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Defensas antioxidantes en el fluido celomico del
erizo negro Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758)
estimulado con indculos bacterianos

Antioxidant defenses in the coelomic fluid of
Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) stimulated with
bacterial inoculums

Edgar Zapata-Vivenes"** y Gabriela Aparicio®

RESUMEN

La fagocitosis es una respuesta celular de primera linea mediada por células especializadas
denominadas celomocitos-amebocitos. Este proceso permite englobar particulas extrafias o
microorganismos, los cuales son eliminados a través de la generacion de especies reactivas
del oxigeno (ERO). Con la finalidad de evaluar el sistema de defensa antioxidante en el fluido
celomico (FC) del erizo de mar negro E. lucunter bajo una alta actividad fagocitica (AF), se
procedio a inocular via membrana peristomial tres cepas bacterianas por separado: E. coli, V.
parahaemolyticus y M. lysodeikticus. A las 16 h posinyeccion, se determinaron la capacidad
fagocitica (CF), actividad de catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD), niveles de
lipoperoxidacion (LPO), grupos sulthidrilos (-SH) y proteinas. Adicionalmente, fue estimado
el tiempo de enderezamiento de cada individuo. La CF, CAT y proteinas mostraron incrementos
en los organismos inyectados con inoculados bacterianos. Los niveles de LPO, SOD y -SH
no mostraron variaciones entre los organismos experimentales. El tiempo de enderezamiento
presento ligeras variaciones en los organismos estimulados con bacterias; revelando a su vez un
bajo porcentaje de pérdida y reduccion de movimiento de sus espinas y pies ambulacrales. La
AF y las proteinas en FC de E. lucunter muestran la efectividad del sistema inmune en presencia
de estimulantes microbianos. Los resultados indican que CAT juega un papel preponderante en
el FC para evitar cambios en el estatus antioxidante, asociados al estallido respiratorio frente a
actividades fagocitarias elevadas. Las respuestas antioxidantes de E. lucunter inmuno-estimulado
por bacterias pueden garantizar su sobrevivencia en el habitat natural.
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ABSTRACT

Phagocytosis is a first-line cellular response mediated by specialized cells denominated
coelomocytes- amoebocytes. This process allows for the inclusion of extraneous particles or
microorganisms, which are eliminated by the production of reactive oxygen species (ROS).
In order to evaluate the antioxidant defense system in the coelomic fluid (CF) of E. lucunter
under elevated phagocytic activity (PA), three bacterial strains were inoculated separately, via
peristomial membrane: E. coli, V. parahaemolyticus and M. lysodeikticus. The phagocytic capacity
(PC), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities, levels of lipoperoxidation
(LPO), sulphydryl groups (-SH) and proteins were determined at 16 h post-injection. In addition,
the time of righting response of each individual was noted. The PA, CAT, and proteins showed
increments in the organisms inoculated with bacteria. The LPO, SOD, and -SH levels showed
no variations among the experimental organisms. The time of righting response showed slight
variations in the bacteria-stimulated organisms, as well as a low percentage of lost and reduced
movements of their spines and tube feet. The PA and proteins in CF of E. lucunter show the
effectiveness of the immune system in the presence of microbial stimulants. Results indicate that
CAT plays a preponderant role in the CF to avoid changes in the antioxidant status, associated
with the respiratory burst during elevated phagocytic activities. Antioxidant responses of E.
lucunter immunostimulated by bacteria may guarantee their survival in their natural habitat.

Keywords: Catalase, lipid peroxidation, oxidative stress, E. coli, thiols

INTRODUCCION et al. 2012b). Los géneros bacterianos,
frecuentemente aislados de areas cor-
porales de erizos de mar lesionados

son Vibrio, Aeromonas, Flavobac-

El erizo de mar Echinometra
lucunter es una especie de relativa

abundancia en la costa nororiental de
Venezuela (Reyes-Lujan et al. 2015),
que presenta potencialidades para el
maricultivo. Su expectativa de culti-
vo posiblemente puede ser limitada
por enfermedades provocadas por mi-
croorganismos patogenos, en especial
bacterias (Wang et al. 2012a). Tales
microorganismos pueden ocasionar le-
siones en las paredes de la testa de los
erizos, pérdida de la pigmentacion del
epitelio, desprendimiento y crecimien-
to irregular en las puntas de las espi-
nas, necrosis de tejidos musculares,
dificultad en la alimentacién y loco-
mocion (Bauer & Young 2000; Wang
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terium, Clostridium y Pseudomonas
(Wang et al. 2012b).

Los individuos méas propensos a
enfermarse son los que presentan signos
de estrés asociado a una deficiencia
inmunologica. Los erizos de mar, asi
como otros invertebrados, no poseen
un sistema inmune adaptativo, sino
que dependen totalmente de las res-
puestas celulares y humorales innatas
para la proteccion contra patdogenos
(Anton & Salazar, 2009; Branco et
al. 2014). La inmunidad en los erizos
de mar esta a cargo de diversos tipos
de células denominadas celomocitos
(amebocitos, granulocitos traslucidos,
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esférulas rojas y células vibratiles) y
sustancias bacterioliticas contenidas en
su fluido celomico (FC) (Matranga et
al. 2005; Pinsino & Matranga, 2015).

El sistema inmunoldgico de los
erizos de mar puede ser inducido me-
diante invasiones bacterianas lo que
conlleva a incrementar la actividad
de diversos agentes antimicrobia-
nos, el nimero de celomocitos y la
capacidad fagocitica. En este ultimo
evento se produce un aumento en la
produccion de especies reactivas del
oxigeno (ERO), con capacidad bacte-
ricida, tales como el anion superoxido
(°0,), y este, a su vez, es convertido a
peroxido de hidrogeno (H,0,) (Cou-
ter et al. 1999; Mydlarz et al. 2006).
Las ERO pueden dafiar también a las
células del hospedero, siendo contro-
ladas por las enzimas del sistema de
defensa antioxidante tales como su-
peroxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT), para evitar afectos oxidativos
sobre proteinas, ADN vy lipidos (Ha-
lliwell & Gutteridge, 2015; Chihuai-
laf et al. 2002). Otras sustancias con
potencialidades antioxidantes son las
moléculas que contienen grupos tio-
les o sulthidrilos (-SH); estos grupos
funcionales desempeflan un papel
importante en los sistemas biologicos
(Baba & Bhatnagar, 2018).

Se ha demostrado la efectividad
de las respuestas inmunoldgicas en eri-
zos de mar estimuladas por distintos
antigenos de origen bacteriano (Dhei-
1y, 2010; Dheilly et al. 2012; Bastidas,
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2017). Sin embargo, se sabe muy poco
acerca de como modulan sus defensas
antioxidantes los erizos de mar en pre-
sencia de una alta actividad fagocitica.
En tal sentido, esta investigacion eva-
lud la capacidad del sistema de defensa
antioxidante en E. lucunter al ser esti-
mulado por distintas cepas bacterianas
inoculadas experimentalmente.

MATERIALES Y METODOS

Organismos: los ejemplares de
E. lucunter con talla > 6 cm de didme-
tro fueron colectados de manera ma-
nual, por buceo libre, a profundidades
de 1 a 5 men la ensenada de Turpialito
(10°26°56” N, 64°02° 00 O) (Fig. 1).

Esta localidad se encuentra si-
tuada a 3 km al este de la ciudad de
Cumana, en la costa sur del golfo de
Cariaco, Venezuela.

Manutencion en el laborato-
rio: los ejemplares fueron transpor-
tados en envases isotérmicos hasta el
laboratorio y se colocaron en acuarios
de 40 cm’, a razén de un organismo
por cada 5 litros de agua de mar filtra-
da, con suficiente aireacion, tempera-
tura promedio del agua 25 + 1°C; pH
7.9-8.1 y salinidad de 36 UPS, durante
una semana. Los organismos fueron
alimentados diariamente con una mez-
cla de macroalgas deshidratadas de los
géneros Sargassum, Padina y Ulva. El
recambio de agua de mar de los acua-
rios fue realizado cada dos dias.
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Fig. 1. Ubicacion geografica de la ensenada de Turpialito, Golfo de Cariaco,

Venezuela

Fig. 1. Geographic location of the Turpialito cove, Gulf of Cariaco, Venezuela

Ensayos de inoculacion: cua-
tro grupos de animales por separado,
constituidos de 10 organismos cada
uno, se les inyectaron, cuidadosamen-
te dentro de la cavidad peristomial
(entrada aboral), concentraciones co-
nocidas de las siguientes bacterias: Es-
cherichia coli (ATCC 25522), Vibrio
parahaemolyticus (cepa HUAPA) y
Microccocus lysodeikticus (SIGMA
N.° 4698). Al primer y segundo grupo,
se les inoculd 100 pl de una solucion
contentiva de ~1 x 10® células/ml de
E. coli y V. parahaemolyticus, disuel-
tas en agua de mar estéril. Al tercer
grupo de animales se le inyectdé 100
ul de una solucion de M. lysodeikticus
(~1 x 10®). Al grupo cuarto grupo de
organismos se le introdujo el mismo

21

volumen de agua de mar micro-filtra-
da y estéril (considerada solucion sa-
lina). Una vez inyectados cada uno de
los organismos fueron devueltos a sus
respectivos acuarios.

Ademas, se utilizd6 como grupo
control (no inyectados) a organismos
provenientes del campo, previamente
aclimatados y no estresados por pun-
cion. La obtencion del FC se realizo
a las 16 horas posinyeccion bacterial.
Los experimentos fueron realizados
por duplicados.

Obtencion de fluido celémico
(FC): para ello, se insertd una aguja
hipodérmica 25 G 5/8", contentiva de
200 pl de agua de mar estéril y EDTA
a 4 mmol/l. Se obtuvo un maximo de
1 ml por ejemplar. El FC fue coloca-
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do en un tubo eppendorf en hielo y se
adicion6 20 mmol/l Tris 0.5 mol/l de
NaCl y 30 mmol/l de é4cido etilendia-
mi-tetracético (ISO-EDTA, pH 7.50)
como solucion anticoagulante (Ma-
tranga et al. 2006).

Actividad fagocitica: fue deter-
minada mediante la reduccion del azul
de tetrazolium (NBT) a formazan (Coo-
per et al. 1995), utilizando como antige-
no un extracto no viable de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (zymozan).
Se mezclaron 100 pl del extracto de
zymozan (10 pg/ml) con 100 pl de sus-
pension de celomocitos (~6 x 10° cel/
ml), y luego se incubo por 15 minutos.
Se le agregé 100 pl de una solucion
de NBT (2 mg/ml) en buffer fosfato
salino (BFS), se mezclo y se incubo a
16°C bajo oscuridad, por 24 horas. Para
extraer el formazan (producto de la re-
duccion del NBT), se agregaron 200 ml
de hexadecyltrimetil amonio bromuro
0.1% como agente antimicrobiano y
400 ml de buffer fosfato 100 mmol/l
pH 6.2. Seguido de un periodo de in-
cubacion de 3 horas a 37°C y una cen-
trifugacion posterior a 2 000 g por 15
min, se procedi6 a medir la absorbancia
a 510 nm. Estas lecturas fueron compa-
radas con una curva patrén de formazan
realizado con bromuro 3-(4,5-dime-
tilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium
(Sigma-Aldrich Cat. M2128). Como
control se cuantifico el formazan en ce-
lomocitos incubados con NBT sin anti-
geno. Los resultados se expresaron en
pg de formazan/ml.
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Peroxidacion de lipidos: fue
estimada por el método de andlisis de
sustancias reactivas del acido tiobarbi-
turico (TBARS) al seguir el protocolo
estandarizado propuesto por Ohkawa
et al. (1978). La concentracion de
TBARS se calculdé usando un coefi-
ciente de extincion de 1.56 x 10° 1 cm/
mmol. Los resultados son expresados
en milimoles de TBARS por miligra-
mos de proteinas.

Proteinas totales: se determin6
por el método de Biuret. Se tomaron
100 pl de FC y 1 ml del reactivo de
Biuret, se agitaron suavemente los tu-
bos y se dejaron reposar por 20 minu-
tos; luego se midi6 la absorbancia a
540 nm (Robinson & Hogden, 1940).
Se contrastd con una curva patron rea-
lizada con albumina de suero de bovi-
no (1 mg/ml).

Superdxido dismutasa: se de-
terminod mediante la utilizacion de un
Kit Bioxytech SOD-525 (SIGMA), el
cual se fundamenta en la medicion del
incremento de la tasa de auto-oxidacion
del 5,5,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-trihi-
drobenzo[c]fluoreno (TTF), mediado
por la enzima SOD en solucion acuosa
alcalina, para producir un cromogeno
con un maximo de absorbancia a 525
nm (Nebot et al. 1993).

Catalasa: la actividad de la en-
zima CAT se determiné por el descen-
so de la concentracion del peroxido de
hidrogeno (H,0,) a una longitud de
onda de 240 nm (Coeficiente de Extin-
cion= 40 1 cm/mmol) (Aebi, 1984).
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Analisis enzimaticos: la activi-
dad de las enzimas antioxidantes fue
determinada en un espectrofotometro
Perkin-Elmer UV/VIS Lambda 28,
bajo condiciones de temperatura con-
trolada a 25+0.5°C. Los ensayos en-
zimaticos se realizaron por triplicado
en un volumen final de 1 ml. Las es-
timaciones de las actividades enzima-
ticas se realizaron con en el programa
UV Winlab Lambda 25 bajo ambiente
Windows.

Grupos sulfhidrilos totales
(-SH): se determin6 por el método de
Ellman (1959). En la cubeta experi-
mental se anadieron 50 ul de FC, 500
ul de DTNB, 250 pl de agua destila-
da, 200 pl de buffer Tris y 50 pl de
la muestra se incub6 por 10 minutos
a temperatura ambiente. Luego se mi-
di6 la absorbancia a 412 nm, contra un
blanco constituido por todos los reacti-
vos a excepcion del extracto. Se usoé al
GSH a 3 mmol/l como estandar.

Salud de los erizos de mar: se
determind mediante el tiempo de re-
cuperacion de una posicion invertida.
Los erizos fueron colocados en posi-
cion invertida (boca arriba) en el fondo
del acuario. Se estim6 el tiempo que
tardo el organismo en voltearse para
alcanzar su posicion original (Taylor
et al. 2014). Adicionalmente, en or-
ganismos sensibilizados se monitoreo6
diariamente durante una semana algu-
nos sintomas, tales como cambios de
coloracion, pérdidas de espinas, com-
portamientos anormales.
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Analisis estadisticos

Los resultados de los tratamien-
tos en los grupos estudiados se compa-
raron con los controles a través de un
analisis de varianza de una via (ANO-
VA). La normalidad de los datos y la
homogeneidad de las varianzas fueron
verificadas; solo la actividad de CAT
y SOD fueron transformadas en Log
para normalizar su distribucion. Para
el contraste multiple de rango se utili-
z6 la prueba de Bonferroni. Los anali-
sis estadisticos fueron realizados bajo
el programa estadistico SPSS version
11.5 (Sokal & Rohlf, 1981).

RESULTADOS

La actividad fagocitica de los
celomocitos incrementd significativa-
mente en todos los erizos de mar in-
yectados (ANOVA, GL=64 Fs=7.14;
P <0.05). La mayor actividad de fago-
citosis fue registrada en los erizos de
mar inyectados con V. parahaemolyti-
cus, seguidos por el grupo formado
por los organismos inyectados con M.
lysodeikticus y E. coli, inclusive los in-
yectados con solucion salina (Fig. 2).

Laactividad de CAT mostro incre-
mentos significativos en los organismos
inoculados con las cepas bacterianas M.
lysodeikticus, V. parahaemolyticus, y E.
coli con respecto al grupo no inyecta-
do, no asi en los organismos inyectados
con solucion salina (ANOVA, GL=49;
Fs=8.23 P <0.05) (Fig. 3). La enzima
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Fig. 2. Niveles de formazan en fluido celomico del erizo de mar Echinometra
lucunter inoculados con solucidn salina (Ss), M. lysodeikticus (M), E. coli (Ec)
y V. parahaemolyticus (Vp). El asterisco muestra diferencias significativas
*P < 0.05. (N) indica en nimero de individuos analizados

Fig.2.Formazan levels in coelomic fluid of Echinometra lucunter inoculated with
saline solution (Ss), M. lysodeikticus (M), E. coli (Ec), and V. parahaemolyticus
(Vp). (*) The asterisk shows significant differences *P < 0.05. (N) Number of
individuals analyzed
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Fig. 3. Actividad de catalasa (CAT) en fluido celomico del erizo de mar
Echinometra lucunter inoculados con solucion salina (Ss), M. lysodeikticus (M1),
E. coli (Ec) y V. parahaemolyticus (Vp). (*) El asterisco muestra diferencias
significativas *P < 0.05. (N) indica en nimero de individuos analizados

Fig. 3. Catalase activity (CAT) in coelomic fluid of Echinometra Ilucunter
inoculated with saline solution (Ss), M. lysodeikticus (M1), E. coli (Ec), and V.
parahaemolyticus (Vp). (*) The asterisk shows significant differences *P < 0.05.
(N) Number of individuals analyzed
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superoxido dismutasa (SOD) no evi-
dencid cambios significativos en su ac-
tividad entre los organismos inoculados
con cepas bacterianas y los no inocu-
lados (Fig. 4); aunque sus mayores va-
lores se registraron en los organismos
inoculados con V. parahaemolyticus
(ANOVA, GL=50 Fs=1.25; P> 0.05).
Los niveles de grupos -SH en el
FC de los organismos, aparentemente
sanos e inoculados con las distintas
bacterias, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre
grupos (ANOVA, GL=70; Fs=0.77
P > 0.05) (Fig. 5). Tampoco, los nive-
les de peroxidacion lipidica, evidencia-
ron diferencias significativas entre los

Edgar Zapata-Vivenesy Gabriela Aparicio

organismos experimentales (ANOVA,
GL=67; Fs=0.54 P> 0.05) (Fig. 6).
Los niveles de proteinas totales
por mililitro de FC indican diferen-
cias significativas (ANOVA, GL=68;
Fs=6.63 P < 0.05), en especial en los
organismos inyectados V. parahe-
molyticus (Fig. 7). El tiempo de recu-
peracion de posicion invertida permitio
indicar la salud de los erizos de mar, al
evidenciar los promedios en tiempo de
enderezamiento en los organismos con-
troles e inoculados en un rango entre 40
a 100 s (Fig. 8), sin mostrar diferen-
cia estadistica entre los tratamientos
(ANOVA, GL=91; Fs=1.42 P> 0.05).

50 |
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a - (10)
g 30 F
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= 20 g (10) 1 T
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s T s =—— | e — I?
0o L B
Control Ss Ml Ec Vp

Fig. 4. Actividad de superdxido dismutasa (SOD) en fluido celomico del erizo de
mar Echinometra lucunter inoculados con solucion salina (Ss), M. lysodeikticus
(MI), E. coli (Ec)y V. parahaemolyticus (Vp). (N) indica en nimero de individuos

analizados

Fig. 4. Superoxide dismutase (SOD) activity in coelomic fluid of Echinometra
lucunter inoculated with saline solution (Ss), M. lysodeikticus (M1), E. coli (Ec),
and V. parahaemolyticus (Vp). (N) Number of individuals analyzed
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Fig. 5. Niveles de grupos sulthidrilos totales (-SH) en fluido celomico del
erizo de mar Echinometra lucunter inoculados con solucion salina (Ss), M.
lysodeikticus (M1), E. coli (Ec) y V. parahaemolyticus (Vp). (N) indica en
numero de individuos analizados

Fig. 5. Levels of sulphydryl (-SH) groups in coelomic fluid of Echinometra
lucunter inoculated with saline solution (Ss), M. lysodeikticus (M1), E. coli (Ec),
and V. parahaemolyticus (Vp). (N) Number of individuals analyzed
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Fig. 6. Concentraciones de sustancias que reaccionan al acido tiobarbiturico
(TBARS) en fluido celomico del erizo de mar Echinometra lucunter inoculados
con solucion salina (Ss), M. lysodeikticus (M), E. coli (Ec)y V. parahaemolyticus
(Vp). (N) indica en numero de individuos analizados

Fig. 6. Concentrations of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in
coelomic fluid of Echinometra lucunter inoculated with saline solution (Ss),
M. lysodeikticus (M1), E. coli (Ec), and V. parahaemolyticus (Vp). (N) Number
of individuals analyzed
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Fig. 7. Concentracion de proteinas (PT) en fluido celomico del erizo de mar
Echinometra lucunter inoculados con solucion salina (Ss), M. lysodeikticus (M),
E. coli (Ec) y V. parahaemolyticus (Vp). (*) El asterisco muestra diferencias
significativas *P < 0.05. (N) indica en nimero de individuos analizados

Fig. 7. Protein concentrations in coelomic fluid of Echinometra Ilucunter
inoculated with saline solution (Ss), M. lysodeikticus (M), E. coli (Ec), and V.
parahaemolyticus (Vp). (*) The asterisk shows significant differences *P < 0.05.
(N) Number of individuals analyzed
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Fig. 8. Tiempo de recuperacion invertida en el erizo de mar Echinometra
lucunter inoculados con solucion salina (Ss), M. lysodeikticus (M), E. coli (Ec)
y V. parahaemolyticus (Vp). (N) indica en nimero de individuos analizados
Fig. 8. Time of righting response in Echinometra lucunter inoculated with saline
solution (Ss), M. lysodeikticus (M), E. coli (Ec). and V. parahaemolyticus (Vp).
(N) Number of individuals analyzed
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Entre el 20 al 35% de los organis-
mos inyectados con M. lysodeikticus,
E. coli 'y V. parahaemolyticus mostra-
ron ligeros dobleces y pérdidas entre 1
al 10% de las espinas en su testa. Sin
embargo, tanto en los organismos no
inyectados e inyectados con solucion
salina y cepas bacterianas no se evi-
denciaron sintomas de enfermedades,
al presentar movimientos uniformes
de espinas, coloracion caracteristica
de la testa (negruzca-morada), esti-
mulacién oral, movimiento de los tu-
bos digestivos y coloracion del FC con
tonos entre rosado claro a oscuro. No
fueron observados desoves aparentes
en el agua del acuario en los organis-
mos experimentales.

DISCUSION

El incremento significativo en la
actividad fagocitica demuestra el es-
tallido oxidativo en los erizos de mar
inoculados con las bacterias M. lyso-
deikticus, E. coli y V. parahaemolyti-
cus, fundamentado en la activacion de
los sistemas bioquimicos que resultan
en la formacion de especies reactivas
del oxigeno (ERO). En E. lucunter, el
incremento en la formacién de anidén
superoxido (*0,), asociado a la capa-
cidad de fagocitosis, representan la ti-
pica respuesta de estallido respiratorio
en los celomocitos, al igual que ocu-
rre en las células blancas de mamife-
ros. E1*O, tiene un rol preponderante
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como sustancia de accion bactericida,
detalles que han sido demostrados de
manera similar en hemocitos de mo-
luscos-bivalvos (Campa-Cordova et
al. 2002; Donaghy et al. 2012).

La formacion de las ERO es me-
diada por la enzima NADPH oxidasa
contenida en las membranas de las cé-
lulas fagocitarias (Pipe, 1992; Buggé
et al. 2006; Donaghy et al. 2012). En
camarones y moluscos se ha demos-
trado la produccion de intermediarios
reactivos del oxigeno en fagocitos de
organismos estimulados por bacterias
(Roch, 1999; Campa-Cordova et al.
2002). En el camaron Litopenaus van-
namei se reportaron incrementos en el
nimero de celomocitos circundantes
en el FC al ser estimulados con dis-
tintos antigenos (durante 24 a 48 ho-
ras) (Yeh & Chen 2008). También se
observd un aumento en la actividad
fagocitica, accion de fenoloxidasas y
estallido respiratorio. Los autores ob-
servaron que tal estimulo permiti6 la
resistencia de los organismos contra
una cepa de Vibrio alginolyticus. En
E. lucunter, los celomocitos (ameboci-
tos) se presentan en un 77% en el FC,
los cuales poseen, junto a otros tipos
de células, una alta capacidad de rea-
lizar la fagocitosis (Tucunduva-Faria
& Machado-Cunha da Silva, 2008), lo
que sugiere su aporte significativo en
la formacion de las ERO.

La estimulacion de las respues-
tas del sistema inmunolégico celular y
humoral en erizos de mar, estimulados
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con bacterias vivas, ha sido eviden-
ciada en otras especies de erizos de
mar tales como Lytechinus variegatus
(Bastidas, 2017), Strongylocentrotus
lividus (Dheilly, 2010) y Sterechinus
neumayeri (Ovando, 2009). Cuando
la fagocitosis es un proceso activo,
las ERO pueden sobrepasar la capa-
cidad de las defensas antioxidantes y
producir desequilibrios moleculares
(Dolmatova et al. 2003; Majeske et
al. 2013), especialmente en los lipidos
de membranas. Este dafio oxidativo
molecular dependera de la accion ba-
rredora de las defensas antioxidantes
celulares. En nuestro estudio, la eleva-
da actividad fagocitica en E. lucunter
conllevd a una activacion del sistema
antioxidante enzimatico, fundamenta-
do con el incremento de la actividad
de la CAT. Posiblemente, la formacion
de *O, durante el proceso de fagocito-
sis y su posterior trasformacion a H,0O,
(por la enzima SOD), permiten la so-
breproduccion de este ultimo, sirvien-
do de sustrato a la CAT.

CAT puede mantener en concen-
traciones fisiologicamente estables al
H,O,, descomponiéndolo en 2H,O y
O,, limitando asi, la sobreproduccion
de radicales libres de alta toxicidad,
tal como *OH (Storey, 1996). Beau-
mont (2010) muestra que los mayores
promedios de lipidos peroxidados y
dafios a proteinas en el erizo de mar
Evechinus chloroticus se encuentran
asociados a un incremento de la pro-
duccion de H,0,. Estos hallazgos fun-
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damentan la accidén antioxidante de
CAT para evitar la propagacion del
dano oxidativo, especialmente en las
membranas de los celomocitos de E.
lucunter, sensibilizados con las cepas
de bacterias.

A pesar de la formacion intrace-
lular de *O, en organismos inmuno-es-
timulados, la actividad de SOD no
presentd variacion. Posiblemente, la
actividad de la SOD es suficiente para
eliminar *O,. En crusticeos se ha de-
mostrado la eficiencia de remover el
*O, por parte de la SOD (Holmblad &
Soderhéll, 1999; Campa-Cordova et al.
2002). En otros estudios realizados con
el pepino de mar Eupentacia fradatrix,
se demostro la produccion de *O,, jun-
to a SOD, en amebocitos en presencia
tanto de la bacteria Yersinia pseudotu-
berculosis como de su toxina incubados
por 24 horas (Dolmatova et al. 2003).

Las proteinas en el FC de E. /u-
cunter desempefian un papel dominan-
te en el metabolismo celular y actividad
inmune debido a su doble rol, tanto es-
tructural como funcional. El aumento
significativo en los niveles de proteinas
totales en el FC de los erizos de mar
inmuno-estimulados con las distintos
microorganismos, en especial a V. pa-
rahemolyticus, forma parte de las res-
puestas inespecificas inmuno-modula-
torias. Parece ser una respuesta comin
que las proteinas y algunos péptidos
son de relativa abundancia cuando los
erizos de mar son invadidos por micro-
bios. Adicionalmente, Dheilly (2010)
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observd induccion en las proteinas de
estrés y desintoxicadoras en S. purpu-
ratus inyectado con lipopolisacaridos
(LPS) bacterianos. En el erizo de mar
Paracentrotus lividus, sensibilizados
con probidticos Lactobacillus paraca-
sei, un recombinante de la misma es-
pecie y S. cerevisiae, se ha observado,
que pueden incrementar las respuestas
inmunes tales como la actividad de li-
sozimas y produccion de 6xido nitrico
(NO). De la misma manera, en P. /ivi-
dus se ha demostrado que la aplicacion
de zymozan A en organismos infecta-
dos con vibrios proveen efectos bene-
ficiosos en la funcion inmune del orga-
nismo (Cipriano-Maack et al. 2016).

Los niveles de tioles totales
(-SH) no mostraron variabilidad en el
FC de los organismos, aparentemente
sanos e inoculados con las distintas
cepas bacterianas. Se conoce que el
glutation reducido (GSH) es uno de
los componentes antioxidantes de ma-
yor abundancia en las células y el cual
contiene un grupo -SH (Dale & Russo,
1988; Van-Laer et al. 2013). GSH es
la principal protagonista en la destruc-
cion de intermediarios de ERO, que
cumple una serie de funciones como
mantener el balance redox en las célu-
las, protegiéndola del estrés oxidativo
(Lawrence & Balzhin, 1998). Este tiol
de baja masa molecular actia como
antioxidante enddgeno y amortiguador
redox, lo que es importante en la ho-
meostasis celular.
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CONCLUSIONES

Los incrementos de la actividad
fagocitica, la actividad de CAT y ni-
veles de proteinas en el FC del erizo
negro Echinometra lucunter inmu-
no-estimulado por inoculacion bacte-
riana son el reflejo de los mecanismos
de respuesta del organismo ante la
invasion de patdgenos o cuerpos ex-
trafios. Adicionalmente, se demuestra
la capacidad de las defensas antioxi-
dantes, en especial CAT, para evitar
lipoperoxidacion durante el estallido
oxidativo. El sistema inmunologico y
antioxidante muestran ser respuestas
importantes, las cuales pueden garanti-
zan la sobrevivencia de los organismos
en presencia de invasiones bacterianas.
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