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RESUMEN

Los sistemas del Inositoltrisfosfato diacilglicerol proteina quinasa C (IPI /DAG/
PKC) asi como receptores acoplados a proteinas G han estado
presumiblemente involucrados en la metamorfosis de diversos grupos de
invertebrados marinos. En el erizo de mar se desconoce cual es la ruta o rutas
que participan durante la metamorfosis. Este trabajo sugiere la participacion de
los sistemas mencionados. Los activadores € inhibidores de proteina quinasa C
(PKC) tuvieron el efecto esperado en la metamorfosis de Strongylocentrotus
purpuratus mientras que en S. franciscanus no hubo efecto. TPA resulté el mas
efectivo inductor a la metamorfosis. Mientras que K 252a, inhibidor de PKC
inhibié la metamorfosis en un 30 % respecto a las larvas mantenidas en la
solucién con KCI 0.1 M. Los activadores de proteinas G no tuvieron el efecto
esperado en la metamorfosis, mientras que los inhibidores al tener efecto
demuestran una participacion de receptores asociados a proteinas G en la
metamorfosis del erizo. El resultado de este trabajo sienta un precedente por
primera vez del involucramiento del sistema (IPI IDAG/ PKC) y proteinas G en
la metamorfosis del erizo de mar. Se observod una respuesta diferencial entre
las especies de erizo morado y rojo al inhibidor de proteinas G, Guanosine. Los
resultados de este trabajo contribuyen en la busqueda de la participacion de
varias rutas de transduccion durante la metamorfosis en este organismo. La
compleja respuesta de la metamorfosis de la larva de erizo, tanto espacial
como temporalmente pronostican interacciones moleculares todavia por
aclarar.



1. INTRODUCCION

Diversos grupos de invertebrados marinos incluyen al final de la etapa
larvaria un cambio abrupto a su forma adulta. En el caso de los equinoideos
durante esta transicion ocurren una serie de cambios morfogenéticos que
culminan con la metamorfosis (Scheltema, 1974; Cameron y Hinegardner,
1978).

El periodo larvario en el erizo de mar dura de tres a cuatro semanas, y
se le conoce como etapa precompetente. En este periodo la larva es incapaz
de responder a estimulos para la metamorfosis. Posteriormente se presenta
la etapa competente, la cual se caracteriza por presentar un rudimento juvenil,
la presencia de uno o mas pedicilaria asi como de pies ambulacrales
(Cameron y Hinegardner, 1974).

En la etapa competente las larvas adquieren la capacidad de responder
a estimulos para metamorfizarse (Scheltema, 1974). Estos estimulos para
iniciar la metamorfosis se les denomina inductores, de los cuales existen
naturales ( E.G: pelicula de diatomeas bentonicas asociadas con bacterias), y
artificiales, que incluyen compuestos neuroactivos, iones y moduladores de
rutas de transduccion entre otros (Cameron y Hinegardner, 1974; Cameron y
Schroeter, 1980; Highsmith, 1982; Pearce y Scheibling, 1994; Carpizo-ltuarte
et al., 2002).

En la induccion a la metamorfosis del erizo de mar se desconocen los

mecanismos mediante los cuales la sefial externa a través de receptores



celulares se convierte en una respuesta al interior del organismo. La sefial
externa es transmitida al interior de la célula y activa  elementos
citoplasmaticos o nucleares de las células desencadenado sistemas
enzimaticos o modificando la expresion genética. Los mecanismos mediante
los cuales las células comunican el estimulo externo a su interior y que se
traducen en respuestas celulares se les conoce como rutas de transduccion.

Una gran cantidad de receptores celulares utilizan diversas rutas de
transduccion para comunicarse al interior celular. Entre estos se encuentran
neurotransmisores, canales iénicos, receptores acoplados a proteinas G vy
receptores acoplados a rutas asociadas con enzimas del tipo de la proteina
quinasa C (Féger et al., 1994).

Los receptores asociados a proteinas G y PKC han estado
presumiblemente involucrados en la metamorfosis de larvas de diversos
invertebrados marinos (Baxter y Morse, 1987; Schneider y Leitz, 1994; Clare,
1996; Hadfield, 1998).

Durante las ultimas dos décadas se ha puesto un mayor énfasis en
tratar de entender los mecanismos mediante los cuales los receptores
celulares en las larvas, que reciben el mensaje inductor, transmiten la sefial
al interior del organismo para orquestar los cambios morfogenéticos que
ocurren durante la metamorfosis (Hadfield, 1998).

En los ultimos 15 afios, se han estudiado en invertebrados marinos tres

de las principales rutas de transduccion (Baxter y Morse, 1987; Leitz y



Klingmann, 1990; Clare et al., 1995; Clare, 1996; Holm et al., 1998). Las rutas
que presumiblemente estan involucradas en la metamorfosis de diversas
formas larvales marinas incluyen el sistema de monofosfato de adenosina
ciclico (cCAMP), el sistema del inositol trisfosfato/ diacylglycerol/ PKC (InP3/
DAG/ PKC) y el efecto del calcio (E. Carpizo-ltuarte, comunicacion personal.
[IO/UABC).

En invertebrados marinos las rutas de transduccion utilizadas por las
larvas durante la metamorfosis aun no han sido totalmente caracterizadas
para ninguna especie. Pero una tematica comun esta emergiendo en diversos
fila (Holm et al., 1998; Bishop y Brandhorst, 2001). Como producto de la
investigacion se cuenta actualmente con informacion sobre posibles rutas de
transduccion durante la metamorfosis en celenterados (Freeman y Ridgway,
1990: Leitz, 1997) poliquetos (Pawlik, 1990; llan et al., 1993; Carpizo-ltuarte 'y
Hadfield,1998; Holm et al., 1998; Biggers Yy Laufer, 1999) moluscos (Baxter y
Morse, 1987; Morse, 1992; Hadfield, 1998, Hadfield, et al., 2000) y crustaceos
(Clare et al., 1995; Yamamoto et al., 1995; Clare, 1996). Recientemente, el
sistema del oxido nitrico/ monofosfato de guanosina ciclico (NO/cGMP) han
sido documentados durante la metamorfosis del erizo Lytechinus pictus
(Bishop y Brandhorst, 2001).

Otros autores establecen la existencia de una regulacion separada y
rutas inductoras que controlan la metamorfosis en larvas de Haliotis

rufescens (Baxter y Morse, 1987). Lo anterior como respuesta a dos clases



de sefales quimicas externas del medio ambiente. Las rutas de regulacion
operan independientemente por medio de un segundo mensajero en este
caso DAG asociado a proteinas G y los subsecuentes eventos aparentemente
controlados por diaminoacidos en la columna de agua, los cuales pueden
ampliar la respuesta larval a inductores de la metamorfosis. Una ruta similar
de regulacion basada en el control externo de un segundo mensajero
asociado a una proteina G también puede gobernar respuestas a estimulos
en otros sistemas sensoriales desarrollados.

Yamamoto et al., (1995) documentaron que los forbol esteres inducen
la metamorfosis de la larva de Balanus amphitrite pero no el asentamiento al
sustrato. Sus resultados pueden indicar el involucramiento de la activacién de
la PKC en la metamorfosis. Por otro lado se ha demostrado que la
manipulacién farmacolégica de los canales de calcio en la célula con
inhibidores de estos estan involucrados en el asentamiento de las larvas de
B. Amphitrite (Clare, 1996). Las larvas de este crustaceo requieren calcio para
el asentamiento.

Freeman y Ridgway (1990), al trabajar con celenterados sugieren que
laliberacion de calcio en el citoplasma celular del hidrozoario Mitrocomella
polydiademata provee un encadenamiento crucial entre el receptor y el
efector celular para el inicio de la metamorfosis. Los autores mencionados
anteriormente indican que la liberacion de calcio en el citoplasma celular no

ocurre durante la induccién a la metamorfosis con phorbol esteres, indicando



que ambos actlian en pasos diferentes durante la metamorfosis. E| trabajo en
celenterados también han sido documentado por Leitz y Klingmann (1990),
quienes proponen que la activacion de la metamorfosis en la larva de
Hydractinia sp. toma lugar en algunas células de la parte anterior como
resultado de la activacion de Ia PKC, la cual directa o indirectamente permite
el cierre de los canales de potasio. La hipétesis anterior unifica conocimientos
acerca del rol de los canales de K* y el sistema del fosfatidilinositol en Ia
metamorfosis en Hydractinia (Leitz y Klingmann ,1990).

Se ha documentado Ia participacion del sistema cAMP en |a
metamorfosis del poliqueto Phragmatopoma  lapidosa californica (Pawlik,
1990). Este autor demostrd que el inhibidor de fosfodietesrasas
Isobutiimetilxantina (IBMX) induce Ia metamorfosis en P. /. californica. Otros
autores que han trabajado con larvas del poliqueto Hydroides elegans indican
que los receptores acoplados a proteinas G y las rutas de transduccion por
los sistemas de la adenilato ciclasa- AMP ciclico o la ruta del (Pl / DAG/ PKC)
No son parte de la ruta morfogénetica que es directamente responsable de
las sefiales metamorficas en H. elegans (Holm et al., 1998). Por otro lado
Biggers y Laufer (1999), investigaron la ruta de transduccién por medio de
hormonas juveniles que inducen al asentamiento y metamorfosis de Ia larva
del anélido poliqueto Capitella sp. Estos autores probaron activadores de
PKC, y sugirieren que las hormonas pueden causar la activacion de PKC con

la subsecuente modulacion de canales de calcio y potasio. Los mecanismos



por los cuales la PKC y el calcio pueden regular la metamorfosis de la larva
de Capitella no fueron clarificados en el estudio presentado por los autores
mencionados.

Bishop y Brandhorts (2001), reportan que el sistema del NO/ cGMP es
un importante regulador de los eventos alrededor de la trasformacion de la
larva a juvenil en Lytechinus pictus. Este sistema puede ser disparado por una
sefal natural, y su regulacion parece ser dependiente de la interaccion entre
la proteina "heat shock" 90 (HSP 90), la oxido nitrico sintetasa (NOS) vy el
sistema de la guanilato ciclasa (Bishop y Brandhorts, 2001).

En el erizo de mar, se desconoce que ruta o rutas de transduccion
participan durante la metamorfosis. El presente trabajo pretende conocer si
rutas de transduccion ligadas a receptores asociados a proteinas G y PKC
desempefan algun papel durante la metamorfosis del erizo de mar. Con lo
anterior se generarian las bases que nos permitan tener mejor control en el
periodo de metamorfosis en el erizo de mar, asi como mejorar la
biotecnologia de su cultivo.

Este trabajo forma parte del proyecto titulado: Mecanismos que
Regulan la metamorfosis del Erizo de Mar que se realiza en el Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (I0) de la Universidad Auténoma de Baja

California (UABC), y es financiado parcialmente por el CONACyT.



2. HIPOTESIS

La induccion a la metamorfosis en el erizo de mar S. purpuratus esta
mediada por la activacion de rutas de transduccion, las cuales incluyen la
participacion de receptores asociados a proteinas G y rutas asociadas a
proteina quinasa C.
3. OBJETIVO

Documentar la posible participacion de rutas de transduccion asociadas
a proteina quinasa C yl/o receptores asociados a proteinas G,y que resulten
en la activacion de la metamorfosis en el erizo de mar.
4. METODOLOGIA
4.1 Obtencion y cultivo de larva competente
Se colectaron organismos maduros de las especies S. purpuratus (erizo
morado) y S. franciscanus (erizo rojo) de la zona intermareal en Campo
Kennedy localizado en las inmediaciones de la Bahia Todos Santos en el
municipio de Ensenada, B.C. Los organismos fueron inducidos al desove
segun el método descrito por Strathmann (1987), que consiste en inyectar en
la region intercelémica de 2 a 4 ml de cloruro de potasio (KCl, 0.53 M), de
acuerdo al tamarfio del erizo. Los erizos desovaron de manera individual en
frascos de vidrio con agua de mar, irradiada con luz ultravioleta y filtrada
hasta 1 um (AMF).

Para llevar a cabo la fertilizacion se utilizd el método descrito por

Strathmann (1987). Los huevos en presencia de esperma, se dejaron en



contacto por un periodo de 15 minutos para garantizar la fertilizacion, la cual
se comprobd por el levantamiento de la membrana de fertilizacion, que ha
sido descrita en diversos invertebrados marinos (Chase, 1967; Epel, 1978).

Los huevos fertilizados se lavaron en un tamiz de 45 um para quitar el
exceso de esperma. Por Ultimo los 6vulos fertilizados se colocaron en un
recipiente de 18 litros con AMF, donde permanecieron durante 48 h, tiempo
en el que alcanzan el estadio prisma.

Las larvas se mantuvieron en estanques conicos de 45 litros con AMF.
E| desarrollo larvario tuvo una duracion aproximada de un mes. La densidad
del cultivo fue de 2 larvas/ ml, y se alimentaron  con la microalga
Rhodomonas sp . La racion diaria de alimento se aumenté cada semana de
la siguiente manera 10,000, 15,000 vy 20,000 cel/ ml (de acuerdo con
experiencia en el laboratorio). Recambios de agua del 50 % del volumen se
realizaron cada tercer dia y del 100 % una vez por semana. Las larvas se
cuantificaron cada semana hasta el inicio de los experimentos, cuando

alcanzaron el estadio competente.

4.2DISENO EXPERIMENTAL
Induccioén a la metamorfosis con farmacos que afectan la activad de PKC y
proteinas G.
Se utilizaron 3 activadores de PKC. De los tres activadores utilizados

Indolactam V (Indolactam) y el forbol -12- miristato-13 acetato (TPA) se



pusieron a prueba en erizo morado. El compuesto 1,2-Didecanoyl-rac-
glycerol (Didecanoyl) se experimenté en ambas especies de erizo (morado y
rojo). Los inhibidores de PKC, K252a (K 252) y Bisindolylmaleimide | se
utilizaron con erizo morado.

Se utilizaron 2 activadores de proteinas G. De los farmacos activadores
utilizados, Guanilyl-5'-imidodophosphate (Guanilyl) se puso a prueba en erizo
morado y rojo. Mastoparan se experimentd solo en erizo morado. De los dos
farmacos inhibidores de proteinas G utilizados Suramin (Suramin) fue puesto
a prueba en erizo morado. Guanosine 5'-0-(2-Thiodiphosphate) (Guanosine)
se experimentd en ambas especies de erizo (morado y rojo). Todos los

reactivos fueron adquiridos en Calbiochem.

4.3 Bioensayos

Treinta larvas competentes fueron colocadas en cajas Petri de
depositos multiples de plasticos de 10 ml (Falcon de 6 depdsitos ) con un
volumen total de 5 ml de agua de mar filtrada y con la concentracion requerida
del farmaco (Tabla 1).

Se evalué el efecto de los diversos farmacos en nueve experimentos

para receptores asociados a proteinas G o PKC (Tabla I).



Tabla |. Farmacos utilizados en los experimentos de induccion o inhibicion de la
metamorfosis en el erizo de mar.

Via de | Farmaco Sitio de accién Concentra- Efecto
transduccién  a| utilizado cién utilizada | esperado
afectar (M)
Ruta asociadas| TPA Activa PKC y calcio ATPeasa, | 10° E
a proteina induce  la formacién de|107
quinasa C CcAMP. 10
10°
Indolactam V' [Activa PKC, ligado a[10” E
afinidades similares de todas| 107
las isozimas de PKC. 10
1,2 Didecanoyl | Activa PKC, imita el efecto de| 10~ E
—rac-glycerol betanecol (agonista|10™
muscarinico) sobre canales|10”
de Ca*? del tipo L. 107
K-252a Inhibidor de PKC, la cadena|10® [
ligera miosina y tirosina. 10®
10°
Bisindolylmal- | Inhibidor de CaM|10® I
(calmodulina), la cadena|10”
eimide | ligera miosina. Antagonista|10®
intracelular de Ca™. 10
10-10
Ruta asociada| Suramin Inhibidor de PG, asi como la[10™ |
a proteinas G tasa de intercambio de GDP-|5x10°
GTP limitando el paso en la|107®
activacién de la subunidad|10®
G.
Guanosine Inhibidor de PG analogo a|10™ [
GDP. Estimula la adenilato|10”
ciclasa por la inhibicion de P; 10‘;
10
Mastoparan Activa PG por un mecanismo | 10™ E
analogo a los receptores 10*
acoplados a PG. 10°*
10-10
Guanilyl Activa PG, anélogo a GTP. 10‘j E
10°
107
10°°
Abreviaturas: | = Inhibir; E = Estimular; cAMP = monofosfato de adenosina

ciclico; Ca*® =calcio; GDP =difosfato de guanosina; P;= fosforo inorganico; P G

=proteinas G.,G,= subunidad alfa de las PG; GTP= trifosfato de guanosina.
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Para el caso de los experimentos que e realizaron con activadores, 1as
larvas se mantuvieron durante 24 h con el inductor. En el caso de los
inhibidores se procedio de acuerdo a lo descrito en la Tabla Il.

En cada experimento se incluyd un control positivo que consistio, en
introducir a las larvas por 15 a 20 minutos en un tratamiento con una solucion
de KCI 0.1 M. El cual es un método efectivo para inducir la metamorfosis en
erizos (Carpizo-ltuarte et al, 2002). Ademas, se incluy6 un control negativo
que consistio en agua de mar esterilizada (AME). Las soluciones stock de los
fArmacos se prepararon con AME, agua desionizada (AD) o sulfoxido de
dimetil (DMSO), segun se requirio. Se incluyeron tres réplicas para cada
tratamiento. Cuando fue necesario se incluy6 un control en cada tratamiento
para evaluar el posible efecto de los solventes. La respuesta de las larvas a
los diferentes farmacos se evaluo 24 h después de agregar el compuesto. Las
larvas se consideraron metamorfizadas al perder el epitelio y brazos del

cuerpo larval.
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Tabla II. Metodologia con la cual se trabajo para inhibidores de PKC y
proteinas G.

Farmacos inhibidores Tratamiento

1) 15 min con inhibidor

*K 252a 2) se agreg6 solucion de KCI por 15 min junto
** Guanosine con inhibidor

3) se retir6 solucion

4) el tratamiento permanecié por 24 h con

AME
* Bisindolylmaleimide | 1) 15 min con inhibidor
** Suramin 2) se agregd solucion de KCI por 15 min junto

con inhibidor
3) se retird solucion
4) el tratamiento permanecio por 24 h con

inhibidor

Abreviaturas: * = Inhibidores de PKC ™= inhibidores de proteinas G. ;

AME =agua de mar esterilizidada

Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Embriologia
de Organismos Marinos del Instituto de Investigaciones Oceanologicas (110),

de la Universidad Auténoma de Baja California.
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4.4 Analisis estadistico

El porcentaje de larvas metamorfizadas obtenido en cada replica fue
sujeto a una transformacion angular y posterior calculo de promedios Yy
varianzas. Para verificar las condiciones de normalidad y homogeneidad de
varianzas se utilizd el programa estadistico SIGMA STAT. Cuando estas
condiciones se cumplieron, se realizo un analisis de Varianza (ANOVA) de
una via para probar diferencias significativas entre los tratamientos. Cuando
las condiciones de normalidad Yy homogeneidad de varianzas no se
cumplieron se utilizo una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis Para las
diferencias entre tratamientos especificos ( 1<0.05) se aplicaron las pruebas

de Tukey y Dunn's.
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5. RESULTADOS
5.1 Experimentos con farmacos que afectan la actividad de PKC.
5.1.1 Activadores de PKC

Los farmacos inductores de PKC activaron la metamorfosis en las
larvas de Strongylocentrotus purpuratus. TPA fue el inductor mas efectivo de
la metamorfosis en las larvas de erizo morado (Fig. 1). La concentracion
donde hubo mayor porcentaje de larvas metamorfizadas fue con la
concentracion 10 ~° M. Sin embargo, los porcentajes de metamorfosis
obtenidos en el espectro de concentraciones probadas con este farmaco
resultaron no significativos entre ellas y cercanos al 100 % (Tukey, P< 0.05).
Las larvas que fueron inducidas con la solucion de KCI 0.1 M alcanzaron un
porcentaje de metamorfosis tan alto como las expuestas a las diferentes
concentraciones de TPA y no fueron significativamente diferente a estos
(Tukey, P< 0.05). El porcentaje de metamorfosis obtenido en las
concentraciones utilizadas con TPA resulto significativo respecto al obtenido
con las larvas mantenidas en AME donde no hubo efecto (Tukey, P< 0.05).
El DMSO utilizado para poner en solucion el TPA tuvo un efecto muy
reducido y equivalente en porcentaje a las larvas mantenidas en AME

(Tukey, P< 0.05).
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Figura 1. Metamorfosis de Strongylocentrotus  purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del activador de PKC. TPA. Las barras indican el porcentaje promedio de
metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas/ tratamiento), evaluadas 24 h después
de estar expuestas al inductor. DMSO = sulfoxido de dimetil. KCL = solucién de cloruro de
potasio 0.1 M por 15 minutos. AME = agua de mar esterilizada.
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Los resultados obtenidos en la induccion a la metamorfosis con TPA tuvieron
niveles de mortalidad minimos o nulos en los diferentes tratamientos.

Al inducir a la metamorfosis con Indolactam se obtuvieron porcentajes
menores respecto a TPA. El mayor porcentaje de metamorfosis en la
induccion con Indolactam se obtuvo en el tratamiento con la concentracion
de 10° M. Este porcentaje de metamorfosis fue entre 60 y 85 % (Fig. 2). El
porcentaje de metamorfosis obtenido en la induccion con Indolactam resulto
mayor al dis‘minuir la concentracion del farmaco. Este incremento gradual en
el porcentaje de metamorfosis entre las concentraciones utilizadas del
farmaco no fue significativo entre las mismas (Tukey, P< 0.05). La
exposicion de las larvas a la solucion con KCI 0.1 M resulté en un porcentaje
de metamorfosis mayor al 90 %. Este resultado no fue significativo respecto
al obtenido con las concentraciones utilizadas de Indolactam (Tukey, P<
0.05). Los porcentajes de metamorfosis obtenidos en la induccion a la
metamorfosis con Indolactam fueron significativos respecto a las larvas
mantenidas en AME y DMSO (Tukey, P< 0.05). Por otra parte, la induccion a
la metamorfosis con Indolactam resulté téxica en las concentraciones de

10° y 10 ®M.
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Figura 2. Metamorfosis de Strongylocentrotus ~ purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del activador de PKC Indolactam V. Las barras indican el porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad 1 EE (n = tres replicas /tratamiento), evaluadas 24
h después de estar expuestas al inductor. Las concentraciones 10°y 10° M fueron toxicas
para las larvas, la mortalidad fue del 100 %. DMSO = sulfoxido de dimetil. KCI = solucion de
cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos. AME = agua de mar esterilizada.
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El porcentaje de mortalidad en el resto de las concentraciones probadas con
Indolactam  disminuyé al ser menor la concentracion del farmaco. La
mortalidad fue minima en el resto de los tratamientos y nula en el control

negativo (Fig. 2).

La induccion con Didecanoyl tuvo un efecto minimo en la activacion
de la metamorfosis en Strongylocentrotus purpuratus y S. franciscanus. De
los inductores utilizados, fue el menos efectivo de los activadores de PKC.
Al inducir a la metamorfosis con Didecanoyl el mayor porcentaje obtenido
fue cercano al 15 % en la concentracion 10° M en ambas especies de erizo
(Figs. 3,4). En contraste las larvas inducidas con la solucion de KCI 0.1 M
se metamorfizaron en porcentajes cercanos al 80 % tanto en erizo rojo como
morado (Figs. 3 y 4). El resultado obtenido en la induccion a la
metamorfosis con Didecanoyl no fue diferente entre las concentraciones
probadas del farmaco en ambas especies de erizo. El resultado anterior fue
significativo al compararse con el porcentaje de metamorfosis que se obtuvo
en las larvas inducidas con la solucién de KCI (Figs. 3 y 4). El nivel de
mortalidad en las concentraciones con Didecanoyl fue minimo. Esta

mortalidad fue ligeramente superior en erizo morado respecto al rojo (Figs. 3

y 4).
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Figura 3. Metamorfosis de  Strongylocentrotus purpuratus expuesto a distintas
concentraciones del activador de PKC 1,2-Didecanoyl-rac-glycerol. Las barras indican el
porcentaje promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas | tratamiento),
evaluadas 24 después de estar expuestas al inductor. En las concentraciones 10°y 10° M
no hubo efecto, DMSO = sulfoxido de dimetil. KCI = solucion de cloruro de potasio 0.1 M por
15 minutos. AME = agua de mar esterilizada.
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Figura 4. Metamorfosis de Strongylocentrotus  franciscanus expuesto a distintas
concentraciones del activador de PKC 1,2-Didecanoyl-rac-glycerol. Las barras indican el
porcentaje promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas /tratamiento),
evaluadas 24 después de estar expuestas al inductor. DMSO = sulfoxido de dimetil. KCI =
solucion de cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos. AME = agua de mar esterilizada.
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5.1.2 Inhibidores de PKC.

En los tratamientos con farmacos inhibidores de PKC se notd un
decremento en la metamorfosis en las larvas de S. purpuratus, respuesta
que resulté acorde al efecto esperado de estos compuestos.

El farmaco K 252a (K 252) inhibio la metamorfosis del erizo morado
(Fig. 5). El porcentaje de metamorfosis que se obtuvo en las
concentraciones 108 y 10° M fue de alrededor del 55. El resultado que se
obtuvo con las larvas inducidas con KCI 0.1 M fue de un porcentaje del 75 %
de metamorfosis. El efecto inhibidor de K 252, se pudo observar en los
niveles de metamorfosis que se obtuvieron entre las concentraciones
utilizadas del farmaco v la respuesta que se obtuvo con el control positivo
(Fig. 5). Se registro un 20 % de diferencia en la metamorfosis entre las
primeras respecto al segundo. La concentracion 10° M de K 252 fue tdxica
para las larvas, ocasionando mortalidades del 100 % de las mismas. El nivel
de mortalidad fue de alrededor del 8 % en las concentraciones utilizadas de
K 252. nulo en el control negativo asi como en el tratamiento con el DMSO

utilizado para disolver el farmaco (Fig. 5).
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Figura 5. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del inhibidor de PKC. K 252a. Las barras indican el porcentaje promedio
de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas / tratamiento), evaluado 24 h
después de estar expuestas al inductor. La concentracion 10° M fue toxica para las larvas
se obtuvo una mortalidad del 100 %. DMSO = sulfoxido de dimetil. AME = agua de mar
esterilizada. KCI = solucion de cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos.
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Bisindolylmaleimide | no tuvo efecto inhibidor en la metamorfosis en
erizo morado (Fig. 6). El porcentaje de metamorfosis obtenido en la
concentracion 107'° M con Bisindolylmaleimide | tuvo una diferencia de un 15
% respecto al resultado con el control positivo. Los porcentajes de
metamorfosis que se presentaron con Bisindolylmaleimide | fueron entre 76
y 94 % y no hubo diferencia significativa entre ellos ni respecto al control
positivo (Tukey P< 0.05). Mientras que el resultado obtenido con las
concentraciones del farmaco fue significativo al compararlo con la
metamorfosis que resulté en las larvas mantenidas en AME y DMSO (Tukey
P< 0.05). La mortalidad resultd en niveles de entre 5y 18 % en todos los

tratamientos, y fue cero en las larvas mantenidas en AME (Fig. 6).
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Figura 6. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del inhibidor de PKC. Bisindolylmaleimide I. Las barras indican el
porcentaje promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas /tratamiento),
evaluado a las 24 h después de la exposicion al inhibidor. DMSO = sulfoxido de dimetil.
AME = agua de mar esterilizada. KCI = solucion de cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos.
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5.2 Experimentos con farmacos que afectan la actividad de proteinas G.

5.2.1 Activadores de proteinas G

La induccion con activadores de proteinas G tuvo un ligero efecto
activador para el caso de erizo rojo. Este porcentaje de metamorfosis fue de
alrededor del 45% (Fig. 7). Mientras que el resultado obtenido con erizo morado
fue casi nulo (Fig. 8).

Para el erizo rojo, el mayor porcentaje de metamorfosis obtenido con el
farmaco Guanilyl fue de alrededor del 45 % con la concentracion 10° M (Fig. 7).
Este resultado fue significativo respecto a la concentracion 10* M no asi entre el
resto de las concentraciones utilizadas del farmaco (Tukey, P < 0.05). La
induccion a la metamorfosis con Guanilyl contrasta respecto al porcentaje de
metamorfosis cercano al 100 de larvas que se indujeron en la solucién con KCI
0.4 M (Tukey, P < 0.05). Por otro lado no se encontraron diferencias
significativas al comparar el efecto obtenido entre las concentraciones probadas
del farmaco y las larvas mantenidas en AME. La mortalidad en este experimento
fue nula, excepto para la concentracion 10* M donde el nivel de mortalidad fue

cercano al 5 %.
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Figura 7. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus franciscanus expuesto a distintas
concentraciones del activador de Proteinas G. Guanilyl. Las barras indican el porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas / tratamiento), evaluado a las 24
h después de la exposicion al inductor. AME = agua de mar esterilizada. KCI = solucién de
cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos. AD = control con el volumen de agua desionizada que
se utilizo para la primera concentracion utilizada del farmaco.
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Figura 8. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus purpuratus expuesto a distintas
concentraciones del activador de Proteinas G. Guanilyl. Las barras indican el porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas /tratamiento), evaluado a las 24
h después de la exposicion al inductor. AME = agua de mar esterilizada. KClI = solucion de
cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos. AD = control con el volumen de agua desionizada que
se utilizé para la primera concentracion utilizada del farmaco.
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El efecto de la induccion a la metamorfosis con Guanilyl para erizo morado fue
minimo (Fig. 8). EI mayor porcentaje de metamorfosis alcanzado fue cercano al
10 % con la concentracion de 10° M. Este porcentaje no fue significativo
respecto al obtenido en el resto de las concentraciones probadas con Guanilyl
(Tukey, P < 0.05). El caso contrario se observo en las larvas expuestas a la
solucion con KCI 0.1 M, ya que se metamorfizaron en un porcentaje cercano al
80% (Fig. 8). La respuesta anterior fue significativamente diferente al efecto que
hubo con los tratamientos probados con Guanilyl (Tukey, P < 0.05). El
porcentaje de metamorfosis entre 1as concentraciones utilizadas del farmaco vy
las larvas mantenidas en AME no fue significativo (Tukey, P < 0.05).

El resultado en la induccion a la metamorfosis con Mastoparan, fue de un
10 a un 20 % en erizo morado (Fig. 9). Estos porcentajes No fueron
significativos entre las cuatro concentraciones utilizadas del farmaco (Tukey P<
0.05). Este resultado fue significativo respecto al 60 % de metamorfosis
obtenido en la induccidén con KCl 0.1 M. (Tukey P< 0.05). La concentracion 10
M fue significativa respecto a las larvas mantenidas en AME, no asi el resto de
las concentraciones (Tukey P< 0.05). La mortalidad que se presentd en los
tratamientos de induccion a la metamorfosis con Mastoparan fue de entre un 3

a 7 % (Fig. 7).
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Figura 9. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del activador de Proteinas G. Mastoparan. Las barras indica porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas / tratamiento), evaluado 24 h
después de la exposicion al inhibidor. DMSO = sulfoxido de dimetil. AME =agua de mar
esterilizada. KCI = solucién de cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos. AD = control con el
volumen de agua desionizada que se utiliz para la primera concentracion utilizada del farmaco.
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5.2.2 Inhibidores de proteinas G

Los farmacos inhibidores de proteinas G inhibieron la metamorfosis en las
larvas de Strongylocentrotus purpuratus (Fig. 10), mientras que la respuesta
obtenida en S. franciscanus fue diferente respecto a la obtenida para erizo
morado (Fig. 11y 12).

El resultado obtenido con Suramin mostré una inhibicion de la
metamorfosis en erizo morado (Fig. 10). Hubo una diferencia de
aproximadamente 40 % entre el porcentaje de metamorfosis obtenido con la
concentracién 2X10° M respecto al resultado obtenido con el control positivo. El
porcentaje de metamorfosis obtenido con las concentraciones utilizadas de
Suramin fue entre 60 y 90 % (Fig. 10). Estos porcentajes se mantuvieron por
abajo del control positivo donde la metamorfosis llegd a ser del 95 %. El
resultado obtenido con el control positivo y las concentraciones utilizadas con el
farmaco contrasto significativamente respecto al efecto nulo obtenido con AME
(Dunn's, P< 0.05). La mortalidad en los tratamientos con Suramin fue
aproximadamente de 8 %y nula en la concentracion 10° M (Fig. 10).

E| efecto obtenido con Guanosine en la metamorfosis de erizo morado fue

considerable con las concentraciones de 107y 10" M (Fig. 11).
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Figura 10. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del inhibidor de Proteinas G. Suramin. Las barras indican el porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad £ 1 EE (n = tres replicas / tratamiento), evaluado 24 h
después de la exposicion al inhibidor. AME = agua de mar esterilizada. KCI = solucién de
cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos.
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Figura 11. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus purpuratus expuesto a diferentes
concentraciones del inhibidor de Proteinas G. Guanosine. Las barras indican el porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas / tratamiento), evaluado a las 24

h después de la exposicion al inhibidor. AME = agua de mar esterilizada. KCI = solucion de
cloruro de potasio 0.1 M por 15 minutos.
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Las diferencias entre los porcentajes que se obtuvieron entre el control positivo y
las concentraciones mencionadas fue de alrededor de 30 % (Fig. 11). Las
concentraciones con Guanosine de 103 y 10-° M tuvieron porcentajes de
metamorfosis mayores a las observadas en las concentraciones de 107y 10° M,
sin embargo los niveles fueron por abajo de lo obtenido con el control positivo. El
porcentaje de metamorfosis en AME fue de 0% (Fig. 11) y significativamente
diferente al de los distintos tratamientos experimentales con el farmaco asi como
con el control positivo (Tukey, P < 0.05). La mortalidad en presencia de
Guanosine oscild entre 5y 10 % y fue nula en el control negativo.

El efecto de Guanosine para erizo rojo fue nulo ya que no hubo inhibicion de la
metamorfosis en presencia de KCI (Fig. 12). Las diferentes concentraciones del
farmaco tuvieron porcentajes de metamorfosis por arriba del control positivo,
donde ésta llegd a ser del 90 %. Los porcentajes de metamorfosis obtenidos en
las concentraciones con Guanosine no fueron significativos entre ellos ni
respecto al control positivo (Fig. 12) (Tukey, P< 0.05). El porcentaje de
metamorfosis  obtenido con las concentraciones del farmaco fue
significativamente diferente al porcentaje obtenido con larvas mantenidas en
AME (Tukey, P < 0.05). La mortalidad con Guanosine en erizo rojo oscilé entre 0

y 8 %, mientras que en el control negativo fue del 0 %.
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Figura 12. Metamorfosis de la larva de Strongylocentrotus franciscanus expuesto a diferentes
concentraciones del inhibidor de Proteinas G Guanosine. Las barras indican el porcentaje
promedio de metamorfosis y mortalidad + 1 EE (n = tres replicas /tratamiento), evaluado 24 h
después de la exposicion al inhibidor. AME = agua de mar esterilizada. KC =solucion de cloruro
de potasio 0.1 M por 15 minutos.
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6. DISCUSION

Los resultados de este trabajo sugieren la participacion del sistema del
inositol trisfosfato/ diacylglycerol /PKC (InP3/ DAG/ PKC), asi como de
receptores asociados a proteinas G en la induccion a la metamorfosis de los
erizos de mar Strongylocentrotus — purpuratus 'y Strongylocentrotus
franciscanus. Con este resultado se establece un precedente en la induccion
a la metamorfosis del erizo de mar con farmacos activadores o inhibidores de
las rutas de transduccién mencionadas.

La activacién de la PKC por medio de forbol esteres como TPA ha
sido documentado como un mecanismo de activacion de la metamorfosis en
el hidrozoario Mitrocomella polydiademata (Freeman y Ridgway, 1990). De
manera similar, TPA activa la metamorfosis en el cnidario Cassiopea spp.,
mientras que el inhibidor de PKC psicosina (“psychisine”) bloguea la accion
del forbol ester mencionado (Fleck y Bischoff, 1992). Estos autores sugieren
que la PKC puede estar involucrada en las sefiales de transduccion ligadas a
los estimulos quimicos y las respuestas morfogenéticas que ocurren durante
la metamorfosis. Ademas de cnidarios, la induccién a la metamorfosis por
medio de forbol esteres también ha sido documentada en larvas del crustaceo

cirripedio Balanus amphitrite, por lo que se considera que la ruta de
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transduccion en donde participa la PKC, esta también involucrada en la
metamorfosis de estos organismos (Yamamoto et al., 1995).

En el erizo de mar se desconoce si la sefial inductora de la
metamorfosis es recibida por alguna region particular de la larva. Se
desconoce también, hasta donde existe participacion de celulas nerviosas
sensoriales del epitelio. En forma general, se presupone que el sistema
nervioso media la activacion de la metamorfosis en larvas de diversos
invertebrados marinos. En forma particular, existe cierta evidencia
circunstancial, de que el sistema nervioso recibe vy regula el estimulo
metamorfico en larvas de equinoideos (Burke,1983). Por otra parte, algunos
trabajos apuntan hacia la participacion de todo el sistema nervioso de las
larvas, como es el caso del molusco Adalaria proxima (Todd et al., 1991) o de
regiones especificas, como en el abuldn rojo Haliotis rufescens, donde ha
sido reportado que receptores de lisina en los cilios del velo de la larva
pueden estar asociados a proteinas G (Baxter y Morse, 1992). La
organizacion mas simple de los tejidos de la larva en cnidarios facilita la
posibilidad de que la conduccion del estimulo metamérfico se lleve a cabo a
través de todo el epitelio en hidrozoarios (Freemann y Ridgway, 1990). Otros
autores proponen que la activacion de la metamorfosis en la larva de

Hidractinia echinata tiene lugar en algunas células de la parte anterior del
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organismo (Leitz y Klingmann, 1990). Lo anterior como resultado de la
activacion de la PKC, la cual directa o indirectamente permite el cierre de los
canales de K* (Leitz y Klingmann, 1990).

En forma similar, la induccién al asentamiento y metamorfosis en el
poliqueto Capitella con hormona juvenil y metil farnesoato (MF) se sugiere
que activan la ruta de la PKC y la subsecuente modulacion de canales de
calcio y potasio (Biggers y Laufer, 1999). Otros resultados indican que los
canales de calcio dependientes de voltaje pueden jugar un papel en la
metamorfosis del braquidpodo Terebratalia transversa (Freeman, 1993).

Al igual que en otros organismos, la activacion del flujo idnico
mediante canales en la membrana celular pudo haber sido independiente de
la participacion de receptores asociados a proteinas G durante la
metamorfosis del erizo de mar. Asimismo, los resultados del presente estudio
no permiten determinar la independencia entre receptores acoplados a
proteinas G y la ruta de transduccion que involucra la activacion de la PKC.
Por otra parte, se ha documentado, que en diversas especies, existen rutas
de transduccion que son necesarias, pero no suficientes para la activacion de
la metamorfosis (Leitz, 1998). Situaciones similares pueden ocurrir durante la
induccion a la metamorfosis del erizo de mar, en donde, la participacion de

canales de calcio puede ser una condicion necesaria, mas no suficiente para
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la activacion de la metamorfosis. La existencia de dos rutas separadas, una
reguladora y otra inductora, que se activan en forma independiente, ha sido
documentada en larvas de Haliotis rufescens por (Baxter y Morse, 1987).
Estos autores mostraron que la ruta reguladora opera independientemente a
través de la cascada de receptores asociados a proteinas Gy diacilglicerol.
Esta ruta reguladora es controlada por receptores quimiosensoriales
especificos para la lisina y sus analogos y la sefial es transducida por un
receptor asociado a proteinas G (Baxter y Morse, 1987).

Por otra parte, se observé una respuesta diferencial entre las especies
de erizo al inhibidor de proteinas G Guanosine. Esta respuesta diferencial al
inhibidor mencionado de receptores asociados a proteina G, puede ser una
respuesta especie especifica. La respuesta especie especifica, a inductores
artificiales ha sido reportada para diversas especies de poliquetos como
Phragmatopoma spp. (Pawlik, 1990) e Hydroides elegans (Carpizo-ltuarte y
Hadfield, 1998) y equinodermos como Strongylocentrotus droebachensis y
Echinarachnius parma (Pearce y Scheibling, 1994).

E| efecto minimo de los inductores de proteinas G utilizados en el
presente trabajo para inducir la metamorfosis del erizo, tiene que ser tomado
con precaucion, ya que no es posible verificar en forma directa la accion que

presumiblemente llevan a cabo los diversos compuestos. Raimondi y Keough
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(1990) reportaron compuestos que no indujeron la metamorfosis en
hidrozoarios. Asimismo Holm et al., (1998), trabajaron con farmacos
inductores e inhibidores de proteinas G los cuales no tuvieron efecto en la
metamorfosis de H. elegans. Sin embargo no descartan la posibilidad de que
la sefial metamorfica puede ser transducida via las rutas AC/ cAMP o
PI/DAG/PKC. Todos estos resultados no permiten concluir de manera
contundente la participacién de las diversas rutas presumiblemente afectadas.
Lo anterior debido a que en todos los casos los experiemntos se realizaron
exponiendo a las larvas directamente a los compuestos. En estas condiciones
no es posible verificar si aspectos como la baja permeabilidad de los farmacos
en el epitelio larval, les impidiera activar las rutas en las que han sido
probados en células de vertebrados.

La interaccién de receptores asociados a proteinas G con la enzima
fosfolipasa de la membrana y la participacion de esta en |a activacion de PKC
ubican a esta enzima como un blanco para clarificar los eventos de
transduccion que ocurren durante la metamorfosis. Probar farmacos que
tengan como blanco de accion la fosfolipasa puede ser un elemento mas para
aclarar las rutas de transduccion que participan en la metamorfosis del erizo
de mar. En la misma forma, probar agonistas que nos permitan dilucidar

cuales son los receptores a los que se acoplan en la membrana celular y si
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éstos activan directamente los canales idnicos en las células blanco, es otro
paso que nos puede ayudar a clarificar la participacion de estas rutas en la
induccion a la metamorfosis de las larvas de erizo de mar.

Aunado a lo anterior, seria conveniente realizar observaciones continuas
sobre el comportamiento de las larvas al ser expuestas a los diferentes
farmacos, ya que esto puede ayudar a clarificar el comportamiento de las
mismas, en la presencia del farmaco antes de la evaluacion final, que
normalmente se realiza hasta las 24 h.

En el presente trabajo, la mayoria de los farmacos fueron utilizados con
erizo morado, por lo que se hace necesario trabajar los mismos farmacos en
erizo rojo, para verificar y comparar su efecto. Como se menciono
anteriormente diferencias especie especificas han sido detectadas ya para
algunos de ellos.

Finalmente, otras rutas de transduccion seguramente estan
involucradas durante la metamorfosis del erizo de mar. Hay autores que
proponen que la produccion de ON (xido nitrico) reprime el inicio de la
metamorfosis en el erizo Lytechinus pictus y que la respuesta sensorial a las
sefiales medioambientales reducen la produccion de ON y consecuentemente

cGMP para iniciar la metamorfosis (Bishop y Brandhorst, 2001).
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El papel del calcio en la metamorfosis es parte complementaria
en la busqueda de respuestas que ayudaran a resolver los eventos que
ocurren durante la metamorfosis del erizo de mar. Resultados iniciales indican
que el calcio participa durante la metamorfosis de éstos organismos (G.
Amador comunicacion personal. 110 /UABC).

Con la evidencia inicial de la participacion de la ruta de transduccion
que involucra a la PKC, se puede intentar en trabajos posteriores, buscar
evidencia bioquimica y molecular de la activacion de esta quinasa, de
manera que se pueda afirmar, con evidencia mas directa, la participacion de
la PKC durante la metamorfosis en el erizo de mar.

Los resultados de este trabajo contribuyen en la busqueda de la
participacion de varias rutas de transduccion durante la metamorfosis en el
erizo, ya que como se menciono anteriormente, diversas rutas han sido
involucradas. La compleja respuesta de la metamorfosis de la larva de erizo
de mar, tanto espacial como temporalmente pronostican interacciones

moleculares todavia por aclarar.
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7.- CONCLUSIONES

Las larvas de S. purpuratus y S. franciscanus respondieron a los

inductores de PKC y proteinas G.

Se sugiere la participacion del sistema del inositol trisfosfato/
diacylglycerol /PKC (InP3/ DAG/ PKC), asi como de receptores
asociados a proteinas G en la induccion a la metamorfosis de los

erizos de mar S. purpuratus 'y S. franciscanus.

Se observé una respuesta diferencial entre las especies de erizo de

mar analizadas al inhibidor de proteinas G Guanosine.

Los resultados de este trabajo contribuyen en la busqueda de la

participacion de varias rutas de transduccion durante la

metamorfosis en las especies de erizo de mar estudiadas.
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9.- ANEXO
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Tabla Ill.- Prueba de contrastes de Tukey del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con el farmaco TPA a diferentes
concentraciones( 10°, 107, 108, 10° M). AME =agua de mar esterilizada.
DMSO =solvente del farmaco. KCI = solucion cloruro de potasio 0.1 M. S
=significativo. NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
107 Vs AME S
10”7 Vs DMSO S
10™ Vs 107 NS
107 Vs 107 NS
107 Vs 10”7 NS
10”7 Vs KClI NS
KCI Vs AME S
KCIl Vs DMSO S
KCI'Vs 10° NS
KCI Vs 10 NS
KCI Vs 107 NS
10" Vs AME S
10" Vs DMSO S
10" Vs 10° NS
107 Vs 107 NS
10° Vs AME S
10° Vs DMSO S

50



Tabla IV.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Indolactam V a diferentes concentraciones
(107, 10®, 10° M ). AME =agua de mar esterilizada. DMSO =solvente del
farmaco. KCI = solucién cloruro de potasio 0.1 M. S =significativo. NS =no

significativo.
TUKEY P<0.05
KCI Vs AME S
KCI Vs DMSO S
KCI Vs 107 NS
KCI Vs 10° NS
KCI Vs 107 NS
10™ Vs AME S
10™ Vs DMSO S
107 Vs 107 NS
107 Vs 107 NS
10 Vs AME S
10° Vs DMSO S
107 Vs 10”7 NS
10" Vs AME S
10" Vs DMSO S
DMSO Vs AME NS
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Tabla V.- Prueba de contrastes de Dunn's, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Didecanoyl a diferentes concentraciones
(10,10, 107, 10° M ). AME =agua de mar esterilizada. DMSO =solvente del
farmaco. KCI = solucién cloruro de potasio 0.1 M. S =significativo. NS =no

significativo.
TUKEY P<0.05
KCI Vs DMSO S
KCI Vs AME S
10™ Vs KCl S
10™ Vs KCI S
107" Vs KClI S
10™ Vs KClI S
10~ Vs DMSO NS
10 Vs AME NS
107 Vs 10” NS
10” Vs 10° NS
107 Vs 107 NS
10" Vs DMSO NS
10" Vs AME NS
107 Vs 107 NS
10" Vs 10° NS
10 Vs DMSO NS
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Tabla VI.- Prueba de contrastes de Tukey,
metamorfosis del erizo rojo con Didecanoyl a diferentes concentraciones  (

del experimento de induccién a la

10°,

10, 107, 10° M ). AME =agua de mar esterilizada. DMSO =solvente del
farmaco. KCI = solucién cloruro de potasio 0.1 M. S =significativo. NS =no

significativo.

TUKEY P<0.05

KCI Vs DMSO S
10" Vs KClI S
KCI Vs AME S
10° Vs KCI S
10™ Vs KClI S
10™ Vs KCI S
10” Vs DMSO NS
107 Vs 10” NS
10° Vs AME NS
10” Vs 10™ NS
107 Vs 107 NS
10” Vs DMSO NS
10" Vs 107 NS
107 Vs AME NS
10% Vs 10° NS
10™ Vs DMSO NS
10™ Vs 10”
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Tabla VII.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a Ig]
metamorfosis del erizo morado con K 252a a diferentes concentraciones (107,
10° M ). AME =agua de mar esterilizada. DMSO =solvente del farmaco. KCI =

solucion cloruro de potasio 0.1 M. S =significativo. NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
KCI Vs AME S
KCI Vs DMSO S
10 Vs KClI NS
107 Vs KClI NS
10° Vs DMSO S
10° Vs AME S
10° Vs 107 NS
107 Vs AME S
10” Vs DMSO S
AME Vs DMSO NS
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Tabla VIII.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Bisindolymaleimide a diferentes
concentraciones (10, 107, 10% 10° 10" M. AME =agua de mar
esterilizada. DMSO =solvente del farmaco. KCI = solucion cloruro de potasio
0.1 M. S =significativo. NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
10° Vs AME S
10° Vs DMSO S
10° Vs 107" NS
10° Vs 10™ NS
10° Vs 107 NS
10° Vs 10° NS
10™ Vs KCI NS
KCI Vs AME S
KCIVs DMSO S
KCIVs 107 NS
KCI'Vs 107 NS
KCI Vs 107 NS
KCI Vs 10° NS
10 Vs AME S
10 Vs DMSO S
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Tabla IX.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Mastoparan a diferentes concentraciones
(10°, 10°, 10% 10" M ). AME =agua de mar esterilizada. AD =agua
desionizada, solvente del farmaco. KCI = solucién cloruro de potasio 0.1 M. S
=significativo. NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
KCI Vs AME S
KCI Vs AD S
KCI Vs 107 S
KClVs 10® S
10 Vs KCl S
10™ Vs KCI 8
10® Vs AME S
10 Vs AD NS
10° Vs 10° NS
10° Vs 10® NS
10° Vs 1077 NS
10" Vs AME NS
10" Vs AD NS
10" Vs 10° NS
10" Vs 10 NS
10° Vs AME NS
10 Vs AD NS
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Tabla X.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Guanilyl a diferentes concentraciones (10
. AME =agua de mar esterilizada. AD =solvente del
0.1 M. S =significativo. NS =no

3.10* 10, 10° M)
farmaco. KCI = solucion cloruro de potasio

significativo.
TUKEY P<0.05
KCI Vs AME S
KCI Vs 10° S
KCIVs 107 S
KCI'Vs AD S
10® Vs KCl S
10" Vs KCI S
10" Vs AME NS
107 Vs 10° NS
107 Vs 107 NS
10 Vs AD NS
107 Vs 107 NS
10 Vs AME NS
10° Vs 10° NS
10° Vs 107 NS
10” Vs AD NS
AD Vs AME NS
AD Vs 10° NS
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Tabla Xl.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la

metamorfosis del erizo rojo con Guanilyl a diferentes concentraciones

(107,

10, 10, 10® M ). AME =agua de mar esterilizada. AD = agua desionizada,
solvente del farmaco. KCI = solucién cloruro de potasiol 0.1 M, S =significativo.

NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
KCI Vs AD S
10™ Vs KCI S
KClIVs 10™ S
KCl Vs 10° S
KCI Vs AME S
10™ Vs KCI S
10" Vs AD NS
10° Vs 10™ NS
10 Vs 107 NS
10> Vs 10° NS
10 Vs AME NS
AME Vs AD NS
AME Vs 10 NS
AME Vs 10° NS
AME Vs 10° NS
10° Vs AD NS
10° Vs 10™ NS
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Tabla XlI.- Prueba de contrastes de Dunn's, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Suramin a diferentes concentraciones (107,
107, 5X10®, 10°°, 10° M ). AME =agua de mar esterilizada. DMSO =solvente del
farmaco. KCI| = solucién cloruro de potasio 0.1 M. S =significativo. NS =no

significativo.
TUKEY P<0.05
KCI Vs AME S
5X10° Vs KCI NS
10" Vs KCI NS
10™ Vs KCI NS
10° Vs KCI NS
10° Vs AME S
10° Vs 5X10° NS
10° Vs 10™ NS
10° Vs10® NS
10™ Vs AME S
10° Vs 5X10° NS
10® Vs 10™ NS
10" Vs AME S
10" Vs 5X10° NS
5X10™ Vs AME S
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Tabla XIII.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo morado con Guanosine a diferentes concentraciones
(10°,10°, 107, 10° M ). AME =agua de mar esterilizada. KCI = solucion cloruro
de potasio 0.1 M. S =significativo. NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
KCI Vs AME S
KCI Vs 10° S
107" Vs KCl NS
10° Vs KCl NS
10™ Vs KCl NS
10™ Vs AME S
107 Vs 107 NS
10” Vs 107 NS
10 Vs 107 NS
AME Vs 10® S
10 Vs 10° NS
10 Vs 107 NS
10" Vs AME 3]
10" Vs 107 NS
10 Vs AME S
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Tabla XIV.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion a la
metamorfosis del erizo rojo con Guanosine a diferentes concentraciones (107,
107, 10° M ). AME =agua de mar esterilizada. KCI = solucion cloruro de potasio
0.1 M. S =significativo. NS =no significativo.

TUKEY P<0.05
10" Vs AME S
10" Vs 107 NS
107 Vs KCl NS
107 Vs 107 NS
10” Vs AME S
107 Vs 107 NS
10” Vs KCl NS
KCI Vs AME S
10™ Vs KCl NS
10° Vs AME S
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