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RESUMEN 

 
El sistema de defensa inmunológico en los erizos de mar está conformado por 
células circundantes (celomocitos) y factores humorales con actividad lítica 
(péptidos y proteínas) contenidas en el fluido celómico (FC). La fagocitosis es 
uno de los mecanismos de defensa inmunológico mediada por los celomocitos 
que elimina agentes extraños a través de la generación de especies reactivas al 
oxígeno (ERO). Las ERO pueden alterar el estado redox-celular, causando 
posibles daños moleculares dependiendo de la capacidad antioxidante del FC. 
Para evaluar el sistema de defensa antioxidante en el FC del erizo E. lucunter 
se procedió a inocular, vía intra-membrana peristomial, tres cepas bacterianas 
vivas por separado: Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus y Microccocus 
lysodeikticus. Después de 16 h post-inyección se determinaron la actividad 
fagocítica (AF), producción de anión superóxido (●O2), actividad de las enzimas 
catalasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD), niveles de lipoperoxidación 
(LPO), grupo sulfhidrilos (-SH) y proteínas totales (PT). Adicionalmente, se 
estimó la capacidad de los organismos de enderezarse de la posición invertida 
y los cambios externos de la testa. La AF, CAT, producción de ●O2 y PT 
mostraron incrementos marcados, asociados significativamente en los 
organismos inoculados con las distintas bacterias. Los niveles de LPO, 
actividad de SOD y -SH no mostraron variaciones entre los organismos 
inoculados y no inoculados. El tiempo para voltearse es ligeramente reducido 
en algunos de los organismos inmunológicamente estimulados; mostrando a su 
vez un bajo porcentaje de pérdida y movimientos reducidos de sus espinas. El 
incremento significativo en la AF, producción de ●O2 y la concentración de PT 
en E. lucunter en presencia de estimulantes bacterianos vivos muestra la 
efectividad del sistema inmune, tanto celular como humoral. En adición, los 
datos indican que CAT juega un papel preponderante en el FC para evitar 
cambios en el estatus antioxidante que pudieran estar asociados al estadillo 
respiratorio de los celomocitos. La efectiva capacidad de respuesta antioxidante 
de E. lucunter en organismos inmuno-estimulados por bacterianas garantiza su 
sobrevivencia en el hábitat natural. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los equinodermos son invertebrados exclusivamente marinos que habitan en 

aguas poco profundas, y son considerados uno de los grupos más importantes 

en la estructura de las comunidades bentónicas, ocupando diferentes nichos 

ecológicos (Ruppert y Barnes, 1996). Uno de los grupos más representativos de 

este phyllum son los erizos de mar. Estos organismos se caracterizan por 

poseer forma globular o discoidal, carecen de brazos y de un esqueleto interno, 

están constituidos por numerosas placas calcáreas formando un caparazón en 

las que se encuentran las espinas móviles (Summers et al., 1993). 

 

El erizo negro Echinometra lucunter es una especie de relativa abundancia en 

la costa nororiental de Venezuela, desde las costas del estado Falcón hasta los 

estados Sucre y Nueva Esparta (Zoppi, 1967; Cruz-Motta, 2007)., la misma 

presenta potencialidades para el maricultivo debido a su rápido crecimiento, 

buena adaptación al cautiverio y cantidad de gónadas producidas en corto 

tiempo (Reyes-Luján et al., 2015). Además, se conoce que sus gónadas poseen 

altos niveles de proteínas, siendo considerado de alto valor bromatológico 

(Arzola, 2015). La condición fisiológica de los erizos podrían alterarse por 

infecciones inducidas por los microorganismo patógenos presentes en el agua 

de mar, limitando así las expectativas de cultivo y comercialización de la 

especie.  

 

Las enfermedades producidas por bacterias pueden regular las poblaciones de 

erizos, inclusive pueden provocar grandes mortandades (Gilles y Pearse, 1986; 

Carpenter, 1988). Tales microorganismos pueden ocasionar lesiones en las 

paredes de la testa de los erizos, pérdida de la pigmentación del epitelio, 

desprendimiento y crecimiento irregular en las puntas de las espinas, necrosis 

de tejidos musculares, dificultad en la alimentación y locomoción (Baer y Young, 

2000). Entre las anomalías externas más comunes identificadas se encuentran 

http://www.monografias.com/Salud/Nutricion/
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los cambios en la coloración de la testa, las mismas pueden variar entre 

verdosas, rojas o negras (Wang et al., 2012). Los géneros bacterianos 

frecuentemente aislados de áreas corporales de erizos lesionados son Vibrio, 

Aeromonas, Flavobacterium, Clostridium y Pseudomonas (Wang et al., 2013); 

estos microorganismos suelen ser comensales, pero presentan un alto potencial 

patógeno. Por lo general, los individuos más propensos a enfermarse son los 

que presentan signos de estrés asociado a una deficiencia inmunológica.  

 

Los erizos, así como otros invertebrados, no poseen un sistema inmune 

adaptativo, sino que dependen totalmente de las respuestas de inmunidad 

innata para la protección contra patógenos (Rendón y Balcázar, 2003; Antón y 

Salazar, 2009). La inmunidad en los erizos de mar está a cargo de diversos 

tipos de células denominadas celomocitos (fagocitos o amebocitos, granulocitos 

traslucidos, esférulas rojas y células vibrátiles) y sustancias bacteriolíticas 

contenidas en el fluido celómico (FC) (Hibino et al., 2006). Los celomocitos, 

además de actuar como respuestas inmunes celulares, participan en los 

procesos de excreción, locomoción, protección de las vísceras e inmunidad 

humoral (Tarima et al., 2007). 

 

El sistema inmunológico en los invertebrados marinos puede ser inducido 

mediante invasiones bacterianas en el medio natural o estimulado 

experimentalmente por inoculación de microorganismos, conllevando a 

incrementar la actividad de diversos agentes antibacterianos, número de 

celomocitos, encapsulación y la capacidad fagocítica (Bastidas, 2016). La 

primera línea de defensa celular contra la accion de microorganismos es la 

fagocitosis. Al igual que en vertebrados, durante la fagocitosis el agente extraño 

es englobado, internalizado y destruido dentro del celomocito, produciéndose 

un aumento en el consumo de oxígeno, fenómeno conocido como “estallido 

respiratorio” (Mydlarz et al., 2006).  

 

http://www.monografias.com/trabajos11/veref/veref.shtml
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Los procesos fagocíticos están ligados a la activación del sistema enzimático 

asociados a las membranas celulares, que catalizan la reducción del oxígeno 

molecular en anión superóxido (●O2), y este a su vez es convertido a peróxido 

de hidrógeno (H2O2) (Livingstone, 2001). El ●O2 también puede reaccionar con 

el óxido nítrico produciendo el peroxinitrilo (ONOO-). El H2O2 por acción de 

mieloperoxidasa en presencia de cloro (Cl-) puede generar el ácido hipocloroso; 

compuesto extremadamente tóxico. Otra ERO que es altamente reactiva es el 

radical hidroxilo (●OH); los efectos dañinos de este oxiradical ●OH en la célula 

son numerosos y afectan a todo tipo de biomoléculas, entre ellas destacan 

desnaturalización de las proteínas que conlleva a inactivación enzimática, 

daños en el ADN y peroxidación lipídica (Di Giulio et al., 1995). 

 

La sobreproducción de las ERO puede conducir a anomalías funcionales 

caracterisicas de estrés oxidativo, el cual se produce por un desbalance 

desfavorable entre las sustancias oxidantes y las defensas antioxidantes. Uno 

de los índices más frecuentemente utilizados para estimar el daño oxidativo es 

la determinación de la peroxidación lipídica. Este parámetro puede ser 

determinado espectrofotométricamente mediante la técnica de sustancias que 

reaccionan con el ácido tiobarbitúrico (TBARS), resultando como producto final 

el malondialdehído (MDA) (Rodríguez et al., 2001). 

 

El sistema de defensa antioxidante (SDAO) en los organismos aerobios está 

conformado por moléculas (enzimas y no enzimas), que  coordinan y protegen 

los riesgos que conlleva el daño oxidativo. Una de las enzimas de importancia 

dentro del SDAO es la superóxido dismutasa (SOD), una metaloproteína que 

tiene una amplia distribución en el organismo, la cual dismuta el oxígeno para 

formar peróxido de hidrógeno (H2O2) y su principal función es la protección 

contra el ●O2 (Halliwell y Gutteridge, 1999; Chihuailaf et al., 2002). 

Adicionalmente, la catalasa (CAT) es otra enzima  con funciones  antioxidantes, 
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encargada de degradar rápidamente al H2O2 hasta H2O y O2 (Goth y Pay, 

1996). 

 

Otras sustancias con potencialidades antioxidantes son las moléculas que 

contienen grupos tioles o sulfhidrilos (-SH); grupos funcionales que 

desempeñan un papel importante en los sistemas biológicos; actuando como 

agentes reductores u oxidantes, que participan en muchos aspectos 

determinates en la estructura y función de las proteínas. Los -SH presentan 

funciones relacionadas con los procesos de tiolación de proteínas, involucrando 

en la formación de mezclas de disulfuros entre el glutatión redicido (GSH) y 

residuos de cisteínas de cadenas polipeptídicas (Rubino et al., 2004)., jugando 

un papel importante en la estabilidad, en el plegamiento, en la unión de 

metales, en la catálisis enzimática y en la regulación de la actividad proteica, 

son químicamente activos, con baja masa molecular que actúan como 

antioxidantes endógenos y amortiguadores redox, siendo importantes en la 

homeostasis celular (González y Muñoz, 2003).  

 

Se ha demostrado la efectividad de las respuestas inmunológicas en erizos, 

tanto moleculares y celulares, estimulados por distintos antígenos de origen 

bacterianos (Dheilly, 2010; Dheilly et al., 2012; Bastida, 2016). Sin embargo, en 

los erizos no se conoce como actúan las defensas antioxidantes del FC en 

presencia de alta actividad fagocítica; condición que conlleva a una elevada 

producción de ●O2. En tal sentido, esta investigación evaluó la capacidad del 

sistema de defensa antioxidante, específicamente las actividades de las 

enzimas SOD y CAT, además de los niveles de grupos -SH, para evitar los 

posibles daños peroxidativos en lípidos en el FC de E. lucunter cuando es 

estimulado por distintas cepas bacterianas. Adicionalmente, se estimaron 

parámetros de condición fisiológica y de comportamiento por causas de 

infecciones bacterianas inoculadas experimentalmente. 
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METODOLOGÍA 

Organismos 

Los ejemplares de E. lucunter (con talla de 4 a 6 cm de diámetro) fueron 

colectados de manera manual a profundidades de 1 a 5 m en la Ensenada de 

Turpialito (10º 26’ 56’’ N, 64º 02’ 00” O). Esta localidad se encuentra situada a 3 

km al este de la ciudad de Cumaná, en la costa sur del golfo de Cariaco. La 

abundancia de E. lucunter en la zona es de 1,2 individuos por m2 (Reyes, 

2015). Los ejemplares fueron capturados (por buceo libre) sin distinguir su sexo 

ni etapa reproductiva. 

Manutención en el Laboratorio  

Los erizos fueron transportados en envases isotérmicos hasta el laboratorio y 

se colocaron en acuarios de 40 cm3, a razón de un organismo por cada 5 litros 

de agua de mar filtrada, con suficiente aireación, temperatura promedio del 

agua 25 ± 1°C; pH 7,9-8,1 y salinidad de 36 UPS. Los organismos fueron 

alimentados con una mezcla de macroalgas deshidratadas (Sargassum, 

Padina, Ulva). Los animales fueron alimentados diariamente y el agua de mar 

de los acuarios fue renovada cada dos días. Estas condiciones se mantuvieron 

durante una semana previo a los ensayos de inoculación. 

Ensayos de inoculación 

Cuatro grupos de erizos por separado, constituidos de 10 organismos cada uno, 

se les inyectaron, cuidadosamente dentro de la cavidad peristomial (entrada 

aboral), concentraciones conocidas de las siguientes bacterias: Escherichia coli, 

Vibrio parahaemolyticus y Microccocus lysodeikticus. Al primer y segundo 

grupo, se les inoculó 10 µl de una solución contentiva de ~1 x 108 células/ml de 

E. coli y V. parahaemolyticus, disueltas en agua de mar estéril. Ambas cepas 

obtenidas por dilución de 1:20 en un cultivo de infusión cerebro-corazón (BHI). 

Las cepas bacterianas fueron suministradas por el Laboratorio de Bacteriología 

del Hospital Universitario Antonio Patricio de Alcalá. 
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Al tercer grupo de animales se les inyectó 10 µl de una solución de M. 

lysodeikticus (SIGMA N°4698) (~1 x 108). Al grupo cuarto grupo de organismos 

se les inyectó el mismo volumen de agua de mar micro-filtrada y estéril 

(considerada solución salina). Adicionalmente, se tomó como grupo control a 

los organismos provenientes del campo no estresados por punción. Una vez 

inyectados cada uno de los organismos fueron devueltos a sus respectivos 

acuarios. La obtención del fluido celómico se realizó a las 16 horas post-

inyección.  

 

Obtención de fluido celómico (FC) 

Para ello, se insertó una aguja hipodérmica, previamente contentiva de 200 µl 

de agua de mar estéril y EDTA a 4 mmol/l. El volumen de FC obtenido dependió 

del tamaño del ejemplar analizado (~1 ml). El FC fue colocado en un tubo 

eppendorf en hielo y se adicionó 20 mmol/l Tris 0,5 mol/l de NaCl y 30 mmol/l 

de ácido etilendiami-tetracético (ISO-EDTA, pH 7,50) como solución 

anticoagulante (Matranga et al., 2006).  

 

Producción de anión superóxido 

Se mezclaron 100 µl de fluido celómico con 100 µl de NBT (2 mg/ml en agua de mar 

filtrada) incubando posteriormente en cámara oscura por una hora a temperatura 

ambiente. La formación de depósitos de formazán se detuvo añadiendo 100 µl de 

metanol. Se centrifugó a 3 000 g por 10 minutos. Los precipitados de formazán se 

lavaron dos veces con alcohol etílico 70,0% y se secaron al aire. Se disolvieron en una 

mezcla de 120 µl de KOH 2 mol/l y 140 µl dimetil-sulfóxido (DMSO). Se procedió a leer 

la absorbancia a 620 nm (Ballarin et al., 1994). 

 

Actividad fagocítica 

La actividad fagocítica de los celomocitos fue determinada mediante la 

reducción del azul de tetrazolium (NBT) a formazán (Cooper et al., 1995). 
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utilizando como antígeno un extracto no viable de la levadura Saccharomyces 

cerevisiae (zymozan). Se mezclaron 100 μl del extracto de zymozan (10 μg/ml) 

con 100 μl de suspensión de celomocitos (~6 x 105 cel/ml) del FC, y luego se 

incubó por 15 minutos. Posteriormente, se le agregó 100 μl de una solución de 

NBT (2 mg/ml) en buffer fosfato salino (BFS), se mezcló y se incubó por 24 

horas a 16ºC bajo oscuridad.  

La especificidad del método se probó agregando 50 μl (20 mg/ml BFS) de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD). Para extraer el formazán (producto de la 

reducción del NBT), se agregaron 200 μl de bromuro de hexadeciltrimetil-

amonio 0,1%, usado como agente antimicrobiano y surfactante (detergente), y 

400 μl de buffer fosfato 100 mmol/l pH 6,2. Seguido de un período de 

incubación de 3 horas a 37ºC y una centrifugación posterior a 2 000 g por 15 

minutos, se procedió a medir la absorbancia a 510 nm. Estas lecturas fueron 

comparadas con una curva patrón de formazán realizado con bromuro 3-(4,5-

dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium (Sigma-Aldrich Cat. M2128). Como 

control se cuantificó el formazán en FC incubado con NBT sin antígeno. Los 

resultados se expresaron en μg de formazán/ml. 

Análisis enzimáticos 

La actividad de las enzimas antioxidantes fue determinada en un 

espectrofotómetro Perkin-Elmer UV/VIS Lambda 2S, bajo condiciones de 

temperatura controlada a 260,5°C. Los ensayos enzimáticos se realizaron por 

triplicado en un volumen final de 1 ml. Las estimaciones de las actividades 

enzimáticas específicas (U/g de masa húmeda del tejido) se realizaron en el 

programa UV Winlab Lambda 25 bajo ambiente Windows.  

Catalasa 

La actividad de la enzima CAT se determinó por el descenso de la 

concentración del peróxido de hidrógeno (H2O2) a una longitud de onda de 240 

nm (Coeficiente de Extinción= 40 l cm/mmol). La mezcla de incubación estuvo 

constituida por buffer fosfato KH2PO4/K2PO4 50 mmol/l a pH 7,5 y H2O2 50 
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mmol/l. A la cubeta experimental de cuarzo, se le agregó 800 l de buffer fosfato 

y 50 l del extracto enzimático. Se mezcló rápidamente y se midió el cambio de 

absorbancia por 3 minutos. Se dio inicio a la reacción adicionando 150 l de 

H2O2 (Aebi, 1984). 

 

Superóxido dismutasa 

La actividad enzimática de la superóxido dismutasa (SOD, EC: 1.15.1.1) se 

determinó mediante la utilización de un Kit Bioxytech SOD-525 (SIGMA), el cual 

se fundamenta en la medición del incremento de la tasa de auto-oxidación del 

5,5,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-trihidrobenzo[c]fluoreno (TTF), mediado por la 

enzima SOD en solución acuosa alcalina, para producir un cromógeno con un 

máximo de absorbancia a 525 nm (Nebot et al., 1993).  

Para medir la actividad se le añadió a la cubeta experimental 900 μl de buffer, 

40 μl de fluido celómico, 30 μl de 1-metil-2-vinil-piridinium trifluorometa- 

nosulfonato en HCl, mezclado e incubado a 37 ºC por 1 minuto. Luego se 

agregó 30 μl TTF y se agitó nuevamente. Posteriormente se midió el cambio de 

absorbancia a 525 nm por 2 minutos. La actividad de SOD es definida como la 

actividad que dobla la tasa de autoxidación de la línea base (Vs/Vc=2). 

La relación entre el cociente Vs/Vc y la actividad de SOD es descrita por la 

siguiente ecuación: Vs/Vc= 1 + [SOD]/ α x [SOD] + β.  Donde Vs= tasa del 

contenido de SOD en la muestra, Vc= promedio de las muestras blancos 

(SOD=0), α= coeficiente experimental y β = coeficiente de unidades en SOD-

525. 

Grupos sulfhidrilos totales (-SH) 

La concentración de grupos sulfhidrilos totales se determinó por el método de 

Ellman (1958). En la cubeta experimental se añadieron 50 µl de fluido celómico, 

500 µl de ácido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), 250 µl de agua destilada, 

200 µl de buffer Tris y 50 µl de la muestra se incubó por 10 minutos a 
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temperatura ambiente. Luego se midió la absorbancia a 412 nm, contra un 

blanco constituido por todos los reactivos a excepción del extracto. Se usó al 

glutatión reducido (3 mmol/l) como estándar. 

 

Peroxidación de lípidos 

La peroxidación de lípidos fue estimada por el método de análisis de sustancias 

reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) siguiendo el protocolo estandarizado 

para bivalvos propuesto por Livingstone et al. (1990). Se tomaron 250 l de FC 

y se colocaron en baño de agua a 37ºC por 15 minutos. Al término de este 

tiempo, los mismos se retiraron del baño de agua y se colocaron en baño de 

hielo, adicionando a cada tubo 250 l de solución cromógena contentiva de 

ácido tricloroacético 12,5%, ácido clorhídrico 1 mol/l para detener la reacción, 

luego a cada tubo se le añadió 500 l ácido tiobarbitúrico al 1,0%, se agitaron 

los tubos  y se colocaron en baño de agua a 90°C con agitación constante por 

30 minutos. 

Posteriormente se retiraron del baño de agua y se colocaron nuevamente en 

baño de hielo para ser enfriados y luego centrifugados a 1 500 g por 10 minutos 

a 4ºC. El sobrenadante final se transfirió a la celda del espectrofotómetro para 

su medición a 532 nm, con un blanco constituido por todos los reactivos a 

excepción del extracto. La concentración de TBARS se calculó usando un 

coeficiente de extinción de 1,56 x 105 l cm/mmol. Los resultados son 

expresados en nmol de TBARS por mg de proteínas. 

Proteínas totales 

La concentración de proteínas se determinó por el método de Biuret. Se 

tomaron 0,8 ml de FC y 3 ml del reactivo de Biuret, se agitaron suavemente y se 

dejaron reposar por 20 minutos; luego se midió la absorbancia a 540 nm. Se 

contrastó con una curva patrón realizada con albúmina de suero de bovino (10 

mg/ml). Los resultados fueron expresados en miligramos por cada mililitro de 

FC (Robinson y Hogden, 1940). 
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Salud de los erizos 

El estado de salud de los erizos se determinó mediante el tiempo de 

recuperación de una posición invertida. Los erizos fueron colocados en posición 

invertida (boca arriba) en fondo del acuario. Se estimó el tiempo que tardó el 

organismo en voltearse para alcanzar su posición original (Tailor et al., 2014). 

Adicionalmente, en organismos sensibilizados se monitorio diariamente durante 

una semana algunos sintomas, tales como cambios de coloración, pérdidas de 

espinas, comportamientos anormales.  

Análisis Estadísticos 

Se calcularon los promedios y varianzas de todas las variables para cada uno 

de los grupos estudiados. Los resultados de los tratamientos en los grupos 

estudiados se compararon con los controles a través de un análisis de varianza 

de una vía. Se realizó un análisis de componentes principales entre los 

parámetros determinados Para los análisis estadísticos se empleó el programa 

estadístico Statgraphic Plus versión 5.1 en ambiente Windows. (Sokal y Rohlf, 

1981). 
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RESULTADOS 

En la figura 1 se muestran niveles de anión superóxido (●O2) en erizos 

inoculados con distintas cepas bacterianas y no inoculados, los mismos 

mostraron variación significativa entre los grupos experimentales (Fs=4,07; 

p<0,05). Los promedios más elevados de ●O2 fueron encontrados en los erizos 

inyectados E. coli y V. parahaemolyticus en contraste con el grupo control, 

inyectados con solución salina y M. lisodikticus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Niveles de anión superóxido (●O2) en fluido celómico del erizo E. 
lucunter inoculados con distintas cepas bacterianas. (*) El asterisco muestra 
diferencias significativas *p<0,05. (C) control, (E.c.) Escherichia coli, (M.c.) 
Microccocus lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) Vibrio 
parahaemolyticus 
 

En la figura 2 se muestra la actividad fagocítica de los celomocitos, estimada 

mediante los niveles de formazán, tanto en organismos aparentemente sanos 

(no inoculados), inoculados con solución salina e inyectados con las distintas 

bacterias. Se observó un incremento estadísticamente significativo en todos los 

erizos inyectados (Fs=7,14; p<0,05).  
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La mayor actividad de fagocitosis fue registrada en los erizos inyectados con V. 

parahaemolyticus (2,78 veces en contraste al control), seguidos por el grupo 

formado por los organismos inyectados con M. lysodeikticus y E. coli, inclusive 

los inyectados con solución salina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Niveles de formazán en fluido celómico del erizo E. lucunter 
inoculados con M. lysodeikticus, E.coli y V. parahaemolyticus. (*) El asterisco 
muestra diferencias significativas *p<0,05. (C) control, (E.c.) Escherichia coli, 
(M.c.) Microccocus lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) Vibrio 
parahaemolyticus 
 
 
La actividad de CAT mostró incrementos significativos en los organismos 

inoculados con las cepas bacterianas con respecto al control (Fs=5,13; p<0,05), 

no así en los organismos inyectados con solución salina y controles (Fig. 3). Se 

registraron los mayores promedios de CAT en los organismos inoculados con V. 

parahaemolyticus (4,39 veces) seguido de M. lysodeikticus (4,32 veces) y E. 

coli (2,77 veces) con respecto a los no inyectados. Los organismos inyectados 

con solución salina no mostraron diferencias con respecto al control. 

 

La enzima superóxido dismutasa (SOD) no evidenció cambios significativos en 

su actividad entre los organismos inoculados con cepas bacterianas y no 
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inoculados (Fig. 4); aunque sus mayores valores se registraron en los 

organismos inoculados con V. parahaemolyticus (Fs=1,25; p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Actividad de Catalasa (CAT) en fluido celómico del erizo E. lucunter 
inoculados con distintas cepas bacterianas (control, solución salina, M. 
lysodeikticus, E.coli y V. parahaemolyticus). (*) El asterisco muestra diferencias 
significativas p<0,05. (C) control, (E.c.) Escherichia coli, (M.c.) Microccocus 
lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) Vibrio parahaemolyticus 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Actidad de superóxido dismutasa (SOD) en fluido celómico del erizo E. 
lucunter inoculados con distintas cepas bacterianas. (C) control, (E.c.) 
Escherichia coli, (M.c.) Microccocus lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) 
Vibrio parahaemolyticus 
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Los niveles de grupos tioles (-SH) en el fluido celómico de los organismos 

aparentemente sanos e inoculados con las distintas bacterias no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas entre grupos (Fs=077; p>0,05). Los 

promedios en los niveles de los grupos -SH en los organismos experimentales 

oscilaron entre 11,26 a 17,23 mmol de –SH/ml (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

Figura 5. Niveles de grupos sulfhidrilos totales en fluido celómico del erizo E. 
lucunter inoculados con distintas cepas bacterianas. (C) control, (E.c.) 
Escherichia coli, (M.c.) Microccocus lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) 
Vibrio parahaemolyticus 
 
 

En la figura 6 se muestran los niveles de peroxidación lipídica, estimada 

mediante la producción de sustancias que reaccionan al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). No fueron evidenciadas diferencias significativas entre los 

organismos experimentales (Fs=0,84; p>0,05); aunque se observaron los 

mayores promedios en los erizos inyectados con M. lysodeikticus y V. 

parahaemolyticus. 
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Figura 6. Concentraciones de sustancias que reaccionan al ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) en fluido celómico del erizo E. lucunter inoculados con distintas cepas 
bacterianas. (C) control, (E.c.) Escherichia coli, (M.c.) Microccocus 
lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) Vibrio parahaemolyticus 
 
En la figura 7 se muestran los niveles de proteínas totales por mililitro de fluido 

celómico en erizos estimulados con bacterias y controles. Los resultados 

indican diferencias estadísticamente significativas, en especial en los 

organismos inyectados V. parahemolyticus los cuales obtuvieron los mayores 

promedios, seguido por E. coli. , M. lysodeikticus presentó promedios similares 

al grupo control y al grupo inyectado con solución salina. 

 

El tiempo de recuperación de posición invertida es un indicador de la salud de 

los erizos, existiendo mucha variabilidad en los datos, obteniéndose poca 

diferencia entre los organismos inoculados con las distintas cepas bacterianas y 

los no inoculados (Fs=1,42; p=0,26). El tiempo más reducido fue observado en 

los organismos controles (<40 s). Los organismos inoculados presentaron 

promedios entre 60 a 120 s (Fig. 8). 
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Figura 7. Concentración de proteínas (PT) en fluido celómico del erizo E. 
lucunter inoculados con distintas cepas bacterianas. (C) control, (E.c.) 
Escherichia coli, (M.c.) Microccocus lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) 
Vibrio parahaemolyticus. (*) El asterisco muestra diferencias significativas 
p<0,05. 
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Tiempo de recuperación invertida E. lucunter inoculados con distintas 
cepas bacterianas, grupo control y solución salina. (C) control, (E.c.) 
Escherichia coli, (M.c.) Microccocus lysodeikticus, (S.s.) solución salina y (V.p.) 
Vibrio parahaemolyticus. 
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El análisis de componentes principales (ACP) en fluido celómico del erizo E. 

lucunter inoculados con distintas cepas bacterianas mostró que las variables 

estimadas explican el 85,73% de la variabilidad de los datos. Donde se puede 

observar asociaciones lineales entre fagocitosis, ●O2, CAT y los niveles 

proteínas totales.  

 

Figura 9. Análisis de componentes principales en fluido celómico del erizo E. 
lucunter inoculados con distintas cepas bacterianas.  
 

Los organismos inoculados con bacterias no muestran síntomas externos 

evidentes con respecto a los organismos controles. En la tabla 1 se muestran 

solo un 1-10 % de fragilidad o pérdidas de espinas de los individuos enfermos. 

En los organismos inyectados con M. lysodeikticus, E. coli y V. 

parahaemolyticus se observaron entre una frecuencia del 30 al 35 % de los 

organismos con dobleces o pérdidas significativas de espinas (1 al 10 % en su 

testa). Sin embargo, se evidenciaron movimientos de espinas normales, 

coloración normal de la testa (negruzca-morada), estimulación oral, movimiento 

del tubos digestivos y coloración del fluido celómico (con tonos entre rosado 

.
O2 



18 
 

claro a oscuro) entre los organismos controles e inyectados. No fueron 

observados desoves aparentes en el agua del acuario.  

 

 
 
 
Tabla 1. Porcentajes de erizos infectados y síntomas en organismos inyectados 
con solución salina (SS), Microccocus lysodeikticus (ML), Escherichia coli (EC) 
y de Vibrio parahaemolyticus (VP). Control (C). Respuesta positiva (+), 
intrermedia (+/-) y negativa (-). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 C S.S. ML EC VP 

Organismos 
con Espinas 
perdidas 

 
0% 

 
0% 

 
30% 

 
35% 

 
40% 

Movimiento 
de espinas 

+ + + + + 

Coloración 
de la testa 

Normal Normal Normal Normal Normal 

Estimulación 
oral 

+ + + + + 

Movimiento 
del tubo 

+ + + + + 

Desove 0% 0% 0% 0% 0% 

Coloración 
del fluido 
celómico 

Caracterí
stico  

Caracterí
stico  

Característi
co  

Caracterí
stico  

Caracterí
stico  
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DISCUSIÓN 

 

El incremento significativo en la actividad fagocítica demuestra la capacidad de 

respuesta inmunológica celular de E. lucunter en presencia de invasiones 

bacterianas. Se demostró el estallido oxidativo de los celomocitos en presencia 

de E. coli, V. parahaemolyticus y M. lysodeikticus, fundamentado con el 

incremento de la disponibilidad del anión superóxido (●O2) y de peróxido de 

hidrógeno (H2O2), como mecanismo de defensa bajo inmuno-estimulación 

bacteriana. Con esto se evidenció la activación de los sistemas bioquímicos 

antimicrobianos que resultan en la formación de ERO (Smith, 2012). El ●O2 

tiene un rol preponderante como sustancia de acción bactericida, detalles que 

han sido demostrado de igual manera en hemocitos de moluscos-bivalvos 

(Donaghy et al., 2012). En este caso, el incremento en la formación de ●O2, 

junto a la capacidad de fagocitosis, representan la típica respuesta de estallido 

respiratorio en los celomocitos, al igual que ocurre en las células blancas de 

mamíferos.  

Al parecer, al igual que en mamíferos, la formación de las ERO (●O2 y H2O2) en 

inevertebrados es mediada por la enzima NADPH oxidasa contenida en las 

membranas de las células fagocitarias (Pipe, 1992; Buggé et al., 2006; Donaghy 

et al., 2012). Similarmente, en camarones y moluscos, se ha demostrado la 

producción de intermediarios reactivos del oxígeno (●O2 y H2O2) en células 

fagociticas de organismos estimulados por bacterias (Roch, 1999; Campa-

Cordova et al., 2002). Con estos detalles se fundamenta la efectividad de las 

defensas inmunes en E. lucunter, y su accionar mediante el estadillo 

respiratorio de los celomocitos en contra invasiones bacterianas inducidas 

experimentalmente. 

La estimulacion de las respuestas del sistema inmunológico celular y humoral 

en E. lucunter estimulado con bacterias vivas, ha sido evidenciado en el erizo 

verdi-blanco L. variegatus (Bastidas, 2016). Es así como en condiciones 
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metabólicas normales, existe un balance entre los eventos oxidativos, tales 

como la producción de ERO y los sistemas de defensa antioxidantes 

(barredores de radicales libres), que permite el mantenimiento de la 

homeostasis celular (Calderón, 2005). En un estudio realizado por Yen y Chen 

(2008) se reportó incrementos en el número de celomocitos circundantes en el 

fluido celómico en el camarón Litopenaus vannamei estimulado con distintos 

antígenos (durante 24 a 48 horas); de igual forma se demostró un aumento en 

la actividad fagocítica, acción de fenoloxidasas y estallido respiratorio; estos 

autores observaron que tal estímulo permitió la resistencia de los organismos 

contra una cepa de Vibrio alginolyticus.  

Cuando la fagocitosis es un proceso activo, las ERO pueden sobrepasar la 

capacidad de las defensas antioxidantes produciendo desequilibrios 

moleculares (Dolmatova et al., 2003; Majeske et al., 2013). El daño molecular 

especialmente a los lípidos de membranas depende de la acción de las 

defensas antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas. En este estudio, una 

actividad fagocítica elevada en E. lucunter fue asociado con un incremento de la 

actividad de la CAT. Posiblemente se deba a la producción y posterior 

utilización de H2O2 como agente bactericida; el cual sirve de sustrato de CAT 

para ser transformado a sustancias más inocuas. 

La actividad de CAT en E. lucunter sometido a la estimulación bacteriana evita 

que los posibles incrementos de los niveles de TBARS inducidos por las ERO. 

CAT puede mantener en concentraciones fisiológicamente estables al H2O2, 

descomponiéndolo en 2H2O y O2, limitando así, la sobreproducción de radicales 

libres de alta toxicidad, tal como ●OH (Storey, 1996). Beaumont (2010) muestra 

que los mayores promedios de lípidos peroxidados y daños a proteínas en el 

erizo Evechinus chloroticus estan asociados a un incremento de la producción 

de H2O2. Estos hallazgos fundamentan la acción antioxidante de CAT para 

evitar la propagación del daño oxidativo, especialmente en las membranas de 

los celomocitos de E. lucunter sencibilizados con las cepas de bacterias.  
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A pesar de la formación intracelular de ●O2 en organismos inmuno-estimulados, 

la actividad de SOD no presentó variación. Posiblemente, la actividad de la 

SOD es suficiente para barrer ●O2, transformándolo a H2O2, que a su vez es 

removido por la CAT. En crustáceos, se ha demostrado la capacidad 

removedora de ●O2 por parte de la SOD (Holmblad y Söderhäll, 1999). En otros 

estudios realizados con el holoturio E. fradatrix se demostró la producción de 

●O2, junto a SOD, en amebocitos en presencia de tanto de la toxina como de la 

bacteria Yersinia pseudotuberculosis incubados por 24 horas (Dolmatova et al., 

2003).  

En el erizo Paracentrotus lividus sensibilizados con pro-bióticos Lactobacillus 

paracasei, un recombinante de la misma especie y Saccharomyces cerevisiae 

(zymozán A), se ha observado que pueden incrementar las respuestas inmunes 

tales como la actividad de lisozimas y producción de óxido nítrico (NO). De la 

misma manera, en P. lividus se ha demostrado que la aplicación de zymozán A 

y organismos infectados con vibrios proveen efectos beneficiosos en la función 

inmune del organismo (Cipriano et al., 2016).  

Las proteínas en el fluido celómico de E. lucunter desempeñan un papel 

dominante en el metabolismo celular debido a su doble rol tanto estructural 

como funcional (actividad inmune). El aumento significativo en los niveles de 

proteínas totales en en fluido celomico de los erizos inmuno-estimulados con las 

distintos microorganismos forma parte de las respuestas inespecíficas inmuno-

modulatorias de E. lucunter. Parece ser una respuesta común que las proteínas 

y algunos péptidos en el fluido celómico son de relativa abundancia cuando los 

erizos son invadidos por microbios. Dheilly (2010) observó inducción en las 

proteínas de estrés y desintoxicadoras en Strongylocentrotus purpuratus 

inyectado con lipopolisacáridos (LPS) bacterianos.  

Un posible incremento del número de celomocitos en el fluido celómico puede 

contribuir al resultado de los niveles de proteínas. Una de las proteínas más 

abundantes dentro de los celomocitos es la actina del citoesqueleto; La cual 
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permite el movimiento ameboideo y la formación de pseudópodos, pudiendo 

migrar activamente desde el tejido conectivo peristomial de la cavidad celómica 

a los sitios de invasión o daño (Brockton et al., 2008). También se ha señalado 

que la vitelogenina en celomocitos puede incrementar, exhibiendo actividad 

celomo-aglutinante y antibacterial. Esta proteína está localizada en los 

granulocitos no coloreados que la descargan al fluido celómico en respuesta a 

una situación de estrés (Cervello et al., 1994).  

El sistema inmune en E. lucunter fue estimulado similarmente por las tres cepas 

bacterianas, demostrando así la inespecificidad de la respuesta. De  igual 

manera, se ha demostrado la misma acción inespecífica en L. variegatus 

(Bastidas, 2016) y P. lividus (Dheilly, 2010). Estas investigaciones sugieren que 

las respuestas inmunológicas tempranas no difieren en organismos inyectados 

con lipopolisacáridos, bacterias y solución salina, sugiriendo que los 

mecanismos inmunes también responden al trauma experimental.  

Se conoce que los lipopolisacaridos (LPS) contentivos en la membrana exterior 

de las bacterias, especialmente Gram negativas, son los más potentes 

estimuladores para el sistema inmune innato en erizos (Beutler y Rietschel, 

2003), (Shao et al., 2015), tal como es el caso de V. parahemoliticus.  En las 

bacterias existen ciertas proteínas de reconocimiento, las mismas forman partes 

de patrones de identificación moleculares, por ejemplo, las proteínas 185/333. 

Estos patrones han sido localizados en fagocitos filopodiales, amebocitos 

asociados al intestino y las esférulas no coloreadas (Majeske et al., 2013) 

Los niveles de tioles totales (–SH) no mostraron variabilidad en el fluido 

celómico de los organismos aparentemente sanos e inoculados con las distintas 

cepas bacterianas. Posiblemente la acción de CAT como enzima antioxidante, 

es suficiente para regular la producción de ERO en el fluido celómico. No 

obstante, en la mayoría de los sistema celulares, uno de los tioles con mayor 

capacidad antioxidante es el glutatión reducido (GSH) (Dale y Russo, 1988; 

Van-Laer et al., 2013). GSH es la principal protagonista en la destrucción de 
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intermediarios de ERO, cumpliendo una serie de funciones como mantener el 

balance redox en las células, protegiéndola del estrés oxidativo (Lawrence y 

Balzhin, 1998). Este tiol de baja masa molecular actúa como antioxidante 

endógeno y amortiguador redox, siendo importante en la homeostasis celular. 

La capacidad de los erizos de recuperación de su posición invertida demostró 

que su condición física no es afectada por la invasión bacteriana ni por el 

estímulo del trauma post-inyección. Esto garantiza su defensa contra los 

depredadores en organismos sensbilazados, puesto que esta habilidad 

constituye una estrategia para su sobrevivencia en el medio natural. Este tipo 

de respuesta anatómica ha sido comúnmente usada como marcador de salud 

en erizos expuestos a sustancias contaminantes (Raposo, 2017), genotóxicos 

(Canty et al., 2009) e infecciones bacterianas (Bastidas, 2016).  

Asimismo, pocos síntomas de infección fueron hallados en organismos 

estimulados por bacterias. Aunque, solo de 1 a 10 % presentaron algunos de 

estos síntomas eventuales tales como cambios de coloración, lesiones en la 

testa, pérdidas de espinas. Casi la totalidad de los organismos infectados  

permanecieron en condiciones óptimas aparentes. Asumiendo que E. lucunter 

puede tolerar altas concentraciones de inóculos bacteriales. Esta capacidad le 

confieren la habilidad de sobrevivencia a medios impactacdos por 

entorobacterias.  

El sistema inmune y antioxidante de E. lucunter puede garantizar la resistencia 

de estos organismos a infecciones bacterianas en el medio. De allí, que en su 

hábitat natural existe poca frecuencia de evidencias de síntomas de afecciones 

o enfermedades provocadas por microorganismos. Se presume que estas 

ventajas permiten que la especie sea abundante y pueda desplazar a otras 

especies similares en los ecosistemas coralinos en el golfo de Cariaco. Aunque, 

se ha observado mortandades en otras especies de erizos producidas por 

bacterias en otras latitudes (Watts et al., 2007). En Curazao, fue reportada una 

alta mortalidad del erizo Meona ventricosa (Nagelkerken et al., 1999) 
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caracterizada por una progresiva pérdida de espinas y posterior muerte, 

provocada por bacterias gran negativas del género Pseudoalteromonas, el cual 

produce tetradoxina. Adicionalmente, estos autores indujeron 

experimentalmente tal infección en L. variegatus con una de las bacterías 

aisladas resultando en síntomas similares.  

Los incrementos de la actividad fagocítica, producción de ●O2, la actividad 

antioxidante de CAT y niveles de proteínas en el fluido celómico del erizo negro 

E. lucunter inmuno-estimulado por inoculación bacteriana son el reflejo de los 

mecanismos de respuesta del organismo ante la invasión de patógenos o 

cuerpos extraños. Adicionalmente, se demuestró la capacidad de las defensas 

antioxidantes para evitar lipoperoxidación en las membranas de los 

celomocitos, y su acoplamiento con las repuestas inmunológicas en el estallido 

oxidativo. El sistema inmunológico celular (actividad fagocítica-●O2), humoral 

(niveles de proteínas) y el sistema antioxidante enzimático (CAT) muestran ser 

respuestas relevantes, las cuales pueden garantizan la sobrevivencia de los 

organismos en presencia de invasiones bacterianas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

CONCLUSIONES 

El aumento significativo de la actividad fagocítica, la producción de ●O2 y niveles 

de proteínas totales en los organismos inyectados con las diferentes cepas 

bacterianas nos indican la efectividad del sistema de defensa celular y humoral 

en Echinometra lucunter ante la invasión de microorganismos. 

El aumento en la enzima CAT deja mostrar el papel preponderante como 

barredor de peróxidos en fluido celómico bajo una intensa actividad fagocítica 

(estallido celular), evidenciado la aceleración del sistema antioxidante 

enzimático para evitar daño lipoperoxidativo. 

No se observaron daños oxidativos en los lípidos (LPO), cambios en la actividad 

en la enzima SOD ni variación en los niveles de grupos –SH por sensiilización 

bacterial en el fluido celómico de E. lucunter. 

El tiempo para voltearse es ligeramente alterado en algunos de los organismos 

bacterio-estimulados, los cuales coinciden con pérdida y movimiento reducido 

de sus espinas. 
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