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RESUMEN

La metamorfosis del erizo de mar, como la de otros invertebrados marinos,
consiste en la rapida pérdida de estructuras larvales, mientras que se mantiene
la funcionalidad del resto del cuerpo. La coordinacion y control de los eventos
de metamorfosis, dependen de factores que no han sido completamente
estudiados. Estos implican desde la forma en que se recibe la sefal inductora,
como se ftransmite hacia el interior de los tejidos larvales, los cambios
morfogenéticos en que se traduce dicha sefial y la manera en que la larva se
transforma en un juvenil con caracteristicas distintas a las de la etapa
precedente. El presente trabajo, se enfocoé en caracterizar algunos de los
procesos internos que regulan la metamorfosis en las larvas de los erizos de
mar Lytechinus pictus y Strongylocentrotus purpuratus.

La primera parte de este trabajo consisti6 en identificar cuales son los
primeros pasos en la cadena de eventos que dan lugar al inicio del proceso
metamorfico, enfocandose en el estudio de las rutas de transduccion que
regulan la transmision de la sefial externa hacia el interior de los tejidos. Para
ello, larvas competentes de erizo morado fueron inducidas a la metamorfosis
en presencia de farmacos que activan o inhiben algunas de estas rutas.
Nuestros resultados indican la participacion de la proteina cinasa C (PKC),
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y del calcio como segundo
mensajero durante la metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus.

La segunda parte de la investigacion, se fundamento en determinar uno de
los elementos que parecen ser sustanciales para la propagacion de dicha
sefial, esto es, la participacion del sistema nervioso en los eventos de
transduccion que intervienen en el proceso. Particularmente se estudio la
participacion del neurotransmisor serotonina (5HT) y los cambios en el sistema
nervioso serotonérgico durante la metamorfosis de S. purpuratus. Nuestros
resultados indican la participacion del neurotransmisor serotonina (la cual

induce efectivamente la metamorfosis de los organismos al aplicarse de




manera externa) durante la metamorfosis de S. purpuratus. Aunado a esto, el
ganglio apical es la ultima estructura del sistema serotonérgico que se pierde
durante la metamorfosis, lo cual ha sido reportado también para moluscos, y
este y otros indices abren la posibilidad de que la zona bucal sea donde se
reciben los primeros mensajes inductores en las larvas.

También se consideraron dos procesos que necesariamente forman parte
de todo evento relacionado con el desarrollo de los organismos: los procesos
de transcripcion y traduccion. La accion de inhibidores de los procesos de
transcripcion y traduccion, dispara la metamorfosis de larvas de competentes
de L. pictus. Dicho fendmeno puede deberse a la existencia de un represor
interno de la metamorfosis, y a que su produccién se inhibe por la acciéon de
estos farmacos, lo cual induce a las larvas a la metamorfosis.

Fihalmente, se exploraron parte de las consecuencias que tiene la
concatenacion de todos los elementos arriba mencionados, esto es, los
cambios que sufren los tejidos larvales de S. purpuratus durante el proceso de
metamorfosis. Especificamente, se estudiaron los cambios en el tejido
muscular, para lo cual se utilizdé marcaje fluorescente de fibras de actina.
Nuestros resultados indican que la primera estructura que se pierde, es una
malla de filamentos musculares formada por hexagonos bien definidos y que al
desintegrarse forman conglomerados de actina. Trabajos similares sobre tejido
muscular, refieren que estos conglomerados pueden indicar la presencia de
muerte celular programada o apoptosis. Por otro lado, la ultima estructura que
se desintegra es la faringe, cercana al ganglio apical, lo cual refuerza la idea de

que esta es la zona donde puede recibirse la primera sefial inductora.
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aproximada de las estructuras: A, hexdgono formado por filamentos de actina,
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Figura 27. 15 minutos post-induccion. Imagen confocal que muestra tejido muscular en
una vista frontal anal una larva de S. purpuratus, pasados 15 minutos de su
induccion a la metamorfosis con KCL La barra indica la escala (100 pm) con
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respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras:
A, estomago; B, boca; C, rudimento juvenil; D, faringe; E, epauletes; F, brazos
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28. Imagen confocal que exponen el detalle del tejido muscular en
desintegracion de una larva de S. purpuratus, pasados 15 minutos de su
induccién a la metamorfosis con KCI. El circulo enmarca conglomerados
globulares de actina que atin conservan marcaje con Faloidina. La barra indica la
escala (20 pum) con respecto a la imagen y la {lecha la localizacion aproximada
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29. Imagen confocal que exponen el detalle del tejido muscular de la faringe de
una larva de S purpuratus, pasados 15 minutos de su induccion a la
metamorfosis con KCI. La barra indica la escala (50 pm) con respecto a la
imagen y la flecha la localizacion aproximada de la faringe.........cc.ccovveviinne 96

30. 45 minutos post-induccion. Imagen confocal que muestra tejido muscular en
una vista frontal anal (I) y lateral izquierda (I1) de una larva-de S. purpuratus,
pasados 15 minutos de su induccion a la metamorfosis con KCI. La barra indica
la escala (100 pm) con respecto a la imagen y las flechas la localizacién
aproximada de las estructuras: A, estomago; C, rudimento juvenil; D, faringe; E,
epauletes; F, brazos 1arvales ... 97

31. Iméagenes confocales que exponen el detalle del tejido muscular que
conforma la faringe (I) y el rudimento juvenil (IT) en una larva de S. purpuratus,
45 minutos posteriores a su induccion a la metamorfosis con KCI. La barra
indica la escala (50 pm) con respecto a las imagenes y las flechas la localizacion
aproximada de las estructuras: A, faringe; B, base de una espina en el rudimento
juvenil; C, pies ambulacrales. ..........cccooiviiiiiiiiiiiieeee s 98

32. 90 minutos post-induccién. Imagen confocal que muestra tejido muscular en
una larva de S purpuraius pasados 90 minutos de su induccién a la
metamorfosis con KCIl.. La barra indica la escala (100 pm) con respecto a la
imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras: A, faringe; B,
cuerpo larval en desintegracion; C, base de espinas en el rudimento juvenil; D,
pies ambulacrales en el rudimento juvenil; E, brazos larvales. .......................... 99

33. Imagen confocal que exponen el detalle del tejido muscular de la faringe de
una larva de S purpuratus, pasados 90 minutos de su induccion a la
metamorfosis con KCIl. La barra indica la escala (20 pm) con respeclo a la
imagen y la flecha la localizacion aproximada de la faringe............cococoocn 100

34. Imagen confocal que muestra el tejido muscular en una postlarva de erizo
morado S. purpuratus 24 horas posteriores a su induccion a la metamorfosis con
KCL. La barra indica la escala (100 pm) con respecto a la imagen y las flechas
la localizacion aproximada de las estructuras: A, lampara de Aristoteles; B. base
de las espinas; C, pies ambulacrales. .........cccovviiiiiciiiicieene e 102
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Figura 35. Imdgenes confocales que exponen el detalle del tejido muscular que
conforma la base de las espinas y los pies ambulacrales (I), asi como de la
[lamada lampara de Aristoteles (IT) en postlarvas de erizo de mar S. purpuratus
24 horas posteriores a su induccion a la metamorfosis con KCI. La barra indica
la escala (20 pm) con respecto a la imagen y las flechas la localizacion
aproximada de las estructuras: A, base de las espinas; B, pies ambulacrales; C,
famipara de AristOteles. . wnrmmmmmmmrmmmsanimssssiorsos oo 103




INTRODUCCION

Diversas especies de invertebrados marinos presentan ciclos de vida
complejos, en los cuales se presentan uno o mas estadios de desarrollo de
vida libre que eventualmente lleva al organismo a transformarse, a través de un
proceso de metamorfosis, en un juvenil que es morfologicamente (y en algunos
casos ecologica y fisiologicamente) distinto de su estadio anterior (Pechenik et
al., 1998). Estos ciclos de vida complejos, que son también comunes entre
insectos y anfibios, se encuentran representados ampliamente entre los
diferentes fila de animales tan diversos como esponjas; cnidarios, moluscos
gasteropodos y bivalvos; gusanos poliquetos; cangrejos, balanos y ofros
crustaceos; ascideos hemicordados y equinodermos (Thorson, 1950).

Para la mayoria de los invertebrados marinos, la metamorfosis en si
consiste en la rapida pérdida de las estructuras larvales especificas, mientras
que se mantiene la funcionalidad del resto del cuerpo, iniciando el
funcionamiento de estructuras juveniles preformadas (Hadfield, 1998). Una
definicion general aceptada, es la que presentan Hadfield et al. (2001), quienes
mencionan que la metamorfosis es “Un proceso de desarrollo que es precedido
por una etapa larval de vida libre, y que resulta en una etapa juvenil o adulta.
La metamorfosis normalmente involucra la pérdida de los caracteres larvales, y

el surgimiento de los caracteres juveniles. Para la mayoria de los invertebrados




marinos, la metamorfosis comienza con una larva pelagica que de manera
inevitable se sitia en el lecho marino e inicia la degeneracion de los caracteres
larvales especificos. Finaliza cuando las estructuras juveniles esenciales han
emergido y el organismo juvenil es funcional en el habitat adulto definitivo”.

La metamorfosis de estos organismos se dispara en respuesta a factores
ambientales especificos, que incluyen temperatura (e. g. Gaudette ef al., 2001)
e inductores quimicos y bioldgicos, los cuales han sido asociados a algunos
sustratos naturales presentes en el medio (e. g. Clare y Matsumura, 2000; Krug
y Zimmer, 2000; Bryan y Quian, 1998; Bryan et al., 1997; Pawlik, 1990). En
algunas especies la induccion al asentamiento y la metamorfosis puede
dispararse en ausencia de inductores naturales por diversos compuestos
quimicos. Substancias neuroactivas (e. g. GABA, DOPA, catecolaminas,
derivados de colina), algunos solventes organicos y compuestos inorganicos
(e. g. NH3, H,S, Hy0;), y varios iones inorganicos, son conocidos como
inductores del asentamiento o metamorfosis de una amplia variedad de
invertebrados marinos bentonicos (Pearce y Scheibling, 1994; Pawlik, 1990,
Dahlstrom et al., 2005; Amador-Cano ef al., 2006).

Antes de dispararse la metamorfosis y a partir de un huevo fertilizado, el
desarrollo larval debe producir una serie de estadios que lleven a la formacion
de una larva de vida libre, la cual sea capaz de realizar cambios
morfogenéticos a través de la metamorfosis (Hadfield et al., 2001). Este ultimo

estadio se conoce como competencia metamorfica, y se define como la




capacidad de las larvas de responder a estimulos, ya sea internos o externos,
que las lleven a la metamorfosis (Hadfield, 2000). En los invertebrados marinos
bentonicos, practicamente todos los estimulos que llevan a la metamorfosis
son externos (Pawlik, 1992, Hadfield y Paul, 2001). La competencia
metamorfica provee a las larvas la habilidad de permanecer en el plancton
durante largos periodos de tiempo, hasta que localicen o enéuentren habitats
adecuados para su asentamiento y metamorfosis, haciendo que la dispersion
sea efectiva (Pechenik, 1990; Pawlik, 1992; Pechenik etr al., 1998).

En el caso del erizo dé mar, su periodo larval se caracteriza por una etapa
precompetente, que dura de tres a cuatro semanas dependiendo de la especie,
al final de la cual la larva se encuentra preparada para responder a estimulos
que la lleven a metamorfizarse (Cameron y Hinegardner, 1974; Cameron ef al.,
1989).

El proceso de metamorfosis incluye una serie de cambios dramaticos en
los tejidos de la larva. En el erizo dé mar este proceso se inicia con una flexion
anormal de los brazos de la larva, seguido de un colapso del epitelio larval y,
finalmente, se cierra el epitelio vestibular formado sobre la superficie aboral
adulta (Cameron y Hinegardner, 1978). La coordinacion y control de los
eventos de metamorfosis en el erizo de mar, dependen de factores que no han
sido completamente estudiados (Cameron el al., 1989).

La metamorfosis del erizo de mar, como la de otros invertebrados marinos,

presenta una complejidad que va mas alla del simple hecho de transitar de una




fase de desarrollo a ofra. El transito debe iniciarse en tiempo y espacio
adecuados en respuesta a una sefial externa, de manera que se incrementen
las posibilidades de sobrevivencia de los recién metamorfizados organismos
juveniles. Esto conlleva una secuencia de eventos de los cuales aun no se
conoce el detalle. Con esto en mente, el presente trabajo de investigacion se
enfoco en tratar de dilucidar algunos de los procesos internos que regulan en
las larvas y su dramatica transformacion en minusculas réplicas de los erizos
de mar adultos, que no guardan ninguna semejanza con su etapa de desarrollo
anterior.

Para ello, la primera parte de este trabajo consistié en identificar cuales son
los primeros pasos en la cadena de eventos que daban lugar al inicio del
proceso metamorfico, enfocandose en el estudio de las rutas de transduccion
que regulan la transmision de la sefial externa hacia el intérior de los tejidos. La
segunda parte de la investigacion, se fundamentd en determinar uno de los
elementos que parecen ser sustanciales para la propagacion de dicha sefal,
esto es, la participacion del sistema nervioso en los eventos de transduccion
que intervienen en el proceso. En tercer lugar, se consideraron dos procesos
que necesariamente forman parte de todo evento relacionado con el desarrollo
de los organismos: los procesos de transcripcion y traduccion. Finalmente, se
exploraron parte de las consecuencias que tiene la concatenacién de todos los

elementos arriba mencionados, esto es, los cambios que sufren los tejidos




larvales durante el proceso de metamorfosis, y especificamente, se estudiaron

los cambios en el tejido muscular.




OBJETIVOS

.1 GENERAL

Caracterizar diferentes procesos de cambio y reguladores durante la
metamorfosis de los erizos de mar Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus

pictus.

.2 PARTICULARES

1. Determinar si existe participacion de receptores asocliados a proteinas G, la
proteina cinasa C vy el Ca?" como segundo mensajero en los procesos de
transduccion que regulan la metamorfosis del erizo de mar
Strongylocentrotus purpuratus.

2. Investigar la participacion del neurotransmisor serotonina durante la
metamorfosis del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus.

3. Caracterizar los cambios en el sistema nervioso serotonérgico que tienen
lugar durante la metamorfosis del erizo de mar Strongylocentrotus
purpuratus.

4. Identificar si los procesos de transcripcion—traduccion regulan la

metamorfosis del erizo de mar Lytechinus pictus.




5. Caracterizar los cambios en la musculatura que tienen lugar durante la

metamorfosis del erizo de mar Strongylocenirotus purpuratus.




CAPITULO 1.
Rutas de transduccion durante la metamorfosis del

~ erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus.

.1 INTRODUCCION

En invertebrados marinos, los estimulos que inducen la metamorfosis de
los organismos son agentes especificos, ya sean quimicos o biolégicos, que se
encuentran asociados a ciertos substratos naturales los cuales incluyen
peliculas microbianas, presas potenciales o algas (Pawlik, 1992; Rodriguez et
al., 1993; Hadfield, 1998; Hadfield et al., 2000). En algunas especies, la
activacion de los cambios morfogenéticos pueder ser provocada, en ausencia
de inductores naturales, por diversos compuestos organicos e inorganicos que
funcionan como inductores artificiales. Estos incluyen sustancias neuroactivas
_ comb GABA, DOPA, catecolaminas y derivados colina, éompuestos organicos
e inorganicos, y algunos iones inorganicos Mg?*, Li*, NH4", Cs*, y K (Pearce y
Scheibling, 1994; Avila et al., 1996; Fleck, 1998; Kawaii ef al., 1999; Carpizo-
ltuarte et al., 2002). |

Estos inductores artificiales, han sido utilizados tradicionalmente para

estudiar posibles rutas de transduccion que actiian durante la metamorfosis de




diversos invertebrados marinos (Pawlik, 1990; Hadfield, 1998). Sin embargo,
en el erizo de mar los mecanismos por los cuales la sefial externa es detectada
por la larva, Iinteriorizada hacia los tejidos y traducida en los cambios
morfogenéticos que ocurren durante la metamorfosis se encuentran aun poco
entendidos, aunque, como en muchas otras larvas de invertebrados, la
respuesta inicial a la sefial metamorfica parece involucrar una respuesta
neurosensorial (Burke, 1983; Bishop y Brandhorst, 2001).

Las investigaciones sobre posibles rutas de transduccion implicadas en la
metamorfosis, han sido realizadas sobre diversos fila de invertebrados. Estos
incluyen, cnidarios (Freeman y Ridgway, 1990; Fleck y Bischoff, 1992; Henning
et al., 1996; Fleck, 1997; Leitz, 1997; Siefker et al., 2000; Thieme y Hofmann,
2003), gusanos poliquetos (Pawlik, 1990, 1992; llan et al., 1993, Carpizo-ltuarte
y Hadfield, 1998; Holm et al., 1998; Biggers y Laufer, 1999), moluscos (Baxter y
Morse, 1987; Morse, 1992; Hadfield, 1998, Hadfield, ef al., 2000), crustaceos
(Clare ef al., 1995; Yamamoto el al., 1995; Clare, 1996), equinodermos (Bishop
y Brandhorst, 2001, 2003) y ascidios (Bishop et al., 2001). Algunas de estas
rutas implican al adenosin-monofosfato ciclico (cAMP) y al inositol-1,4,5-tris- |
fosfato/diacilglicerol (IPs/DAG), en conjunto con receptcires -asociados a
proteinas G (GPCRs), la proteina cinasa C (PKC) y al calcio como segundo
mensajero. Estos tres ultimos elementos parecen ser un tema comun en las
rutas de transduccion “presentes durante la metamorfosis de larvas de

invertebrados marinos (pero ver Holm et al, 1998 para una excepcion).
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Ademéas en estudios recientes, se ha documentado al sistema del oOxido
hitrico/guanosin-monofosfato ciclico (NO/cGMP) durante la metamorfosis del
ascidio Boltenia villosa y Cnemidocarpa finmarkiensis (Bishop et al., 2001), del
caenogasteropodo Hyanassa obsoleta (Leise et al., 2001) y del erizo de mar
Lytechinus pictus (Bishop y Brandhorst, 2001, 2003).

En eucariotes, una amplia proporcion de receptores celulares de
membrana son GPCRs. A partir de ellos se transducen una extensa variedad -
de sefales extracelulares, incluso sefales fisicas, quimicas o bioldgicas, como
luz, iones de calcio, nucleétidos, aminoacidos, feromonas, lipidos, péptidos y
glicoproteinas (Bai, 2004). Siendo tan abundantes como receptores, e
implicados en la percepcion olfatoria de mamiferos e insectos (Reed, 2004), no
sorprende que se c.onsidere que los GPCRs pueden estar implicados en las
rutas de transduccion durante la metamorfosis de larvas invertebrados marinos.
Hidrozoarios y balanos parecen emplear GPCRs de la familia de siete dominios
transmembranales en el inicio de su metamorfosis (Schneider y Leitz, 1994,
Clare, 1996), mientras que' en moluscos, en abulones particularmente, algunas
investigaciones indican que se emplea el mismo mecanismo (Baxter y Morse,
1987, 1992).

Otro elemento com(n presente durante la induccion a la metamorfosis de
larvas de invertebrados marinos, es la activacion de la PKC. Esto ha sido
documentado como la parte de la cascada de sefiales internas durante la

metamorfosis de cnidarios como Mitrocomella polydiademata, Cassiopea spp.,
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Aurelia aurita, Chrysaora hysoscella y Cyanea lamarckii (Freeman and
Ridgway, 1990; Fleck and Bischoff, 1992; Siefker et al., 2000), y el crustaceo
Balanus amphitrite (Yamamoto et al., 1996). Biggers y Laufer (1999) utilizaron
hormonas que activan PKC, como inductores de la metamorfosis del poliqueto
Capitella sp. Estos autores sugieren que la éctivacién de esta enzima modula
canales de calcio y de potasio durante la metamorfosis de estos organismos.
Sin embargo, los mecanismos especificos por los cuales la PKC y el calcio
regulan la metamorfosis en Capitella no fueron determinados.

El papel de calcio como un segundo mensajero durante la metamorfosis de
invertebrados marinos ha sido parcialmente documentado para diferentes fila,
incluyendo el gasterépodo Haliolis rufescens (Baxter y Morse, 1987), el
poliqueto Phragmatopoma californica (llan et al, 1993), el braquidpodo
Terebratalia (Freeman, 1993), el crustaceo Balanus amphitrite (Clare et al.,
1995; Clare, 1996), el hidrozoario Phialidium gregarium (McCauley, 1997) y en
el hidroide Tubularia mesembryanthemum (Kawaii et al., 1999). En todos estos
organismos, los compuestos utilizados incidieron sobre rutas dependiente_s del
cAMP, que involucran al sistema |P3/DAG y a canales de calcio. Sin embargo,
los eveﬁtos especificos dentro de las rutas estudiadas no se encuentran
completamente entendidos para ninguno de los organismos mencionados.

El presente estudio se enfoc6é en determinar si las rutas de transduccion
dependientes de GPCRs y PKC se encuentran presentes durante el proceso

de metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus, y si el calcio participa como un
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segundo mensajero en estos acontecimientos. Fsta aproximacion consistio en
probar .diversos compuestos farmacolégicos que se sabe activan o inhiben
estos 3 elementos, asumiendo que 1) los activadores de PKC, GPCRs y
promotores del flujo de calcio provocara la metamorfosis y 2) |os inhibidores de

estos elementos transduccion inhibiran el progreso de la metamorfosis.
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.2 MATERIALES Y METODOS

Cultivo de larvas

Adultos de erizo morado S. purpuratus se obtuvieron de la zona costera de
la Bahia de Todos Santos, Baja California, México, transportado
inmediatamente al laboratorio y mantenidos en estanques con agua de mar
corriente hasta ser utilizados como reproductores.

LLos huevos y la esperma fueron obtenidos con base en el método descrito
por Hinegardner (1969), que consistid en una inyeccion de 1 mL de KCl a 0.53

M, en la cavidad intercelébmica. Los organismos fueron colocados

individualmente en frascos de cristal de 100 mL, con el hemisferio oral hacia
arriba. Los frascos se llenaron previamente con agua de mar filtrada a 1 pm vy
esterilizada por irradiacion UV (AMF). Los gametos liberados por los animales
fueron colectados én estos contenedores y posteriormente fueron fertilizados in
vitro de acuerdo al método descrito por Strathmann (1987).

Una vez fertilizados, los huevos fueron colocados en cubetas plasticas de
18 L con AMF vy sin aireacion durante un periodo de 48 a 72 h, tiempo en el
cual la mayor parte de los embriones habian alcanzado la etapa de prisma.
Posteriormente, las larvas fueron transferidas- a tanques coénicos de 45 L
conteniendo de AMF, en una concentracion inicial de 2 larvas/mL. La

temperatura durante el periodo de cultivo se mantuvo en un intervalo entre 15°

a 17 °C, y los organismos fueron alimentados con Rhodomonas spp, mientras



14

que la aireacion fue proporcionada de manera constante. Después de 26-28
dias, la competencia metamorfica se determind por la presencia del rudimento
juvenil, que en esta etapa ocupa la mitad izquierda del cuerpo larval.
Paralelamente, cinco pies ambulacrales se muestran claramente visibles en el
rudimento y las larvas tienen la tendencia de estar cerca del fondo de los

contenedores (Burke, 1980).

Desarrollo experimental

Una vez que las larvas alcanzaron la etapa competente, fueron inducidas a
la metamorfosis en la presencia de farmacos que estimularon o inhibieron
GPCRs y PKC, o afectaron el flujo de calcio (Tabla ).

Inicialmente, se seleccionaron entre 20 y 30 larvas con edad oscilando
entre 26-29 dias posteriores a la fertilizacion, y fueron elegidas con base a los
criterios para determinar competencia descritos anteriormente. Las larvas
fueron colocadas en cajas de pozos multiples (Falcon 1006), previamente
preparadas con un volumen conocido de AMF y la concentracion deseada del
farmaco a probar. Este procedimiento se realizé para cada farmaco elegido y
con fres réplicas por cada concentracion probada. Cada experimento fue
realizado al menos dos veces. En todos los experimentos, se incluyé un control
positivo pafa determinar competencia metamorfica, este consistio en AMF con
KCI adicionado a una concentracién final de 0.1 M. Las larvas permanecieron
en esta solucion durante 15 minutos, para posteriormente sustituir la solucion

por medio fresco de AMF segun el método descrito por Carpizo-ltuarte et al.




(2002). El control negativo consistio en larvés mantenidas en AMF durante el
experimento. Aqui se presentan solo los resultados de uno de los experimentos
realizados para cada farmaco utilizado. Los criterios para seleccionar los
resultados incluidos, fueron que exhibieran Ié mejor respuesta de las larvas a
los controles positivos con KCl como una medida de competencia, y los valores
mas bajos de metamorfosis espontanea en los controles negativos con AMF.
Sin embargo, los resultados en todos los experimentos realizados mostraron el
mismo patron de respuesta y diferencias estadisticas similares.

En tratamientos en los cuales se utilizd algin solvente para disolver los
compuestos probados (p. ej. Dimetil Sulféxido o DMSO), se coloco
paralelamente como control un tratamiento con la cantidad equivalente del
solvente usado en el disefio experimental.

En los tratamientos donde se esperd un efecto de inhibicion por parte del
farmaco, dicho inhibidor se afadié 15 minutos antes de afadir KCl. Pasado
este periodo de incubacion, el KCl se agregé de la misma manera en que se
realizo para el control positivo. Una vez que fue removido el medio conteniendo
KCl a la par que inhibidor, el farmaco inhibidor fue adicionado nuevamente de
modo que las larvas permanecieran en su presencia durante el resto del
periodo experimental.

Se realizaron también -experimentos paralelos para probar la interaccion
entre inhibidores de proteina Gl(surarnin y guanosine) y peliculas bacterianas.

La efectividad de las biopeliculas como inductores naturales  de la
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-metamorfosis de larvas de S. purpuratus, ha sido demostrada extensamente en
experimentos realizados en nuestro laboratorio. Para generar las peliculas
bacterianas, las mismas cajas de pozos multiples (Falcon 1006) fueron
colocadas en un estanque conteniendo organismos adultos de erizo morado.
Dichas cajas permanecieron en el estanque durante un lapso de 10 a 12 dias. |
Después de este periodo, los platos fueron lavados con AMF, y 5 mL de esta
misma AMF fueron afadidos con la concentracion deseada del inhibidor a
probar (suramin o guanosine). Posteriormente, veinte a freinta larvas
competentes fueron afadidas y permanecieron en incubacion durante un
periodo de hasta de 24 horas. Se colocé un control positivo para probar
competencia metamérfica, el cual consistio en una caja de pozos mliltiples
conteniendo Unicamente AMF y la pelicula bacteriana.

Con el fin de determinar si la biopelicula degrado el inhibidor de proteina G,
se realizd un experimento final en el cual suramin, a concentracion final de 100
pM, fue incubado 24 h en la presencia y ausencia de la biopeliclila antes de la
introduccion de las larvas. Después de que la solucion de suramin fue incubada
bajo las condiciones descritas, esta se utilizo como medio en cajas multi pozos
para probar la efectividad del KCI como inductor. Se incluyé un control positivo
con KCI (0.1 M, 15 minutos) para probar la competencia larval, y un control
negativo consistente en larvas incubadas tinicamente en AMF para determinar

metamorfosis espontanea.
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El progreso de metamorfosis fue comprobado 24 h después de la adicion
inicial de los diferentes farmacos probados, lo cual se realizé con la ayuda de
un microscopio estereoscopico Stemi 2000 (Carl Zeiss, Gottingen, Alemania).
En algunos experimentos (TPA, suramin, guanosine), el progreso de la
metamorfosis fue registrado al menos tres veces, entre las 6 y las 24 h
después de la induccion inicial. Las larvas se consideraron metamorfoseadas,
si los juveniles presentaban colapso y degradacion del epitelio larval asi como
espinas y pies ambulacrales emergidos. También en esta etapa, las postlarvas
avanzaban lentamente en el fondo del plato usando sus pies ambulacrales. Las
larvas y postlarvas muertas, se distinguieron de las vivas por caracteristicas
morfoldgicas y de pigmentacion. Las larvas que se caracterizaron como vivas
al final de experimento‘, se encontraban aun nadando y agitaban sus bandas
ciliares con movimientos activos. Las postlarvas vivas mostraron movimientos
activos de sus espinas y de sus pies ambulacrales, ademas presentaron
pigmentacion clara entre rojiza y verdosa. Las larvas y juveniles muertos
presentaron movilidad nula, pigmentacién marrén opaca y sus tejidos
contrahechos.

Todos los farmacos empleados fueron obtenidos de la compaiiia
Calbiochem. Las soluciones stock de suramin, guahosine, mastoparan,
guanylyl, cafeina y TMB-8 clorhidrico, fueron preparadas en atha destilada;
mientras que los farmacos K252a, bisindolylmaleimide 1, TPA, indolactam V,

1,2 didecanoyl—rac-glicerol,- nifedipine, iondforo A23187 free acid, acido
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cyclopiazonico y thapsigargin fueron disueltos en DMSO. Bay K 8644 fue

disuelto en etanol (EtOH) 100%.

Analisis estadistico

Los resultados estan ' expresados como el‘ nimero de individuos
metamorfizados dividido por el total de individuos inspeccionados. A los datos
asi obtenidos, se les aplicaron pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Si los datos no presentaron una distribucién normal ni fueron
homogéneos, se utilizo estadistica no parametrica. Posteriormente se aplico
una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via para determinar si
existieron diferencias significativas entre las concentraciones de los farmacos
empleadas. En el caso de presentarse, se utilizaron pruebas a posteriori para
establecer entre qué concentraciones se presentaron dichas diferencias. Todos
los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Sigma Stat (Jandel

Scientifics).
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.3 RESULTADOS

Un total de 16 farmacos relacionados con rutas de transduccion especificas
fueron probados durante los experimentos. Soélo seis resultaron eficaces como
promotores o inhibidores de la metamorfosis y se muestran marcados con
asteriscos en la Tabla I. El resto de los compuestos no tuvo ningun efecto o

fueron toxicos para las larvas.

Tabla 1. Farmacos utilizados en larvas competentes de erizo de mar
Strongylocentrotus purpuratus. Los farmacos marcados con asterisco (*) son aquellos
que tuvieron efecto significativo en la metamorfosis

< i EFECTO
ACCION FARMACO ESPERADO
PKC Inhibidores K252a; Bisindolylmaleimide | INHIBICION
PKC Activadores TEA (forbol-1 2—m|‘nstato—1 3-acetato)*; Indolactam V*; 1,2 ACTIVACION
Didecanoyl-rac-glicerol

PG Inhibidores Suramin, sal de sodio*; Guanosine* INHIB[CION
PG Activadores Mastoparan; Guanylyl-5"-imidodifosfato, sal tefralitica ACTIVACION

. 2+ '
Bl G Cafeina; Nifedipine; TMB-8, Clorhidrico INHIBICION
Inhibidores i

¥ 2+ - e 2 s
Flujo de Ca Ionofor_o A2318.7 Free Amd ; I?ay K 8644; Acido ACTIVACION
Promotores Cyclopiazonico; Thapsigargin

Activadores de PKC

TPA (forbol-12-miristato-13-acetato) fue el inductor de la metamorfosis mas
eficaz en las larvas de S. purpuratus (Figura 1). A las 8 h de exposicion al
farmaco, el porcentaje mas alto de la metamorfosis se situd en 84 % a

concentracion de 0.1 pM, y disminuyé con las menores concentraciones a 12 %
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Figura 1. Porcentaje de metamorfosis (£ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
despues de 8(A), 16(B) y 24 h(C) de exposicion a diferentes concentraciones de TPA
como inductor (N=3). Las barras indican el error estandar. El asterisco (*) en la parte
superior de las columnas indica las diferencias significativas (p<0.05) en los
tratamientos comparados con el control negativo (AMF). Los tratamientos incluyen: las
concentraciones de TPA que se indican en el eje de las X; KCI, 0.1 M (15 minutos,
después AMF); AMF, agua filtrada y esterilizada.
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en 0.00001 uM. A las 16 y 24 h posteridres a la induccion inicial, el porcentaje
de metamorfosis obtenido en las concentraciones mas altas (1 a 0.001 pM) se
encontré cercano al iOO %, vy aléanzé entre el 20 al 51 % en las
concentraciones restantes (0.0001 y 0.00001 pyM). También a ocho horas de
exposiciéh, los porcentajes de metamorfosis obtenidos en los tratamientos con
TPA fueron significativamente distintas con respecto al control negativo en
todés las concentraciones, con excepcion de 0.00001 pM (Tukey, p< 0.05),
paralelamente, las conceritraciones entre 0.01 pM y 0.00001 pM presentéron
diferencias significativas entre ellas (Tukey, p<0.05) (Figura1A). _

Entre las 16 y 24 h, la respuesta se niveld en las concentraciones mas
altas (entre 1 p M y 0.001 p M) y no se encontraron diferencias significativas
entre las dh;erentes concentraciones e incluso con respecto al control positivo
‘con KCI (Tukey, p> 0.05) (Figuras 1B, C). Entre estos mismos intervalos de
tiempo, las concentraciones 0.0001, 0.00001 pM no fueron significativamente
diferentes entre ellas (Tukey, p> 0.05), pero si significativamente distintas que
el resto de los tratamientos. La mortalidad en los experimentos con TPA no fue
mayor a 8 % en todos los tratamientos, y el DMSO empleado para disolver el
TPA no tuvo ningtn efecto éobre la metamorfosis de las larvas.

fndolactan’: fue un inductor de la metamorfosis menos efectivo que TPA

(Figura 2). A las 24 h el porcentaje mas alto de la metamorfosis (84 %) fue

obtenido con la concentracion mas baja probada (0.001 pM). No se
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Figura 2. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
expuesto a diferentes concentraciones de indolactam como inductor (N=3). Las barras
indican el error estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas indica
las diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el control
negativo (DMSO, AMF). Los tratamientos incluyen: las concentraciones de indolactam
que se indican en el eje de las X; KCI, 0.1M (15 minutos, después AMF); AMF, agua
de mar filtrada y esterilizada; DMSO, concentracion mayor de DMSO utilizado en la
preparacion de las soluciones de indolactam.
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encontraron diferencias significativas entre las concentraciones inductoras de
indolactam (0.1, 0.01 y 0.001 p M) y el control con KCI (Tukey p; 0.05), pero
estas concentraciones fueron significativamente distintas con respecto al
control negativo (AMF) y el control con DMSO (Tukey, p<0.05). Indolactam fue

toxico a las larvas en concentraciones mayores a 0.1 uM (datos no mostrados).

Inhibidores de Proteinas G

Suramin inhibi6é la metamorfosis en presencia de KC'I como inductor a las
24 h posteriores a la indl,fltécién inicial (Figura 3). La inhibicion fue eficaz a las
concentraciones de suramin de 10, 50 y 100 pM (72, 58 y el 64 %
respectivamente), siendo los porcentajes significativamente diferentes a los
obtenidos a la concentracion 1 pM (92 %) y el control positivo con KCI (95 %)
(Tukey, p <0.05). | |

El efecto de suramin en presencia de una pelicula bacteriana como
inductor también fue probado. A las 6 h posteriores al contacto inicial con el
inductor natural y la sustancia quimica probada, los porcentajes de
metamorfosis obtenidos en las concentraciones a 50 y 100 pM fueron
significativamente menores (Tukey, p<0.05) que los obténidos en el control
pésitivo que »contenia Unicamente la biopelicula (Figura 4A). Tampoco
existieron diferencias estadisticas (Tukey, p> 0.05) entre estos tratamientos en
comparacion con el control negativo con AMF (Figura 4A). A las 12 h

posteriores a la induccion, el porcentaje de metamorfosis en la concentracion
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Figura 3. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
expuesto a diferentes concentraciones de suramin como inhibidor (N=3). Las larvas
fueron expuestas a las diferentes concentraciones de suramin por 15 minutos antes de
ser inducidas a la metamorfosis con KCl en la presencia del inhibidor. Después de 15
minutos se removié la solucion y se remplazo por solucién fresca de suramin y AMF a
las concentraciones que se indican en el eje de las X. Las barras indican el error
estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas indica las diferencias
significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el control positivo (KCI).
Los tratamientos incluyen: las concentraciones de suramin que se indican en el eje de
las X;: KCI, 0.1 M (15 minutos, después AMF); AMF, agua de mar filtrada y esterilizada.
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Figura 4. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) de S. purpuratus despues de 6(A),
12(B) y 24 h (C) horas de exposicion a diferentes concentraciones de suramin como
inhibidor (N=3), y una pelicula bacteriana como inductor. Las barras indican el error
estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas indica las diferencias
significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el control positivo
(Biopelicula). Los tratamientos incluyen: las concentraciones de suramin indicadas en
el eje de las X, Biopelicula, 10-12 dia de desarrollo de pelicula bacteriana en tanques
con adultos; AMF, agua de mar filtrada y esterilizada.
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mas alta (100 uM) se encontré cerca del 35 %, mientras la concentracion mas
baja (50 pM) mostro porcentajes de la metamorfosis cercanos a 60 % (Figura
4B). En el mismo experimento, pasadas 24 h de contacto con suramin y la
pelicula bacteriana, las concentraciones de 100 y 50 pM en los tratamientos
con suramin preéentaron nuevamente diferencias significativas entre ellos y
comparados con los controles positivo (con biopelicula) y negativo (solo
FSW) (Tukey, p<0.05); sin embargo de manera contrastante, la concentracion
de 100 M mostro porcentajes mas altos de metamorfosis (cerca del 80 %) en
comparacion con el tratamiento a concentracion 50 pM, donde los porcentajes
de metamorfosis se encontraron cercanos al 60 %. Existe la posibilidad que la
pelicula bacteriana cause la dégradacic’m de suramin, y que debido a esto el
efecto inhibitorio se haya reducido a las 24 h de iniciado el experimento (Figura
4C). Con la finalidad de probar esta hipotesis, suramin fue preincubada en
presencia de una biopelicula.

En el experimento donde se probo la posible degradacion del inhibidor de
proteinas G suramin por la presencia de la biopelicula utilizada como inductor
natural, los porcentajes mas altos de metamorfosis (57 %) correspondieron al
“tratamiento donde farmaco usado fue preincubado 24 h en presencia de
biopelicula, y el porcentaje mas bajo de metamorfosis (34 %) correspondio al
tratamiento donde el inhibidor no tuvo ninguna incubacién previa (Figura 5).
Los porcentajes de metamorfosis en todos los tratamientos con suramin fueron

significativamente distintos con respecto al control positivo con KCI (Newman-
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Figura 5. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
después de 24 h (C) horas de exposicibn a suramin como inhibidor a una
concentracion de 100 uM (N=3), y KCI como inductor. Las barras indican el error
estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas indica las diferencias
significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el control positivo (KCI).
Los tratamientos incluyen: Biopelicula+24h, suramin incubado 24 h sin pelicula
bacterial, 0 h, suramin sin incubacion; KCI, 0.1 M (15 minutos, después, AMF); AMF
agua de mar filtrada y esterilizada.
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Keuls, p<0.05), excepto donde el inhibidor usado fue preincubado 24 h en
presencia de pelicula bacteriana (p> 0.05). La mortalidad no fue mayor a 8% en
todos los experimentos donde suramin tuvo un efecto inhibidor de la
metamorfosis.

Guanosine tuvo un marcado efecto sobre la metamorfosis de S. purpuratus
(Figura 6). A las 6 y 12 h posteriores a la induccion inicial con KCI, el efecto
inhibitorio |

En el experimento donde se probd el efecto de guanosine en presencia de
una biopelicula bacteriana como inductor, el tratamiento con el porcentaje mas
bajo de metamorfosis (4 %) fue 100 uM pasadas 8 horas de la induccion inicial,
aumentando el porcentaje de organismos metamorfoseados conforme la
concentracion del inhibidor decrecio en los tratamientos restantes. En todos los
casos, los porcentajes de la metamorfosis presentaron diferencias significativas
(Newman Keuls, p<0.05) con respecto a los controles positivoé (biopelicula y
KCI) (Figura 7). A las 16 h de permanencia en el farmaco, el porcentaje mas
bajo de metamorfosis (43 %) se obtuvo en la concentracion mas alta probada
(100 puM), y fue significativamente distinto a los tratamientos con pelicula
bacteriana y KCI (Tukey, p<0.05). Las concentraciones restantes, por lo visto
no tuvieron ningun efecto inhibidor sobre la metamorfosis de las larvas,
obteniéndose incluso porcentajes de metamorfosis mayores que en los

controles positivos. Después de 24 h de induccion, un evento de mortalidad no
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Figura 6. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
después de 6(A), 12(B) y 24 h (C) horas de exposicion a diferentes concentraciones
de guanosin como inhibidor (N=3), y KCI como inductor. Las larvas fueron expuestas a
las diferentes concentraciones de guanosin durante 15 minutos antes de ser inducidas
a la metamorfosis con KCI en la presencia del inhibidor. Después de 15 minutos la
solucion se removid y se remplazé con solucién fresca de guanosin en AMF a las
concentraciones que se indican en el eje de las X. Las barras indican el error estandar.
El asterisco (*) en la parte superior de las columnas indica las diferencias significativas
(p<0.05) en los tratamientos comparados con el control positivo (KCI). Los
tratamientos incluyen: las concentraciones de guanosin que se indican en el eje de las
X; KCI, 0.1 M (15 minutos, después AMF); AMF, agua de mar filtrada y esterilizada.
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Figura 7. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
después de 8(A), 16(B) horas de exposicion a diferentes concentraciones de guanosin
como inhibidor (N=3), y pelicula bacteriana como inductor. Las barras indican el error
estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas indica las diferencias
significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el control positivo
(Biopelicula). Los tratamientos incluyen: las concentraciones de guanosin que se
indican en el eje de las X; Biopeliculas, 10-12 dias de desarrollo de la pelicula
bacteriana en un tanque con adultos; KCI, 0.1 M (15 minutos, después AMF); AMF,
agua de mar filtrada y esterilizada,
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selectiva fue observado en todos los tratamientos en este experimento

particular, incluso los controles.

Flujo de Calcio

londéforo A23187. Los resultados obtenidos con el iondforo A23187, apoyan
la participacion de calcio como segundo mensajero durante la metamorfosis de
erizo de mar (Figura 8.). El porcentaje mas alto de metamorfosis se obtuvo en
~ las concentraciones de 5y 10 pM (48 y el 49 % respectivamente), en donde la
metamorfosis fue significativamente mayor que la obtenida en AMF (Tukey,
p<0.05). Por su parte, en las concentraciones del ionéforo menores (0,1 y 1
puM), los porcentajes de metamorfosis obtenidos no fueron diferentes
significativamente con respecto al control con AMF (Tukey, p> 0.05). Sin
embargo, los porcentajes de metamorfosis en todas las concentraciones
utilizadas fueron significativamente menores que aquellos obtenidos con KClI
(Tukey, p<0.05). La mortalidad en todos los tratamientos no excedio el 12 % en
todos los tratamientos (datos no mostrados).

Thapsigargin fue un inductor mas eficaz de la metamorfosis que el ionoforo
A23187 (Figura 9). En concentraciones de 50 y 100 puM, thapsigargin indujo la
metamorfosis significativamente mas que en el control positivo con KCI (Tukey,
p<0.05) y negativo con AMF (Tukey, p<0.05). No se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos de 1y 10 pM en comparacion con el control

con AMF (Tukey, p> 0.05). No existio ningun efecto por parte del solvente
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Figura 8. Porcentaje de metamorfosis (+ 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
expuesto a diferentes concentraciones del ionéforo A23187 como inductor (N=3). Las
barras indican el error estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas
indica las diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el
control negativo (AMF). Los tratamientos incluyen: las concentraciones del ionoforo
A23187 que se indican en el gje de las X; KCI, 0.1 M (15 minutos, después AMF);
AMF, agua de mar filtrada y esterilizada; DMSO, concentracion mayor de DMSO
utilizado en la preparacién de las soluciones del ionoforo A23187.
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Figura 9. Porcentaje de metamorfosis (x 1 EE) del erizo de mar S. purpuratus
expuesto a diferentes concentraciones de thapsigargin como inductor (N=3). Las
barras indican el error estandar. El asterisco (*) en la parte superior de las columnas
indica las diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos comparados con el
control negativo (AMF). Los tratamientos incluyen: las concentraciones de thapsigargin
que se indican en el eje de las X; KCI, 0.1 M (15 minutos, después AMF); AMF, agua
de mar filtrada y esterilizada; DMSO, concentracion mayor de DMSO utilizado en la
preparacioén de las soluciones de thapsigargin.
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empleado para disolver thapsigargin (DMSO) sobre la metamorfosis de las

larvas (datos no mostrados).
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1.4 DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican la participacion del
sistema inositol trisfosfato-diacilglicerol (IPs/DAG), receptores asociados a
proteinas G (GPCRs) y proteina cinasa C (PKC) durante la induccion a la
metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus. El calcio puede intervenir como
un segundo mensajero en las rutas de transduccion asociadas con este
proceso. Sin embargo, esta suposicion esta basada en la eficacia de sélo 6 de
los 16 compuestos probados (Ver anexo 1). La exposicion de larvas completas
a productos quimicos aplicados de manera externa, y que dichos quimicos se
breSLllne pueden incidir sobre sitios de transduccion especificos, es una
limitacion experimental para elucidar en qué nivel los compuestos pueden
actuar. En tales experimentos, la ausencia de respuesta al farmaco probado no
necesariamente significa que el objetivo en la ruta de transduccion no se
encuentra implicado, esto se explica por diversas razones: (1) se asume que
los compuestos farmacolc’)gicos probados interactian con las rutas de
transduccion de manera similar a la forma en que lo hacen en células aisladas
de otras especies animales; (2) la permeabilidad de algunos compuestos
podria ser diferente cuando son probados en células de invertebrados marinos;
(3) pudieran presentar un comportamiento diferente cuando se aplican sobre
larvas enteras. Futuros estudios con tejidos larvales aislados o enfocado a

regiones especificas de la larva que se presuponga estén implicados en
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desencadenar el proceso metamorfico, ayudaran en el esclarecimiento de
estos puntos que ahora no son claros.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos para otras especies de
invertebrados marinos, donde compuestos similares fueron usados para
caracterizar rutas de transduccion durante el proceso de metamorfosis (ver
Freeman y Ridgway, 1990; Fleck y Bischoff, 1992; Clare, 1996). Baxter y Morse
(1987), demostraron la existencia de receptores de lisina acoplados a proteinas
G, los cuales posiblemente facilitan la respuesta al GABA, que se sabe
estimula la metamorfosis en las larvas del abulon rojo Haliotis rufescens. Al
menos una proteina Ga, la cual es muy similar a los miembros de la familia Gg
y que se sabe controlan la actividad de la fosfolipasa C, es expresada en los
cilios de la larval del abulén rojo (Wodicka y Morse, 1991). Los GPCRs también
han sido caracterizados como parte de las sefales de transduccion que se
activan durante la metamorfosis del balano Balanus _amphifrite (Clare, 1996) y
del hidrozoario Hydractinia (Schneider y Leitz, 1994).

La activacion de la PKC durante la metamorfosis ha sido documentada
para diferentes larvas de invertebrados marinos, esto mediante el uso de
forbol-ésteres, los cuales son conocidos por mimetizar la accion del DAG
durante la cascada de eventos donde se activa la PKC (Nishizuka, 1984). Los
forbol»éstefes han sido caracterizados como inductores efectivos de la
metamorfosis para diversas especies de cnidarios (ver Siefker et al., 2000,

Frank et al., 2001) y balanos (Yamamoto et al., 1995). En el presente estudio,
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el forbol-éster TPA fue el induofor mas eficaz de la metamorfosis en larvas del
erizo de mar S. purpuratus. Freeman y Ridgway (1990), reportan resultados
similares con concentraciones equivalentes de TPA en la induccién a la
metamorfosis del hidrozoario Mitrocomella polydiademata. Estos mismos
autores, mostraron una disminucion en los porcentajes de induccion de M.
polydiademata a concentraciones de TPA entre 107 y 10° M, lo cual coincide
con nuestros resultados, ya que TPA fue menos eficaz como inductor de la
metémorfosis de S. purpuratus en concentraciones menores a 10° M pasadas
8 h de permanencia en el farmaco. Los resultados encontrados con TPA como
inductor, son reforzados con el efecto inductivo mostrado con larvas tratadas
con indolactam, ofro activador de PKC. La respuesta contrainductiva a
indolactam, donde las larvas respondieron mejor a concentraciones inferiores
del compuesto, podria ser explicada por una respuesta bifasica de los
receptores a este compuesto, donde concentraciones bajas potencian la accion
del mismo y concentraciones altas son inhibitorias. Se conoce que este tipo de
la respuesta se presenta en receplores que modulan la concentracion interna
de calcio en células de mamiferos (ver Hajndczky y Thomas, 1994; Clapham,
1995).

Con KCI utilizado como inductor, solo los inhibidores de proteinas G,
guanosine y suramin, tuvieron efecto sobre la metamorfosis, al parecer en un
sitio corriente abajo del sitio de accién del K*. No se sabe hasta el momento

como el K" activa la metamorfosis, pero evidencias recientes recabadas por
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Hadfield et al. (2000), apunta a que su efecto se presenta ulterior al de las
células sensoriales primarias en Phestilla sibogae. Sin embargo, aun en esta
especie, el sitio de accion especifico del K™ aun no ha sido determinado.

Excepto durante lasrprimeras 6 h, en donde guanosine presenta al parecer
una respuesta dosis dependiente (ver Figura 6A), en el resto de los periodos
evaluados este compuesto sélo retrasa la metamorfosis. Esto podria explicarse
por una baja afinidad del compuesto con la proteina G correspondiente.

Por otra parte, en los experimentos donde comparamos la respuesta de S.
purpuratus al inductor natural (pelicula bacteriana) en presencia de los
inhibidores de proteinas G suramin y guanosine, observamos una respuesta
inhibitoria similar a la observada en presencia de KClalas 6 y 12 -h posteriores
a la induccion inicial. EstosfeSuItados abren la posibilidad de que las rufas de
transduccion activadas por le inductor natural (biopelicula) y el artificial (KCI)
sean las mismas, e incluyan los mismos receptores acoplados a pro’teinas G
(GPCRs).

A las 24 h de iniciada la inhibicion, la eficacia de suramin al parecer
disminuye. Una explicaci(’)n a este efecto, podria ser que las bacterias
degradaron el compuesto antes de poder actuar sobre las larvas. Los
experimentos donde el inhibidor suramin fue preincubado 24 h en la presencia
de una pelicula bacteriana ahtes de tener contacto con las larvas, apoyan esta

explicacion. Guanosine posiblemente tuvo un patréon de respuesta similar al
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observado en suramin, donde el farmaco fue degradado por bacterias, no
obstante esto no fue probado.

El efecto de los inhibidores de proteina G sobre la metamorfosis durante
los periodos mas largos es intrigante, ya que por lo visto existe un efecto de
potenciacion de la metamorfosis en las concentraciones mas altas. Una posible

“explicacion a este efecto, radica en la generacion de un subproducto por la
degradacién bacteriana del inhibidor en la biopelicula, lo cual podria realzar la
respuesta metamorfica.

Con respecto al papel de calcio en la ruta de transduccion metamorfica,
nuestros resultados confirman reportes previos del efecto inductivo del ionoforo
A23187 sobre el e.rizo de mar S. purpuratus (Pearse y Cameron, 1991). En el
presente estudio, el ionéforo A23187 y un inhibidor de la ATPasa del calcio
(thapsigargin), fueron efectivos activando la metamorfosis de las larvas. Como
el ionoforo transporta calcio al interior de la célula sin la participacion de un
receptor de la membrana, es posible que el calcio actiie como un inductor de la
metamorfosis por si mismo. Por otra parte thapsigargin, al inhibir la ATPasa del
calcio en el reticulo endoplasmatico, posiblemente permiti6 acumulacion de
calcio en el citoplasma y actuo de forma equivalente a incrementar los niveles
de calcio dentro de la célula por otras fuentes. Aunque nuestro estudio no
contempl6 probar el uso de exceso de calcio a manera de inductor, esto se ha
‘demostrado en otras especies de invertebrados marinos. En B. amphitrite por

ejemplo, concentraciones de calcio 5 mM por encima de los niveles normales
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en el agua de mar activan la metamorfosis, mientras que concentraciones 10
mM por encima de estos mismos niveles la inhiben (Clare, 1996). Por otra
parte, la reduccion de los niveles de concentracion de calcio en el agua, inhibe
la metamorfosis en el hidroide Tubularia mesembryanthemum (Kawaii et al.,
1999). En larvas del erizo de mar Lylechinus variegalus, el exceso de calcio
estimula la metamorfosis, y se presenta ademas una tendencia a disminuir el
nimero de larvas metamorfoseadas con un aumento mayor en la
concentracion de calcio (Cameron et al., 1989).

La efectividad del calcio como segundo mensajero durante la metamorfosis
de invertebrados marinos ha sido documentada para diversas especies (ver
llan et al., 1993; Clare et al., 1995; Clare, 1996; McCauley, 1997; Kawaii ef al.,
1999). Ademds, la participacion del calcio podria estar relacionada con las
rutas de transduccion donde participan los GPCRs y la PKC. La cascada de
eventos generados por la activacion del sistema IP3-DAG, provoca la liberacion
de calcio del reticulo endoplamatico y promueve la activacion de distintos tipos
de PKC (a, BI, BIl'y y) (Clapham, 1995; Cullen, 2003). Este podria ser el caso
durante la metamorfosis de S. purpuratus, donde, segun nuestros resultados,
estos tres elemerntos, GPCR, PKC vy calcio, tienen participacién en la
transmision de la senal inductora.

El modelo que proponemos para la activacion de la metamorfosis en erizos
de mar via las rutas de transduccion referidas con anterioridad, se éncuentra

basado en el ciclo del fosfoinositol (Nishizuka, 1984), y considera una ruta
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tnica donde la activacion de receptores acoplados a proteinas G estimulan la
liberacion de la fosfolipasa C (PLC). Una vez que la PLC es activada, esta
actia sobre el fosfatidil-inositol-4, 5-bifosfato (PIP,), transformandolo en
inositol-1, 4, 5-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Se sabe ademas que el
DAG activa también la PKC (ver Leitz y Klingmann, 1990). Una éegunda
posibilidad consiste en que los GPCRs 'y la PKC son activados de forma
independiente duranté la metamorfosis de erizo de mar, y que cada uno por si
solo es suficiente para disparar la metamorfosis. En ambas casos, el calcio
actuaria como un segundo mensajero. La Figura 10 ilustra un modelo
hipotético en el cual las rutas de transduccion mencionadas anteriormente se
relacionan, y muestra también los sitios de accion de los agentés
farmacologicos empleados. En este modelo, consideramos que los GPCRs, fa
PKC vy el Ca”* acttian juntos para regular la metamorfosis. Estudios recientes
realizados por Bishop y Brandhorst (2001) sobre el erizo de mar Lytechinus
pictus, indican la participacion del sistema NO/cGMP (6xido nitrico/guanosin-
monofosfato ciclico) como regulador negativo de la metamorfosis. Estos
autores proponen que la generacion de oxido nitrico en las larvas, inhibe la
metamorfosis del erizo, esto con la participacion del chaperon molecular
HSP90 (Bishop y Brandhorst, 2001). Considerando que un mecanismo similar
podria funcionar en S. purpuratus, dos posibilidades existen para relacionar las
rutas caracterizadas durante el presente estudio con el sistema NO/cGMP: (1)

la cascada de eventos que inicia con la activacion de GPCRs o PKC se localiza
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Figura 10. Rutas de transduccién propuestas en la metamorfosis de S. purpuratus:
GP= proteina G, MR= receptor de membrana, PLC= fosfolipasa C, PIP,=
fosfatidilinsositol difosfato, DAG= diacilglicerol, |Ps= inositol trisfosfato, PKC= proteina
cinasa C. El modelo propuesto se basa en el ciclo propuesto por Nishizuka (1984), el
cual considera una ruta Unica donde la activacion de GPCRs (receptores asociados a
proteinas G) activan a su vez la fosfolipasa C, la cual divide al fosfatidil-inositol-4, 5-
difosfato. A partir de esta separacion se generan IP; y DAG. El DAG a su vez activa la
PKC, mientras que el |P; activa a otro receptor de membrana en el reticulo
endoplasmatico y libera calcio. La otra fuente de calcio es el espacio extracelular, y
puede ingresar al citoplasma de la célula a traveés de canales iénicos.
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corriente arriba del sistema del NO, y su activacion desemboca en el cese de
produccién de NO, ya sea por la inhibicion de genes especificos o por la
produccion de una proteina que inhibe la NOS (sintetasa del 6xido nitrico) o el
chaperén HSP90; (y 2) la sefal causada por la activacion de GPCRs o de la
PKC es mas potente que el efecto inhibitorio producido por el sistema del NO.
Recientemente, la activacion de un tipo especifico de PKC en células humanas
monociticas, ha sido relacionada con la regulacién de la sintetasa inductiva del
oxido nitrico (iNOS) (Pham et al., 2003).

Estos resultados indican que los GPCRs, la PKC y el calcio son
componentes de las rutas de transduccion que participan en la activacion de la
metamorfosis de larvas de S. purpuratus. Estudios posteriores deben enfocarse
a determinar donde y cuando se expresan estos componentes en la larva, y
cémo son regulados durante la metamorfosis. Los datos de las secuencias
obtenidas del mapa genético del erizo de mar (Sea Urchin Genome
Sequencing Consortium, 2006), serviran para esclarecer la regulacion
molecular de la metamorfosis en larvas del erizo de mar. Tener acceso a los
datés de secuencias de genes que podrian participar durante la metamorfosis
del erizos de mar, abre la posibilidad de documentar los modelos de expresion
genética regulados probablemente por las rutas de transduccién sugeridas

aqui.
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CAPITULO I1I.

Serotonina como inductor de la metamorfosis.

II.1 INTRODUCCION

El sistema nervioso presente en las larvas de equinodermos, posee gran
parte de los sistemas neuronales desarrollados en vertebrados (Katow ef al,
2004). Ejemplo de ellos es el sistema serotonérgico, el cual se encuentra
relacionado con varias funciones cerebrales basicas como la busqueda de
alimento, el comportamiento sexual y el control del sueﬁé (Weiger, 1997).

En invertebrados marinos, la presencia de un sistema nervioso
serotonérgico es un elemento comun en el desarrollo larval de diversos phyla,
ejemplo de ello se presenta en el phoronido Phoronis pallida (Santagata, 2002),
el hidrozoario Phialidium gregarium (McCauley, 1997), en el crustaceo Balanus
amphitrite (Yamamoto et al., 1996) y en moluscos como Aplysia californica e
llyanassa obsoleta (Marois y Carew, 1997; Dickinson y Croll, 2003). La
presencia de este sistema nervioso se ha relacionado con diversaé funciones,
que van desde procesos de desarrollo hasta el control del movimiento de las
bandas ciliares y la regulacién del proceso de metamorfosis (ver Leise et al.,

2001).
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En el phylum echinodermata en particular, la presencia de células con
receptores de serotonina se ha descrito en tres de sus cuatro clases: en la
estrella de mar‘PatirieHa reqularis (Chee y Byrne, 1999), el holoturoideo
Parasﬁcopus californicus (Burke et al., 986) y del equinoideo S. purpuratus
(Bisgrove y Burke, 1986). La funcién de este sistema neural ha sido implicado
mayormente en procesos de desarrollo (e. g. Cameron et al., 1994), aunque se
ha especulado sobre su participacion en el desplazamiento larval, la busqueda
de alimento y la metamorfosis de los organiémos (ver Byrne, 2000). Sin
embargo, nin.guno de estos estudios ha demostrado la participacion del
~neurotransmisor serotonina en la metamorfosis de los organismos, vy
practicamente ninguno se ha enfocado a la descripcion del desarrollo del
sistema nervioso durante la metamorfosis.

El presente trabajo se enfoca a describir la evolucién del sistema nervioso
serotonérgico durante la metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus, asi
como la posible regulacion de dicho proceso por parte del neurotransmisor

serotonina.
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1.2 MATERIALES Y METODOS

Induccion por 5HT (Serotonina)

Los experimentos de induccion con serotonina (5-Hydroxytryptamine,
Sigma-Aldrich), se realizaron de manera similar a los descritos en el Capitulo |
para experimentos farmacolégicos con inductores. Serotonina fue disuelta en
AMF.

Larvas competentes de erizo morado S. purpuratus se colocaron en AMF
en presencia del inductor durante un periodo de 24 horas, al finalizar se retird
el medio y se adicioné AMF. Esto se realizo debido a que en experimentos
iniciales se observd una alta mortalidad en todas las concentraciones de
serotonina empleadas después de este lapso.

El seguimiento de la metamorfosis se determiné por inspeccion con el
microscopio estereoscopico a las 24 y 48 horas posteriores a la inmersiéon
inicial de las larvas en el medio con serotonina.

Los resultados fueron analizados de igual forma a los obtenidos en los
estudios farmacolégicos descritos en el Capitulo I. Se les aplicaron pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas y posteriormente se realizd una
prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una sola via. En el caso de
presentarse diferencias significativas, se utilizaron pruebas a posteriori para

establecer entre cuales concentraciones se presentaron dichas diferencias.




47

Marcaje  Fluorescente de  Sistema  Nervioso  Serotonérgico

(Inmunocitoquimica)

Larvas competentes fL!eron 'inducidas a la metamorfosis mediante
inmersién en solucion de AMF vy cloruro de potasio (0.1 M durante 15 min).
Posteriormente se seleccionaron de 80 a 100 larvas en proceso de
metamorfosis a los 15, 45 y 90 min posteriores a la induccion y se realizd el
proceso de marcaje como se describe a continuacion. En forma adicional,
también fueron seleccionadas larvas competentes y postlarvas recién
metamorfizadas para 'someterlas al mismo procedimiento.

Durante todo el proceso se mantuvo a los organismos cubiertos y a
temperatura de 4 °C para evitar la incidencia de la luz y el fotoblanqueado. Los
organismos seleccionados - se transfirieron a tubos de microcentrifuga
conteniendo las soluciones utilizadas en el marcaje, de acuerdo a los tiempos y

concentraciones referidas en la Tabla Il

Tabla Il. Secuencia del proceso de marcaje de células con receptores de serotonina
(5HT) en larvas y postlarvas del erizo de mar S. purpuratus.

PASO | ACCION SOLUCION CONGENTRACION TIEMPO
1 Lavado MgCly 370 mM 10 min
2 Fijacion Paraformaldehido (en PBS 1x) 4% 12 h
3 Lavado PBS (Buffer Salino de Fosfato) 1x 4 x 20 min
4 Inmersidn | Anticuerpo Primario: Anti- 1:500 48 h

serotonina de conejo (en PBS
1x/Triton 1:100)

(&)

Lavado PBS 1% 4 x 20 min

6 Inmersion | Anticuerpo secundario: Anti IlgG 1:100 24 h
de Conejo de Cabra conjugado
con Rodamina (en PBS
1x/Triton 1:100)

7 Lavado PBS 1% 4 x 20 min

8 Montaje Glicerol/Tris/n-Propil galato 90%/5mM(pH 9.5)/4% | —Microscopio
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Se incluyeron controles negativos para detectar marcaje accidental o
autoflorescencia en los especimenes. Estos consistieron en someter
organismos en los mismos estadios de desarrollo al protocolo anteriormente
descrito, excepto que en este casos se omitiod el anticuerpo primario.

La observacion de las caracteristicas del desarrollo del sistema nervioso
durante la metamorfosis de S. purpuratus, se realizé con un sistema confocal
LSM-510 Meta acoplado a un microscopio invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemania), en conjunto con un laser de argén para una excitacion
de 543 nm vy filtros de emision de 560 nm. Se utilizd un objetivo Plan-Neofluar
10%/0.3, y la intensidad del laser se situé hasta un maximo de 80 %. Las
imagenes presentan 512x512 pixeles, y son reconstrucciones 3D a partir de
series Z-Stack de entre 40 y 50 cuadros. Las imagenes confocales fueron

|

capturadas utilizando el programa para computadora LSM-510 (versién 3.2,

Carl Zeiss).
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II.3 RESULTADOS

Induccion por Serotonina (5HT)

Las inducciéon a la metamorfosis de larvas competentes de erizo morado S.
purpuratus, fue efectiva en presencia de 5HT a una concentracion de 1 mM a
las 24 y 48 h posteriores a la adicion del farmaco. Con esta concentracion, los
porcentajes de metamorfosis (31% vy 65% respectivamente) fueron
significativamente diferentes con respecto al control negativo con AMF (Tukey,
p< 0.05). Asimismo, aunque los porcentajes de metamorfosis en las
concentraciones de 0.1 y 0.01 mM fueron mayores con respecto al mismo
control durante todo el desarrollo experimental, no fueron estadisticamente
distintos con respecto a este (ver Figura 11). En experimentos preliminares, se
utilizé adicionalmente la concentracion de 5 mM, la cual fue toxica para los '
organismos durante las priméras seis horas posteriores a la induccién (datos
no mostrados). Los organismos considerados metamorfizados en los
tratamientos con 5HT, en el sentido estricto de las observaciones se considera
que desarrollaron “metamorfosis parcial”. Esto es, las postlarvas presentaron
remanentes del tejido larval, sobre todo en la zona aboral donde todavia fue
posible observar los epauletes, los cuales permitieron a las postalrvas nadar
aun cuando el rudimento se observé emergido con pies ambulacrales y espinas
notablemente desarrolladas. Considerando estas caracteristicas, las larvas

fueron consideradas como metamorfizadas.
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Figura 11. Porcentajes (+ 1 EE) de metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus
después de 24 h (A) y 48 h (B) de encontrarse expuesto a diferentes concentraciones
de 5HT (serotonina) como inductor (N=3). Las barras indican error estandar. Los
asteriscos (*) sobre las columnas indican diferencias significativas (p< 0.05) con
respecto al control negativo (AMF). Los tratamientos incluyen: Concentracion de 5HT
segun lo indicado en el eje X; KCI, 0.1 M (15 minutos, posteriormente AMF); AMF,
agua de mar filtrada y esterilizada.
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Los organismos tratados con serotonina presentaron un aumento inusual
en su actividad durante el transcurso de los experimentos, contrastando con los

organismos presentes en los controles con KCl y AMF.

Sistema Nervioso Serotonergico Durante la Metamorfosis

Larva Competente (Figuras 12, 13y 14).

La larva competente de S. purpuratus mostré un ganglio apical en la base
de la cavidad preoral, el cual extiende sus axones hacia los brazos larvales y a
lo largo del epitelid larval. También presenté grupos de células serotonérgicas
en la conjuncion de la faringe y el estbmago asi como alrededor de la boca. El
estbmago presentdé autofluorescencia, y el rudimento juvenil mostré la
morfologia caracteristica del organismo metamorfizado.

A los 15 minutos post-induccion (Figura 15).

El rudimento juvenil comenzé a emerger por el lado izquierdo de la larva, y
los axones que comunicaron al ganglio apical con la zona aboral del
organismo, comenzaron a desaparecer por el costado izquierdo. El ganglio
apical y las células de la faringe permanecieron, al parecer, intactos.

A los 45 minutos post-induccion (Figura 16).

En general se aprecia que los axones continuaron desintegrandose
alrededor de la larva, sin embargo, los axones que se localizaron hacia los
brazos larvales, se identificaron aun- bien diferenciadés en este punto avanzado

del desarrollo de la metamorfosis. El ganglio apical y las células de la faringe
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Figura 12. Vista frontal abanal de una larva competente de S. purpuratus. |, imagen confocal del organismo
mostrando las células marcadas con receptores de serotonina (5HT). I, esquema que muestra la morfologia
correspondiente (con base en lo referido en Arenas-Mena et al., 2000). La barra indica la escala (100 um) con
respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras: A, estémago; B, boca; C,
rudimento juvenil; D, faringe; E, epauletes; F, brazos larvales; G, ganglio apical.
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Figura 13. Vista lateral derecha de una larva competente de S. purpuratus. |, imagen confocal del organismo
mostrando las células marcadas con receptores de serotonina (5HT). Il, esquema que muestra la morfologia
correspondiente (con base en lo referido en Arenas-Mena et al., 2000). La barra indica la escala (100 um) con
respecto a la imagen y las flechas la localizacién aproximada de las estructuras: A, estomago; B, boca; C,

rudimento juvenil; D, faringe; E, epauletes; F, brazos larvales; G, ganglio apical; H, ano.
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Figura 14. Imagenes confocales que exponen el detalle del ganglio apical en una vista frontal (1) y lateral (lI), de
una larva competente de S. purpuratus mostrando células marcadas con receptores de 5HT. La barra indica la
escala (50 pm) con respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras: B, boca; D,

faringe; G, ganglio apical.
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(0] 34,118

Figura 15. 15 minutos post-induccién. Imagen confocal que muestra la vista frontal de
una larva de S. purpuratus con células marcadas con receptores de 5HT, pasados 15
minutos de su induccién a la metamorfosis con KCI. La barra indica la escala (100 pm)
con respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras:
A, estébmago; B, boca; C, rudimento juvenil; D, faringe; F, brazos larvales; G, ganglio

apical.




Figura 16. 45 minutos post-induccion. Vista frontal (I) y lateral (Il) de una larva de S. purpuratus pasados 45
minutos de su induccion a la metamorfosis con KCI. Se muestra imagenes confocales del organismo con células
marcadas con receptores de 5HT. La barra indica la escala (100 um) con respecto a la imagen y las flechas la
localizacion aproximada de las estructuras: A, estdmago; B, boca; C, rudimento juvenil; F, brazos larvales: G,
ganglio apical.
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se observaron todavia bien diferenciados, aunque comenzaron a perder la
forma caracteristica que poseian en la larva competente.

A los 90 minutos post-induccion (Figura 17)

Los axones desaparecieron alrededor de la larva, solo quedaron algunos
proyectados hacia los brazos larvales. La Gnica estructura reconocible atn, fue
el ganglio apical.

Estadio de Postlarva (Figura 18).

Se observaron célu!asrserotonérgicas a lo largo de las espinas (Figura 19-1)
y alrededor de la zona oral (Figura 18). También se encontraron, aungue sin

tanta profusion, conformando los pies ambulacrales (Figura 19-I1).
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Figura 17. 90 minutos post-induccion. Imagen confocal que muestra la vista frontal de
una larva de S. purpuratus con células marcadas con receptores de S5HT, pasados 90
minutos de su induccién a la metamorfosis con KCI. La barra indica la escala (100 pum)
con respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras:
A, estébmago; C, rudimento juvenil; F, brazos larvales; G, ganglio apical.



Figura 18. Vista oral de una postlarva de S. purpuratus. 1, imagen confocal del organismo mostrando las células
marcadas con receptores de serotonina (5HT). Il, esquema que muestra la morfologia correspondiente. La barra
indica la escala (100 um) con respecto a la imagen y las flechas la localizaciéon aproximada de las estructuras: A,
pies ambulacrales; B, lampara de Aristételes; C, espinas
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Figura 19. Imagenes confocales que exponen el detalle de una espina (l) y un pie ambulacral (ll) de una postlarva
de S. purpuratus mostrando células marcadas con receptores de 5HT. La barra indica la escala (50 ym) con
respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las estructuras: A, espina; B, pie ambulacral
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1.4 DISCUSION

VLos resultados obtenidos sugieren indican la posible participacion de la
serotonina durante la metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus.

Coincide este hallazgo con lo encontrado para cﬁras especies de
invertebrados marinos, donde el uso de serotonina de manera exdgena fue
suficiente para inducir la metamorfosis de los organismos. Tal es el caso del
hidrozoario Phialidium gregarium (McCauley, 1997), en donde con serotonina a
concentracion 1 mM se obtuvo un porcentaje de metamorfosis de 62%, similar
al encontrado en este trabajo a la misma éoncentracién. Otros resultados
similares se obtuvieron con el caenogasterépodo llyanasa obsoleta (Leise et
al., 2001), y el balano Balanus amphitrite (Yamamoto ef al., 1996, 1999).

En trabajos recientes, durante el proceso de metamorfosis de S. purpuraftus
se ha demostrado la participacion de recéptores de membrana acoplados a
proteinas G (GPCRs) (Amador-Cano ef al, 2006). De igual forma, en
invertebrados marinos en general tales como hidrozoarios, balanos,
equinodermos y moluscos (en particular el abulon), se sabe que la
metamorfosis se encuentra posiblemente mediada por GPCRs de la familia de
siete dominios transmembranales (Schneidery Leitz, 1994:; Clare, 1996, Baxter
y Morse, 1987, 1992). Existe ademas evidencia de que en la red nerviosa de el
erizo de mar Hemicentrotus pu]cherrimus, se encuentran receptores de _
serotonina acoplados a proteinas G de la misma familia de receptores

transmembranales (Katow et al., 2004). Considerando en conjunto lo anterior,
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no seria dificil que la metamorfosis de S. purpuratus se encontrara mediada por
receptores de serotonina, y que estos se encontraran acoplados a proteinas G
de los pertenecientes a la familia de siete dominios transmembranales.

Por otro lado, el efecto de la serotonina sobre la metamorfosis de S.
purpdrafus utilizado de forma externa podria indicar su produccion interna
durante el proceso. Un ejemplo de lo anterior lo refieren Okazaki y Shizuri
(2001), quienes encontraron que serotonina y dopamina podrian participar en
el proceso de metamorfosis de dichos organismos de manera interna, ya que.
demostraron la expresion del gen AADC ("aromatic L-amino acid
decarboxylase”) durante la metamorfosis del balano B. amphitrite. Este gen se
sabe que regula la sintesis de serotonina y dopamina en Drosophila, y estos
doé neurotransmisores pueden activar la metamorfosis de B. amphitrite cuando
se les aplica de manera externa.

La metamorfosis parcial que se presenté durante los experimentos, puede
tomarse como un indicador confiable de la efectividad del inductor serotonina
para disparar los primeros cambios morfogenéticos. El proceso incompleto de
metamorfosis ha sido reportado en otros organismos inducidos artificialmente
por agentes quimicos diversos, y se le han dado distintas explicaciones en
funcién del agente inductor empleado en cada caso en particular. En el
nudibranquio Phestilla sibogae por ejemplo, se observa Unicamente pérdida del
velum en larvas competentes cuando estas se encuentran en presencia de

ciertas catecolaminas, esta pérdida del velum se considera como un primer
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paso esencial en el proceso metamoérfico, y al no darse ningun paso
subsiguiente es considerado como metamorfosis parcial de los organismos
(Hadfield, 1984). Estudios posteriores sin embargo, demuestran que la accion
inductora (parcial) no es propiciada por las catecolaminas en si sino por uno de
los productos de su oxidacion: el peroxido de hidrégeno (Pires y Hadfield,
1991). La accién inductora parcial del peroxido de hidfégeno, se especula que
es el resultado de un efecto cifotéxico especifico en el area velar de los
organismos, también se presume que puede activar ciertas rutas de
transduccion mimetizando la acciéon de la insulina al fosforilar receptores de
membrana afines. En corales también se ha reportado metamorfosis parcial,
esto se ha dado en larvas de Acropora spp que se metamorfizan en presencia
de algas coralinas que fungen como inductor natural pero empleando como
medio agua de mar artificial. O bien la metamorfosis parcial se presenta en
agua de mar no artificial y una pelicula bacteriana como inductor natural, pero
utilizando como substrato de asentamiento una superficie ceramica (Negri et
al.,, 2001). En el primero de ambos casos, sé especula que el agua de mar
artificial podria carecer de algunos aminoacidos y minerales esenciales para
que la metamorfosis total se lleve a cabo, mientras que en el segundo caso se
cree que el substrato ceramico no proporciona el carbonato de calcio que
naturalmente se obtiene cuando las larvas se asientan sobre otros corales, y

gue esto limita el desarrollo normal de la metamorfosis.
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En el caso de las larvas competentes del erizo de mar S. purpuratus
inducidas a la metamorfosis con serotonina, es posible que el mecanismo de
accion de este neurotransmisor sea mas cercano a la respuesta que presentan
las larvas competentes del hidroide Hydractinia echinata a ciertos iones
inorganicos y a algunos inhibidores de proteinas. Estas larvas, al ser sometidas
a concentraciones optimas de estos agentes inductores, se metamorfizan
parcialmente, y esta metamorfosis parcial puede realizarse en la mitad del
cuerpo larval, ya sea la zona anterior o posterior del mismo dependiendo del
inductor empleado. Las larvas inducidas parcialmente de esta manera
conservan su competencia, esto es, pueden completar el proceso metamorfico
mediante la accion de algtn otro inductor. Se propone que la explicacion a este
comportamiento, es que el agente inductor empleado se produce naturalmente
de manera interna al iniciarse el proceso de metamorfosis cuando se dispara
por algtin otro inductor natural o artificial, y que esta produccion interna sélo
actla en un area restringida del tejido larval, no propagandose el mensaje
hacia el resto de los tejidos larvales (para una revision ver Walther ef al., 1996).
Como se menciond en parrafos anteriores, existe indicios de produccion interna
de serotonina durante la metamorfosis de algunos organismos, tal es el caso
del crustaceo B. amphitrite, y se ha demostrado ademas que dichos
organismos pueden ser inducidos por la misma serotonina a una metamorfosis
completa si se aplica de manera externa (Yamamoto et al., 1996, 1999;

Okazaki y Shizuri, 2001). El erizo de mar pudiera estar asociado a una
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respuesta similar, esto es, la induccién a la metamorfosis de los organismos
por la aplicacion externa de serotonina, podria indicar la produccion interna de
la misma. De ser este el caso, la serotonina podria ser necesaria para iniciar el
proceso metamérfico mas no suficiente para provocar una metamorfosis total
en larvas de S. purpuratus.

Finalmente, el ganglio apical de S. purpuratus que presenta varias células
serotonérgicas en su conformacién, podria ser ademas el receptor del primer
mensaje inductor de la metamorfosis. De acuerdo a nuestros resultados, el
ganglio apical es uno de los ultimos 6rganos que se pierden durante la
metamorfosis de S. purpuratus. Esto es analogo a lo que sucede en diversas
especies de moluscos, en donde este érganorllamado también organo apical
sensorial y que contiene cominmente entre 3 y 5 neuronas serotonérgicas, se
pierde al final del proceso de metamorfosis (Dickinson y Croll, 2003; Leise et
al., 2001; Marois y Carew, 1997; Lin y Leise, 1996a). Adicionalmente, se ha
encontrado que en larvas del nudibranquio Phestilla sibogae, la foto-ablacion
de este organo previene la respuesta metamorfica al inductor natural de este
gasterépodo. Lo anterior proporciona una fuerte evidencia sobre la posibilidad
de que el ganglio apical sea el receptor del primer mensaje inductor de la
metamorfosis en esta especie (Hadfield ef al., 2000). De manera similar, en la
larva pluteus de la galleta de mar Dendraster excentricus, la aplicacion de
estimulos eléctricos en la zona del cono oral larval (cercano al 6rgano apical)

induce la metamorfosis de estos organismos (Burke, 1982), lo cual apoya la
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idea de que esta pueda ser la region receptora del los primeros estimulos

metamorficos en el erizo de mar.
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CAPITULO III.
Transcripcion y traduccion durante la metamorfosis

del erizo de mar Lytechinus pictus.

I1.41 INTRODUCCION

Hasta el momento, solo algunos trabajos existen que refieren los
mecanismos moleculares mediante los cuales las larvas de invertebrados
marinos:llevan al cabo la metamorfosis. Okazaki y Shizuri (2000) reportaron la
expresion de seis genes bes (bes-1, bes-2, bes-3, bes-4, bes-5 y bes-6) durante
la metamorfosis de balanos, y que dicha expresion se incrementa conforme
avanza la metamorfosis. Por su parte Arnold et al. (1997a, 1997b), sefalan que
el gen Hemps (“Herdmania curvata Metamorphosis Papillae Signalling”) se
encuentra involucrado en los procesos de desarrollo a la competencia vy
regulacion de la metamorfosis del ascidio Herdmania curvata, mientras que Eri
et al. (1999) mencionan que la protein'a recombinante del gen Hemps eleva la
tasa de metamorfosis del mismo organismo al fungir como sefial interna. A este
respecto, Okazaki y Shizuri (2001) demostraron la expresion del gen AADC
(“aromatic L-amino acid decarboxilase”) en todos los estadios de vida (larva

nauplio, larva cipris y adulto) del balano B. amphitrite, dicho gen se conoce due




68

cataliza la biosintesis de serotonina y dopamina en Drosophila melanogaster
(ver Bray et al, 1989; Dynlacht et al, 1989), los cuales inducen Ila
metamorfosis de los balanos de manera exdgena (Kon-ya y Endo, 1995;
Yamamoto ef al., 1996). También en ascidios, Nakayama et al. (2001) aislaron
dos genes (Ci-metatl y Ci-meta2) que no se expresan en la larva nadadora,
pero que se expresan inmediatamente después de iniciada la metamorfosis.
Sin embargo, otros estudios muestran que qujzés la paﬁicipacic’:n de genes
durante la mc_atamorfosis, no juegan un papel primordial en los cambios iniciales
que moldean la larva y la transforman en un juvenil. En el nudibranquio
Phestilla sibogae, al parecer la activacion de la metamorfosis posterior a la
primera sefial inductora no requiere de transcripcion activa, pero la fase final de
elongacion durante el proceso metamorfico se inhibe mediante el uso del
inhibidor de la transcripcion 5, 6-dicloro-1-3-D-ribofuranosilbenzimidazol o DRB
(Del Carmen y Hadfield, 1999, 2000). En esta miéma linea, el inicio de la
metamorfosis del poliqueto Hydroides elegans no es inhibida por DRB o el
inhibidor de la sintesis de proteinas emetine diclorhidrico. Sin embargo, hacia
el final del proceso, cuando los tentaculos branquiales se han desarrollado y
comienza el crecimiento del organismo, este crecimiento puede ser inhibido
con dichos farmacos lo que indica la necesidad de generar nuevos transcriptos
y sintesis de proteinas (Carpizo-ltuarte y Hadfield, 2003). No obstante en otros
casos, la metamorfosis en invertebrados marinos ha sido inhibida al inicio de su

desarrollo. En larvas competentes del hidroide Hydractinia echinata, la
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aplicacion simultdnea de emetine con inductores de la metamorfosis producen
organismos que presentan tanto estructuras larvales como de pélipos, en lugar
de las formas pélipo normales (Krohier et al., 1991).

El presente trabajo pretende dilucidar si los cambios morfogenéticos
durante la metamorfosis del erizo de mar L. pictus, se encuentran regulados

por los procesos de transcripcion y traduccion..
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1.2 MATERIALES Y METODOS

Induccion por DRB (5, 6-dicloro-1-f-D-ribofuranosilbenzimidazol) y

Emetine Diclorhidrico

Los experimentos de induccién con DRB y emetine (Sigma-Aldrich), se
realizaron de manera similar a los descritos en el Capitulo |, para experimentos
farmacoldgicos con inductores.

Emetine fue disuelto en agua destilada, mientras que DRB se disolvio en
DMSO. Ninguno de los solventes empleados afectan significativamente la
metamorfosis de las larvas a las concentraciones empleadas (ver Figuras 20 y
21), por lo cual no se utilizaron controles con los solventes.

Larvas competentes de erizo blanco L. pictus se colocaron en presencia
del inductor durante un periodo de 12 horas (en el caso de emetine) a 24 horas
(con DRB), al finalizar el cual se retirdo el medio y se adiciond medio fresco
consistente en agua de mar filtrada y esterilizada (AMF).

El seguimiento de la metamorfosis se determin6 por inspeccion visual con
ayuda de un microscopio estereoscopico Stemi 2000 (Carl Zeiss, Gottingen,
Alemania) a las 24 horas posteriores a la inmersion inicial de las larvas en el
medio con los farmacos.

Los resultados fueron analizados de igual forma a los obtenidos en los
estudios farmacoldgicos descritos en el Capitulo |. Se les aplicaron pruebas de

normalidad y homogeneidad de varianzas y posteriormente una prueba de
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analisis de varianza (ANOVA) de una sola via. En los casos en donde se

presentaron diferencias significativas, se utilizaron pruebas a posteriori.
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l11.3 RESULTADOS

Induccién con DRB (5, 6-dicloro-1-#-D-ribofuranosilbenzimidazol)

Las induccion de larvas competentes de erizo blanco Lytechinus pictus fue
efectiva en presencia de DRB, a la concentracién de 50 pM y 100 pM a las 24
horas posteriores a la adicién del farmaco (ver Figura 20). A estas
concentraciones, los porcentajes de metamorfosis (16% vy 56%
respectivamente) fueron significativamente diferentes con respecto al control
negativo con AMF (Newman-Keuls, p< 0.05), y significativamente distintos
entre si denotando dosis dependencia.

No se presentd mortalidad en las larvas tratadas después de 24 h de
seguimiento, y el desarrollo y motilidad de los organismos fue similar en todos

los tratamientos (incluidos los controles).

Induccion con Emetine Diclorhidrico

El inhibidor de sintesis de proteinas emetine diclorhidrico fue efectivo como
inductor de la metamorfosis en el erizo blanco. A las 6 horas posteriores al
ingreso de las larvas a los tratamientos no se presentaron diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones con emetine y el control
negativo con AMF (Newman-Keuls, p> 0.05) (ver Figura 21A).

A las 12 horas posteriores a la induccion de las larvas, emetine fue efectivo
induciendo la metamorfosis a las concentraciones de 10 pM (19 %), 50 puM

(100 %) y 100 uM (100 %) (Newman-Keuls, p< 0.05) (ver Figura 21B). Sin
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Figura 20. Porcentajes (+ 1 EE) de metamorfosis del erizo de mar L. pictus después
de 24 h de exposicion a diferentes concentraciones de DRB (5, 6-dicloro-1-3-D-
ribofuranosilbenzimidazol) como inductor (N=3). Las barras indican error estandar. Los
asteriscos (*) sobre las columnas indican diferencias significativas (p< 0.05) con
respecto al control negativo (AMF). Los tratamientos incluyen: Concentracion de DRB
segun lo indicado en el eje X; KCI, 0.1 M (15 minutos, posteriormente AMF); AMF,
agua de mar filtrada y esterilizada.
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Figura 21. Porcentajes (+ 1 EE) de metamorfosis del erizo de mar L. pictus despues
de 6 (A), 12 (B) y 24 h (C) de exposicion a diferentes concentraciones de emetine
diclorhidrico como inductor (N=3). Las barras indican error estandar. Los asteriscos (*)
sobre las columnas indican diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al control
negativo (AMF). Los tratamientos incluyen: Concentracidén de emetine segun lo
indicado en el eje X; KCI, 0.1 M (15 minutos, posteriormente AMF); AMF, agua de mar
filtrada y esterilizada.
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embargo, en las dos concentraciones mayores los organismos presentaron
baja motilidad. A partir de este conteo, el medio conteniendo emetine fue

reemplazado con medio fresco consistente en AMF.

A las 24 horas posteriores a la induccion, las concentraciones de 1 pM y 10
puM fueron significativamente distintas (7% y 94%, respectivamente. Ver figura
21C) con respecto al control con AMF (Newman-Keuls, p< 0.05), lo cual indica
la efectividad del farmaco como inductor de la metamorfosis. En las
concentraciones de 50 uM y 100 puM, todos los organismos presentaron falta de
motilidad y coloracion opaca, por lo cual se consider6 100% de mortalidad en
estos tratamientos (datos no presentados).

Experimentos preliminares mostraron que la permanencia de emetine
durante un periodo de incubacion de 24 horas, incrementa la mortalidad de las
larvas a la concentracion de 10 pM, incluso aquellas consideradas vivas
presentan baja motilidad, lo cual es indice de un posible efecto toxico a estos
niveles de concentracion y por lo cual se retirdé el medio a las 12 horas
posteriores a la adicion de los organismos a los tratamientos. Esto no sucedio
con DRB, el inhibidor de la sintesis de RNA, con el cual las larvas
permanecieron durante 24 horas en todos los experimentos realizados, sin que

se apreciara algun efecto toxico por parte del farmaco.
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.4 DISCUSION

Tradicionalmente, el uso de compuestos inhibidores del proceso de
generacion de nuevos ftranscriptos y de la sintesis de proteinas durante la
metamorfosis de larvas de invertebrados marinos, se ha proyectado para
generar la inhibicion del proceso metamérfico en los organismos tratados (ver
Krohier et al., 1991; Del Carmen y Hadfield, 1999, 2000; Carpizo-ltuarte y
Hadfield, 2003). De manera que su efecto sirva como indice para poder
verificar si la intervencion de estos procesos basicos (transcripcion y
traduccion) en el funcionamiento de cualquier organismo, participan de manera
activa en la regulacion de los cambios morfogenéticos que se presentan
durante la metamorfosis.

En el erizo blanco L. pictus, la metamorfosis no es inhabilitada por agentes
inhibidores de la transcripcion y la sintesis proteica. De acuerdo a nuestros
resultados, el someter larvas competentes a diferentes concentraciones de
DRB y emetine lejos de inhibir, induce la metamorfosis de los organismos de
forma dosis dependiente.

Una posible explicacion a estos resultados, se puede encontrar en una de
las diferentes rutas de transduccion que se han caracterizado como
reguladoras del proceso metamorfico en invertebrados marinos. Trabajos
recientes en el gasteropodo llyanassa obéoleta (Froggett y Leise, 1999), en los
ascidios Boltenia villosa y Cnemidocarpa finmarkiensis (Bishop et al., 2001), y

el erizo de mar L. pictus (Bishop y Brandhorst, 2001), refieren la posible
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participacion de la ruta del oéxido nitrico/guanosin  monofosfato ciclico
(NO/cGMP) como represor de la metamorfosis en larvas competentes de estos
organismos. Para ello utilizaron inhibidores de la enzima que sintetiza al 6xido
nitrico (6xido nitrico sintetasa) y de su chaperon molecular “heat shock protein
90” (HSP90), con lo cual indujeron la metamorfosis de las larvas. Nuestros
resultados son congruentes con lo referido por los autores arriba mencionados.
Es posible que el efecto inhibitorio de los farmacos empleados (DRB, emetine),
resulte en el cese de la produccion de oxido nitrico al inactivar la generacion de
alguna de las proteinas involucradas en la ruta NO/cGMP, lo cual inhibiria el
represor natural de la metamorfosis y propiciaria la iniciacion de los cambios
morfogenéticos que se presentan durante la misma.

A partir del punto en que la metamorfosis se dispara por la posible
inhibicion del represor interno, la metamorfosis se lleva a cabo de forma
aparentemente normal, la sintesis de nuevos transcriptos y proteinas parece no
requerirse durante la morfogénesis metamorfica hasta que los caracteres
larvales son sustituidos por las formas juveniles. Esto es consistente con lo
reportado por otros autores. Carpizo-ltuarte y Hadfield (2003) por ejemplo, al
emplear DRB y emetine durante la metamorfosis del poliqueto H. elegans,
refieren que existe una reduccion de mas del 80 % de la sintesis del RNA y
proteinas, y que aun bajo estas condiciones los organismos se metamorfizan
hasta antes de desarrollar los tentaculos branquiales. Resultados similares se

han encontrado en el nudibranquio P. sibogae, donde la inhibicion de la
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transcripcion 'y la traduccion por agentes farmacologicos, se reduce
significativamente y sin embargo los organismos son inducidos a la
metamorfosis (Del Carmen y Hadfield, 1999). Contrariamente, en algunos otros
invertebrados marinos como el hidroide H. echinata, la metamorfosis es
inhibida en presencia de emetine aplicado de manera simultanea con
inductores artificiales (Kroiher ef al. 1991).

En este trabajo, el inhibidor de la sintesis proteica emetina fue retirado a
las 12 horas debido al efecto toxico que se presentd en practicamente todas las
concentraciones utilizadas al aumentar el tiempo de permanencia, y aun bajo
estas condiciones, en las mayores concentraciones la mortalidad ascendio al
100 % a las 24 horas post-induccion. Por otro lado, los organismos sometidos a
concentraciones de 50 y 100 uM de emetina también se metamorfosearon en
un 100 % a las 12 horas posteriores a la induccion. Este efecto en el erizo
blanco, puede ser una respuesta similar a lo observado en otros invertebrados
marinos, donde los organismos llevan al cabo la metamorfosis en presencia de
inhibidores de transcripcion y traduccion, pero que al llegar al punto donde los
juveniles comie‘nzan a desarrollar nuevas estructuras o inician el crecimiento, la
permanencia de los inhibidores en el medio imposibilita continuar el desarrollo
(ver Del Carmen y Hadfield, 1999, 2000; Carpizo-ltuarte y Hadfield, 2003). En
el erizo de mar L. pictus redundaria en la muerte de los organismos.

En el caso del abulon Haliotis rufescens, el uso de emetina como inhibidor

de la metamorfosis parece arrojar resultados mas parecidos a los obtenidos en
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el presente estudio. Fenteany y Morse (1993), han reportado que la emetina
inhibe significativamente la sintesis proteinica permitiendo el inicio de la
metamorfosis en H. rufescens hasta su asentamiento, esto es, pérdida del
velum vy fijacion al substrato, pero que inhibe la formacion de la concha
peristomal y que progresivamente resulta toxico para los organismos. Estos
mismos autores reportan que emetina genera la pérdida del velum aun en
ausencia del inductor artificial GABA, sin embargo proponen que este resultado
es consecuencia del efecto toxico del farmaco. Las similitudes entre el estudio
realizado por Fenteany y Morse (1993) con los resultados encontrados en el
presente trabajo, son evidentes. La pérdida de la corona ciliar de las larvas del
abuldn rojo en presencia de emetine y ausencia del inductor GABA podrian ser
un indice de su efectividad como inductor, mientras que su toxicidad posterior
podria deberse a la imposibilidad de las larvas a continuar con su desarrollo.

Es interesante notar que en varios de los estudios sobre metamorfosis en
los que se utilizan inhibidores de la transcripcion y la traduccion, la efectividad
de los farmacos sobre la metamorfosis de los organismos sobreviene una vez
que se inicia el crecimiento post-metamorfosis, y que esta efectividad se
traduce en la inhibicion de este crecimiento o en su mortalidad con el
consecuente freno en el desarrolio del organismo (ver Fenteany y Morse 1993;
Del Carmen y Hadfield, 1999, 2000; Carpizo-ltuarte y Hadfield, 2003). El erizo
de mar L. pictus no es la excepcion, observaciones realizadas en nuestro

laboratorio muestran que una vez que las estructuras larvales se han perdido,
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se inicia una elongacion de las espinas y pies ambulacrales en estos animales.
El hecho de que L. pictus sobreviva hasta perder los caracteres larvales en
presencia de un inhibidor de la traduccion, pero que este resulte toéxico una vez
que inicia su crecimiento puede deberse a la ausencia inicial y reactivacion final
de la proliferacion celular dado que dicho proceso requiere invariablemente de
sintesis de proteinas. A este respecto, algunas investigaciones parecen apoyar
esta idea. Larvas de H. echinata mantenidas a bajas temperaturas, reducen su
proliferacion celular en indices cercanos a cero durante 60 a 70 dias sin verse
afectadas en su habilidad para ser inducidas a la metamorfosis, sin embargo,
una vez activada la metamorfosis se reactiva la proliferacion celular (Plickert et
al. 1988). Por su parte, expefimentos preliminares en el poliqueto Hydroides
elegans utilizando el anticuerpo monoclonal PCNA (“Proliferating Cell Nuclear
Antigen”), refieren que la proliferacion celular disminuye drasticamente una vez
que las larvas alcanzan la competencia, pero se incrementa notablemente una
vez que los juveniles recién asentados inician el desarrollo de sus tentaculos
branquiales (Carpizo-ltuarte, resultados no publicados).

Finalmente, los procesos de transcripcion y de traduccion en el erizo
blanco L. pictus, parecen ser actores principales en la regulacion de la etapa
competente de la larva que precede a la metamorfosis, al participar en la
produccién de un inhibidor natural que al dejarse de fabricar dispara el proceso
metamorfico. Y en la etapa de crecimiento posterior al inicio de la

metamorfosis, donde el inicio del crecimiento de la nueva postlarva puede estar
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caracterizado por la reiniciacion del proceso de proliferacion celular, la cual
requiere de forma indispensable de estos procesos para llevarse a cabo. Sin
embargo, durante el proceso mismo de metamorfosis, donde los cambios

morfogenéticos toman lugar, la transcripcion y la traduccién parecen no ser

indispensables para que estos cambios ocurran.
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CAPIiTULO 1V.
Cambios en la musculatura durante la metamorfosis

del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus

IV.1 INTRODUCCION

No existen lineas de investigacion dentro del campo de la metamorfosis en
invertebrados marinos que se puedan considerar como agotadas o completas
(Hadfield, 1998). En esta tonica, una de las areas poco exploradas es aquella
que se refiere a la transformacion de los sistemas muscular y nervioso durante
la metamorfosis de las diferentes especies que presentan ciclos de vida
complejos (Marois y Carew, 1990; Page y Pedersen, 1998). La coordinacion y
control de estos y otros eventos de la metamorfosis en el erizo de mar,
dependen de factores que no se han investigado completamente (Cameron ef
al., 1989).

En algunas especies de invertebrados marinos, asi como en insectos y
anfibios, la transformacion de los tejidos musculares durante la metamorfosis
parece venir acompaiada de un coordinacion con el sistema nervioso de los

mismos (Consoulas y Levine, 1998; Santagata, 2002), sin embargo, poca




83

atencion se le ha dado a esta posible relacion entre estos sistemas en larvas
de equinodermos.

Otro aspecto a considerar, es la relacion entre la desintegracion de los
tejidos musculares durante la metamorfosis de diversos organismos, y el
proceso de muerte celular programada o apotosis. Se han detectado patrones
de cambio especificos en la transformacion de actina fibrosa a actina globular
durante el proceso apoptético. Lo anterior podria considerarse como un
indicador de la participacion del proceso de apoptosis durante la metamorfosis
de invertebrados marinos (ver Bursch et al., 2000).

El presente trabajo, documenta los cambios del tejido muscular durante la

metamorfosis del erizo morado S. purpuratus.
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IV.2 MATERIALES Y METODOS

Marcaje de actina con Faloidina

Larvas competentes de S. purpuratus fueron inducidas a la metamorfosis
mediante inmersion en solucion de AMF y KCI (0.1 M durante 15 min). A los 15,
45 y 90 min poéteriores a la induccion, se seleccionaron de 80 a 100 larvas en
proceso de metamorfosis y se realizo el proceso de marcaje de fibras de actina
con el marcador Faloidina (Invitrogen), como se describe a continuacion.
Adicionalmente, también fueron seleccionadas larvas competentes y postlarvas
recién metamorfizadas para someterlas al mismo procedimiento.

Durante todo el proceso de marcaje se mantuvo a los organismos cubiertos
para evitar el fotoblanqueamiento y a una temperatura de 4 °C. Los organismos
seleccionados se transfirieron a tubos de microcentrifuga conteniendo las
soluciones utilizadas en el marcaje, de acuerdo a los tiempos vy

concentraciones referidos en la Tabla Il

Tabla Ill. Secuencia del proceso de marcaje de fibras de actina en larvas y postlarvas
del erizo de mar S. purpuratus.

PASO | ACCION SOLUCION CONCENTRACION | TIEMPO

1 Lavado MgCl, 370 mM 10 min

2 Fijacion Paraformaldehido (en PBS 1x) A% 12 h

3 lLavado PBS (Buffer Salino de Fosfato) 1x 4 x 20 min

4 Inmersion | Marcador de Actina: Rodamina 1:100 48 h
Faloidina (en PBS 1x/Triton
1:100)

5 Lavado PBS 1% 4 x 20 min

6 Montaje Glicerol/Tris/n-Propil galato 90%/5mM(pH 9.5)/4% | —Microscopio
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Se adicionaron controles negativos para detectar marcaje accidental o
autofluorescencia en los especimenes. Estos controles consistieron en someter
organismos en- los mismos estadios de desarrollo al protocolo anterior, excepto
que en estos casos se omitio la inmersion en Faloidina.

La observacion de las caracteristicas del tejido muscular durante la
metamorfosis de S. purpuratus, se realiz6 con un sistema confocal LSM-510
Meta acoplado a un microscopio invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss, Goéttingen,
Alemania), en conjunto con un laser de argon para una excitacion de 543 nm y
filtros de emision de 560 nm. Se utilizd un objetivo Plan-Neofluar 10%/0.3, y la
intensidad del laser se situ6 hasta un maximo de 80 %. Las imagenes
presentan 512x512 pixeles, y son reconstrucciones 3D a partir de series Z-
Stack de entre 40 y 50 cuadros. Las imagenes confocales fueron capturadas

utilizando el programa para computadora LSM-510 (version 3.2, Carl Zeiss).
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IV.3 RESULTADOS

Larva Competente

Las larvas competentes de erizo morado S. purpuratus, mostraron una
amplia distribucion de células musculares en el cuerpo larval. Algunas
estructuras se observaron bien diferenciadas. Como se observa en la Figura
22-1, hacia la zona donde se encuentra la cavidad oral, una estructura con
forma que asemeja un fardo se puede identificar como la faringe. Se encuentra
circunscrita por filamentos de actina bien diferenciados, se observd con mayor
claridad en larvas mas jovenes y que aun no han desarrollado un rudimento
juvenil, mostrandose claramente la interaccion boca-estomago a través de la
faringe (ver Figura 24-1 y Il).

El marcaje de la musculatura con Faloidina mostro el rudimento juvenil
completamente desarrollado, el cual se destaco en el lado izquierdo de la larva
con varias estructuras que compondran posteriormente a la postlarva tras el
proceso de metamorfosis (Figura 22-1 y 23-I). Se observaron cinco pies
ambulacrales bien desarrollados y acentuadamente muscularizados, con betas
de actina que los surcan longitudinalmente. Se observaron también, entre los
cinco segmentos que dividen los pies ambulacrales y que marcan la incipiente
simetria pentaradial, grupos de cuatro estructuras en forma de conos
constituidos por filamentos musculares, estos conforman las bases de las

espinas del que sera el nuevo organismo juvenil (Figura 25).
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Figura 22. Vista frontal anal de una larva competente de S. purpuratus. |, imagen confocal del organismo
mostrando tejido muscular. 1, esquema que muestra la morfologia correspondiente (con base en lo referido en
Arenas-Mena et al., 2000). La barra indica la escala (100 pm) con respecto a la imagen y las flechas la localizacién

aproximada de las estructuras: A, estbmago; B, boca; C, rudimento juvenil; D, faringe; E, epauletes; F, brazos
larvales.
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Figura 23. Vista lateral izquierda de una larva competente de S. purpuratus. |, imagen confocal del organismo
mostrando tejido muscular. Il, esquema que muestra la morfologia correspondiente (con base en lo referido en
Arenas-Mena et al., 2000). La barra indica la escala (100 um) con respecto a la imagen y las flechas la localizacion
aproximada de las estructuras: A, estomago; B, boca; C, rudimento juvenil; D, faringe; E, epauletes; F, brazos

larvales; G, ano.
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Figura 24. Imagenes confocales que exponen el detalle del tejido muscular que
conforma la faringe del erizo de mar S. purpuratus. | faringe de una larva competente;
I, interacciéon boca-estomago a través de la faringe en una larva precompetente de 6
brazos. La barra indica la escala con respecto a la imagen en | (20 pm) y Il (50 pm).
Las flechas indican la localizacion aproximada de las estructuras: A, estdémago; B,
boca; D, faringe
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Figura 25. Imagen confocal que muestra el detalle del tejido muscular en el rudimento
juvenil de larvas competentes de erizo de mar S. purpuratus. La barra indica la escala
(20 pm) con respecto a la imagen y las flechas la localizacién aproximada de las
estructuras: A; pies ambulacrales; B, base de las espinas
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El cuerpo larval en su conjunto, se observé recortado difusamente contra el
fondo oscuro de la imagen (Figuras 22-1 y 23-1). Aunque a primera impresion
pareciera que esto es consecuencia de una depositacion uniforme en el epitelio
larval del marcador Faloidina, y que pudiera no haber sido removido con los
lavados durante el proceso de marcaje, en un andlisis mas detallado de la
muestra se aprecio que el tejido de la larva estd formado por una malla de
fibras de actina (ver Figura 26-l). Esta malla se observd en todo el epitelio
larval, esto es, el que conforman los brazos larvales, zona alrededor de la
boca, areas ventrales anal y abanal, y por encima de los epauletes del extremo
aboral. La red se encontré constituida por una serie de hexagonos bien
definidos (Figura 26-11), y cabe déstacar que se observo también en larvas de 8

brazos precompetentes (datos no mostrados).

A los 15 minutos post-induccion

Después de quince minutos de retirado el agente inductor de la
metamorfosis, el tejido larval mostré pérdida aparentemente total de la malla
muscular que caracterizé a la larva competente (ver Figura 27). Sin embargo,
el resto de las estructuras se observaron aun bien definidas.

Una obseryvacion mas detallada de la forma en que el tejido inicid su
desintegracion se aprecia en la Figura 25. Las fibras de actina que fofmaban la
reticula en todo el epitelio larval, pasaron a formar conglomerados globulares

de actina (que conservaron su marcaje con Faloidina) en todo el cuerpo de la
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Figura 26. Imagenes confocales que exponen el detalle de la malla de fibras de actina
en el epitelio de larvas competentes de erizo de mar S. purpuratus |, detalle general de
la malla en la zona cercana a lo boca. Il, detalle del area superior de la boca, se
observan hexagonos conformando la red filamentosa. La barra indica la escala (20
Mm) con respecto a las imagenes y las flechas la localizacion aproximada de las
estructuras: A, hexagono formado por filamentos de actina; B, boca
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Figura 27. 15 minutos post-induccioén. Imagen confocal que muestra tejido muscular
en una vista frontal anal una larva de S. purpuratus, pasados 15 minutos de su
induccién a la metamorfosis con KCI. La barra indica la escala (100 pym) con respecto
a la imagen y las flechas la localizaciéon aproximada de las estructuras: A, estdmago;
B, boca; C, rudimento juvenil, D, faringe; E, epauletes; F, brazos larvales.
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Figura 28. Imagen confocal que exponen el detalle del tejido muscular en
desintegracién de una larva de S. purpuratus, pasados 15 minutos de su induccion a la
metamorfosis con KCI. El circulo enmarca conglomerados globulares de actina que
aun conservan marcaje con Faloidina. La barra indica la escala (20 um) con respecto a
la imagen y la flecha la localizaciéon aproximada de la faringe.
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larva (Figura 28).

Paralelamente, el tejido larval empezé a contraerse y el rudimento
comenzo a emerger por la zona vestibular en el lado izquierdo de la larva. Los
pies ambulacrales se notaron un poco mas distendidos y el rudimento juvenil
empez6 a perder su forma caracteristica que semeja un “pufio cerrado”.

Aunque la desintegracion del epitelio larval enmascara parcialmente a la
faringe, en la Figura 29 se observa que aun se encuentra perfectamente
definida y aparentemente intacta en este punto de desarrollo de la

metamorfosis.

A los 45 minutos post-induccion

A los 45 minutos posteriores a la induccion inicial de las larvas a la
metamorfosis, el epitelio Iaryal continud desintegrandose mientras que el
~ rudimento comenzd a emerger por el costado izquierdo de la larva (Figuras 30-1
y II). Los pies ambulacrales y las bases de las espinas que formaran a la nueva
postlarva, las cuales son estructuras bien diferenciadas por su musculatura, se
observaron con mucha mayor claridad. La tnica estructﬁra del cuerpo larval

que permanecio aparentemente intacta, fue el esofago (Figuras 31-1y I).

ik . .
A los 90 minutos post-induccion
El epitelio larval inicié su cierre sobre la superficie aboral postlarval. En
este punto de desarrollo de la metamorfosis, el organismo perdié practicamente

toda semejanza con su forma original (Figura 32). El rudimento juvenil
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Figura 29. Imagen confocal que exponen el detalle del tejido muscular de la faringe de
una larva de S. purpuratus, pasados 15 minutos de su induccion a la metamorfosis con
KCI. La barra indica la escala (50 pm) con respecto a la imagen y la flecha la
localizacién aproximada de la faringe.
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Figura 30. 45 minutos post-induccion. Imagen confocal que muestra tejido muscular en una vista frontal anal Ny
lateral izquierda (I1) de una larva de S. purpuratus, pasados 15 minutos de su induccion a la metamorfosis con KCI.
La barra indica la escala (100 pm) con respecto a la imagen y las flechas la localizacién aproximada de las
estructuras: A, estémago; C, rudimento juvenil; D, faringe; E, epauletes; F, brazos larvales
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Figura 31. Imagenes confocales que exponen el detalle del tejido muscular que conforma la faringe (I) y el
rudimento juvenil (I1) en una larva de S. purpuratus, 45 minutos posteriores a su induccién a la metamorfosis con
KCI. La barra indica la escala (50 um) con respecto a las imagenes y las flechas la localizacion aproximada de las
estructuras: A, faringe; B, base de una espina en el rudimento juvenil; C, pies ambulacrales.
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Figura 32. 90 minutos post-induccién. Imagen confocal que muestra tejido muscular
en una larva de S. purpuratus pasados 90 minutos de su induccién a la metamorfosis
con KCI.. La barra indica la escala (100 pm) con respecto a la imagen vy las flechas la
localizacién aproximada de las estructuras: A, faringe; B, cuerpo larval en
desintegracion; C, base de espinas en el rudimento juvenil; D, pies ambulacrales en el
rudimento juvenil; E, brazos larvales.
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Figura 33. Imagen confocal que exponen el detalle del tejido muscular de la faringe de
una larva de S. purpuratus, pasados 90 minutos de su induccién a la metamorfosis con
KCIl. La barra indica la escala (20 ym) con respecto a la imagen y la flecha la
localizacion aproximada de la faringe.
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comenzo a distenderse, los pies ambulacrales dejaron de formar un ntcleo
compacto que, junto con las espinas, se mostraron proyectadas hacia fuera de
la apertura vestibular por completo dislocada. La base de las espinas revelo su
forma de cono inconcluso. Pese a toda esta descomposicion del tejido larval,
alin se pudo apreciar bien definido el cuerpo muscular que compone la faringe,

pero éste fampoco conservo sus lineas originales (Figura 33).

Estadio de Postlarva

A las 24 horas posteriores a la induccion, el nuevo organismo juvenil
presenta diversas estructuras que lo acompanaran durante el resto de su vida,
segun se puede apreciar en la Figura 34.

Las espinas ahora bien desarrolladas, presentaron una base conica
formada por acumulaciones de filamentos musculares (Figura 35-1). Los cinco
pies ambulacrales se mostraron marcadamente muscularizados, las betas de
actina destacadas en su conformacion, hacen un todo apretado que los
muestra como si el tejido muscular fuera continuo (Figura 35-1).

Alrededor de la boca del organismo, la llamada “Lampara de Aristoteles”
desplegd una amplia distribucion del tejido muscular. Un anillo de actina pudo
apreciarse formar1do el perimetro de lo que sera la mandibula, mientras que
otro anillo encierra al primero. Este segundo anillo se rompe en cinco puntos y
proyecta lineas musculares que alcanzan la base de los pies ambulacrales,

segln se aprecia en la Figura 35-11.
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Figura 34. Imagen confocal que muestra el tejido muscular en una postlarva de erizo
morado S. purpuratus 24 horas posteriores a su induccion a la metamorfosis con KCL.
La barra indica la escala (100 um) con respecto a la imagen y las flechas la
localizacion aproximada de las estructuras: A, lampara de Aristoteles; B. base de las
espinas; C, pies ambulacrales.
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Figura 35. Imagenes confocales que exponen el detalle del tejido muscular que
conforma la base de las espinas y los pies ambulacrales (l), asi como de la llamada
lampara de Aristoteles (ll) en postlarvas de erizo de mar S. purpuratus 24 horas
posteriores a su induccion a la metamorfosis con KCI. La barra indica la escala (20
pum) con respecto a la imagen y las flechas la localizacion aproximada de las
estructuras: A, base de las espinas; B, pies ambulacrales; C, lampara de Aristételes.
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IV.4 DISCUSION

Las observaciones realizadas en los cambios de la musculatura de S.
purpuratus, contrastan en cierta medida con los reportados en otras especies
de invertebrados marinos. En diversos fila durante el desarrollo de la
metamorfosis, se presenta mayormente una remodelacion y destruccion
selectiva de los tejidos musculares, en lugar de una pérdida total de los‘mismos
(Wanninger et al., 1999; Weeks, 1999). En otros casos, como en ascideos, la
metamorfosis se caracteriza ademas por la aparicion de nuevas estructuras
soportadas por tejido muscular (Davidson et al., 2003). En la metamorfosis del
erizo de mar S. purpuratus, a diferencia de los casos anteriores se presenta
una pérdida total de la musculatura que formoé parte del tejido larval. Sin
embargo, el rudimento juvenil una vez expulsado conserva todas las
caracteristicas que lo distinguieron en el interior de la larva competente, esto
es, se conservan intactos los pies ambulacrales que se muestran profusamente
muscularizados, la base de las espinas mantiene su forma coénica por
mediacion de fibras musculares y la zona oral se muestra aun con grandes
betas de tejido muscular. Este colapso masivo de los tejidos larvales,
corresponde a la descripcion de lo que ha sido llamado como desarrollo
indirecto maximo (Peterson y Davidson, 2000), y es caracteristico entre los
deuterostomos, del grupo de equinodermos—hemicordados al cual pertenece S.

purpuratus.
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A los quince minutos posteriores a la induccion a la metamorfosis, el tejido
muscular ha iniciado una degradacion que produce patrones especificos en la
forma que adopta al desintegrarse. La reticula de fibras musculares que
caracterizé a la larva competente, es lo primero que se desintegra y pasa a
formar conglomerados globulares de actina que atn se destacan con el
marcaje por Faloidina. La despolimerizaéién de actina filamentosa a actina
globular, ha sido caracterizada en células que fenecen mediante el proceso
conocido como apoptosis o muerte celular programada (ver Bursch et al.,
2000). El proceso de apoptosis ha sido bien documentado durante la
metamorfosis de insectos y anfibios (ver Weeks, 1999; Su et al., 1999), sin
embargo, pocos trabajos se han realizado sobre invertebrados marinos.
Santagata (2002), refiere patrones de desintegracion de tejido muscular
durante la metamorfosis de Phoronis pallida, similares a los encontrados
durante el presen’l[e trabajo para S. purpuratus, este autor considera que
podrian ser indicadores de la presencia de células apoptoticas desintegrandose
durante el proceso. Aunque este podria ser el caso del erizo morado S.
purpuratus, los resultados aqui encontrados deben tomarse como una primera
aproximacion y pueden corroborarse mediante el uso de otras técnicas que
verifiquen la participacion de un proceso apoptotico.

La red de filamentos de actina que se presenta en la larva competente,
parece no tener parangon en otros estudios realizados sobre equinodermos.

Sin embargo, se ha reportado que un entramado similar se desarrolla durante
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la metamorfosis del ascideo Boltenia villosa (Davidson ef al., 2003). Estos
autores refieren que al segundo dia de iniciado el proceso de metamorfosis, se
genera una malla filamentosa de actina formada por poligonos muy similares a
los encontrados en el epitelio larval de S. purpuratus, y esta malla le sirve a B.
villosa como tejido de sostén para la creacion de nuevas estructuras que
permaneceran aln después de la metamorfosis. En el caso del erizo morado S.
purpuratus, esta podria ser la funcién que desempeia en el cuerpo de la larva:
dar forma y soporte al organismo en su conjunto. No obstante, su
desintegracion al inicio del proceso metamarfico parece indicar que no le es
necesario para mantener mas estructuras que las requeridas durante su
periodo de vida en el plancton.

Finalmente, cabe destacar que la Gltima estructura muscular que se pierde
durante la metamorfosis del erizo morado, es la que forma la faringe de la
larva. Esto es congruente con el hecho que la ultima estructura que se
desintegra en el sistema nervioso serotonérgico, es el ganglio apical que se
localiza hacia la misma zona donde se desarrolla la faringe (ver Capitulo Il). En
diversos invertebrados, la relacién entre el tejido muscular y el sistema
nervioso es clave para el desarrollo de la metamorfosis (Santagata, 2002;
Consoulas y Levine, 1998), ambos componentes se coordinan y participan en
el desarrollo del proceso de forma activa o pasiva. El caso del erizo de mar no
parece ser la excepcion, aunque la faringe aparenta tener una funcion mas de

sostén, ya que incluso durante el desarrollo larval no parece tener movimiento
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incluso para el transporte del alimento hacia el interior de la larva (Strathmann
y Bone, 1993). Durante la metamorfosis del erizo de mar puede que mantenga
esa zona relativamente intacta de manera que el ganglio apical permanezca
integro hasta el final del proceso. Esto con la finalidad de que siga regulando la
transmision de mensajes a los tejidos que llevan a cabo los cambios
morfogenéticos.

Es evidente que mucho mas debe de hacerse con el objetivo de dilucidar
los aspectos que regulan la metamorfosis en el erizo de mar S. purpuratus,
futuros estudios deben considerar las relaciones que existen entre la
desaparicion de los tejidos larvales en coordinacion con las senales sinapticas
que los anteceden. Deben explorarse ademas nuevas aproximaciones que
demuestren la participacion de procesos como la muerte celular programada
durante la metamorfosis de invertebrados marinos en general, aunque los
resultados obtenidos en el presente trabajo indiquen fuertemente la
participacion de este proceso en la regulacion de los cambios morfogenéticos

que sufre la larva de S. purpuratus al metamorfizarse.
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DISCUSION FINAL

Visto desde una perspectiva general, la metamorfosis del erizo de mar
aunque manifieste diversos componentes separados, resulta en el transito de
una etapa de vida larval libre a otra de vida benténica. Para alcanzar este
estado, los componentes individuales de la metamorfosis poseen una relacion
estrecha entre cada uno de ellos, y presentan una secuencia ordenada o
actuan de forma paralela. Analizados por separado, en el presente trabajo se
abordaron cuatro de estos componentes individuales. Estos cuatro elementos
deben necesariamente encontrarse interconectados jcual es la relacion que
guardan entre si y como podria estar estructurado el orden en la cascada de
eventos que llevan a la metamorfosis? A continuacion planteamos algunas
ideas.

Por principio, el presente trabajo sugiere que existe evidencia sobre la
posible participacion de rutas de transduccion que involucran a receptores de
membrana asociados a proteinas G, la participaciéon de la proteina cinasa C en
el proceso y al calcio como segundo mensajero intercalado entre ambos. Estas
rutas podrian activarse al recibirse el mensaje inductor inicial, o bien,
inmediatamente después. Esto lo refiere el hecho de que solo los inhibidores

de proteina G actuaron sobre la metamorfosis de los organismos aun al ser
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disparada con KCI como inductor artificial, y aunque ain no se sabe como el
KCl actila como activador de la metamorfosis de un gran nimero de
invertebrados marinos, se ha encontrado evidencia de su accion en células
corriente abajo de las activadas por el mensaje inicial (ver Hadfield ef al.,
2000). Una vez recibido el mensaje inductor, la transmisiéon al interior de los
tejidos puede estar a cargo, cuando menos parcialmente, del sistema nervioso
serotonérgico.

Ademas de nuestros resultados, ofras investigaciones proporcionan
indicios de la participécic')n del neurotransmisor serotonina en el proceso de
metamorfosis del erizo de mar. En primera instancia, la sefial mas evidente es
la conformacién de parte del sistema nervioso larval por neuronas poseedoras
de receptores de serotonina (Bisgrove y Burke, 1986). Estos receptores de
membrana serotonérgicos, podrian estar relacionados con proteinas G como
se menciono en el capitulo |l de este escrito, pero ademas existe la posibilidad
de que formen parte de rutas de transduccion donde participen el inositol tris-
fosfato/diacilglicerol y el calcio como segundo mensajero.

Para comprender esto ultimo, se tiene que hacer referencia al conocimiento
general sobre el sistema serotonérgico en vertebrados.

Se ha encontrado que existen siete familias de receptores de membrana
serotonérgicos actuando en el sistema nervioso de vertebrados. Seis de ellas
pertenecen a grupos de receptores que poseen siete dominios

transmembranales y que se encuentran asociados a proteinas G. Asimismo,
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uno de estos seis grupos de receptores (el 5 HT>) con su proteina G asociada,
activan diversas isoformas de la enzima fosfolipasa C, la cual a su vez puede
desencadenar la liberacion de calcio del reticulo endoplasmico y la activacion
de la PKC al producir inositol tris-fosfato y diacilglicerol (para una compilacién,
ver Nichols y Sanders-Bush, 2001). |

Como se demuestra en el capitulo |, las proteinas G, el inositol
trisfosfato/diacilglicerol, la proteina cinasa C y el calcio, parecen participar en la
transmision de la sefal externa al interior del tejido larval durante la
metamorfosis de S. purpuratus. La posible relacion entre el sistema nervioso de
vertebrados y el de equinodermos, la refieren investigaciones realizadas
recientemente, especificamente en la red nerviosa del erizo de mar
Hemicentrotus pulcherrimus, en la cual se han identificado células con
receptores de serotonina acoplados a proteinas G, y existe evidencia que
apunta a que estos receptores pertenecen concretamente a la familia 5HT» (ver
Katow et al., 2004), que como se menciono, activan la ruta que se presume
participa en la metamorfosis de S. purpuratus. En sintesis, los resultados
obtenidos nos podrian indicar que los primeros mensajes inductores son
transmitidos al interior de los tejidos larvales via sistema serotonérgico, en
conjunto con las rutas estudiadas.

Con respecto a la inhibicion de los procesos de transcripcién y de
traduccion por medio de los farmacos DRB y emetina respectivamente, el

orden que guardan entre si o la relacion entre los distintos procesos estudiados
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que participan en la metamorfosis, es mas dificil de descifrar. Como se
menciona en el capitulo Ill, el uso de emetina y DRB al ser utilizados sobre
larvas competentes, lejos de impedir que la metamorfosis se lleve a cabo
provoca su activacion. Se especula que esto se debe a la inhibicion de la
produccién de un posible represor natural de la metamorfosis, el cual ayuda a
mantener el estado de competencia de las larvas. Esto coloca a los procesos
de transcripcion y traduccion en un papel preponderante para la metamorfosis
de los organismos, pero solo al inicio del proceso. Existe la posibilidad de una
actuacion mas protagonica de estos procesos durante la transformacion de las
larvas competentes en juveniles, y esta posibilidad se abre a raiz de dos
hechos principalmente.

El primero de ellos es que la inhibicién de los procesos no es total. Pese a
que nuestro trabajo no contempld la medicion de la proporcidon inhibida de
transcriptos y proteina traducida (medidos por la cantidad de uracilo y
metionina marcados radiactivamente que son incorporados, por ejemplo),
algunos trabajos si han cuantificado la efectividad de emetina y DRB. En
cultivos puros de células eucariotas, por ejemplo, la efectividad de ambos
farmacos puede fluctuar entre el 50% y 70% en comparacion con sus controles
ausentes de inhibidores (ver Grollman, 1968; Tamm et al., 1976). Y
directamente aplicados para incidir sobre la metamorfosis de invertebrados
marinos, Carpizo-ltuarte y Hadfield (2003), utilizando estos mismos farmacos,

refieren que existe una reduccion de mas del 80 % de la sintesis del RNA y
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proteinas durante la metamorfosis del poliqueto Hydroides elegans. Estos
resultados nos hablan de que los procesos de transcripcion y traduccion,
debido a esa fraccién que no es inhibida por la accién de los farmacos, aun
pueden formar parte importante del proceso metamorfico. Para que esto sea
posible, la accion de inhibicion debe presentar cierta especificidad, lo cual nos
lleva al segundo punto a considerar.

La actuacion sobre sitos especificos en la organizacion celular, por parte
de ambos farmacos, se encuentra bien documentada. Emetine por ejemplo, se
sabe que actla en distintos sitios de sub-unidades ribosomales especificas
(Madjar ef al., 1982). Por su parte, el DRB deja fuera uno de los elementos que
inciden sobre la metamorfosis de estos organismos. Experimentos realizados
en celulas humanas Hela, indican que este farmaco trabaja inhibiendo la
activacion de cierta proteina cinasa aislada de dichas células y deja intactas
otras proteinas del mismo tipo. No obstante, la enzima inhibida parece que no
participar en rutas que incluyan al cAMP, lo cual deja fuera la posibilidad de
que esta cinasa sea la PKC que parece estar involucrada en la metamorfosis
de erizo (Zandomeni y Weinmann, 1984). El que _el-DRB y emetine presenten
sitios de accion especificos, deja abierta la posibilidad de que estos sitios en
los que actlian se encarguen de regular procesos que no sean indispensables
para que el erizo blanco L. pictus lleve al cabo su proceso de metamorfosis.

Cabe destacar que la Gltima estructura muscular que se pierde durante la

metamorfosis del erizo morado, es la que forma el eséfago de la larva (ver
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capitulo IV). Esto es congruente con el hecho que la ultima estructura que se
desintegra en el sistema nervioso serotonérgico, es el ganglio apical que se
localiza hacia la misma zona donde se desarrolla el eséfago (ver Capitulo 1l de
este mismo trabajo). En diversos invertebrados, la relacion entre el tejido
muscular y el sistema nervioso es clave para el desarrollo de la metamorfosis
(Consoulas y Levine, 1998; Santagata, 2002), ambos componentes se
coordinan y participan en el desarrollo del proceso de forma activa o pasiva. El
caso del erizo de mar no parece ser la excepcion, aunque el eséfago aparenta
tener una funcién mas de sostén, ya que incluso durante el desarrollo larval no
parece tener movimiento incluso para el transporte del alimento hacia el interior
de la larva (Strathmann y Bone, 1993). Durante la metamorfosis del erizo de
mar puede que mantenga esa zona relativamente intacta de manera que el
ganglio apical permanezca integro hasta el final del proceso. Esto con la
finalidad de que siga regulando la transmision de mensajes a los tejidos que
llevan a cabo los cambios morfogenéticos.

Un aspecto poco explorado y menos entendido dentro de la metamorfosis
de invertebrados marinos, es la regulacion genética del proceso metamérfico
en su conjunto, y en particular, algunos de los mecanismos involucrados. A
este respecto, los datos recién publicados sobre la secuenciacion del genoma
del erizo morado S. purpuratus (Sea Urchin Genome Sequencing Consortium,

2006), arrojan nueva luz sobre algunos de los procesos involucrados en los
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cambios metamorficos y refuerzan ciertos aspectos de las investigaciones
realizadas a la fecha.

De los 23,000 genes que codifican en el genoma por ejemplo, se
identificaron 1200 involucrados en procesos de transduccion, y dentro de estos
procesos, se cuentan 323 que incluyen proteinas cinasas de diversas familias,
entre las que pondrian encontrarse aquellas que codifican para cinasas
involucradas en el proceso de metamorfosis como la PKC (Sea Urchin Genome
Sequencing Consortium, 2006). Otro aspecto a considerar, es el hecho de que
dentro del genoma del erizo morado también se encuentran secuencias que
codifican para GPCRs, con representantes de las cinco familias mayores de
dichos receptores. Paralelamente, se reportan enzimas que propician la
sintesis, el transporte, la recepcion vy la hidrolisis de diversos
neurotransmisores, incluyendo la serotonina, lo cual refuerza la posibilidad de
que la metamorfosis se encuentre mediada por sefiales serotonérgicas en
conjunto con GPCRs.

Dentro de estos mismos GPCRs, se encontraron aquellos que codifican en
cordados para hormonas peptidicas. Asimismo, en diversos fila de
invertebrados marinos, se han reportado respuestas al estrés que incluyen la
generacion de sefales mediadas por hormonas, las cuales a su vez se han
encontrado asociadas al proceso metamorfico (Heyland y Moroz, 2006). Esto
abre la posibilidad de que la metamorfosis del erizo de mar se encuentre

mediada por procesos hormonales
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Mucho queda aln por hacer alrededor de la metamorfosis del erizo de mar.
Como se ha demostrado a través de este trabajo de tesis, este proceso se
reviste de gran complejidad y con lo realizado hasta el dia de hoy solo se ha
comenzado a descifrar parte del proceso. Ademas, debe ahondarse en cada
uno de los mecanismos estudiados a través de este trabajo de tesis, ya que lo
encontrado solo representa una primera aproximacion y como tal no es
completamente concluyente. Futuras investigaciones deben abordar estos
temas si se quiere llegar a tener un conocimiento integral de cémo se lleva a
cabo el proceso de metamorfosis en el erizo de mar y otros organismos

relacionados.
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CONCLUSIONES

itf

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican la participacion del
sistema inositol trisfosfato-diacilglicerol (IP3/DAG), receptores asociados a
proteinas G (GPCRs) y proteina cinasa C (PKC) durante la induccién a la
metamorfosis del erizo de mar S. purpuratus. El calcio puede intervenir como
un segundo mensajero en las rutas de transduccién asociadas con este
proceso.

La exposicion de larvas completas a productos quimicos aplicados de
manera externa, y que dichos quimicos se presume pueden incidir sobre
sitios de transduccion especificos, es una limitacion experimental para
elucidar en qué nivel los compuestos pueden actuar.

El neurotransmisor serotonina actia en la regulacion del proceso de
metamorfosis de S. purpuratus.

El ganglio apical presente en larvas competentes de S. purpuratus, es la
dltima estructura que se pierde durante el proceso de metamorfosis, y la
zona oral en donde se localiza puede ser el sitio donde se reciben los
primeros mensajes inductores.

Esta posibilidad se abre debido a que en moluscos, la perdida de esta

estructura se presenta también al final de la metamorfosis, y el ganglio apical
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es considerado blanco de los primeros mensajes inductores. Asi mismo, la
aplicacion de estimulos eléctricos en la zona oral cercana al ganglio apical
en larvas del equinodermo Dendraster excentricus, inducen la metamorfosis
de estos organismos, lo cual es otro indicador de que esta zona podria
recibir los primeros mensajes inductores.

El someter larvas competentes de L. pictus a compuestos inhibidores de los
proceso de transcripcion y traduccion, lejos de inhibir, induce la
metamorfosis de los organismos en forma dosis dependiente. Esto quizas
debido al cese de la produccién de un represor interno de la metamorfosis.
La primera estructura muscular que se pierde al inicio de la metamorfosis de
S. purpuratus, es la malla filamentosa de actina que caracteriza a al larva
competente. La ultima estructura en desintegrarse es la faringe.

La forma en que se desintegra la malla hexagonal de actina, formando
conglomerados globulareé, refiere la posibilidad de que el proceso de
apoptosis o muerte celular programada, se encuentre formando parte del
proceso metamorfico en S. purpuratus.

lLa desintegracién de la faringe al final del proceso, concuerda con lo
encontrado en el sistema nervioso serotonérgico, y refuerza la posibilidad de
que esta sea la zona donde se reciben los primeros mensajes inductores.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son solo primeras

aproximaciones, debe ahondarse en cada uno de los temas a fin de dilucidar
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mas ampliamente como se encuentra regulado el proceso metamaérfico en el

erizo de mar.
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Anexc 1. Tabla de farmacos y su efecto en células eucariotas empleados en la
caracterizacion de rutas de transduccion involucradas en la metamorfosis del erizo de
mar Strongylocentrotus purpuratus. Informacion tomada del Catalogo General
Calbiochem 2000/2001, Calbiochem-Novabiochem Corporation, Darmstadi-Alemania.

Nombre

1,2 Didecanoyl-rac-glicerol

Activa la proteina cinasa C (PKC) en plaquetas intaclas. Mimetiza los efectos del
betanecol en canales de caleio tipo L.

Acido Cyclopiazonico

Inhibidor reversible de la ATPasa del calcio (Ca*" ATPasa) del reticulo
endoplasmatico. Es permeable a la célula. Libera Ca®™ de las mismas reservas que
Thapsigargin. Tnhibe la acumulacién de Ca®" en cultivos celulares de misculo suave
arterial

Bay K 8644

Achia como agonista de canales lentos de calcio en células neuroendécrinas,
musculares y tiroideas. Prolonga el tiempo de apertura de canales individuales de
Ca®" sin afectar su tiempo de cerrado. Agonista de canales de Ca®" tipo L.

Bisindolylmaleimide |

Inhibidor altamente selectivo de la PK C. Permeable a la célula. Aciiia como un
inhibidor competitivo del sitio de accidn del ATP en la PKC. Muyesira alta
selectividad por PKCa, I, BIL v, 8, y &.

Cafeina

Actiia como potente estimulante del sistema nervioso central. En allas
concentracioens, produce taquicardia e interfiere con la acumulacion de calcio en el
reticulo endoplasmatico en células de miisculo esquelético. Previene apoplosis y los
efectos del ciclo celular inducidos por algunas suslancias.

Guanosine*

Andlogo no hidrolizable del GDP, inhibe la activacién de proteinas G al competir
por su activacion conira GTP y sus analogos. Estimula la actividad de la adenilato
ciclasa en membranas sarcolemas al inactivar proteinas G,.

Guanylyl-5"-imidodifosfato,
sal tetralitica

Andlogo no hidrolizable del GTP, que cs utilizado en estudios de enzimas
dependientes del GTP. Se nne fuertemente a proleinas G de forma irreversible.

Indolactam V*

Aclivador sintético de PKC, sc une igual a todas las isoenzimas de PKC.

lonéforo A23187 Free Acid*

Transportador mévil que forma complejos estables con cationes divalentes, Ulil para
incrementar los niveles de Ca®*intracelular. También actiia como inhibidor dc la
actividad de la Ca*" ATPasa mitocondrial.

K252a

Inhibidor permeable a la célula de la proleina cinasa. Potente inhibidor de la CaM
Cinasa I1. También inhibe las proteinas cinasas A, C y G, asi como la actividad de la
proteina tirosina cinasa enlos receptores NGF. Induce a la apoptosis y deliene el
ciclo celular al inhibir Cdc2 y Cded25c.

Mastoparan

Péptido sintético permeable a la célula. Activa proteinas G sensibles a la toxina
perlussis, mediante un mecanismo similar al de los receptores acoplados a proteinas
G. Puede incrementar los niveles intracelulares de Ca?* libre. Puede inhibir la
aclividad de la ATPasa del Na™-K".

Nifedipine

Blogueador de canales de Ca™, vasodilatador ¢ inductor de apoptosis en células
glioblastoma humanas.

Suramin, sal de sodjo*

Desacopla proteinas G de sus receptores posiblemente blogqueando su interaccion
con dominios de receptores intracelulares. Inhibe el intercambio GDP-GTP.
Inhibidor competitivo de la transcriptasa reversa. Tnhibe la Ca?" ATPasa en el
reticulo endoplasmatico. También inhibe el acoplamiento en la superficie celular de
varios factores de crecimiento, los cuales incluyen EGF, PDGF y TGF-f.

Thapsigargin™

Permeable a la célula, libera Ca®* de sus reservas internas al inhibir la ATPasa del
Ca®". No incrementa los niveles de inositol trisfosfato ni tiene efecto sobre la PEC.

TMB-8, Clorhidrico

Inhibe Ia liberacién del Ca™" de sus reservas internas. Disminuye el movimiento
transmembranal de Ca** y la sensibilidad post-sinaptica del receptor de acetilcolina.
Se utiliza para distinguir la dependencia de las reservas de Ca®" intracelular-
extracelular

TPA (forbol-12-miristato-13-
acetato) *

Es el forbol-éster de uso mas comiin. Activa la PKC in vive e in vitro. Promueve la
expresion de la oxido nitrico sintetasa en hepatocitos cultivados.




