucon el fin de ana- han sido propuestas como biomarcadoresonada a la disponibilidad comercial de
lizar los cambios en los patrones de simmoleculares generales de la contaminaci@roductos tecnolégicos de bajo costo que
tesis proteica del alga en presencia dguimica en labores de monitoreo ambiersimplifiquen y agilicen la deteccién de
Hg. Las fracciones proteicas citoplasmatital (Sanders y Dyer, 1994; Sanders, 199&stos biomarcadores en el laboratorio y
cas de las algas tratadas con Hg@0 Hightower, 1993; Bucheli y Fent, 1995;en condiciones de campo.

ppm, 3 dias) y analizadas por electroford-ivingstone, 1993; Melacon, 1995). Aun- Toda la evidencia expe-
sis en geles de poliacrilamida, revelarogue esta propuesta se encuentra en su faseental revisada lleva a concluir que la
la presencia de un polipéptido con pesmicial, muchos de los resultados que sexposicion a metales pesados induce la
molecular aparente de 27 KD, el cual npresentan a continuaciéon son prometedexpresién de proteinas, como las metalo-
estuvo presente en las algas control (Gares. Varias investigaciones muestran la irttoninas, que unen metales en su estructu-
cia y Reyes, 1996). Estudios de separduccion de PE especificas en peces (Dyem molecular y pueden considerarse como
cion y caracterizacion de este polipéptidet al, 1993) o lineas celulares de peceBiomarcadores Moleculares Especificos.
permiten concluir que las proteinas indu(Hightower, 1980; Heikkilaet al, 1982; Por el contrario, la expresién de proteinas
cidas por el mercurio, unen el metal a sRyan y Hightower, 1994) después de lde estres, los cambios en la actividad de
estructura molecular y que la sintesis dexposicion a Cd, Zn, Cr, As o compuesto®s enzimas del sistema oxidativo celular
las mismas no esta asociada directamereganicos. Varios metales pesados fuergnalteracién de la inmunidad de los orga-
con el nucleo celular (Garcia y Reyesreportados como inductores de PE en neismos, son respuestas moleculares indu-

1998). matodos (Stringham y Candido, 1994). Etidas por un amplio grupo de contami-
tributil estafio (TBT) conocido inhibidor nantes, incluyendo los metales pesados, y
Proteinas de Estrés (PE) del sistema de Monoxigenasas de Funci@on por tanto consideradas como Biomar-

Mixta (MFO), induce ciertas PE en rotife-cadores Moleculares Generales.
La sintesis de metaboli-ros (Cochranceet al, 1991) y moluscos
tos o proteinas de estres (PE) ha sidavalvos (Steinert y Pickwell, 1993). La
descrita como un mecanismo de toleraracumulacién de PE fue observada en teji-
cia importante ante la contaminacion podos especificos (Sanderst al 1994; REFERENCIAS
metales pesados en organismos acuéticBfingham y Candido, 1994). Es conocido
(Sanders, 1993; Hightower, 1993). En geque la induccion de PE ocurre a concen-
neral, estd bien documentado el hecho seaciones a las cuales no se observan otros
gun el cual los organismos vivos alteraefectos adversos (Sandezt al, 1991) y Albergoni V, E Piccini y O Coppellotti (1980):
sus patrones de expresion genética cuague precede al encendido de reacciones a Response to heavy metals in organisms I.
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