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RESUMEN

El erizo verdi-blanco Lytechinus variegatus presenta abundancia relativa en costas del
golfo de Cariaco (Venezuela), habitando en la zona intermareal de aguas calidas
frecuentemente recubierto con pequefias rocas, restos de corales, conchas de bivalvos y
macroalgas. Los erizos han sido utilizados como especies importantes para estudiar los
efectos del cambio climatico, por lo tanto en esta investigacion, L. variegatus sirvio
como modelo biologico con el objetivo de estimar la modulacion en sus defensas
antioxidantes y el dafio oxidativo en su tejido reproductivo en ambientes simulados de
cambios controlados de temperaturas. Previamente, fue estimado el tiempo medio de
sobrevivencia (Tms) de L. variegatus a distintas temperaturas. Se procedié a someter
grupos entre 10 a 15 de organismos, de manera separada, a ambientes con temperaturas
de 20, 25, 28 y 32 °C, durante 1 y 3 dias. La capacidad de enderezamiento (CE) desde la
posicién invertida y el porcentaje de cobertura (PC) de la testa fueron monitoreados
como marcadores de salud de los individuos y comportamiento en el ambiente. Las
defensas antioxidantes tales como tioles solubles totales (-SH), actividades de las
enzimas catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD); la actividad respiratoria
mitocondrial estimada mediante la enzima citocromo C oxidasa (CCO); y el dafio
oxidativo a lipidos (TBARS) 06 lipoperoxidacion (LPO) fueron valorados en cada
periodo de exposicion. La sobrevivencia de los erizos es notablemente reducida en los
organismos sometidos a 28 y 32°C, alcanzando su Tmszgc a 12,66 d y Tmsszc a 5,99 d,
lo que mostré la vulnerabilidad que presenta el organismo a temperaturas elevadas. La
CE solo fue afectada por la temperatura méas elevada; al igual que fue reducido el PC en
los organismos sometidos a 32°C correspondiente a movimiento casi nulos de los pies
ambulacrales, espinas y dientes. Las concentraciones de —SH y la actividad de SOD no
presentaron variaciones significativas para ambos factores. Sin embargo, las actividades
de CAT y CCO descienden en relacién al ascenso de las temperaturas, observandose el
efecto inhibitorio a la temperatura de 32°C en el tercer dia. A su vez, los niveles de
TBARS incrementan en paralelamente al ascenso de las temperaturas, especialmente en
los organismos expuestos a 28 y 32°C. El descenso en las actividades de CAT-CCO y el
incremento en los niveles de TBARS en los erizos experimentales indican una condicién
de estrés oxidativo por estrés térmico en las gonadas, iniciindose a temperaturas > 28°C.
Se concluye que el incremento atipico de las temperaturas del mar probablemente podria
afectar el estatus antioxidante en el tejido germinativo, restringiendo asi la reproduccion
y sobrevivencia de los erizos.

Palabras claves: temperatura, Lytechinus variegatus, defensas antioxidantes, dafio

oxidativo.
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INTRODUCCION

Los cambios del clima alrededor del mundo son atribuidos principalmente a los
niveles crecientes del dioxido de carbono atmosférico (COz) provenientes de la quema
de combustibles fosiles. Los niveles de CO; han alcanzado més del 70 % en relacion a la
época pre-industrial, conllevando a un incremento en acidificacion de los océanos y de
las temperaturas de las aguas superficiales del mar (Collins et al., 2013).

El Panel Internacional del Cambio Climatico (PICC) ha pronosticado que para
finales del siglo (~afio 2 100), los niveles de temperatura del mar a nivel global
aumentaran alrededor de 0,6 a 2 °C y el pH del agua de mar bajaré a unidades entre 0,06
y 0,32 (Rhein et al., 2013). Los estudios recientes han demostrado que los ascensos de
las temperaturas en los océanos pueden provocar un estrés generalizado en la fauna
marina, en especial en los invertebrados, lo que puede afectar su desarrollo (Byrne et al.,
2009; Chua et al., 2013), crecimiento (Wolfe et al., 2013; Zapata-Vivenes et al., 2017),
comportamiento (Brothers y McClinctock, 2015) y las preferencias alimentarias (Poore
etal., 2013).

Las temperaturas en aguas superficiales del noroeste de la costa venezolana, en
especial las del golfo de Cariaco, varian estacionalmente asociadas a los eventos de
surgencia costera y estratificacién, los cuales vienen acompafiados de cambios
significativos en la velocidad del viento y disponibilidad de alimento (Rueda-Roa &
Muller-Karger, 2013). Los registros de temperaturas en los ecosistemas del golfo pueden
oscilar desde 22 a 24°C en los meses desde enero a junio en temporada de surgencia y de
26 a 28°C desde julio a diciembre en la temporada de estratificacion (no surgencia)
(Penchaszadeh et al., 2000). Incluso en afios recientes se han observado valores intra-
diarios que pueden alcanzar los 31°C en los meses de septiembre y octubre. Tales
ascensos en los niveles de la temperatura pueden inducir cambios fisiologicos
importantes en poblaciones marinas, en especial sobre los erizos.

Los erizos de mar juegan un papel relevante en el balance de los océanos y de los
arrecifes de coral, ya sea como grandes consumidores de animales, algas, plantas

marinas y detritos organicos, y a su vez, como recurso alimenticio para especies de



crustaceos y peces (Birkeland, 1989; Calva, 2002). También son parte importante en la
economia de algunas sociedades, ya que sus génadas son apreciadas como alimento,
siendo consideradas como exquisiteces. La explotacion del recurso y el consumo de sus
gonadas en algunos paises de Asia y América del Sur esta en el orden de 3 000 a 4 000

toneladas anualmente (Hendler et al., 1995).

En Venezuela, existen algunas especies de erizos con alto potencial de
explotacion y cultivo, las mismas poseen rapido crecimiento, buena adaptacién al
cautiverio y cantidad de gonadas producidas en muy corto tiempo. Dentro de las
especies de mayor abundancia localizadas en las costas nororientales se encuentran
Echinometra lucunter, Tripneustes ventricosus y Lytechinus variegatus (Lodeiros y
Buitrago, 2011; Reyes, 2015). Esta Gltima es una especie de erizo tropical que habita en
aguas tranquilas, claras y poco profundas. La misma se distribuye desde el sureste de los
Estados Unidos hasta el Brasil, y ha sido estudiada principalmente en la Florida y
algunos paises del Caribe (Hendler et al., 1995). L. variegatus es abundante en algunas
zonas de las costas de los estados Sucre y Nueva Esparta, teniéndose una base de datos
preliminar sobre su abundancia y ecologia en distintas localidades como en la Isla de
Margarita, Bahia de Mochima y golfo de Cariaco (Gémez-Gaspar, A. 2002; Noriega et
al., 2002; Cruz-Motta, 2007).

L. variegatus es una especie omnivora, que se alimenta principalmente en el
lecho marino de fanerégamas como Thalassia sp y de macroalgas. También se alimenta
de las particulas suspendidas de fitoplancton contentivas en agua recogiéndolas con sus
espinas y pies ambulacrales (Moore, 1963). Posee un 6rgano masticador denominado
Linterna de Aristoteles, formada por dientes muy fuertes que usa para cortar algas,
inclusive raspar las que crecen adosadas en las rocas. La linterna de Aristételes
constantemente estd en movimiento para alojar agua de mar y sus particulas de comida
suspendidas (Watts, 2013).

Los erizos han sido considerados buenos modelos biologicos para estudiar los
efectos del cambio climatico, ya que estos organismos son altamente vulnerables en

diferentes momentos de su ciclo vida (Dupont y Portner, 2013; Vasconcelos-Mendes,



2014). En algunas especies de equinoideos se ha demostrado efectos en el crecimiento
larvario por incremento de la temperatura, aunado a otros factores estresantes como la
acidez oceénica (Roller y Stickle, 1993; Byrne y Przeslawski, 2013). Los adultos crecen
y sobreviven a temperaturas elevadas de 31 °C (Echinometra lucunter) hasta 36 °C
(Diadema antillanum); tales condiciones demandan un gasto significativo de energia lo
que tienen influencia en el desarrollo de sus génadas (Uthicke et al., 2014).

Existe una relacion directa entre la variacion de la temperatura ambiental y los
cambios que suscitan en la tasa respiratoria y costo energético de los organismos
marinos, vinculada con una intensa actividad de la cadena trasportadora de electrones
mitocondrial (CTE) (Turrens, 2003; Uthicke et al., 2014). En este trasporte electronico
la enzima citocromo C oxidasa (CCO) o también llamada complejo IV cumple un papel
primordial. CCO se localiza en la membrana interna de las mitocondrias y esta
encargada, al igual que otra serie de enzimas de la CTE, de permitir la reduccion del
oxigeno molecular en agua. Ademés, cumple funciones de cooperacion para la
formacion del gradiente electroquimico donde se acumula la energia que la enzima ATP
sintasa emplea para catalizar la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) (Brunori et al.,
2005). Esta enzima se presenta en abundancia en el tejido gonadal de los erizos,
indicando la eficiencia de la actividad respiratoria mitocondrial y de produccion
energética (Kutra, 1996; Du et al., 2013).

Se parte del supuesto que el aumento de la tasa respiratoria mitocondrial por
consecuencia de las elevadas temperaturas puede conllevar a una sobreproduccién de las
especies reactivas del oxigeno (ERO) (Lushchak y Bagnyukova, 2006). Esta produccion
exagerada de ERO puede provocar dafio oxidativo en macromoléculas de importancia
bioldgica, cuando las defensas antioxidantes no son eficientes (Di Giulio et al., 2005).
Los radicales libres son especies quimicas muy reactivas, iones o moléculas, y que
poseen uno 0 mas electrones no apareados en sus orbitales externos. En organismos
vivos, bajo condiciones normales de metabolismo se forman especies radicalarias a
partir de la reduccion del oxigeno molecular (Powis & Southorn 1988). La excesiva
produccién y/o exposicion de un organismo a radicales libres (RL) induce en éste

alteraciones biologicas potencialmente conducentes a un dafio celular, denominado
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"estres oxidativo" (Rodriguez et al. 2001). El dafio o estrés oxidativo se define como la
exposicion de la materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio
que debe existir entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos
antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de
estas defensas o por un incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del
oxigeno (Hammond y Hofmann, 2010). Entre los indices més frecuentemente utilizados
para estimar el dafio oxidativo se encuentran la determinacion de las actividades basales
de compuestos antioxidantes tales como los niveles de tioles totales, las actividades de
las enzimas antioxidantes y los dafios oxidativos en la estructura de moléculas
(Fridovich, 1998). Motivado a la peroxidacion lipidica, el dafio oxidativo originado por
las ERO, los seres vivos han desarrollado una serie de mecanismos de defensa
antioxidante, tanto enzimaticos como no enzimaticos (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Los antioxidantes no enzimaticos integran tanto moléculas reductoras de pequefia
masa molecular y de naturaleza hidrosoluble (por ejemplo glutation reducido y
ascorbato) asi como también, algunas vitaminas liposolubles (a-tocoferol y -caroteno).
Ademas incluyen, una gama de moléculas de importancia bioldgica que contienen
grupos tioles (-SH) como aminoé&cidos, péptidos y proteinas que presentan gran afinidad
por los radicales libres, formando moléculas estables para controlar el estrés oxidativo.
El glutation reducido (GSH) es el tiol con mayor concentracion a nivel celular, tiene
numerosas funciones, tales como la de impedir que ciertos tdxicos formen radicales
reactivos, uniéndose a ellos covalentemente (Storey, 1996; Hermes-Lima, 2004).

Las enzimas antioxidantes estdn encargadas de contrarrestar la accion de las
ERO. En primer lugar, la enzima superéxido dismutasa (SOD) contribuye a la
eliminacion del anion superdxido (*O.). Esta enzima es una metaloproteina que tiene una
amplia distribucién en el organismo, la cual dismuta el oxigeno para formar peréxido de
hidrogeno (H202) y su principal funcion es la proteccion contra el *O2 (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Adicionalmente, la catalasa (H20. oxidorreductasa, CAT) es una
enzima tetramérica asociada principalmente a los peroxisomas al citosol. CAT se
encuentra de manera abundante en las células germinales de los erizos, participando en

la conversion de H>O> en agua, siendo un componente dominante del sistema enzimatico



antioxidante implicado en la proteccion bioquimica contra el estrés oxidativo (Nusetti et
al., 2010). Estas defensas enzimaticas son importantes para la eliminacion de ERO en el
proceso de formacion y diferenciacion gametogénica durante los cambios de fase de
maduracion gonadal (Zapata-Vivenes et al., 2018) y el crecimiento somatico en los
erizos (Du et al., 2013).

Una condicion fisioldgica optima le permite a los erizos un comportamiento
eficaz para contribuir a la sobrevivencia ante la presencia de depredadores, competidores
y alimentacion (Ling y Johnson, 2012). L. variegatus presenta comportamientos
discretos, entre los cuales se incluyen la cobertura de su testa, refugio y correccion
(enderezamiento). En estos procesos es primordial el uso de sus pies ambulacrales y
espinas para lograr una posicion estable, teniendo gran habilidad para enderezarse desde
una posicion invertida hasta una posicion oral-aboral, en un corto tiempo, y también,
colectar objetos provenientes del entorno para camuflajearse (Verling et al., 2002;
Pawson y Pawson, 2013).

L. variegatus comUnmente cubre su testa con conchas, piedras, restos de corales
muertos y fragmentos de algas, lo que lo protege contra altas intensidades de la luz del
sol, incluyendo la radiacion ultravioleta (Dumont et al., 2007; Pinna et al., 2012) y la
turbulencia fisica del oleaje (Brothers & McClintock, 2015); ademas este
comportamiento distractor permite no ser detectado por los depredadores (Watts et al.,
2013). Se supone que organismos vulnerables y sensibilizados por estrés térmico deben
poseer una menor capacidad de cubrirse totalmente en menor tiempo (Verling et al.,
2004).

Se ha reportado recientemente que los cambios estacionales coligados al
fendmeno de surgencia en el golfo de Cariaco pueden modular los niveles de los
compuestos y enzimas antioxidantes en poblaciones de erizos negros E. lucunter y
verdiblancos L. variegatus (Gonzalez, 2015; Vallenilla, 2016). Ambos autores
relacionan una multiplicidad de factores ambientales (temperatura, pH, niveles de
oxigeno) y enddgenos (estadio reproductivo) con posibles dafios oxidativos a lipidos y
ajustes en el estatus antioxidante en erizos; sugiriendo que la temperatura puede ser un

factor fundamental en la condicién de estrés oxidativo.



En este sentido, con la finalidad de demostrar el efecto de la temperatura sobre
las defensas antioxidantes y dafio oxidativo en el tejido reproductivo de L. variegatus, se
procedio a estimar, bajo condiciones controladas y exposicion a distintas temperaturas
incluyendo escenarios de futuros valores atipicos, la variacion en el estatus antioxidante,

la actividad respiratoria y el comportamiento individual del erizo verdi-blanco.



METODOLOGIA

Organismos

Los especimenes de L. variegatus fueron colectados en la Ensenada de Turpialito
(10° 26° 56 N, 64° 02’ 00” O) ubicada en la costa sur del golfo de Cariaco (Figura 1),
durante el mes de enero de 2016. Los promedios de temperatura del agua de mar
oscilaron entre 20,02 a 22,36°C. Los animales fueron capturados de manera manual a
profundidades de 0 a 5 m, sin distinguir su sexo. La talla de colecta fue entre 6-8 cm de

diametro de la testa.
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Figura 1.- Ubicacion geografica de la ensenada de Turpialito, golfo de Cariaco,
Venezuela.

Sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia y tiempo medio de tolerancia a la temperatura
(Tm50) fueron estimados en los organismos durante un periodo de 12 dias (Hamilton et
al., 1977). La sobrevivencia fue determinada considerando “organismos muertos”
aquellos que no respondian a la estimulacion mecéanica oral, no presentaban movimiento
de espinas y/o tubos digestivos evidente, presentaban doblamiento o pérdidas de espinas

mayores al 30%.



Aclimatacioén

Los erizos fueron colocados en acuarios de 40 | de capacidad, a razon de un
organismo por cada 5 | de agua de mar filtrada, con aireacion continua, temperatura
promedio del agua 20 + 1 °C, pH 7,9-8,1 y salinidad de 36 UPS. Los organismos fueron
alimentados con una mezcla de macroalgas deshidratadas (Sargassum vulgare y Padina
boergesenii) extraidas del sitio de colecta, en una proporcion de 5% de alimento en
relaciéon a la masa corporal de los organismos. El agua de mar fue cambiada cada dos
dias. Estas condiciones se mantuvieron por una semana antes de iniciar los ensayos de

exposicion a las temperaturas.

Bioensayos

De 5 a 6 erizos fueron sometidos a ambientes con temperaturas constantes de 20,
24, 28 y 32 °C, durante 1 y 3 dias. Los ensayos fueron realizados por triplicado usando
frascos de vidrio de 5 | en proporcion de 1 organismo/l. Las condiciones de temperaturas
de 20-24 °C fueron mantenidas, en recintos separados, mediante la ambientacion con
aires acondicionados. Las temperaturas de 28-32 °C fueron alcanzadas utilizando
calentadores con termostatos ajustables (UNITRONI 200). Las temperaturas mayores a
20 °C fueron alcanzadas en razdn de un 1°C/hora después de la aclimatacion previa.

Los rangos de temperaturas seleccionados representan en promedio las
temporadas ambientales observadas anualmente en el golfo de Cariaco: surgencia
costera (20 °C), transicion (24 °C) y estratificacion (28 °C) (Rueda-Roa et al., 2018). Los
organismos expuestos a 32 °C simulan escenarios de temperaturas futuras a causa del
cambio climético. Las temperaturas de exposicion fueron seleccionadas de acuerdo a
experimentaciones preliminares, las cuales garantizaron un alto porcentaje de
sobrevivencia de los individuos (90-100%).

Las condiciones de alimentacion, oxigenacion, pH y salinidad se mantuvieron
similares segun las especificaciones anteriores. Los promedios de las temperaturas en los
ensayos oscilaron diariamente entre + 0,5°C, los cuales son menores a los registrados
anualmente en el sitio de captura. Segun estimaciones la variacién inter-diaria de la

ensenada de Turpialito es de £ 2 °C entre el dia y la noche.



Al finalizar el bioensayo, a los organismos se les retird su testa y posteriormente
fueron disecadas sus gonadas, las mismas se conservaron a -20 °C, durante un periodo
Nno mayor a una semana, para su posterior analisis bioquimico.

Salud de los erizos

El estado de salud de los erizos se determin6 mediante el tiempo de recuperacion
desde una posicion invertida. Los erizos fueron colocados en posicion invertida (boca
hacia arriba) en fondo del acuario. Se estimo el tiempo (en segundos) que tardo el
organismo en voltearse para alcanzar su posicion original (Taylor et al., 2014).
Adicionalmente, se estimo el porcentaje de cobertura de la testa con sustratos naturales
contentivos en los acuarios, tales como piedras, conchas de bivalvos, trozos de corales
muertos (de tamarfio aproximado 1-2 cm). Tales sustratos fueron provenientes de la zona
de captura de los ejemplares.

Los erizos se colocaron de manera equidistante en el fondo del acuario (10 cm de
separacion) y se procedid a estimar el area cubierta, expresada en porcentaje (%), de la
testa del erizo (Millott, 1956), durante 4 horas. Se fotografiaron y se procedi6 a estimar
de manera visual el area de cobertura parcial o total. También se describieron algunos
sintomas externos tales como cambios de coloracion, pérdidas de espinas y
comportamiento anormales en ambos periodos de exposicion.

Tioles totales

La concentracion de grupos sulfhidrilos totales o tioles (-SH) fue determinada
por el método de Ellman (1958). Para ello 0,2 g de las génadas fueron homogenizadas
en 2 ml de buffer fosfato de potasio 100 mmol/l a pH 7,5 y luego centrifugados a 3 000
g por 15 minutos. Del sobrenadante se tomo 50 ul de las muestras como fuente de
grupos —SH libres y asociados a proteinas. Los reactivos que se utilizaron fueron los
siguientes: solucion de &cido 5,5’-dithio-bis 2-nitrobenzoico (DTNB stock) constituido
de 50 mmol/l de acetato de sodio, 2 mmol/l de DTNB en 100 ml de agua destilada y
buffer Tris 100 mmol/Il. En la cubeta experimental se afiadio 500 ul de DTNB, 250 pl de
agua destilada, 200 pl de buffer Tris y 50 ul de la muestra e incub6 por 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego se medio la absorbancia a 412 nm en contra de un blanco

constituido por todos los reactivos, a excepcion del extracto. Se utilizd glutation



reducido (GSH) a 3 mmol/l como estandar, expresandose los resultados en mmoles de -
SH/g.

Anadlisis enzimaticos

Para la determinacion de las actividades enzimaticas se usO el protocolo
propuesto por Nusetti et al. (2010). Los tejidos se homogenizaron a 13 500 rpm
empleando un homogenizador IKA T25 Basic a 4 °C. La homogenizacion se realizo en
una relacion 1:9 m/v del buffer de extraccion. El buffer de extraccion consistio en Tris-
HCI (hidroxymetilmetilamina) 20 mmol/l pH 7,6 conteniendo &cido etilendiamino-
tetracetato (EDTA) 1 mmol/l, ditiotreitol (DTT) 4 mmol/l, sacarosa 500 mmol/l, KCI
150 mmol/l y &cido fenil metilsulfonilfluorido (PMSF) en alcohol isopropilico 1 mmol/I.
El extracto resultante se centrifugé inicialmente a 1 000 g por 10 minutos a 4 °C en una
centrifuga Eppendorf 5702 R refrigerada. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a
12 000 g durante 30 minutos a 4 °C. El volumen final colectado se usé como fuente de
enzimas.

Las actividades maximas de las enzimas antioxidantes se determinaron en un
espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS Lambda 2S, bajo condiciones de temperatura
controlada a 25 + 1 °C. Los ensayos enzimaticos se realizaron por duplicado en un
volumen final de la mezcla de 1 ml. Los resultados se expresaron en actividad especifica
(U/g), donde U es la cantidad de enzima necesaria para catalizar 1 micromol de sustrato

en un minuto por gramo de masa hlmeda.

Superoxido dismutasa (SOD, E.C: 1. 15. 1. 1)

La actividad de SOD se cuantificé a 500 nm midiendo el cambio de absorbancia
debido al efecto inhibitorio de SOD sobre la reduccion de citocromo C por el anién
superdxido. La cubeta experimental estuvo compuesta por 800 ul de buffer fosfato 43
mmol/l, 25 ul de citocromo C 0,4 mmol/l, 50 pl de KCN 0,4 mmol/l, 10 pl de xantina
oxidasa (0,57 U/ml) y 50 ul de extracto enzimatico. Se mezcld por inversion de la
cubeta y se registro la absorbancia durante 1 minuto para registrar la actividad enddgena.
Se retird la cubeta para dar inicio a la reaccién por adicion de 100 pl de hipoxantina 0,5

mmol/l y se registrd nuevamente la absorbancia durante 1 minuto aproximadamente
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(Storey, 1996).
Catalasa (CAT, E.C: 1.11.1.6)

La actividad fue determinada por el descenso de la concentracion de peroxido de
hidrégeno (H202) a una longitud de onda de 240 nm (coeficiente de extincion 40 mol/
I/cm) (Aebi, 1984). La mezcla de incubacién estuvo constituida por buffer fosfato
KH2PO4/K>HPO4 50 mmol/l a pH 7,5 y H202 500 mmol/l. A la cubeta experimental (de
cuarzo) se le agregé 970 ul de buffer fosfato y 20 ul del extracto enzimatico, se
mezclaron rapidamente y se medié la absorbancia por 90 segundos para establecer una

linea base. Para dar inicio a la reaccién se le afiadio 10 pl de H20..
Citocromo C oxidasa (CCO, E.C: 1.9.3.1)

La actividad fue determinada por la oxidacién del citocromo C reducido a 550
nm. La mezcla de reaccion consistio en buffer fosfato de potasio 200 mmol/l pH 7,0 y
0,065 % (m/v) de citocromo ¢ reducido y 0,93 mol/l de KsFe(CN)s. La reaccion inicio

con la adicion de una alicuota del extracto enzimatico (Nusetti et al., 2010).
Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos fue estimada por el método de analisis de sustancias
reactivas del &cido tiobarbiturico (TBARS), el cual se fundamenta en la cuantificacion
colorimétrica de uno de los principales productos de la peroxidacion de lipidos, el
malondialdehido (MDA), siguiendo el protocolo estandarizado para bivalvos propuesto

por Livingstone et al. (1990).

Para ello 0,2 g de la gonada fue homogenizada en 2 ml de buffer fosfato de
potasio 100 mmol/l pH 7,5 y fue centrifugado a 2 200 g por 15 minutos. Del
sobrenadante resultante se tomaron 250 ul y se colocaron en bafio de agua a 37 °C por
15 minutos, al terminar el tiempo los mismos fueron retirados del bafio de agua y
colocados en bafio de hielo, adicionando a cada tubo 250 ul de solucion cromogena
contentiva de &cido tricloroacético 12,5 %, acido clorhidrico 1 mol/l para detener la
reaccion, luego a cada tubo se le afiadié 500 ul acido tiobarbiturico al 1 %, se agitaron

los tubos y se colocaron en bafio de agua a 90 °C con agitacién constante por 30
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minutos. Posteriormente fueron retirados del bafio de agua y colocados nuevamente en
bafio de hielo para ser enfriados y luego se centrifugaron a 1 500 g por 10 minutos a 4
°C.

El sobrenadante final se transfirio a la celda del espectrofotometro para su
medicién a 532 nm, con un blanco constituido por todos los reactivos a excepcién del
extracto. La concentracion de MDA se calculd usando un coeficiente de extincion de
1,56 x 107> mmol/l/cm. Los resultados fueron expresados en nmol de TBARS por mg de

proteinas.

Proteinas totales

La concentracion de proteinas se determiné por el método de Biuret. Para ello 0,1
g de gonada se homogenizo6 en 9 ml de solucién salina (NaCl 0,9 %) y se centrifugd a 3
000 g por 10 minutos. Para las muestras se agregaron 0,2 ml (sobrenadante) en 3 ml de
Biuret, se agitaron suavemente los tubos y se dejaron reposar los tubos por 20 minutos
luego se medid la absorbancia a 540 nm (Robinson y Hogden, 1940). Se realiz6 una
curva patron con albumina de suero de bovino BSA (1 mg/ml). Los resultados son

expresados en miligramo de proteinas por gramo de tejido fresco.
Andlisis estadisticos

Se calcularon los promedios y desviacion estandar de todas las variables para
cada uno de los grupos estudiados. Los resultados de los tratamientos en los grupos
estudiados se compararon con organismos referenciales expuestos a 20 °C a través de un
analisis de varianza doble (periodos de exposicién y temperaturas) con réplicas,
cumpliéndose los supuestos estadisticos. La prueba de Duncan fue usada como prueba
“a posteriori” (Sokal y Rohlf, 2012). Se realizé un analisis de componentes principales
(ACP) para reconocer las asociaciones entre las variables. Para los andlisis estadisticos

fue empleado el programa estadistico SPSS version 11.
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RESULTADOS

El porcentaje de sobrevivencia de L. variegatus sometidos a 20 y 24 °C durante
los dias de experimentacion se mantuvo entre 95 al 100%. Sin embargo, se observaron
promedios disminuidos en tiempo medio de tolerancia a la temperatura (Tms) de 12,66 y
5,99 dias en los organismos sometidos a 28 y 32 °C, respectivamente (Figura 2). Estos

valores de Tms muestran la sensibilidad de L. variegatus a temperaturas elevadas en el
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Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia (%) de Lytechinus variegatus sometidos a
distintas temperaturas. La linea punteada horizontal extrapola valores de Tms.

La velocidad de enderezamiento desde la posicion invertida en todos los grupos
experimentales mostr6 cambios estadisticamente significativos a las distintas
temperaturas (Fs=3,42; p<0,05) pero no asi para los periodos de exposicion (Fs= 2,21;
p>0,05), presentandose los promedios mas elevados a la mas alta temperatura (32 °C)
(Tabla 1). Adicionalmente, no se encontraron interaccién entre los factores evaluados
(Fs=1,27; p>0,05). No obstante, el indice de cobertura en L. variegatus sometidos a
distintas temperaturas mostro una capacidad disminuida en los grupos sometidos a 28 y

32 °C (Tabla 1), encontrandose diferencias significativas entre las temperaturas
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(Fs=26,17; p<0,05) pero no con respecto a los periodos de exposicion (Fs=1,22;
p>0,05).

Dentro de los sintomas observados durante la experimentacion tenemos que el
dia 3 de los organismos expuestos a 28 °C, se encontraron de 5-10 % de los organismos
con doblez y perdidas de espinas, y en ambos periodos de exposicion de los organismos
expuestos a 32 °C, mostraron perdidas de espinas, algunos desoves parciales y los
movimientos de pies ambulacrales y espinas eran casi nulos en especial al 3er dia.

Tabla 1. Velocidad de enderezamiento (s), indice de cobertura (%) y sintomas

observados en Lytechinus variegatus sometidos a distintas temperaturas durante 1 y 3
dias.

Comportamiento Periodos 20 24 28 32
Tiempo de 1 41,00+£13,14 48,66x13,20 53,00+ 11,79  116,33+422,78
enderezamiento (s) 3 62,33+32,22  71,20+35,40 57,20+36,02 340,83+38,70
Poorcentaje decobertura 1 58,30+27,10  36,70+32,3  5,83%4,92 3,3315,16
©o 3 46,70+ 25,00 30,84+16,3  4,00+5,48 1,67+4,08

v Perdidas de
espinas

v Bajo
movimiento de
pies ambulacrales,
espinas y dientes

1 Sincambios  Sin cambios  Sin cambios

Sintomas e e
organismos pérdidas de

. . . . espinas
3 Sincambios  Sincambios con doblez y /%lgunos

pérdidas de  desoves parciales

espinas v’ Los movimiento
de pies
ambulacrales,
espinas y dientes
son casi nulo

En la figura 3 se muestran los promedios de grupos tioles (-SH) obtenidos en
gonadas de individuos sometidos a diferentes temperaturas. Los resultados no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los organismos
experimentales (FStemperatura=0,14 Y FSperiodos=1,68; p>0,05 para ambos factores). Los

promedios oscilaron entre 4,19 a 8,07 mmoles de —SH/g, observando en el primer dia de
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experimentacion los mayores promedios en los organismos expuestos a 32 °C.

(o)
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20 24 28 32

Temperaturas °C
Figura 3. Niveles de grupos sulfhidrilos (-SH) en goénadas de Lytechinus
variegatus sometidos a distintas temperaturas durante 1 (barra vacia) y 3 dias (barra
gris). Las barras denotan los promedios y las extensiones de sus desviaciones estandares

respectivas.

En la figura 4 se muestran las actividades de la enzima SOD en los individuos
sometidos a las distintas temperaturas. Este parametro enzimatico no mostré cambios
significativos en relacion a las temperaturas (Fs=0,18; p>0,05) y los periodos de
exposicion (Fs=0,23; p>0,05). Tampoco se encontrd significancia en la interaccion entre
los factores (Fs=0,21; p>0,05). Sin embargo, la actividad de CAT mostré un descenso
significativo en individuos sometidos a 32 °C (FStemperatura=16,36; p<0,05), presentando
un comportamiento similar en ambos periodos de exposicion (FSperiodo=0,10; p>0,05).
Los promedios de actividad enzimaticas descendieron en el orden de 75,20 % con

respecto a los organismos referenciales sometidos a 20 °C.
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Figura 4. Superoxido dismutasa (SOD) en génadas de Lytechinus variegatus sometidos a

distintas temperaturas durante 1 (barra vacia) y 3 dias (barra oscura). Las barras denotan
los promedios y las extensiones de sus desviaciones estandares respectivas.

25

20 24 28 32
Temperaturas °C

Figura 5. Catalasa (CAT) en gonadas de Lytechinus variegatus sometidos a distintas
temperaturas durante 1 (barra vacia) y 3 dias (barra gris). Las barras denotan los
promedios y las extensiones de sus desviaciones estandares respectivas.
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La actividad de la enzima citocromo C oxidasa (CCO) sélo mostré un descenso
significativo hasta 0,09-011 U CCO/g en los organismos sometidos a la mas alta
temperatura (32 °C) (FStemperatura=13,14; p<0,05). Los organismos expuestos a 20 hasta
28 °C no presentaron diferencias estadisticas promediando sus actividades de CCO entre
0,51 y 1,15 U (FSperiodo=2,19; p<0,05). Se demostr6 interaccion entre los factores

temperatura-periodo (FSinteraccisn=5,45; p<0,05).
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Figura 6. Actividad de citocromo c¢ oxidasa (CCO) en gonadas de L. variegatus
sometidos a distintas temperaturas durante 1 (barra vacia) y 3 dias (barra oscura). Las
barras denotan los promedios y las extensiones de sus desviaciones estandares
respectivas

Las sustancias que reaccionan al &cido tiobarbitdrico (TBARS) mostraron
diferencias significativas tanto en los periodos de exposicion (Fsperiodo=14,78; p<0,001)
como en las distintas temperaturas (FStemperatura=5,74; p<0,001). También se obtuvo
significancia entre los factores evaluados (Temperatura-Periodo; FSinteraccion=3,91,
p<0,05). Los mayores niveles de lipoperoxidacion se observaron en los organismos
sometidos a las temperaturas de 28 °C durante el tercer dia y en los organismos

expuestos a 32 °C el primer dia de bioensayo (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de TBARS relacionada con proteinas en génadas de Lytechinus
variegatus sometidos a distintas temperaturas durante 1 (barra vacia) y 3 dias (barra
oscura). Las barras denotan los promedios y las extensiones de sus desviaciones
estandares respectivas.

Los niveles de proteinas se presentan en la figura 8, donde se observan
diferencias significativas entre las temperaturas evaluadas (FStemperatura=36,20; p<0,001)
evidenciando los menores promedios en los organismos sometidos a 32 °C (284,58-
287,42 mg de PT/g). los niveles de proteinas se muestran similares en ambos periodos
(FSperiodo=2,86; p>0,05). No se presenta interaccion entre factores (FSinteraccion=2,14,
p>0,05).

El anélisis de compontes principales mostré asociaciones ligeras entre los niveles
de CCO, CAT, indice de cobertura y proteinas totales, los mismos explican el 67,90% de
la variabilidad en los datos originales (Figura 9). Al mismo tiempo se muestra una
asociacion negativa entre las actividades de CAT e indice de cobertura (C) con los
niveles de TBARS, SOD vy la capacidad de recuperarse de la posicién invertida. Los

niveles de proteinas y actividad de CCO presentaron una asociacion fuerte.
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Figura 8. Proteinas totales (mg/g de masa hiumeda) en génadas de Lytechinus variegatus
sometidos a distintas temperaturas durante 1 (barra vacia) y 3 dias (barra gris). Las
barras denotan los promedios y las extensiones de sus desviaciones estandares

respectivas.
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Figura 9. Anadlisis de componentes principales de las variables determinadas:
lipoperoxidacion (TBARS), superdxido dismutasa (SOD), temperaturas (T), porcentaje
de enderezamiento (R), grupos tioles (-SH), catalasa (CAT), indice de cobertura (C),
proteinas totales (PT) y citocromo c oxidasa (CCO). El circulo indica las relaciones mas

estrechas entre las variables.

19



DISCUSION

L. variegatus muestra un bajo limite de tolerancia a temperaturas elevadas (~32
°C) en cortos periodos de tiempo. Se sugiere que la poca plasticidad de adaptacién de
esta especie de erizo a cambios térmicos probablemente podria conllevar a mortalidades
de gran escala en futuros escenarios de incrementos en la temperatura del mar. En
adicion, algunos autores reconocen que ademas de la temperatura, existen otros
estresores ambientales, tales como la acidificacion, enfermedades infecciosas y
contaminantes que podrian tener efectos sinérgicos deletéreos en organismos

ectodérmicos (Prezlawki et al., 2008).

La vulnerabilidad de L. variegatus a temperaturas elevadas estad fundamentada en
el cambio de su comportamiento y en algunos parametros bioquimicos-enzimaticos de
sus gonadas. Se conoce que los erizos presentan un buen sentido de la orientacion o
correccion corporal, siendo un comportamiento caracteristico su capacidad a enderezarse
(CE) una vez volteado. Se denota que temperaturas de 32 °C reducen los reflejos del
sistema neuromuscular en los erizos, evitando asi una rapida respuesta a cambios
dréasticos de orientacion. Esta reaccion mermada por la temperatura puede tener aspectos
ecoldgicos importantes, ya que limita la sobrevivencia del individuo, por ejemplo una

vez volteado a causa de un depredador o el fuerte oleaje.

En relacién a lo antes planteado, el movimiento casi nulo de espinas y pies
ambulacrales en organismos sensibilizados por el calor es una clara sefial, que las
elevadas temperaturas de exposicion afectaron la funcion neuromotora de L. variegatus.
Este detalle tiene incidencia a su vez en su baja tasa de alimentacion, ya que se
evidencio la disminucion en la habilidad de movimientos de los dientes de la linterna de
Aristoteles. Este tipo de respuesta anatomica ha sido comunmente usada como marcador
de salud en erizos expuestos a sustancias contaminantes (Raposo, 2017), genotoxicos

(Canty et al., 2009) e infecciones bacterianas (Bastidas, 2017).

Se ha considerado que la CE, proceso de inversion desde la posicion oral a la
aboral, depende también de la temporada de la colecta de los organismos. Se ha

reportado en otras especies de erizos, por ejemplo que E. lucunter pueden tolerar
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promedios entre 30-33 °C y Diadema antillanum colectado en las Islas Caimén en la
temporada de verano hasta 35 °C. Al parecer, la tolerancia térmica puede ser aumentada
en un margen de 3 a 6 °C en organismos que se colectan en las temporadas calientes
(Sherman, 2015). Presumiblemente, la temporada de colecta de L. variegatus epodria
tener un efecto relevante de climatizacion de los animales. Aunque, L. variegatus
presentd velocidades de volteo de entre 30 y 60 s, a 20-24 °C, estas son similares a
especies de erizos que poseen por naturaleza tallas superiores o espinas de mayor
tamafos, como por ejemplo E. lucunter (Aparicio, 2018) y D. antillanum (Sherman,
2015).

El indice de cobertura tiende a reducir en un 10 a 30 % en L. variegatus cuando
son sensibilizados por altas temperaturas. Este detalle podria hacer méas vulnerables a los
organismos al ataque de depredadores en su habitat natural, ya que, en el ambiente, esta
especie puede pasar desapercibido colocando sobre su testa una variedad de sustratos
disponibles en el entorno (rocas, trozos de corales, macroalgas, conchas de moluscos)
(Himmelman, 1986). Resultados similares han sido encontrados en la misma especie
colectada en el golfo de México, siendo la cobertura alterado por incrementos en las
temperaturas del agua de mar (Brothers y McClintock, 2015). Estos autores demostraron
que temperaturas de 28 y 32 °C, a corto (1 dia) y mediano plazo (10 dias), pueden
reducir las estrategias de defensas, comportamiento y capacidad de alimentacion.

En esta investigacion se evidencié una asociacion importante entre los
incrementos de la temperatura del agua y los niveles de dafios oxidativo a nivel de
lipidos, aunado una caida en las actividades de las enzimas antioxidantes, especialmente
CAT, a temperaturas de 32 °C. En las gonadas de L. variegatus expuestos a temperaturas
mayores de 28 °C se denota que las defensas antioxidantes son sobrepasadas por la
accion de las especies reactivas del oxigeno (ERO), teniendo como consecuencia directa

el dafio a los lipidos de membrana (lipoperoxidacion).

Las elevadas temperaturas simuladas en los bioensayos experimentales
representan los abates de las temperaturas en los ecosistemas marino-costeros. Las

mismas arrecian en largas temporadas, e incluso, en ciertas horas del dia. Existen
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algunas especies de erizos que pueden ser capaces de aclimatarse y ajustar
fisiologicamente sus limites de tolerancia termales. Estas poseen la capacidad de
modificaciones adaptativas a nivel molecular, tales como alterar la saturacion de las
membranas celulares, cambios en la cinética enzimatica, y las densidades y funciones
mitocondriales (POrtner, 2002; Portner y Langenbuch, 2005). Sin embargo, al parecer L.
variegatus, no posee los ajustes biogquimicos-antioxidantes necesarios para tolerar
ambientes de temperaturas calientes. Aunque, se presume que la cobertura total de la
testa sea una estrategia conductual importante para evitar el incremento exagerado de su

temperatura corporal en aguas poco profundas y las incidencias solares.

La temperatura es uno de los factores ambientales que se conocen por ser
inductores de estrés oxidativo en hidrobiontes. El incremento de la temperatura puede
estimular los procesos metabolicos en concordancia a los principios termodinamicos
conocidos (Lushchak, 2011). A su vez, un incremento en las temperaturas puede
ocasionar un decrecimiento en el indice gonadosomatico en L. variegatus (Gibbs et al.,

2007) y alteraciones en los sustratos energéticos gonadales en E. lucunter (Reyes, 2015).

Segun Vallenilla (2016), el estado antioxidante en las gonadas del erizo verdi-
blanco puede ser modificado por el ambiente. Este autor reportd dafios oxidativos en los
lipidos a nivel gonadal en L. variegatus colectados en el en el golfo de Cariaco durante
la temporada de estratificacion (26-28 °C). Se considerd que los registros de CAT vy
TBARS se encuentran asociados a los cambios de estadios reproductivos de la especie,
especialmente cuando se encuentran en etapas de su maduracion gonadal y/o desoves
parciales; fases gonadales tipicas de la temporada ambiental mas caliente.
Adicionalmente, recientes publicaciones han reportado que la temperatura tiene un
efecto inductor significativo de estrés oxidativo en otras especies de invertebrados,
pudiéndose citar algunos ejemplos en los mejillones Perna viridis (Verlecar et al.,
2007), Tapes philippinarum y Mytilus galloprovincialis (Bocchetti et al., 2008), en el
poliqueto Eurythoe complanata (Zapata-Vivenes et al., 2017) y en algunos peces
(Luschchak y Bagnyukova, 2006).
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Las temperaturas entre 28 a 32 °C desarrollaron una condicién de estrés
oxidativo en L. variegatus, fundamentado en un descenso en la actividad de CAT y los
incrementos de lipoperoxidacion (LPO) gonadal. En nuestro caso la disminucion CAT
sugiere un efecto directo de la elevacion en las temperaturas sobre la estructura nativa de
las proteinas ocasionando un desajuste cinético. Estos detalles pueden conllevar a evitar
el control eficiente de los niveles fisiologicos de las especies reactivas del oxigeno
(EROs), especialmente H20.. Segin Gonzalez (2015) evaluando las defensas
antioxidantes del erizo negro E. lucunter colectados en el golfo de Cariaco durante los
meses de junio (27,82 °C) y octubre (29,93 °C) report6 niveles elevados de CAT y
TBARS. Estas respuestas parecieran ser caracteristicas de organismos influenciados
térmicamente de manera natural (Zapata-Vivenes et al., 2017). Estos Gltimos autores
evidenciaron una respuesta fisiologica similar al estrés térmico en poliquetos

aclimatados a 28 °C bajo condiciones controladas.

En L. variegatus se observo que los niveles de LPO incrementaron paralelamente
al descenso de las actividades de CAT cuando ascienden las temperaturas, lo que sugiere
que las defensas antioxidantes han sido sobrepasadas por la formacion de radicales
libres. Cuando ocurre un aumento en la produccién de radicales libres se genera una
serie de dafios moleculares caracteristicos del estado de estrés oxidativo, el cual
demanda respuestas compensatorias antioxidantes para proteger la viabilidad funcional
de las células y por ende de los tejidos (Abele et al., 2011; Lushchak, 2011). Estos
ajustes metabdlicos son particularmente importantes en la capacidad de la
desintoxicacion contra EROs y otras especies moleculares reactivas, inducida por
factores enddgenos o exdgenos.

Zapata-Vivenes et al. (2018) han sugerido que las defensas antioxidantes en los
erizos son de suma importancia para la reproduccién. Estos autores sugieren ajustes
bioquimicos de las defensas antioxidantes en pos a la maduracion gonadal. En E.
lucunter se encontro que la actividad CAT puede incrementar en estadios de maduracion
maxima. Asi pues, se siguiere que un incremento de la temperatura evitaria tales

mecanismos de compensacion molecular, conllevando a condiciones oxidantes agudas.
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Se sabe que el HxO, se puede formar en la respiracion mitocondrial y atravesar
facilmente las membranas celulares, lo que conduciria a la destruccién de la membrana
mitocondrial. Un radical puede extraer un hidrogeno de los &cidos grasos poliinsaturados
en la membrana celular y generar dienos conjugados, el cual después de un rearreglo,
facilmente se combinaria con el oxigeno para dar un radical peroxil-lipidico (iniciacion);
este en una segunda vuelta puede extraer un hidrégeno a partir de otro acido graso
poliinsaturado (propagacion) para dar un hidroperdxido lipidico y un nuevo radical
lipidico que luego repite la cadena de eventos. Si no termina esta cadena de reacciones
se llegaria a la destruccion de las membranas celulares, ruptura de compartimientos y

liberacion de enzimas lisosomales, apoptosis y autolisis (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Los grupos funcionales -SH son de importancia en el control del estrés oxidativo
independiente de la fuente que lo provoque. Los grupos —SH contentivos en diversas
proteinas y algunos tioles de baja masa molecular actian como antioxidantes enddgenos
y amortiguadores redox, siendo importantes en la homeostasis celular. Zapata-Vivenes
et al. (2018) muestran que los niveles de -SH varian con los estadios reproductivos en el
erizo E. lucunter, disminuyendo durante el desove y las fases de recuperacion o reserva,
confirmando que los organismos en los estadios mas maduros tienen a fortalecer su
estatus antioxidante. Uno de los componentes antioxidante de mayor abundancia en

gonadas, que contiene -SH, es el glutation reducido (GSH) (Van-Laer et al., 2013).

GSH es la principal protagonista en la destruccién de intermediarios de ERO,
cumpliendo una serie de funciones como mantener el balance redox en las células,
protegiéndola del estrés oxidativo (Lawrence y Balzhin, 1998). Este tiol de baja masa
molecular actia como antioxidante endégeno y amortiguador redox, siendo importante
en la homeostasis celular. Otra molécula contentiva de grupo —SH es el ovotiol (n-metil-
5-tiohistidina), se encontra presente en ovarios, huevos y fluidos bioldgicos de erizos.
Esta molécula sirve como un barredor de radicales y perdxidos, siendo trasformados de
la forma reducida a oxidada por el perdxido de hidrogeno (H202); el mismo es
producido durante el cambio oxidativo de la fertilizacién (Castellano et al., 2016). Por

otra parte, los -SH presentes en proteinas, por ejemplo las metalotioneinas, son de gran
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importancia en las desarrollo de las células germinales, ya que estas biomoléculas
almacenan metales esenciales que cumplen roles claves en los procesos enzimaticos u
otras demandas metabdlicas. Ademas, las MT pueden participar como secuestradoras de

ERO bajo una condicion de estres oxidativo inducida (Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007).

La SOD es un removedor primario de *O2 generado durante la condicién de
estrés oxidativo. La induccidn de esta enzima durante el estrés calorico puede indicar
que ayuda a inhibir la acumulacion de radical de oxigeno. Esto se logra mediante una
mayor dismutacion de *O2 a H20>, reduciendo asi el dafio oxidativo en las células. Estos
detalles han sido demostrados en las branquias y en la glandula digestiva del bagre
Heteropneustes fossilis (Parihar et al., 1997). Adicionalmente, Keller et al., (2004)
demostraron un concomitante ascenso en las actividades de SOD, CAT Yy citrato oxidasa
con el metabolismo energético usando mitocondrias aisladas en el oligoqueto A. marina

durante el verano.

La disminucién de la actividad de CCO en los organismos expuestos a 32 °C
puede estar relacionada con la sensibilidad al choque térmico que puedan tener las
mitocondrias en el tejido gonadal. Se presume que el incremento de la temperatura
pudiera elevar la tasa metabdlica y respiracion celular en L. variegatus (Schindt-Nielsen,
1997); sin embargo, existe muy poca tolerancia de la especie al estrés térmico, lo que
produce un efecto inhibitorio en las actividades de CCO a nivel de las membranas
mitocondriales. Portner (2012) sugiere que los organismos con bajo limite de tolerancia
térmica presentan tasas metabdlicas reducidas, debido a la desestabilizacion de las
membranas mitocondriales, ocasionando un desbalance en el bombeo de protones lo

cual reduce la produccion de ATP.

La respiracion celular acoplada a la fosforilacion oxidativa resulta en la
reduccidn tetravalente del oxigeno molecular para formar agua, catalizada por citocromo
C oxidasa del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial (Cadenas et al., 2000).
En el curso de la conversion de Oz a H20 se forman secuencialmente el anion radical
superdxido (‘O2), el peroxido de hidrogeno (H20:2) y el radical hidroxilo ((OH) (Abele y

Puntarulo, 2004). Estas especies moleculares reactivas oxigenadas son potencialmente
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toxicas a los sistemas bioldgicos, especialmente *OH que es un oxidante potente capaz
de reaccionar indiscriminadamente con las biomoléculas de importancia, causando
dafos estructurales (Hermes-Lima, 2004). Casos similares ocurren en organismos
colectados en temporadas de invierno y verano, en las cuales existen diferencias bien
marcadas en las actividades de las enzimas y otros compuestos antioxidantes, que
habitan en areas marino-costeras de zonas templadas. En verano, las elevadas
temperaturas conllevan a incrementar la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx
(Wiston y Di Giiilio, 1991).

La mitocondria regula los niveles de ATP celular, controla los picos de calcio
citoplasmatico, mantiene el balance redox de la célula, asi como otros procesos
metabolicos; es el comun denominador de muchos de los procesos de muerte celular
tanto apoptdtica como necrdtica (Turrens, 2003). Los resultados observados sobre las
actividades de CCO de la cadena respiratoria sugieren una reduccion en la velocidad de
consumo de oxigeno posiblemente por presencia de mitocondrias fragmentadas por
estrés térmico. Se evidencia que la temperatura puede afectar el normal funcionamiento
de la cadena respiratoria, desacoplando la fosforilacion oxidativa, lo que se refleja en la
velocidad de consumo de oxigeno y en la actividad de la ATPasa (Bozinovic y Portner,
2015).

Los niveles de proteinas totales en L. variegatus presentan sus menores
promedios en los organismos expuestos a temperaturas extremas bajo condiciones de
laboratorio. Estos descensos en las concentraciones de proteinas estan justificados por
desoves parciales observados durante el experimento, especialmente al tercer dia de
exposicién. Se conoce que los niveles de proteinas en las gbnadas pueden verse afectado
por la disposicion de alimentos en el medio y sus necesidades fisiologicas de
crecimiento y reproduccion (Reyes, 2015; Vallenilla, 2016), siendo usado como un
marcador nutricional y reproductivo. Algunos autores reportan que temperaturas
cercanas a los 20 °C incrementan los niveles de algunas biomoléculas, generalmente

como accion de almacenamiento. En otros erizos como E. lucunter, los niveles de
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proteinas en el tejido gonadal incrementan sus reservas durante las temporadas donde las

temperaturas oscilan entre 24 a 26 °C (Gonzalez, 2015).

Es bien conocido que las proteinas son los componentes bioquimicos que se
encuentra en mayor proporcion, oscilando su contenido con el aumento de tamario de las
gonadas (Ochoa, 2016). El contenido de proteinas esta relacionado con la acumulacion
de combustibles energeéticos, paralelamente a los estadios reproductivos de dicho
organismo (Zapata-Vivenes et al., 2018). En un estudio similar en golfo de Cariaco,
Reyes (2015) mostr6 concentraciones de proteinas elevadas en las gonadas de E.
lucunter, en los meses de noviembre hasta mayo, temporada asociada al fendmeno de

surgencia.

En erizos, al igual que en muchos organismos, existen un tipo de proteinas
especializadas inducidas bajo condiciones de estrés térmico, denominadas “proteinas de
choque térmico” (HSP); las mismas pertenecen a la familia 70 (HSP70) y 90 (HSP90).
Tales biomoléculas cumplen funciones de proteccion y reparacion celular, actuando
como chaperonas estabilizadoras de las conformaciones espaciales que sufren las
proteinas a causa del estrés celular (Sgrensen et al., 2003). Particularmente, la expresion
de las HSP ha sido detectada en especies de erizos, tales como Strongylocentrotus
purpuratus y Paracentrotus lividus (Hammond y Hofmann, 2010; Runcie et al., 2012).
Estos autores proponen los aumentos en la expresion de genes HSP como parte de la
estrategia fisioldgica de los organismos inter-mareales para ocupar nichos ecoldgicos

cerca de sus limites térmicos.

Los invertebrados marinos que habitan en aguas poco profundas de los
ecosistemas marinos, como las ensenadas o bahias costeras, son generalmente mas
vulnerables a los cambios de temperatura que las especies de mares abiertos, ya que en
los cuerpos poco profundos el agua se calienta méas rapidamente y logran las
temperaturas maximas mas altas (Philippart et al.,, 2011). L. variegatus presentd
promedios de tolerancia a las temperaturas relativamente bajos en contraste a otras
especies de erizos, pudiendo resistir fluctuaciones de temperaturas calidas y apacibles en

periodos cortos de tiempo; sin embargo las temperaturas elevadas pueden ser fatales. De
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igual manera, se ha demostrado en los primeros estadios de vida, larvas de los erizos
puedan llegar a experimentar temperaturas extremas en la zona intermareal, las cuales
pueden llegar a superar su maximo de tolerancia termal y, consecuentemente,

comprometer el inicio de la metamorfosis.

Por todo lo antes mencionado, y en relacién a los hallazgos de esta
investigacion, se presume que segun las predicciones del Panel Internacional del
Cambio Climatico (IPCC. 2014), los aumentos mas grandes en temperaturas del agua de
mar seran en el trépico (Rhein et al., 2013), especuldandose que las poblaciones de L.
variegatus serdn una de las primeras en en aleajarse de las zonas intermareales a zonas
mas profundas cercanas al limite inferior de sus zona de distribucién natural, donde la
temperatura serian mas estables, o los cambios de temperatuas menos bruscos. Por
consiguiente, en un futuro no muy lejano las temperaturas pueden provocar la
reduccion total de esta especie, produciendo un impacto ecolégico importante en las

costas del estado Sucre.
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CONCLUSIONES

La CE es afectada en los organismos sometidos a 32 °C y de manera inversa el
PC fue reducido, demostrando la vulnerabilidad que posee Lytechinus variegatus a
escenarios de elevadas temperaturas.

Las concentraciones de —SH y la actividad de SOD no presentaron variaciones
significativas para ambos factores. Sin embargo, las actividades de CAT y CCO
descienden en relacién al ascenso de las temperaturas, observandose el efecto inhibitorio
a la temperatura de 32 °C en el tercer dia.

Los niveles de lipoperoxidacion incrementan paralelamente al ascenso de las
temperaturas, especialmente en los organismos expuestos a 28 y 32 °C, lo que podria
traer consecuencias en la capacidad reproductiva de los organismos.

El descenso en las actividades de CAT, COO y el aumento de los niveles de
TBARS en los erizos experimentales reflejan una condicion de estrés oxidativo en las

gonadas de L. variegatus a temperaturas superiores a los 28 °C.
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Resumen

El erizo verdi-blanco Lytechinus variegatus presenta abundancia relativa en costas del
golfo de Cariaco (Venezuela), habitando en la zona intermareal de aguas célidas
frecuentemente recubierto con pequefias rocas, restos de corales, conchas de bivalvos y
macroalgas. Los erizos han sido utilizados como especies importantes para estudiar los
efectos del cambio climatico, por lo tanto en esta investigacion, L. variegatus sirvié
como modelo bioldgico con el objetivo de estimar la modulacion en sus defensas
antioxidantes y el dafio oxidativo en su tejido reproductivo en ambientes simulados de
cambios controlados de temperaturas. Previamente, fue estimado el tiempo medio de
sobrevivencia (Tms) de L. variegatus a distintas temperaturas. Se procedié a someter
grupos entre 10 a 15 de organismos, de manera separada, a ambientes con temperaturas
de 20, 25, 28 'y 32 °C, durante 1 y 3 dias. La capacidad de enderezamiento (CE) desde la
posicién invertida y el porcentaje de cobertura (PC) de la testa fueron monitoreados
como marcadores de salud de los individuos y comportamiento en el ambiente. Las
defensas antioxidantes tales como tioles solubles totales (-SH), actividades de las
enzimas catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD); la actividad respiratoria
mitocondrial estimada mediante la enzima citocromo C oxidasa (CCO); y el dafio
oxidativo a lipidos (TBARS) 6 lipoperoxidacién (LPO) fueron valorados en cada
periodo de exposicion. La sobrevivencia de los erizos es notablemente reducida en los
organismos sometidos a 28 y 32°C, alcanzando su Tmsogec @ 12,66 d y Tmssxc a 5,99 d,
lo que mostrd la vulnerabilidad que presenta el organismo a temperaturas elevadas. La
CE solo fue afectada por la temperatura mas elevada; al igual que fue reducido el PC en
los organismos sometidos a 32°C correspondiente a movimiento casi nulos de los pies
ambulacrales, espinas y dientes. Las concentraciones de —SH y la actividad de SOD no
presentaron variaciones significativas para ambos factores. Sin embargo, las actividades
de CAT y CCO descienden en relacion al ascenso de las temperaturas, observandose el
efecto inhibitorio a la temperatura de 32°C en el tercer dia. A su vez, los niveles de
TBARS incrementan en paralelamente al ascenso de las temperaturas, especialmente en
los organismos expuestos a 28 y 32°C. El descenso en las actividades de CAT-CCO y el
incremento en los niveles de TBARS en los erizos experimentales indican una condicion
de estrés oxidativo por estrés térmico en las gbnadas, iniciandose a temperaturas > 28°C.
Se concluye que el incremento atipico de las temperaturas del mar probablemente podria
afectar el estatus antioxidante en el tejido germinativo, restringiendo asi la reproduccién
y sobrevivencia de los erizos.

38



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

Apellidos y Nombres ROL / Cddigo CVLAC / e-mail
A T J
ROL CA S U U
Edgar Zapata
gVLA 12.269.219
e-mail | ezapata@udo.edy.ve
e-mail
A T J
ROL CA S U U
CVLA
C
e-mail
e-mail
A T J
ROL CA S U U
CVLA
C
e-mail
e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:

Afio Mes Dia

| 2018 | 07 |

27 |

Lenguaje: SPA

39



mailto:ezapata@udo.edy.ve

Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo(s):

Nombre de archivo

Tipo MIME

DayanaNAvarro.doc

Aplication/word

Alcance:
Espacial: UNIVERSAL

Temporal: INTEMPORAL

Titulo o Grado asociado con el trabajo:

Nivel Asociado con el Trabajo:

Area de Estudio:

Institucidon(es) que garantiza(n) el Titulo o grado:

Universidad de Oriente

40




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°O9S
Cumand, 04 AGD20W

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

UNIVERSOhRUREARA LS

SISTEMA DE B\Bu%mcg
RECIBIDO POR

14 L4

61520 w32
CRCHA HORA n

a —— L —

a usted a los fines consiguientes.

c.C:

’ Direccién de Computacisn, Coordinacitn de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maryja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telofax: 4008043 / Cumand - Venezusia

41




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del II Semestre 2009, segiin comunicacién CU-034-2009): “Los trabajos de grados
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podré ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Concejo de Nicleo respectivo, quien debera
participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.

Dayana Navarro
AUTOR

42



