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Glosario

proFO (proPO)*

FO (PO)*

EApFO (AEpPO)*

SLH (HLS)*
LPS

BGBP

GRR
L-DOPA
SIC (SSS)*
SDS

NaCl

STI

EDTA

CIBNOR

Profenol oxidasa

Fenoloxidasa

Enzima activadora de |a profenoloxidasa
Sobrenadante de Lisado de hemocitos
Lipopolisacarido

proteina que une beta glucanos
(Beta giucan binding protein).

Globulos rojos de raton

L-3,4 Dihidroxifenilalanina
Solucién isoténica para camaron
Dodecii sulfato de sodio
Clorure de sodio

Inhibidor de tripsina
(Soybean trypsin inhibitor)

Acido etilen diamino tetracético

Centro de Investigaciones Biolégicas del
Noroeste

: . RPM \,
Unidades de fuerza centrifuga: g =1.12r 1000

Donde: r = Radio del rotor en mm
RPM= Revoluciones por minuto.

*: Los paréntesis indican las abreviaciones en inglés
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Resumen

El sistema proFO ha sido encontrado en
el plasmay los hemocitos de insectos. En
crustaceos, e sistema proFO solamente
se ha detectado en € interior de los
hemocitos, |o cual ha sido confirmado en
el presente estudio. Adicionamente, se
encontrd que la fuerza mecanica, como la
centrifugacion a 800 g, pero no la turbu-
lencia producida por la aguja durante la
toma de hemolinfa, causo la liberacion
del sistema proFO a plasma

El uso de amortiguador de cacodilatos,
conteniendo menores concentraciones de
sal que las existentes en el plasma de los
camarones, provoco la liberacion de la
proFO sin rompimiento celular, lo cua se
comprobO por microscopia. La mayor
concentracion de proFO (100 %) se
liberé cuando se incubaron los hemocitos
en amortiguador de cacodilatos sin NaCl,
mientras que la menor concentracion
(8 %), se liberd cuandos e incubaron las
células en amortiguador de cacodilatos
coteniendo NaCl entre 400 y 500 mM.

La proFO y la enzima activadora
(EApFO) pudo ser obtenida en forma
establea partir de los hemocitos, utilizan-
do amortiguador de cacodilatos sin calcio.
El uso de amortiguador de cacodilatos
conteniendo entre 5y 200 mM de calcio,
promovié la activacion de la proFO a
FO. Las sdes de magnesio y manganeso
fueron menos efectivas en la promocion
de esta activacion. Sin embargo. la

activacion por calcio se redujo por la
adicion de un inhibidor de tripsina (STI)
alasolucién, 1o que sugiere que el meca
nismo que involucra al calcio es cataliza-
do por laenzima activadora de la proFO.

El uso de amortiguador de cacodilatos
sin calcio y sin NaCl, y la centrifugacion
a 15,900 g, produjo mejores resultados
en comparacion con la técnica previa-
mente usada para producir SLH. El uso
de esta técnica permitid la obtencion de
proFO de manera mas facil, répida y
produjo muestras, probablemente con
menor concentracion de proteinas conta-
minantes no relacionadas con e sistema
proFO.

LaproFO del camardn café fué activada
por B-glucanos, pero no por LPS. La
activacion por glucanos fué dependiente
del nimero de lote y la concentracién del
reactivo. Algunas bacterias marinas y
levaduras marinas no activaron la proFO
libre de células.

La tripsina bovina. quimotripsina bovina
y la papaina activaron la proFO, demos-
trando que una via enzimética esta involu-
crada en la produccion de FO. Sin
embargo, se observo una via adicional
cuando se activo la proFO con etanol o
SDS aun en presenciade STI.

En un sistema dternativo, la proFO se
encontré en e sobrenadante cuando se
incubd una suspensiéon de hemocitos en
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SIC conteniendo B-glucanos, bacterias
marinas 0 levaduras marinas. Sin embargo,
los LPS no tuvieron e mismo efecto. La
FO libre de células promovio la capaci-
dad fagocitica de los hemocitos del cama-
ron café, siendo mayor el efecto producido

por la enzima cuando se obtuvo por
centrifugacion y activada con tripsina que
la FO obtenida por estimulacion de los

hemocitos por Bglucanos.
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Abstract

The proPO system has been found in
plasma and hemocytes of insects. In
crustaceans. the proPO has been found
only in the plasma cells. This has been
confirmed in the present study. Additio-
naly, it was found that mechanical force
such as centritigation above 800 g and
not the turbulence produced by the gauge
during the plasma sampling, promoted the
release Of proPO system to the plasma

Cacodylate buffer containing lower
concentration of salts than shrimp plasma
induced the release of the proPO without
cell membrane rupture. as confirmed by
microscopy. The higher concentration of
proPO ( 100%) was released when the
hemocytes was incubated in cacodylates
NaCl-free buffer. The lower concentration
of proPO (about 8%); was obtained by
incubating of the cellsin 400 to 500 mM
NaCl, cacodylates buffer.

It was possible to obtain the proPO and
the activating enzyme (EApPO) from the
hemocytes by using a calcium-free caco-
dylate buffer. Cacodylate buffer contain-
ing between 5 and 200 mM calcium
promoted the activation of the proPO to
PO. Magnesium and manganese salts were
less effkctive for activation of proPO to
PO. However. calcium activation was
reduced by adding STI to the solution,
suggestsing that a calcium mediated
mechanism is involved directly with the
proteinase activating enzyme.

The use of cacodylate calcium-free and
NaCl-free buffer and the centrifugation at
15,900 g produced better results, compared
to the technique previously used for
producing HLS. The latter technique to
obtain the proPO was easier and faster
and probably produced samples contai-
ning a lower concentration of contaminanc
proteins, unrelated to the proPO system.

The brown shrimp proPO was activated
by B-glucans, but not by LPS. Glucans
activation was highly dependent on the lot
number and concentration of the reagents.
In contrast, several marine bacteria and
yeast failed to activate the free-cell proPO.

Bovine trypsin, bovine chemotrypsin and
papain activated the proPO, showing a
enzymatic pathway involved...in the
production of PO. Furthermor, a different,
activation pathway by ethanol and SDS.
even in the presence of STI was very
clearly demonstrated.

In aseparate approach. the PO was found
in a cell-free solution, when the hemocytes
were incubated in a SSS containing B-
glucans. marine bacteria or marine yeast.
However. LPS did not have the same
effect. The cell-free PO promoted the
phagocitic abiiity of the hemocytes with a
stronger effect produced by the enzyme
obtained by cell centrifugation and trypsin
adition. than the PO obtained by stimula-
ting the hemocytes by B-glucanbs.
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Introduccioén

La captura y comercidizacion del ca
marén es una de las actividades mas ren-
tables en México. La saturacion de la
capacidad de la flota camaronera y
atractivo mercado norteamericano estan
estimulando en México el cultivo del
camaron.

Debido a la demanda mundial de este
recurso. las técnicas de cultivo estan
perfilandose hacia aquellas de caracter
intensivo, las cuales generan una alta
produccion. Sin embargo. en los cultivos
intensivos se aumenta la probabilidad de
desarrollo y transmision de patdgenos
debido alaalta densidad de poblacion. En
estos cultivos. las enfermedades pueden
producir grandes pérdidas econdmicas
(Lightner, 1983). Por €lo, la determina
cion de la forma de-transmision asi como
un diagnostico y tratamiento temprano
son muy importantes para mantener las
enfermedades bajo control (Neal, 1973).

Durante € cultivo de! camardn, el mayor
riesgo de que se contraigan enfermedades
y por lo tanto se eleve la mortaidad, se
presenta en la etapa larval debido. en
parte. a que €l sistema de defensa ain no
esta compl etamente desarrollado (Vargas-
Albores et al., 1992).

El interés por conocer 10s mecanismos de
defensa en invertebrados se debe, por un
lado, a que los insectos son vectores de
enfermedades humanas. Ademas, estos

compiten con e hombre por sus recursos
animales y vegetadles. Los métodos que
hasta la fecha existen para controlar €
dafio causado por los insectos son peli-
grosos para € medio ambiente y para €
hombre. Debido a esto, la disminucion
selectiva de los mecanismos de defensa de
los insectos, podria ayudar al control de
plagas. Por otro lado. € estudio de la
inmunidad en crustéceos y moluscos ha
tomado interés, debido a la importancia
economica de estos animales en la acua-
cultura, donde una adecuada estimulacion
de los mecanismos de defensa de los
organismos en cultivo podria reducirles la
posibilidad de contraer enfermedades in-
fecciosas.

La capacidad para distinguir lo propio de
|0 extrafio es un fendbmeno universal en e
reino animal. En los vertebrados, se ha
demostrado que esta accidon es reaizada
por céulas y anticuerpos (Bach, 1984).
Sin embargo, en invertebrados. aparente-
mente incapaces de producir inmunoglo-
bulinas, las bases moleculares de! recono-
cimiento y eliminacion de patégenos no
son totalmente conocidas (Ratcliffe et al.,
1985; Ratcliffe, 1985).

La funcion basica de un sistema de
defensa es e mantenimiento de la integri-
dad biologica del individuo. lo cua se
logra por una adecuada capacidad para
diferenciar 1o propio de lo extrafio. Esta
caracteristica permite eliminar particulas,



parésitos e incluso células propias atera
das 0 enveecidas. El fenomeno parece ser
dependiente del reconocimiento de dife-
rencias fisicas, quimicas, fisicoquimicas y
biolégicas en las células (Lackie, 1980) y
el proceso de defensa es iniciado por una
célula 0 molécula que reconoce un
determinado patron de no propiedad
(Coombe et a., 1984).

En invertebrados, €l reconocimiento de lo
extraiio puede desencadenar varios feno-
menos ‘de defensa, incluyendo coagula-
ci6n masiva, fagocitosis, encapsulamiento,
melanizacion y eliminacion de material
extraiio (Vasta y Marchaonis, 1983;
Ratcliffe, 1985; Ratciffe et al., 1991).
Dentro de las moléculas capaces de unirse
al material extrafio y desarrollar respues-
tras efectoras de eliminacion se encuen-
tran: las aglutininas (hemaglutininas),
precipitinas. factores bactericidas, bacte-
riolisinas, hemolisinas, opsoninas, lisozi-
mas y otros factores séricos (Cenini,
1983; Vasta y Marchalonis, 1983;
Ratanapo y Chulavatnatol, 1990; Roch
et al., 199 1; Vargas-Albores et al., 1992;
Guzman et al., 1993; Iketani y Morishima,
1993; Morishima et -al., 1994; Suzuki y
Mon, 1994).

Los grupos de invertebrados que mas se
han estudiado son los moluscos y los
artropodos. Dentro de los artropodos. son
losinsectosy |os crustaceos |0s grupos de
quienes mas se conoce su Sistema de
defensa. En relacion a los mecanismos de
-defensa de los crustaceos, se han descrito
algunos factores que son efectivos contra
infecciones causadas por virus (Mc-
Cumber y Clem. 1977; McCumber ¢f al..
1979), bacterias (Evans et a., 1968; 1969,
Tyson y Jenkin, 1973; Soderhdl er al..
1986; Adams. 1991; Vargas-Albores et
al., 1993b; Chisholm y Smith.. 1995) y

hongos (Nyhlén y Unestam, 1980). Sin
embargo. muy pocos de ellos se han
caracterizado, dentro de los cuales se
encuentran: las aglutininas, aisladas de
camaron café (Vargas-Albores et al.,
1983b) y de langostino (Kopacek et al..
1993); asi como un factor de adhesion
celular, € cua se aido de langostino y
promueve & encapsulamiento (Johansson
y Soderhall, 1988; Kobayashi eral.,
1990).

El sistema de la profenoloxidasa (proFO),
ha sido propuesto como un poderoso
sistema de reconocimiento y defensa en
invertebrados (Soderhall, 1982) y se
encuentra empaquetado en granulos, den-
tro de las células sanguineas o hemocitos.
La degranulacion y la liberacion de facto-
res celulares inducida por la presencia de
material extrafio, son las sefidles mas
importantes de la activacion (Smith y
Soderhdl, 1983 b).

El modelo de activacion del sistema
proFO (Esquema 1), propuesto por
Johansson y Soderhdl (1989), involucra
primero una estimulacion a través de la
membrana celular de los hemocitos. La
estimulacion puede llevarse a cabo por
moléculas que contienen sacaridos como
peptidoglucanos (Brookman et al., 1989)
y lipopolisacanidos (L PS) (Soderhall y
Hall, 1984) de la pared celular de bacte-
rias, asi como por B-1,3-glucanos (Smith
y Soderhdll. 1983b) que se encuentran en
hongos. levaduras y algas. Los hemocitos
estimulados liberan e contenido granular
(degranulacion) y la proFO es convertida
en enzima activa denominada fenoloxida-
sa (FO: EC.1. 10. 13.1; o-difenol: oxi-
geno Oxido-reductasa) por intervencion
de una proteinasa llamada enzima activa-
dora de la proFO (EApFO).



« Lipopolisacanidos (LPS)
» Pepudoglucanos
+3-1,3-glucanos

Activacion

EApF 0\.
meo — __, FO

Amphﬁuuon de la

Actividades Celulares
+Fagocitosis
&5 fZnaphcién
*Nodulacion

Esquema 1: Modelo de activacion del sistema proFO modificado de
Johansson y Séderdll (1998).

moviendo la degranulacion (Soderhdl y

Los productos de la activacion del sistema
proFO presentan " actividades biolgicas
tales como melanizacion, promocion de
fagocitosis (opsonizacion), adherencia ce-
lular y estimulo de otros hemocitos pro-

Ajaxon, 1982; Smith y Séderhill, 1983a;
Ashida y Soderhall, 1984; Johansson y
Séderhall, 1985; Ratcliffe et a., 1991).



Antecedentes

El sistema proFO involucra factores
celulares y humorales que dificilmente
pueden ser separados. La participacion de
las células (hemocitos) es selectiva'y no
todos los tipos de hemocitos participan
directamente en la eliminacion de par&
sitos. Basados en criterios morfol dgicos
(Martin y Graves, 1985; Martin et uf.,
1987) y citoquimicos (Hose et al., 1987;
1990), en crustaceos se han descrito tres
poblaciones de hemocitos denominados:
hemoacitos hiainos, hemocitos de granulos
pequefios 0 semigranulares y hemocitos
de granulos grandes o granulares.

En e camardn café (Penaeus californien-
sis), también se han observado y descrito
tres poblaciones de hemocitos morfolo-
gicamente diferenciables, los cuales pre-
“sentan adherencia a vidrio y son capaces
de ingerir eritrocitos de raton tratados
con glutaraldehido  (Vargas-Albores,
1992).

En los crustaceos, 1os hemocitos se
encuentran circulando en la hemolinfa o
se presentan adheridos a tejidos (Johnson,
1987) y son capaces de reconocer y
responder contra materiales extrafios, con
actividades como fagocitosis, encapsu-
lamiento y formacion de nodulos (Ratner
y Vinson. 1983; Soderhdll et al.. 1986;
Soderhdl, 1992; Soderhdl ¢r al.. 1994).

Las diferentes poblaciones de hemocitos
de crustéceos se han podido separar y pu-

nificar utilizando gradientes de densidad
de PercollMR (Smith y Soderhdll, 1983a;
Soderhdl y Smith, 1983; Hose y Martin,
1989), lo que ha permitido determinar la
funcién de cada una de dlas. Asi, Hose y
Martin (1989) observaron que los
hemocitos hialinos de Sicyonia ingenta
participan en los procesos de coagulacion
mas gue en la fagocitosis. Sin embargo,
en otros crustaceos este tipo de
hemocitos se identifica por su capacidad
para fagocitar y encapsular material
extraio (Soderhadll y Smith, 1986;
Soderhall et al., 1986; Johansson y
Soderhall. 1989).

Los hemocitos granulares y semigranu-
lares presentan diferencia; en cuanto a
tamafio y contenido enzimético de sus
granulos. Los hemocitos granulares tienen
un citoplasma con granulos grandes y
poco densos que contienen factores de
coagulacion (coaguldgeno, factor C y
proenzima de coagulacion), asi como un
factor anti-LPS (Iwanaga et al., 1992;
Shigenaga ¢t al.. 1993). Por su parte, los
hemocitos semigranulares presentan gra-
nulos citoplasméticos pequefios y muy
densos. los cuales contienen factores anti-
microbianos denominados taquiplesina y
polifemusina (Iwanaga et al., 1994).
Ambas poblaciones de hemocitos (granu-
lares y semigranulares) contienen el sistema
proFO empaquetado en sus granulos cito-
plasméticos (Johansson y Soderhall, 1989;
1992; Smith y Soderhall, 1991).
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Hasta la fecha. se ha detectado la presen-
cia de proFO en € interior de los hemo-
citos granulares de insectos (Ratcliffe,
1985; Ratcliffeet al. 1985; Leonardet al.,
1985a; 1985b; Brookman er al., 1989) y
crustaceos (Soderhdll y Smith, 1983;
Johansson y Séderhill, 1989). En insec-
tos, el sistema proFO también ha sido de-
tectado libre en e plasma (Ashida, 1981,
Saul et al., 1987; Saul y Sugumaran,
1988; Bréhelin et al., 1989); pero en los
crustéceos, aparentemente, se encuentra
solamente en el interior de los hemocitos.

La principa enzima del sistema proFO es
la fenoloxidasa, la cual es convertida a su
forma activa a partir de proFO y es
responsable de la melanizacion, ademéas
de la estimulacién de otros factores celu-
lares. El sistema proFO ha sido propuesto
COMo mecanismo de reconocimiento y
defensa en crustéceos e insectos (Ratcliffe
etal., 1984; Dularay y Lackie, 1985;
Leonard er al., 1985a; Rowley y Rahmet-
Alla, 1990; Johansson y Soderhall, 1989;
Soderhdll, 1982; 1992; Soderhdl et al.
1994).

La activacion del sistema proFO por B-
glucanos es un fendmeno generalizado,
dependiente de la dosis (Smith y Soder-
hall, 1983b; Soderhdll. 1992; Soderhdll et
al., 1994). Las células bacterianas com-
pletas también son capaces de activar
eficientemente el sistema proFO (Ashiday
Yamazaki. 1990). Sin embargo, la activa-
cion del sistema proFO por LPS no
siempre es posible y se han detectado
diferentes respuestas entre insectos (Ashi-
da y Yamasski, 1990; Ratcliffe et al.,
199 1) e invertebrados marinos (Smith y
Soderhdll, 1991). En algunos insectos.
incluyendo Bombyx mori (Yoshida y
Ashida. 1986) y Sarcophaga peregrina
(Saul y Sugumaran, 1988), los LPS no
activan el sistema proFO in vitro, mien-

tras en otros tales como Manduca sexta
(Saul y Sugumaran. 1987) y Locusta
migratoria (Bréhelin et al., 1989), ocurre
una répida y fuerte activacion.

Ademas. € sistema proFO ha probado ser
efectivo contra parasitos, favoreciendo el
encapsulamiento de Psorosprrmium
haeckeli por hemocitos de langostino
(Vranckx y Durliat, 198 1). Cerenius et al.
(199 1) encontraron que la proFO de un
lisado de hemocitos de langostino fué
activada con un extracto del mismo para
sito. Por otra parte. Thomqvist y Soderhall
(1993) pudieron observar degranulacion
en células semigranulares de langostino,
como respuesta a la inyeccién de extractos
de Psorospermium haeckeli.

En e modelo de activacion del sistema
proFO, la activacién por B-glucanos y
LPS parecia depender de un receptor de
membrana con afinidad por estas molé-
culas. Sin embargo, recientemente se han
detectado proteinas solubles en € plasma
de crustéceos, las cuales se unen a
B-glucanos y LPS. La proteina que se une
aB-glucanos, (B-glucan binding protein:

_BGBP) se ha logrado purificar a partir del

plasma de Pacifastacus leniusculus
(Duvic y Soderhall, 1990), Astacus
astacus Yy Procambarus clarkii (Duvic y
Soderhdll. 1993) y Carcinus maenas
(Thoémaqvist et a., 1994), se presenta
Ccomo un mondémero con masa molecular
de 95- 100 kDa (Soderhdl et al., 1994) y
es una molécula que puede inducir degra-
nulacion (Barracco et al.. 199 1). Una
proteina similar también ha sido detectada
en el camarén café (Jiménez-Vega y
Vargas-Albores, 1994) y tiene propieda
des quimicas y biolégicas similares a la
del langostino (Vargas-Albores eral..
1995).



Por otra parte, Vargas-Albores et al.
(1993b), lograron aidar una aglutinina de
hemolinfa de camaron café, la cual
presenta afinidad por LPS y es capaz de
aglutinar bacterias Gram negativas. Esta
proteina tiene una masa molecular de
170-180 kDa y esta formada por 4
subunidades de 41 kDa. De la misma
manera, Kopacek er al. (1993), aidaron
del plasma de langostino Pacifastacus
leniusculus, una proteina de 420 kDa que
presenta, afinidad por LPS. Asi mismo,
Murali et al. (1994) detectaron en el
suero del cangregjo hermitaiio (Diogenes
affinis), una proteina que mostré especi-
ficidad por carbohidratos que contienen
grupos acetilo, y que presenta afinidad
por LPS. Sin embargo, no parece haber
relacion estructural y/o funcional entre
ellas. Ademas, estas proteinas no activan
el sistemaproFO.

Los estudios sobre activacion del sistema
proFO han permitido aidar la enzima que
transforma ala proFO en su forma activa

Esta enzima. denominada enzima activa-
dora de la proFO (EApFQ), ha sido
purificada de los hemocitos del langos-
tino, P. leniuscus (Aspan et al., 1990)
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e identificada como una serino-proteinasa.
con una masa molecular de aproximada-
mente 35 kDa.

La enzima proFO también puede ser

activada, por solventes organicos, deter-
gentes o calor (Ashida y Soderhill, 1984;
Ratcliffe et al., 1985), sugiriendo un
mecanismo de activacion diferente a la
protedlisis.

Por su parte, e sistema proFO ha sido
detectado en el camardn café (Vargas-
Albores, 1992; Vargas-Albores et al..
19934) y se ha propuesto como un me-
canismo de defensa. Sin embargo, no se
tiene informacion sobre los factores que
lo activan, ni cual es su efecto sobre acti-
vidades celulares. Por ello, se hace nece-
sario establecer cuales son los componen-
tes y mecanismos que participan en e
funcionamiento del sistema proFO de
camaron y generar € conocimiento que
permita proponer metodologias tendientes
a controlar enfermedades producidas por
agentes infecciosos intracelulares (bacte-
riasy virus) y parasitos. donde € sistema
celular tiene una participacion importante
en su eliminacion.



Justificacion

La creciente demanda de camarén, no

solo en México sino en todo € mundo, ha-

fomentada la creacién de centros pro-
ductores de estos crustaceos. El cultivo
de camardn café (Penaeus californiensis)
ha tomado interés debido a que presenta
periodos reproductivos durante todo el
afio y aparentemente es mas resistente a
enfermedades. Sin embargo, en lo gene-
ral, las enfermedades infecciosas son un
problema que afecta fuertemente la pro-
duccion. Las enfermedades que afectan mas
frecuentemente al camar6n son las virales,
incluyendo: el virus de lainfeccion necro-
tica hematopoiética e hipodérmica INHH,;
Baculovirus penaei, BP y Parvovirus
hepatopancredtico, PVH. Aunque & cama
rén café ha sido menos afectado por estos
virus (Lightner, 1983; 1992), no ha
guedado claro s se debe a una resistencia
natural o porque €l nivel de desarrollo del
cultivo no esta tan avanzado como en €
camaron blanco o e camardn azul.

Debido al interés que se tiene por
intensificar € cultivo del camardn café. la
prevencion de epizootias es una parte
fundamental para el éxito de estos
cultivos. Sin embargo, hasta la fecha no
se tiene la tecnologia para lograrlo. Por
ello, e conocimiento de, las bases mole-
culares involucradas en los procesos de
defensa de estos crustaceos permitira el
entendimiento de sus respuestas de
defensa y puede llevarnos a intentar la
manipulacion de la resistencia a enfer-
medades, para prevenir padecimientos
virales, bacterianos y parasitarios que
afectan y matan a los organismos en
cultivo. Por otro lado, el estudio del
sistema inmune del camarén y € funcio-
namiento de sSus componentes podria
explicar la resistencia o susceptibilidad a
infecciones.



Objetivos

General

Evaluar la capacidad de activacion del
sistema proFO de hemocitos de camarédn
café, por moléculas y microorganismos
involucrados en procesos infecciosos.

Particulares

1.

Implementar una técnica para la
deteccion de fenoloxidasa (FO) en
microplaca de 96 pozos.

Definir la capacidad de compuestos
microbianos de pared celular: 8-
glucanos y lipopolisacaridos, sobre €l
sistema proFO de camardn café.

Determinar la capacidad de células
completas (bacterias y levaduras) para
activar € sistema proFO del camardn
café.

Evauar € efecto de la estimulacion
del sistema proFO en la fagocitosis.



Metodologia

Organismos

Se utilizaron ejemplares juveniles de
camaron café, aparentemente sanos (sin
lesiones melanizadas), con peso promedio
de 10 = 2 g, capturados del medio natural
y mantenidos en €l estangque de mareas del
CIBNOR, bagjo un régimen de recambio
continuo de agua y aimentacion natural.
Antes de ser utilizados, y durante la fase
experimental, fueron colocados en una
tina de fibra de vidrio con capacidad para
1200 L, atemperatura ambiente, con recam-
bio de agua al 60 % cada 3 dias y
alimento balanceado.

Bacterias

Debido a que € género Vibrio se reporta
comunmente COMO causante de epizootias
en cultivos de camardn, se utilizaron
cepas de Vibrio parahaemolyticus
(ATCC 13456). Vibrio vulnificus (ATCC
45671). Vibrio harveyi (ATCC 14126),
Vibrio mimicus (ATCC 33653) y Vibrio
Sfisheri (ATCC 2987). Todas las bacterias
fueron cultivadas en caldo marino 2216
(Difco) durante 24 horas a 30°C, en
agitacion. Las bacterias se lavaron tres
veces centrifugando a 800 g por 10 miny
resuspendiendo en agua marina artificial
estéril. Se resuspendieron en glutaral-
dehido a 2.5 % y se mantuvieron a 25°C
por una hora. Se centrifugd a 800 g por
10 min y para bloquear € glutaraldehido

residual, € paquete se resuspendio en una
solucion 2 M de glicina, durante 1 hora a
25°C en reposo. Finamente se lavaron
tres veces con agua marina artificial, se
resuspendieron en solucién de NaCl
450 mM y se dmacenaron a 4°C hasta su
uso. Antes de usarlas se gustaron a
580 nm a una densidad éptica de 1.

L evaduras

Se usaron dos cepas de levaduras
marinas: Debaryomyces hansenii y
Rhodotorula rubra, aidadas de la costa
occidental de Bagja California Sur y
caracterizadas en el CIBNOR de La Paz
B.C.S. (Hernandez-Saavedra, 1990). Las
levaduras fueron inoculadas en caldo Ml
e incubadas en agitacion a 25°C durante
tres dias, los cultivos fueron centrifugados
y las células lavadas (tres veces) por
resuspension en agua marina artificial y
centrifugacion. Antes de usarse, las leva
duras fueron resuspendidas en NaCl
450 mM, se contaron a microscopio
utilizando la camara de Neubauer y se
gjustaron a una concentracion de 40 x 108
células por mL.

Lipopolisacéridos (LPS)

Se usaron lipopolisacéridos, obtenidos
comercialmente (Sigma Chem. Co.), los
cuales estén preparados por extraccion
fendlica de pared celular de bacterias



Gram negativas (Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Pseudomonas aeruginosa.

Shigella flexnerii, Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens y Salmonella thyposa).
Todos los LPS se diluyeron en agua
destilada liire de pirogenos, a una concen-
tracion de 10 mg/mL y se congelaron
hasta su uso. Para los ensayos de activa
cion, se utilizé una concentracion de 10

pg/mL.

Deter minacion de proteinas

Se usO € método de Lowry er al. (195 1)
para la determinacion de proteinas,
utilizando albumina bovina (BSA) como
referencia. La técnica basica se redizo
con 50 uL de muestra a la cud se le
adicion6 1 mL de reactivo alcalino. se
mezclé y se adicionaron 50 puL de
reactivo de Folin, se mezcl6 y se mantuvo
a 25°C por 30 minutos en obscuridad. La
absorbancia se midio a 750 nm.

Obtencion de hemolinfa

La hemolinfa fué extraida con una jeringa
de 1 mL por puncion en la base de los
pledpodos, en los limites de la region formada
por el perion y el pledn, ligeramente
anterior a poro genital, utilizando solu-
cion isotonica para camaron con EDTA
(SIC-EDTA) previamente enfriada a 4°C,
descrita por Vargas-Albores ¢t al. (1993a),
en una proporcion de 2: 1(2 volumenes de
SIC-EDTA por cada volumen de hemo-
linfa extraida).

Obtencion de hemocitos

La hemolinfa extraida se centrifugd a
15,900 g (15,000 rpm) por 7 sy seretird
el plasma; € paguete celular fué resus-
pendido en amortiguador de cacodilatos y

utilizado inmediatamente. Para agunos
experimentos, 10s hemocitos se separaron
centrifugando la hemolinfa a 800 g
(2000 rpm) durante 3 min.

Obtencion de Lisado de Hemocitos

(SLH)

Se tom6 una muestra de hemolinfa de 5
camarones y se centrifugd a 800 g
(2,000 rpm) por 3 min. El paguete celular
se resuspendié en amortiguador de caco-
dilatos con 10 mM de calcio. Las células
se lisaron por ultrasonido (Cole Parmer
serie 47 10, modelo CP250B), a 20 Watts
por 3 min, manteniendo la muestra en
bafio de hielo. El lisado se centrifugo
(ultracentrifuga Beckman modelo L7, con
rotor tipo 42.1) a 70,000 g (30,000 rpm)
durante 30 min a 4°C y e sobrenadante.
denominado sobrenadante de lisado de
hemocitos (SLH), se usd como fuente de
proFO.

Deter minacion de actividad
Fenoloxidasa (FO) °

La actividad de fenol oxidasa se determin0
siguiendo el método utilizado por
Leonard er uf. (1985b). En un tubo para
microcentrifuga siliconizado, se colocaron
100 uL de muestra con 100 pL delL-
DOPA (3 mg/mL disuelta en agua, pre-
viamente agitada por 10 min en un
vortex) durante 10 min a temperatura
ambiente. La reaccion se suspendio adi-
cionando 800 uL de amortiguador de
cacodilatos y la absorbancia se determino
en un espectrofotdmetro (Beckman.
modelo DU600) a 490 nm. Los resultados
Se expresaron como porcentagje relativo O
actividad especifica
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Para la deteccion de actividad fenol-
oxidasa en volumenes pequefios de mues-
tra, se implementé e método en micro-
placa. Para ello, 50 yL de muestra se
colocaron en un pozo de microplacay se
adicionaron 50 uL de L-DOPA (3 mg/mL
disueltaen agua) y se incubo por 10 min a
temperatura ambiente. La absorbancia se
determinG a492 nm en un lector de placas
(Labsystem Uniskan). Los resultados se
expresaron como porcentaje relativo.

Deter minacion del contenido de
fenoloxidasa total (proFO+FO)

En algunos estudios, la muestra se incubd
con tripsina (tipo XI de pancreas de
bovino) para asegurar la conversion total
delaproFO a su forma activa (FO). A 50
uL de muestra. se le adicionaron 50 pL
de tripsina (0.1 mg/mL disuelta en agua
libre de pirdgenos) y se incubd durante
10 min a 25°C. La actividad FO se
determiné como se describio anteriormen-
te. Las lecturas de absorbancia (FO total)
se restaron a las obtenidas para FO con €
fin de determinar la cantidad de proFO
disponible.

Actividad Especifica

La actividad especifica flié definida como
el cambio de absorbancia a 492 nm por
mg de proteina por min y se calculo
dividiendo las lecturas de densidad Optica,
entre diez (tiempo de incubacion con el
sustrato) y e vaor obtenido se dividio
entre la concentracion de proteina (en
mg/mL).

Por centaje Relativo

El porcentgje relativo se calcul6 igualando
a 100 % la actividad total determinada
por activacién con tripsina.

Activaciéon por compuestos quimicos

Se probo la capacidad de la urea, SDS 'y
etanol para activar la proFO obtenida de
hemocitos de camaron café. Para ello se
incubaron 50 uL. de muestra, obtenida por
centrifugacion 0 por lisis (SLH), con
50 puL de posible activador por 30 mun.
Las concentraciones usadas fueron: urea
2M, SDS a 1% y etanol absoluto.
Después de la incubacion se determind la
actividad de FO.

Inhibicion de activacion proteolitica

Para comprobar |a activacion por tripsing,

se inhibié la activacion producida por esta
enzima. utilizando una solucion

(0.2 mg/mL) del inhibidor de tripsina
(soybean trypsin inhibitor:” STI). Para los
experimentos se adicionaron 25 uL de
STI a las muestras conteniendo proFO_
obtenida por centrifugacion. El sistema se
incubd con 25 uL de tripsina (0.1 mg/mL)

por 30 min y posteriormente se determind

la concentracion de FO.

Obtencion de eritrocitos de ratéon
(GRR)

Se obtuvieron por puncién ocular, 2 mL
de sangre de raton. se centrifugd a SO0 g
(2,000 rpm) durante 10 min y se elimind
el plasma. Los eritrocitos se lavaron 3
veces con Na(Cl 0.15 M y se resuspen-

dieron en glutaraldehido al 2.5%. Las

células se mantuvieron en reposo por
1 horay se lavaron tres veces con NaCl
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0.15 M. Para eiminar e glutaradehido
residual, los eritrocitos se resuspendieron
en una solucion 2 M de glicina y se
incubaron durante 1 hora. Las células se
lavaron 3 veces con SIC y se gustaron a
una concentracion de 6 x 10¢ células/mL
por cuenta directa en microscopio, utilizan-
do una camara de Neuvauer.

Prueba de fagocitosis

La prueba de fagocitosis fue realizada de
la siguiente forma: Se permitio la adhe-
rencia de los hemocitos a vidrio, colo-
cando 200 pL de hemolinfa diluida 1:5
con SIC-calcio 5 mM en una placa para
cultivo de tgjidos de 8 pozos e incubando
durante 15 min en camara hiumeda. Las
células fueron lavadas dos veces con SIC
y se adicionaron 100 uL de una suspen-
sion de eritrocitos de raton (GRR)
tratados con glutaraldehido. La prepara-
cion se incub6 en camara himeda durante
30 min a 37°C y 5% de C02. Las células

fleron lavadas 3 veces con SIC para elimi-
nar e exceso de GRR y la preparacion se
fij6 con 200 uL de glutaraldehido al
2.5%, manteniendola por 1 hora a 25°C.
La preparacion se lavo tres veces con SIC
y para bloguear los grupos adehido se
adicionaron 200 pL de glicina (2 M)
manteniendose asi por 30 min a 25°C.

La preparacion se tifid con 3 mL de
colorante de Wright incubando 25°C
durante 2 min. Sin eliminar el colorante,
se adicionaron 3 mL de agua destilada, se
mezcld con una pipeta Pasteur y se
incubd a 25°C por 8 min. La preparacion
se lavd con agua destilada hasta eliminar
el exceso de colorante y se observé en €
mi croscopio.

Analisis estadistico
En todos los casos requeridos, se utilizd
el andlisis de varianza monofactorial

(ANOVA) para determinar la signifi-
cancia.



CENTRO INTERDISCIPLIN
CIENCIAS MARIN;

BIBLIOTEC

1.P.N.
DONATIVO

Resultados

Técnica en microplaca

Se compard la técnica para la determi-
nacion de actividad FO, descrita por
Leonard et al. (1985b) y un méodo en
microplaca que permite el uso de
volUmenes pequefios de muestra. La acti-
vidad FO se determind (por cuatrupli-

cado) en diferentes diluciones (1:5, 1: 10,
1:50y1: 100) de SLH de camardn café.
La absorbancia de la quinona formada se
midié en un espectrofotdbmetro o en un
lector de microplacas. Las lecturas obteni-
das por las dos técnicas presentaron una
alta correlacion (r=0.99) y precision
(Figura 1), por lo que ambas técnicas
fueron utilizadas indistintamente depen-
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Figura 1: Regresion lineal y correlacion obtenidas con dos diferentes
métodos usados para la determinacion de actividad fenoloxidasa: microplaca
(lector de ELISA) y tubo (espectrofotometro Beckman).




diendo de las condiciones o vohimenes
requeridos en e ensayo.

Para determinar la sensibilidad de la técnica
en microplaca, se probd la activacion con
laminarina (1 mg/mL en cacodilatos con 10 mM
de calcio) en diferentes volumenes de
hemolinfa (10, 30, 50 y 100 uL) por pozo.

Como puede observarse en la Figura 2, se
obtuvo una relacion lineal hasta un volumen de
50 uL. Utiizando 100 ul. se obtienen valores
similares a |os obtenidos con 50 uL. Por otro
lado, con esta técnica es posible detectar activi-
dad FO utilizando volimenes tan pequefios de
muestra como 10 ul.. En todos los ensayos

posteriores, se utiizo 50 pL como volumen de
muestra.

Deteccion de proFO en plasma

En insectos, € sistema proFO se encuen-
tra tanto en los hemocitos, como en €
plasma (Saul et al., 1987; Brookman ¢t al.,

1989). mientras que en los crustaceos.
solamente se ha detectado en |os hemoci-
tos (Johansson y Soderhall, 1989). En €

camaréon café, Vargas-Albores (1992)
detectd la presencia del sistema proFO
solamente en €l interior de los hemocitos.
Sin embargo, en este trabgo, durante la

0.2 1

Densidad Optica a 492 nm
e

L Y

o9

20

Volumen de hemolinfa por pozo

60 80 loo

Figura 2: Valores de densidad optica obtenidos cm diferentes vol umenes
de muestra. utilizando la técnica de microplaca paradeterminar actividad

fenoloxidasa.
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separacion de los hemocitos por centrifu-
gacion (15,900 g por 7 s) se detecto en el
plasma la presencia de la enzimainactiva
(proFQ), la cual fue determinada por

incubacion del plasma con tripsina y
midiendo la actividad FO.

Para explicar la presencia de proFO
extracelular, se probo el uso de diferentes
calibres de aguja para la extraccion de la
hemolinfa. Se usaron grupos de 10 animales
y se sangraron con agujas de diferentes
calibres. 25, 22, 21 y 20. La hemolinfa
obtenida se centrifug6 a 15,900 g por 7

seg y se determind laactividad de FO y la
presencia de proFO en e plasma, usando
la técnica en microplaca.

No se encontraron diferencias significati-
vas en el uso de agujas calibre 25, 22 'y
21, mientras que con aquella de calibre
20, se observé un incremento significativo
de proFO en plasma (p<0.05). Los
valores detectados de FO fueron signifi-
cativamente menores (p<0.00 1) respecto
a los de proFO, lo que sugiere que la
enzima se liber6 al plasma principalmente
en forma inactiva (Figura 3).
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e i :
g g
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22 21 20
Calibre dela aguja

densidad Optica

Figura 3: Efecto del calibrede la aguja usada en laextraccion dela
hemolinfa, sobre la liberacion de proFO a plasma, medida como
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Tabla 1: Influencia del efecto MeCAniCO generado por |a aguja, en |aliberacion de pro-
fenoloxidasa al plasma. Se us aguja calibre 25.

Prueba Con aguja Sin aguja
FO 0.041 £ 0.007 0.039 + 0.003
proFO 0.214 +0.132 0.203 + 0.138

Los resuitados expresan la media de la densidad 6ptica a 492 nm de 6 determinaciones + desvia-

cion patrén.

Adicionalmente, se prob6 € efecto meca
nico generado por la aguja, en lalibera-
cion de proFO al plasma. Para esto,
momento de colocar la hemolinfa en €
tubo de ensayo, se dejo o retird la aguja
(calibre 25) de lajeringa. Como se puede
ver en laTabla 1, no se encontraron dife-
rencias significativas por la presencia de la

aguja, indicando que el efecto mecanico
generado por €l pequefio calibre de la aguja
usada no tiene influencia en la liberacién
de laproFO al plasma.

Al no encontrar diferencias importantes
por el calibre de la aguja usada, se inves-
tigod @ efecto de la velocidad de centri-
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Figura 4:Efccto de la velocidad de centrifugacion en la liberacion de
proFO, medida como denisdad éptica, al plasma durante €l proceso dc
separacién dc hcmocitos. Los valores representan la media dc tres
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Tabla 2: Efecto del amortiguador usado en la obtencion de lisado de hemocitos de

camaron café sobre |a activacion de |aproFO.

Composicion del amortiguador FO proFO

Cacodilatos + 100 mM Ca?, pH 7.0 249+59 751 +£59
Cacodilatos + 450 mM NaCl, pH 7.0 8.9+x41 911 +41
SIC + 100 mM Ca*, pH 7.3 2226 97.8x 2.7

Los valoreSexpresan el porcentaje de actividad medido end muestras+ desviacion patron.

fugacion en la liberacion de la proFO de
los hemocitos. Los valores de proFO
encontrados en plasma fueron significativa
mente mayores (p<0.05) cuando la hemo-
linfafue centrifugada a 15,900 g (centrifuga
Ependorff), que cuando la muestra se centri-
fugd a 800, 700, 600 y 400 g (Figura 4).

Debido a los resultados anteriores, en
todos los ensayos se separaron |os
hemoacitos por centrifugacion a 800 g por
3'min con lo que se evito laliberacion del

sistema proFO a plasma

Activacion de proFO de sobrenadan-
te de lisado de hemocitos (SLH)

Para los estudios sobre activacion del
sistema proFO en crustaceos, se ha utili-
zado el SLH como fuente de proFO
(Soderhdl y Hall, 1984; Cerenius et al.,
1991; Smith y Soderhdl, 1991; Vargas-
Albores €t al., 1993a).

Utilizando una metodologia similar para
la preparacion de lisado de hemocitos, se
prepard SLH de hemocitos de camardn
café. Sin embargo, con estas condiciones
se obtuvieron preparaciones con un ato
porcentaje de activaciOn espontanea,
determinada por la actividad FO. En

busca de la megjor manera de obtener un
SLH con un sistema proFO estable, se
probaron tres amortiguadores diferentes:
Cacodilatos + 100 mM calcio, Cacodila-
tos + 450 mM NaCl y SIC + 100 mM
calcio. Los resultados mostraron que €l
uso de SIC + 100 mM calcio y Cacodila
tos + 450 mM NaCl, permiten la recupe-
racion del sistema proFO con bgjo
porcentgje de activacion espontanea, por
lo que éstos se consideraron como los
amortiguadores més adecuados para la
obtencién del SLH (Tabla 2).

En insectos y crustaceos, ‘ademés de ser
activado por compuestos de pared celular
de hongos (Soderhéll y Unestam, 1979;
Leonard et al., 1985b) y bacterias (Ashida
etal., 1983; Soderhall y Hall, 1984; Saul
y Sugumaran, 1987), el sistema proFO,
particularmente la enzima proFO, puede
ser activada por detergentes y solventes
organicos (Ashida y Soderhadll, 1984;
Leonard et al., 1985h; Ratcliffe et al.,
1985). En e camardn café se probo la
activacion de la proFO de SLH por SDS,
urea y etanol, encontrando que € SDS'y
el etanol produjeron una activacion
significativa (p<0.05), mientras que la
urea no tuvo ningun efecto (Tabla 3).
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Tabla 3: Activacion de proFO de SLH obtenido en cacodilatos con SmM de calcio. a

partir de hemocitos de camarén café.

Lisado
Activador (Actividad especifica)

Control 0.046 + 0.026
Quimicos

1. Etanol 0.082 £0.012*

2. SDS 0.184 +£0.071*

3. Urea 0.047 £ 0.026
Enzimas

1. Papaina 0.345 +£0. 107"

2. Quimotripsina 0.409 + 0.068"

3. Tripsina 0.440 + 0.058*
Sacaridos microbianos

1. Laminarina 0.08 1 + 0.030*

2. LPS (£. coli) 0.056 + 0.036

3. LPS (P. aeruginosa) 0.044 + 0.013

4. LPS (S. marcescens) 0.054 =0.020

* Activacion significativa (P<0.05) respecto al control. definida por ANOVA. Los resultados
expresan lamedia de cuatro replicas= desviacion patron.

Por otro lado, cuando se probo la acti-

vacion por B-glucanos (laminarina) y LPS

en un SLH, solamente |a laminarina-
presentd activacion significativa (p<0.05)

sobre el sistema proFO (Tabla 3). Sin em-

bargo, al probar tres lotes diferentes de

laminarina, se observaron variaciones cuanti-

tativas en el estimulo (Tabla 4) y la
activacion del sistema proFO fue depen-

diente de la dosis de laminarina (Figura 5).

Utilizando el lote que produjo la mejor
activacion (73H3815), se alcanzdé un
maximo de activacién a partir de
5mg/mL. Sin embargo. independiente-
mente del lote. la mayor actividad se
logra en un intervalo de 1al0mg/mL
(Figura5).

Al no poder activar € sistéma proFO con
LPS y considerando que en insectos se
logra activar utilizando células completas
de bacterias (Ashida et al., 1983; Ashida
y Yamazhaki, 1990). se probd la activa
cion del sistema proFO en un SLH de
camarén café por microorganismos. Para
ello se utilizaron bacterias (Vibrio
parahaemolyticus 'y Vibrio harveyi) y
levaduras (Debaryomyces hansenni y
Rhodotorula rubra) marinas. A 50 uL de
SLH se les adicionaron 50 pL de la
suspension de bacterias o levaduras y la
mezcla se incub6é durante 30 min. La
suspension se centrifugd a 800 g durante
5min y la actividad de FO se midi6 en €
sobrenadante. En ningln caso se obtu-
vieron evidencias de activacion adicional
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Tabla 4 Activacion deproFO con laminarina (1 g/mL), obtenida de tres diferentes lotes.

# de Lote de laminarina Porcentaje relativo de
(Sigma Chem. Co.) activacion
44H3924 8.7%32
110H3841 19.1x2
73H3815 20251

Los valores representan la media de tres determinaciones + desviacion patron.

del sistema proFO por la presencia de
microorgani Smos.

En el modelo de activacion del sistema
proFO en insectos y otros artropodos, se
ha descrito la participacion de una serin-

proteinasa como |a molécula responsable
de activar la pfoFO (Saul y Sugumaran,
1987; Johansson y Soderhill, 1989; 1992;
Aspan et al., 1990; Yonemura et al.,
1991; Soderhall et al., 1994). En este tra-
bajo se probd € efecto de tres enzimas
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Figura 5 : Actividad de fenoloxidasa producida por B-glucanos
(laminarinad) en un lisado de hemacitos. Los valores representan los
porcentgjes relativos a la activacion por tripsina
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Tabla 5: Efecto de lasalinidad en laliberacion del sistema proFO de hemocitos de

camaron café
Concentracion deNaCl Actividad
(mM) (Por centajerelativo)

0 100
50 410 5.3
100 56.7 £ 10.0
200 448 £ 125
400 21.6 £ 10.0
450 9.8+5.3
600 414 %15

Los valores representan la media dé cuatro aeterminaciones + desviacion patron

proteoliticas (tripsina, quimotripsina y
papaina) sobre la proFO de SLH. Aunque
lamayor activacion se obtuvo con tripsina
(Tabla3), las tres enzimas fueron capaces
de hidrolizar la proFO y producir FO
activa.

Influencia de la salinidad

En agunos experimentos se habia obser-
vado queel sistemaproFO podia ser liberado
de los hemocitos cuando las células se

suspendian en un regulador de baja
sainidad y se centrifugaban a 15,900 g.
Ademas se demostrd que la velocidad de
centrifugacion tiene un efecto en la
liberacion del sistema proFO (Figura 4).
Por ello, se probd la influencia de la
salinidad en la liberacion del sistema
proFO de hemocitos del camarén café,
resuspendiendo el paguete celular en
amortiguador de cacodilatos con diferen-
tes concentraciones de NaCl (0, 50, 100,

Tabla 6: Valores de actividad proFO, medida como densidad éptica, obtenidos con
450 mM de NaCl o en ausencia de esta sal, cuando los hemocitos fueron sometidos a

velocidades de 600 v 15,900 g.
Conc. NaCl(mM) 600 g 15,900 g
0 0.62 + 0.09 0.65 = 0.08
450 0.15 £ 0.03 0.20 + 0.03

Los valores representan la media de 4 pruebas + desviacion patron.
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200, 400, 450, 600 mM), seguido de
centrifugacion a 15,900 g por 1 min.
Como se observaen laTabla 5, |lamaxima
liberacién del sistema proFO se obtiene en
ausencia de NaCl, mientras que con
salinidades entre 400 y 500 mM de NaCl,
la cantidad de enzima liberada es menor.

Cuando se compard la resuspension de
hemocitos en amortiguador sin o con
(450 mM) de NaCl y centrifugando a dos
velocidades diferentes (600 y 15,900 g),
se encontré que la sainidad del medio
tiene mayor influencia en laliberacion del
sistema proFO que la velocidad de
centrifugacion (Tabla 6).

Centrifugado

A pesar de que & SLH resulté una buena
fuente de proFO, estas preparaciones eran
inestables observandose activacion espon-
tanea durante el proceso de obtencion de
la muestra. Se ha determinado tanto en
insectos (Ashida et al., 1983; Ashida y
Soderhdll, 1984) como en crustaceos
(Soderhadll y Hall, 1984; Kobayashi et al.,
1990), que altas concentraciones de calcio

(100-200 mM) estabilizan el sistema
proFO evitando la activacion espontanea
La obtenciéon del sistema proFO por
centrifugacion en amortiguador de caco-
dilatos con 20 mM de calcio se compar6
con la obtencién en las mismas condicio-
nes pero sin calcio, observandose una
activacion espontanea cuando se utilizo
calcio, mientras que en las muestras obte-
nidas sin calcio, se obtuvo un sistema
proFO estable (Tabla 7). De la misma
forma que e cacio, € magnesio y
manganeso activaron la proFO aunque en
menor grado (aproximadamente & 30 %)
respecto al calcio (Tabla 7).

Para determinar la influencia de la con-
centracion de calcio en la estabilidad del
sistema proFO del camardén, se obtuvo
una muestra por centrifugacion de hemo-
citos en ausencia de calcio. Diferentes
alicuotas de esta muestra se incubaron
con 0, 5, 10, 20, 100 y 200 mM de CaCly
durante 30 min, antes de determinar la
actividad FO. Como se puede ver en la
Figura 6, La presencia de calcio, desde
5mM, induce la activacion espontéanea,
con un maximo a partir de 20 mM.

Tabla 7. Efecto del calcio, magnesio y manganeso en la activacion del sistema proFO.

FO
16n (Porcentaje relativo)
Cacodilatos 2.48 «0.82
Calcio 20mM 247+ 127
Magnesio 20 mM 6.8+ 19
Manganeso 20 mM 76+22

Los valores representan Cl porcentaje relativo alaactivacién por tripsina + desviacién patron.
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De acuerdo a los resultados anteriores, se
propuso una nueva metodologia para la
obtencion del sistema proFO de hemoci-
tos de camardn café, la cual se redliz6 de
la siguiente forma: Se obtuvieron 1.5 mL
de hemolinfay se centrifugé a 800 g por
3 min a 4°C, los hemocitos se resuspen-
dieron en 1 mL de amortiguador de caco-
dilatos sin calcio y se centrifugaron a
15,900 g por 1 min a temperatura am-
biente. El sobrenadante se guardé en
refrigeracion hasta su uso y se utilizd
como fuente de proFO.

Mediante esta metodologia es posible
obtener una preparacion del sistema proFO
estable de una manera rapida y sencilla.
Ademas, € centrifugado de hemocitos

contiene menos proteinas contaminantes
no relacionadas con e sistema proFO,
que € tradicionalmente usado SLH.

Activacion de proFO obtcnida por
Centrifugacion

Los mismos activadores ensayados con
SLH fueron probados con preparaciones
de proFO obtenidas por centrifugacion.
De la misma manera que con € SLH, las
tres enzimas proteoliticas, |0s B-glucanos
y el SDS, lograron activar la proFQO,
mientras que -ni los LPS, € etanol ni la
urea, presentaron un estimulo significa
tivo respecto a control (Tabla 8). Las
células completas de bacterias y levaduras
marinas tampoco lograron activar € siste-
maproFO en estas muestras.
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Tabla 8: Activacion de proFO obtenida en cacodilatos con 5 mM de calcio, por
centrifugacion, a partir dehemocitos de camaron café.

Centrifugacion
Activador (Actividad especifica)

Control 0.127 £ 0.037
Quimicos

1. Etanol 0.087 £ 0.047

2. SDS 0.223 £ 0.022=

3. urea 0.128 + 0.043
Enzimas

1. Papaina 0.432 £ 0.075*

2. Quimotripsina 0.461 *0.099*

3. Tripsina 0.482 + 0.114"
Sacéridos microbianos

1. Laminarina 0.216 £ 0.039”

2. LPS (E. coli) 0.156 + 0.041

3. LPS (P. aeruginosa) 0.130 + 0.032

4. LPS (S. marcescens) 0.136 + 0.020

~Activacion significativa (P<0.05) respecto al control, definida por ANOVA. Los resultados
expresan la media de cuatro réplicas + desviacién patrén.

La activacion de la proFO por una via
proteolitica fue demostrada cuando se
realiz6 un ensayo de inhibicién, utilizando
un inhibidor de tripsina (Soybean Trypsin
Inhibitor, STI), logrando inhibir el 100 %
delaactivacion por tripsina. Sin embargo,
el STI no fue capaz de inhibir la acti-
vacion inducida por SDS sugiriéndo que
el mecanismo de activacion de este deter-
gente es diferente a la protedhsis. El tra-
tamiento con SDS-tripsina no fué signifi-
cativamente mayor que €l obtenido por
cada uno de ellos individualmente
(Figura 7).

En otro ensayo, se probod la activacion de
laproFO en muestras obtenidas por cen-
trifugacion y en SLH, utilizando LPS de 7
bacterias diferentes (E. coli, V. cholerae,

K. pneumoniae, P. aerug'inosa, Shigella
marcescens, S. flexneriiy S. thyposa). La
muestra se incub6 a diferentes tiempos
(30, 60,90y 120 min) y se probaron dis-
tintas concentraciones (0.1, 1, 10 y
100 pg/mL). Sin embargo, en ningun caso
se observo activacion de laproFO.

Activaciéon de hemocitos completos

Los experimentos hechos hasta el
momento, corresponden a activacion de la
proFO en muestras obtenidas por centri-
fugacion o por lisis de los hemocitos y
cuantificando su transformacion en FO.
Sin embargo, in vivo, la activacion del
sistema proFO involucra la estimulacion
de los hemocitos, la liberacion del conte-
nido granular, su posterior transformacion
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Tabla 9 Activacion de hemocitos v proFO libr e de células. obtenida de camar 6n café.

. Laminarina + Laminarina
Calcio (20mM) 20 mM de calcio sin calcio
Hemocitos 0.191 + 0.006 0.622 + 0.076 0.230 + 0.023
(0.8) (2.7) (1)
Centrifugado 0.119 + 0.007 0.159 + 0.003 0.091 +0.013
(1.3) (1.7) ¢))

Los valores representan el promedio de densidadoptica de 3 determinacionest desviacion patron.
Los valores entre parentesis representan la magnitud de activacion.

a FO y la estimulacion de otras acti-
vidades celulares.

Con € fin de observar la activacion de los
hemocitos del camar6n café, e papel
fisiolégico de esta activacion y la impor-
tancia de este sistema enzimético como
mecanismo de defensa, se probo la esti-

mulacion por~ B-glucanos (laminarina),
LPS de diferentes bacterias (E. coli, V.
choierae, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
S. marcescens, S. thyposay S. jlexnerii),
bacterias (Vibrio. parahaemolyticus y V.
harveyi) y levaduras (Debaryomyces
hansenni y Rhodotorula rubra) marinas.

(I11 SDS +STI
=3 SDS + Tripsina

Figura 7 : Efecto ddl inhibidor de tripsina (ST1) sobre la activacion de la
proFO por tripsina (0.1 mg/ml)y SDS (1 %) obtcnida por centri-
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De la misma manera que lo observado
cuando se prob6 € estimulo de la proFO
libre, los LPS no fueron capaces de esti-
mular los hemocitos de camaron café. Sin
embargo, las bacterias y levaduras mari-
nas lograron una activacion significativa
(Figura 8), lo que sugirio la participacion
de lamembrana celular del hemocito en €l
proceso de activacion. Como puede
observarse en la Figura 8, aunque las bac-
terias generaron estimulos con intensi-
dades variables, todas produjeron un esti-
mulo significativamente mayor (p<0.01)
gue las logradas con levaduras.

La activacion por laminarina, en presencia
0 ausencia de calcio, se compar0 utili-
zando hemocitos y muestras de proFO
obtenidas por centrifugacion. Tanto en los
hemocitos como en e centrifugado. la
activacion por laminarina se encuentra

disminuida en ausencia de calcio, indican
la participacion de este cation durante el
proceso. Por otro lado, mientras que €
calcio es capaz de activar las muestras
obtenidas por centrifugacion (activacion
espontanea, este cation no tiene efecto
directo en la proFO de los hemocitos
(Tabla9).

La participacion del sistema proFO en la
capacidad fagocitica de hemocitos ha sido
demostrada en insectos (Leonard et al.,
1985a) y crustaceos (Sdderhall, 1992;
Soderhill et al., 1986). Ademas, la capa
cidad de los hemocitos del camardn café,
para fagocitar eritrocitos de raton trata-
dos con glutaraldehido, ha sido demos-
trada (Vargas-Albores, 1992). Por dlo, se
probo la influencia del sistema proFO
activado en la promocion de la fagoci-
tosis. La activacion del sistema se hizo

V. parahaemolyticus
&3 ¥ harveyi

V. mimicuss.

0 ¥ vulnificus

E=V fishert
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Figurag: Activacion de hemocitos completos con bacteriasy levadu-
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Figura9 : Efecto de lalaminarina (Lam), FO activada con tripsioa
(proPO + Trip) y laminarina con inhibidor de tripsioa (Lam + STI),
sobre la capacidad fagicitica de hemocitos de camaron café.

estimulando los hemocitos con laminarina
(2 mg/mL) o adicionando contenido
granular obteniendo por centrifugacion y
activado con tripsina. Como se puede
apreciar en la Figura 9, en ambos casos se
logré incrementar la capacidad fagocitica
de los hemocitos de camaron café. Sin
embargo, € estimulo generado por la FO
activada por tripsina fué significativa-
mente mayor que el logrado con FO
activada por laminarina.

Por otro lado, cuando se adiciono a
sistema una mezcla (v/v) de laminarina+
STI, no se observé estimulo en la fagoci-

tosis, sugiriendo gque en la activacién por
laminarina participa la enzima activadora
de la profenoloxidasa, la cua pudo ser
inhibida por e STI, evitandose la activa-
cion de la proFO.

Estos resultados manifiestan la relacion
gue existe entre e sistema proFO y las
actividades de defensa celular y sugieren
la posible existencia de mecanismos de
control in vivo. cuya accion sea blogquear
la activacion de la proFO por inhibicion
de la enzima activadora.

-26 -



Discusion

El sistema proFO es un sistema multienzi-
matico que se encuentra compartamentali-
zado en los granulos citoplasmicos de los
hemocitos granulares y semigranulares.
(Soderhdll y Smith, 1983; Ratcliffe et uf.

1985; Leonard et d., 1985a; Johansson y
Soderhéll, 1989) Ademas de generar
melaninay sus quinonas arométicas inter-
mediarias con actividad fungistatica y
bactericida (Soderhéll y Ajaxon, 1982;

Rowley et al., 1990) como producto de la
enzima FO, e sistema proFO participa en
laeliminacion de material extrafio através
de algunas reacciones celulares de defensa
(Ratcliffe et al., 1985; Soderhall et al.,

1984; 1994; Leonard et al.,, 1985a;

Tomqvist er al.. 1994), por lo que se
considera parte importante del sistema de
defensa en estos organismos.

Para la deteccion de la actividad FO se
utiliza L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
como sustrato, e cual es oxidado por la
enzima FO, generando un compuesto de
color café que presenta un maximo de
absorbancia a 492 nm (Leonard et al.,
1985b). Sin embargo, con esta técnica no
es posible determinar e contenido de
proFO. debido a que la enzima se encuen-
tra inactiva. Para poder hacerlo, es
necesario incubar la muestra con tripsina
(0.1 mg/mL) lo que garantiza la conver-
sion de la enzima a su forma activa. Por
otra parte, en busca de una metodologia
para pequefios volumenes, se implement6
la técnica en microplacas de 96 pozos la

cua ha sido usada en agunos trabajos de
activacion de proFO en invertebrados
(Lockey y Ourth, 1992; Rocher al..
1992). Con esta modificacion, se obtuvo
una adecuada correlacion (r= 0.99) y
precision (CV <10%), por lo cua fue
adoptada y empleada en varios experi-
mentos. Dentro de las ventajas que
presenta el trabajar con microplacas estan:
el menor gasto de reactivos y la manipu-
lacion de mayor nimero de muestras en
formasimultanea.

El primer paso para la obtenciéon del
sistema proFO a partir de hemocitos de
camaron café fue la separacion del plasma
por centrifugacion. Inicialmente se siguio
la técnica utilizada por Vargas-Albores
(1992), centrifugando la hemolinfa en una
centrifuga Eppendorf donde se genera una
velocidad elevada (15,900 g) en compa
racion con las utilizadas (700-800 g) en la
separacion de los hemocitos de otros
crustéceos (Ashida y Soderhdll, 1984;
Kopacek er al.. 1993). Aunque en €
plasma del camaron café no se encon-
traron evidencias de actividad FO o ésta
fue muy baga (Vargas-Albores, 1992).
cuando se midio la presenciade proFO, se
detectaron valores significativamente al-
tos, sugiriendo que la enzima en forma
inactiva era liberada durante el proceso de
obtencion de los hemocitos o se encon-
traba normalmente en e plasma.



Aunque en insectos € sistema proFO ha
sido detectado tanto en & plasma como
en los hemocitos (Pye. 1974; Ashida,
1981; Ratcliffe etal., 1984; Sugumaran
et al., 1985), no existe evidencia de su
presencia en € plasma de crustaceos y
aparentemente esta confinado solamente
en € interior de los hemocitos (Johansson
y Soderhdll, 1985; Soderhdl et al., 1986;
Vargas-Albores, 1992). Sin embargo.
todos estos trabajos solamente hacen refe-
rencia a la determinacion de FO, es decir
ala enzima activada, pero en ningim caso
se busco la presencia de la enzima en su
forma inactiva (proFO). Por ello, se
consideré necesario buscar la(s) causa(s)
de estas observaciones.

El anticoagulante es la primera solucion
gue se pone en contacto con la hemolinfa
al ser extraida. Sin embargo, el anticoagu-
lante usado en € presente trabagjo (SIC-
EDTA) se descart6 como posible promo-
tor de laliberacién de proFO en € plasma
de camardn café, debido a que mantiene
las caracteristicas ionicas y osmaticas de
la hemolinfa de los camarones (Vargas-
Albores y Ochoa, 1992). Ademas su efi-
-ciencia ha sido demostrada (Vargas
Albores et uf., 1993a) a no producir alte-
raciones bioquimicas y celulares en la
muestra. Otra solucién anticoagulante
para la obtencién de hemolinfa de
crustéceos ha sido reportada (Soderhdl y
Smith, 1983), la cual tiene un pH acido
(4.6). Sin embargo para la obtencién de
hemolinfa de camardn, esta solucién
promueven la precipitaciéon de agunas
proteinas de la hemolinfa, 1o que limité su
utilizacion (Vargas Albores et al., 1993a).

Los anticoagulantes comunmente usados
en los trabajos sobre activacion del
sistema proFO, contienen azucares (Duvic
y Séderhall, 1993; Brookman ef al., 1989,
Ratcliffe er al., 1991). Ashida (1981)

logré obtener un sistema proFO estable
en un SLH de hemocitos de Bombyx
mori, mediante la inyeccion de un factor
de la cana de azucar. Debido a que los
hemocitos de crustaceos son muy
sensibles a bajas concentraciones de B-
glucanos (Smith y Soderhdl, 1983b) o
LPS (Soderhall y Hall, 1984; Johansson y
Séderhaill, 1985), los azucares asi como el
factor de la cafa de azicar pueden causar
degranulacion y liberacion del sistema
proFO en & plasma Sin embargo, parala
extraccion de la hemolinfa de camardn
café, se us6 un anticoagulante que conte-
nia solamente sales y se tomaron todas las
medidas preventivas para evitar la activa-
cion celular (agua libre de pirdgenos,
plastico y vidrio libres de endotoxinas o
reactivos con calidad para cultivo de
tejidos. etc.).

Otro factor que se investigo fué e calibre
de la aguja empleada en la obtencién de la
hemolinfa. La mayoria de los trabgjos
sobre e sistema proFO en crustaceos se
han realizado con especies de tallas
mayores a las del camardn (langostas y
langostinos), por lo que la extracciéon de
hemolinfa se realiza con relativa facilidad
empleando agujas de calibre 22. Al inves-
tigar el posible efecto del calibre de la
aguja sobre la liberaciéon de la proFO a
plasma no se encontré diferencias por €
uso de agujas con calibre2 1,22y 25. La
extraccion de hemolinfa con agujas de
calibre 20. provocd unaliberacion signifi-
cativamente mayor (p<0.05) de proFO al
plasma. la cua puede ser consecuencia
del dafio tisular que éste tamafio de aguja
produce.

Al no encontrar una importante influencia
por e caibre de la aguja se evalu6 €
efecto de la centrifugacion sobre la libe-
racion de la proFO durante la separacion
de los hemocitos. La flierza de centnfu-
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gacion (15.900 g) alcanzada en una
microcentrifuga aparentemente es la prin-
cipal responsable de la liberacion de
proFO ya que utilizando otras fuerzas de
centrifugacion (400-800 g), es posible
evitar esta liberacién Un hallazgo impor-
tante es haber detectado que la proFO es
liberada en su forma inactiva, pudiendo
separar, al menos, dos fenébmenos involu-
crados en la activacion del sistema proFO:
la liberacion y la activacion. Por otro
lado, comprobada por microscopia, la
integridad de los hemocitos no es afectada
por la liberacion de pequefias cantidades
de proFO inducida por |a centrifugacion a
800 g. Las células son capaces de respon-
der a un estimulo posterior y mantienen
sus actividades de adhesion a vidrio o
plasticos, liberacion del sistema proFOy
fagocitosis, como se discute mas adelante.
Por €lo. durante la separacion de los
hemocitos del camaron café, las fuerzas
de centrifugacion de 600 a 800 g pueden
ser utilizadas. A pesar de que en ningun
trabajo sobre el sistema proFO de insec-
tos 0 de crustéceos se ha discutido la
influencia de la velocidad de centrifuga
cion sobre laliberacion del sistemaproFO
a plasma, en- la mayoria de ellos se usan
velocidades cercanas a 800 g (Leonard
et al, 1985a; Ratcliffe et al.,, 1991;
Kopécek et al., 1993).

Otro factor que podria estar influenciando
la liberacién de componentes del sistema
proFO durante la separacion de los
hemocitos es la salinidad. Vargas-Albores
y Ochoa (1992), determinaron las concen-
traciones de sodio y potasio, € pH y la
osmoldidad de la hemolinfa de camardon
azul; propiedades similares a las del
camaron café (Vargas-Albores et al., 1991
Vargas-Albores. 1992). Esto permiti6
disefiar una solucion anticoagulante para
la extraccion de hemolinfa de camaron

café (Vargas-Albores et al., 1993a), la
cual también es isoosmotica con la
hemolinfa del camaron azul (Vargas-
Albores y Ochoa, 1992) y del camardn
blanco (Vargas-Albores, comunicacion
personal). Debido a que, en forma natural,
los hemocitos se encuentran en un ambien-
te con altas concentraciones de sodio
(450 mM), es logico suponer que
concentraciones Salinas menores pueden
generar condiciones desfavorables deosmo-
lalidad que aumenten la sensibilidad de las
células y/o afecten agunas actividades
celulares. u

Cuando los hemocitos fueron centrifu-
gados en un amortiguador de cacodilatos
sin NaCl, se liber6 aproximadamente 10
veces mas cantidad de proFO que cuando
se usaron 450 mM de NaCl. Esta liber-
acion es favorecida s se incrementa la
velocidad de centrifugacion (Tabla 6). Sin
embargo, cuando se combinan ambos
pardmetros, la salinidad mas que la fuerza
de centrifugacion, tiene € efecto més
importante sobre la liberacion de la
proFO. Con estos resultados se imple-
mentd un método para obtener prepara
ciones con ato conteniendo de proFO.
Los hemocitos son separados de la hemo-
linfa por centrifugacion a 800 g, resuspen-
didos en amortiguador de baja salinidad y
centrifugados a15,000 g, obteniéndose en
el sobrenadante una muestra que contiene
proFO.

Otros iones tambieén tienen influencia en e
sistema proFO. Por ejemplo, se ha
demostrado gue en insectos y crustaceos.
el calcio es importante para la estabilidad
de la proFO (Leonard et al., 1985b;
Johansson y Soderhdll, 1988). El uso de
otras concentraciones de calcio (100-
200 mM), evita la estimulacion espon-
tanea de la enzima proFO (Ashida et al.,
1983; Ashiday Soderhdll. 1984; Soderhall
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y Hall, 1984; Leonard et al., 1985a;
Kobayashi et al.. 1990). En algunos
insectos (Dularay y Lackie. 1985) y
crustaceos (Ashida y Soderhill, 1984), se
observo que la ausencia de calcio permite
obtener un sistema proFO estable. Asi, la
participacion de calcio en la estabilidad de
la proFO parece ser controversial. Los
resultados obtenidos con camardn mues-
tran que la ausencia de cacio evita la
activacion espontanea de la proFO y que
se requieren bajas concentmciones (5 mM)
para provocar su activacion espontanea
(Figura 6), pero que un aumento en la
concentracion (mayor O igual a 200 mM
no evitala activacion

Los iones magnesio y manganeso pueden
producir activacion espontanea de la
proFO de hemocitos de camardn café,
durante la extraccion por centrifugacion.
Aungue e mecanismo de accion de los
cationes en la activacion de la proFO no
ha sido dilucidado, se han planteado
algunas hipdtesis.

Rocher al. (1992), trabajando con un
equinodermo (Halotorula tubulosa),
obtiene evidencias para sugerir un modelo
de transformacion de proFO a FO. Ellos
proponen que la proFO es convertida por
una serin-proteinasa en un intermediario
de 14.5kDa que a su vez, es polimerizado
a un tetramero de 60 kDa requiriendo
calcio para su formacion. Sin embargo,
los mismos autores obtienen, aunque en
menor grado, activacion de la proFO por
tripsina en ausencia de calcio. Este
modelo es dudoso 0 a menos no es apli-
cable en e camardn café donde es posible
activar con tripsina independientemente
de la presencia o ausencia de calcio
(Tabla 7).

En insectos (Ashida y Yamazaki, 1990) y
crustaceos (Soderhdll y Hall, 1984;

Kobayashi ¢t al., 1990). parece ser que €
calcio participa como promotor mediante
la activacion de la EApFO ya que la
adicion de calcio aumenta la actividad de
proteasas en SLH. En € camarén café
aparentemente el calcio activa a nivel de
la enzima activadora de la proFO. Esto se
concluye al observar que la activacion por
calcio, de proFO obtenida por centri-
fugacion de hemocitos. puede ser inhibida
por melitina o0 por STI (Gollas-Galvan,
1995). Ambos compuestos son inhibi-
dores de proteasss.

-

Por otro lado, la presencia de calcio no
tubo efecto en la liberacidn y activacion
del sistema proFO de una suspension de
hemocitos de camardn café (Tabla 9). La
combinacion de estos resultados nos
permite proponer que € sistema proFO
debe encontrarse fuera del hemocito para
ser susceptible de activacion por calcio.
Considerando €l hecho de que la concen-
tracion de calcio en e plasma de camardn
café es de aproximadamente 8.5 mM, es
posible que in vivo los componentes del
sistemaproFO sean liberados en respuesta
a un estimulo y, posteriormente, laproFO
sea activada a través de reacciones pro-
teoliticas que involucran € calcio extra-
celular.

Combinando las observaciones que
demuestran que la baja salinidad favorece
laliberacion del sistemaproFO y el hecho
de que en ausencia de calcio, € sistema
proFO es estable, se implemento una nueva
metodologia que consiste en la resuspen-
cion de los hemocitos en amortiguador de
cacodilatos sin NaCl y sin calcio, seguido
de centrifugacion a alta velocidad
( 15,900 g). De esta forma se lograron
obtener preparaciones de proFO
estable de manera fécil y répida. con la
probable ventgja de recuperar la enzima
con bajo porcentgje de proteinas contami-
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nantes (no relacionadas con e sistema
proFO), condicion que no puede ser
alcanzada en las preparaciones de SLH.

Debido a que € sistema proFO puede
reconocer moléculas relacionadas con
microorganismos, tales como B-glucanos,
peptidoglucanos y LPS, es facil proponer
gue este sistema involucra a componentes
capaces de reconocer a microorganiSmos
invasores.

Sin embargo, en el camardn café ninguno
de los LPS probados (E. coli, S.
marcescens, P. aeruginosa, V, cholerae,
K. pneumoniae, S. thyposa y S. flexnerii),
lograron producir activacién de la proFO.
La activacion del sistema proFO por LPS,
no siempre ha sido posible, tanto en
insectos, como en crustéceos. En algunos
casos, la activacion es facilmente demos-
trada (Johansson y Soderhall, 1988;
Bréhelin et al., 1989; Smith y Soderhdl,
1991), mientras en otros este fendmeno
no ha podido ser reproducido (Smith y
Soderhdl, 199 1, Ashida y Yamazaky,
1990). Pese a esta variabilidad, en todos
los casos, € sistema proFO ha podido ser
activado por células bacterianas comple-
tas.

En & camardn café, ni las bacterias ni las
levaduras marinas probadas lograron
activar muestras de proFO obtenidas por
centrifugacion o lisis de las células. Sin
embargo, estos microorganismos fueron
capaces de estimular a una suspension de
hemocitos. o que sugiere la necesidad de
otros componentes. como la membrana
celular para que e estimulo por microor-
ganismos sea generado.

En los ultimos afios se ha investigado la
participacion de algunos componentes
humorales en la activacion del sistema
proFO. Recientemente se aislo del cama-

ron café una aglutinina sérica capaz de
reaccionar con LPS (Vargas-Albores
et al., 1993b). Sin embargo, esta proteina
no parece participar en la activacion del
sistema proFO, aunque es capaz de
estimular la actividad fagocitica (Vargas-
Albores, 1995).

Por su parte, la activacion por laminarina
fue demostrada en el camardn café, tanto
en extracciones celulares (SLH o centrifu-
gado) como en hemoacitos completos. De
la misma forma que en algunos insectos
(Leonard et ~al.,, 1985b; Saul vy
Sugumaran, 1988; Bréhelin et al., 1989) y
crustaceos (Smith y Soderhall, 1983b;
Séderhdll, 1992; Soderhill et al., 1994).

la activacion de la proFO de camardn por
B-glucanos fue dependiente de la concen-
tracion, hasta 1 mg/mL. A partir de esta
concentracion, la pendiente tiende a cero
y no es posible incrementar € estimulo
por dosis mayores de 5 mg/mL.

En relacion a la participacion de compo-
nentes humorales en la reaccion, se ha
descrito una proteina sérica Ilamada
“Beta-glucan binding protein” (BGBP).
Esta proteina ha sido detectada en el
camaron café (Jiménez-Vega y Vargas-
Albores, 1994) y recientemente se ha
logrado su purificacion y caracterizacion
(Vargas-Albores et al., 1995). La BGBP
de camarOn café es una proteina monome-
rica con masa molecular de 100 kDa, muy
similar en su contenido de aminoécidos y
secuencia N-terminal a la BGBP del
langostino (P.leniusculus) (Vargas-
Albores et al.. 1995). Debido a su capa-
cidad de reaccionar con 8-1.3-glucanos.
congtituyentes de la pared celular de los
hongos, levaduras y agas, y con la mem-
brana de los hemocitos (Duvic y
Soderhdll. 1992; 1993). esta proteina ha
sido propuesta como una molécula de
reconocimiento (Vargas-Albores, 1995).
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De igua forma que para algunos insectos
(Ratcliffe er al. , 1985; Breheliner al..
1989) y crustaceos (Ashida y Soderhdl,
1984), laproFO de camaron café también
pudo ser activada por algunos compues-
tos quimicos (etanol y SDS). Sin embar-
go, € mecanismo de activacién por estos
compuestos parece ser diferente a pro-
teolitico ya que no pudo ser blogueada
por STI. Aungue aln no se tiene claro €
mecanismo de accion de estos compues-
tos, Preston y Taylor (1970) propusieron
tres hipétesis para explicar la accion de
los solventes organicos sobre la proFO: a)
eliminacion de inhibidores, b) produccion
de cambios quimicos en la molécula,
exponiendo € sitio activo, ¢) agregacion
de subunidades las cuales forman la
enzima activa Sin embargo, Ashida y
Yoshida (1988) sugirieron que la
agregacion de moléculas de FO puede ser
una consecuencia mas que la causa de acti-
vacion.

Se ha demostrado que € sistema proFO
de invertebrados tiene una participacion
importante en los procesos de fagocitosis
(Smith y Soderhéll, 1983a; Soderhall,
1992; Soderhéall et al.. 1986). En el
camaron café, Vargas-Albores (1992)
realiz6 algunos estudios sobre la capaci-
dad fagocitica de los hemocitos, demos-
trando ademés que la fagocitosis puede
ser estimulada por la aglutinina sérica
(Vargas-Albores. 1992; 1995). Sin
embargo. no se ha demostrado que este
fendmeno este relacionado con el sistema
proFO.

En este trabgjo, se demostré que la FO es
capaz de aumentar la capacidad fagocitica
de los hemocitos de camarédn café (Figura
9). Este fendbmeno se observo tanto con la
FO, obtemda por centrifugaciéon y
activada por tripsna. como con la FO

liberada por consecuencia de la estimula-
cion de los hemocitos con B-glucanos.
Considerando que se requiere FO para la
estimulacion de lafagocitosis. es probable
gue lamayor actividad fagocitica observa
da cuando se utiliz6 FO activada con trip-
sina se deba a que la enzima se encuentra
rapidamente disponible. Por otro lado, la
inhibicién del efecto promotor de fagoci-
tosis via B-glucanos, producida por €l
STI, sugiere la necesaria intervencion de
la enzima activadora de la proFO en el
proceso de activacion. In vitro, cuando el
STI bloquea la"enzima activadora, la
proFO, aunque pueda ser liberada, no es
convertida en FO. In vivo, se ha propues-
to, como mecanismo de control, una inacti-
vacion de la EApFO por factores séricos
(Sugumaran et al., 1985; Donovan y
Laue, 1991) del tipo a2 macroglobulina
(02MG) y/o antitripsina. La presencia de
o2MG se ha descrito en algunos, crus-
taceos incluyendo: Limulus polyphemus
(Armstrong et al., 199 1), Astacus
astacus (Stocker et al., 1991, Homarus
americoms (Spycher etal, 1987) y
Pacifastacus  leniusculus  (Hergenhahn
et al., 1988), sin embargo nada se conoce
de este tipo de proteinas en |0s camarones.

Aungue el mecanismo aun no se ha
explicado, en € langostino y cangrejo se
ha detectado aumento en la capacidad
fagocitica de los hemocitos en presencia
de B-glucanos (Smith y Soderhall. 1983b).
Por otro lado. Soderhill er al. (1986).
trabajando con Pacifastacus leniusculus y
Carciuns maenas, sugieren que los LPS y
los B-glucanos estimulan las células gran-
ulares para que liberen la proFO. Posterior-
mente, estaproFO es activaday se adhiere
a los microorganismos (Moraxella p),
aumentando la posibilidad de ser
fagocitados (opsonizacidn).



A pesar de los conocimientos que hasta la
fecha se tienen sobre los mecanismos de
defensa de los crustaceos, aun queda
mucho por comprender sobre e papel del
sistema proFO y su relacion con otros

mecanismos de defensa, para lograr su
utilizacion como herramienta de diagnos-
tico y prevencion en las enfermedades de
los camarones en cultivo.
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Conclusiones

La importancia del estudio de la inmuni-
dad de los invertebrados radica en puntos
diversos, que van desde el interés comer-
cia hasta e cientifico. En lo comercidl,
porque un debilitamiento de los sistemas
de defensa en organismos perjudiciaes
podria ser empleado como control de
plagas. Por lo contrario, la posibilidad de
potencializar estos mecanismos de defen-
sa, podrian ser utilizados en organismos
cultivables. para evitar enfermedades. El
interés cientifico se basa en la posibilidad
de encontrar eventos inmunol6gicos no
detectados en los organismos superiores,
asi como definir los mecanismos por los
cuales, organismos considerados inferio-
res pueden hacer frente a las agresiones
biol6gicas de su entorno. Esto tiende a
encontrar un concepto unificador de la
respuesta inmune, una forma que permita
generalizar la conducta de un sistema, tan
diverso en forma 'y con un solo objetivo:
conservar la integridad biologica.

En este trabgjo se abordd € estudio del
sistema proFO de los hemocitos del
camaron. uno de los sistemas mas com-
plgjos que participan en los mecanismos
de defensa de los crustéceos. Se probaron
sus formas de activacion y su partici-
pacion en funciones de eliminacion de
material extrafio como lafagocitosis.

De acuerdo con los resultados € sistema
proFO se encuentra en €l interior de los
hemocitos del camardn café y puede ser

extraido por lisis o por centrifugacion.
Aungue en condiciones diferentes. estas
preparaciones pueden ser activadas de
manera similar a otros crustaceos. La
importancia de ‘este sistema en € reco-
nocimiento y eliminacion de patdgenos, se
reflgja en la estimulacion de los hemocitos
del camaron café por B-glucanos, bacte-
rias y levaduras marinas, para liberar e
sistemaproFO. Una vez activado, el siste-
ma es capaz de estimular fagocitosis.

En los estudios del sistema proFOQ, uno de
los principales problemas es la activacion
espontanea que se genera durante el
proceso de obtencion de las muestras. Sin
duda, una contribucién importante de este
trabajo fue la implementacion de una
metodologia simple y rapida que permite
la obtencidn de preparaciones que contie-
nen todos los elementos del sistema
proFO, ademas, de logra la recuperacion
de laenzima proFO estable.

El calcio parece tener un papel importante
en e proceso de activacion del sistema
proFO del camardn a través de la activa-
cion delaEApFO. Esto permite proponer
un modelo de activacion in vivo, donde
los componentes del sistema proFO
probablemente son liberados en forma
inactiva y, posteriormente, a contacto
con e calcio plasmatico (8.5 mM), se
inicialaactivacion.



La liberacion y activacion del sistema
proFO de los camarones, no es la linea
terminal de este mecanismo de defensa.
Una vez activada extracelularmente, la
FO incrementa la actividad fagocitica y
fortalece el sistema de defensa. Al

estimular otras actividades celulares, la
respuesta se magnifica y contribuye a la

eliminacién del parésito.
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Anexo

Reactivos

Agua destilada libre de pirégenos. Se
esteriliz6 agua destilada, en autoclave a
12 1°C por 15 min. y se pasoO a través de
un filtro con poro de 0.45 . Los pirégenos
fueron eiminados de esta agua, mediante
una columna de Detoxi-gel (Pierce, 20344).
Todos los reactivos fueron preparados
con esta agua

Agua de mar artificial: CaCly-H,0
1.52 g, MgS04-7H,0 13 g, KCI 0.78 g,
NaCl 36.94 g. Adicionar las sales en
500 mL de agua destilada. en e orden
descrito, permitiendo la disolucion comple-
ta de cada una antes de adicionar la
siguiente. Aforar al litro con agua desti-
lada y esterilii en autoclave (12 1°C
durante 15 mm). Degar reposar por lo
menos 48 horas antes de usarse
(MacLeod, 1968).

Caldo marino 2216: Se pesan 37.4 g de
caldo marino 2216 (obtenido comercia-
mente de DIFCO) y se disuelve en ' litro
de agua destilada, se esteriliza en autocla-
veal2 1°C durante 15 min.

Caldo M1 para levaduras: Glucosa
20 g, Peptona 10 g. extracto de levadura
5 ¢g. Aforar al litro con agua de mar
artificial. Ajustar apH 4.5 con HCI 0.1 N.

E-Toxa-Clean: (Sigma Chem. Co.):
Solucién acuosa al 1%.

Reactivo de Folin y Ciocalteu: Solucion
2N obtenida de Sigma Chem. Co.,
(F-9252).

-

Preparacion de material libre de
pir 6genos

Material de vidrio: Se lavd perfecta-
mente con agua y jabon y se colocd en
una estufa a 180°C durante 4 horas.

Material de plastico: Se lavd abundante-
mente con agua y jabon y se tratd, por
inmersion en E-toxa-clean, durante 30
min. Posteriormente, se enjuag6 con agua
libre de pirégenos y se seco en estufa a
37°C. .

Soluciones

Anticoagulante (SIC-EDTA): Se utilizo
la solucion anticoagulante descrita para
camaron por Vargas-Albores et al.,
(1993a): NaCl 450 mM, KCl 10 mM,
HEPES 10 mM y EDTA-Na 10 mM
disueltas en agua libre de pirégenos 'y se
gusté el pH a 7.3. Esta solucién se
esterilizé por filtracion en membrana con
poro de 0.22 u de didmetro y se almacend
a4°C.

Amortiguador de cacodilatos (Cac): El
amortiguador de cacodilatos fué preparado
en agua libre de pirdgenos, conteniendo:
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10 mM de cacodilato de sodio y 10 mM
de cloruro de calcio; pH=7.0.

Sustrato (L-DOPA): El sustrato utili-
zado fue una solucion acuosa de 3 mg/mL
(15 mM) de L-3,4-dihidroxifenil-alanina
(Sigma Chem. Co., D-9628). Esta
solucion debe ser preparada momentos
antes de usarse porgue es sensible alaluz.

Glutaraldehido-NaCl 0.15 M: 1 mL de
glutaraldehido 25% (Sigma Chem. Co.),
en 9 mL de solucion salina 450 mM.

NaCl 450 mM: Pesar 2.630 g de NaCly
disolver en 100 mL de agua libre de
pirégenos.

Reactivo Alcalino: Solucion acuosa de
tartrato de sodio y potasio 2 % (A),
solucion acuosa de sulfato de cobre 1 %
(B), carbonato de sodio 2 % disuelto en
NaOH 0.1 N (C). La solucién de trabajo
se prepar0 adicionando 100 pL de Ay
100 uL de B, en 10 mL de C.

Laminarina: Para la activacion, se usd
laminarina (B, 1-3 glucano, obtenida
comercidlmente (Sigma Chem. Co., L-
9634) a una concentracion de 1 mg/mL,

preparada en agua, la cua es obtenida de
una alga llamada Laminaria digitata.

Activadores Quimicos: Los reactivos
usados se disolvieron en agua a concen-
tracionesde: urea2 M, SDS1 % y etanol
absol uto.

Enzimas

Enzimas proteoliticas. Para los ensayos
de activacion enzimatica, Se UsoO tripsina
(EC 3.4.2 1.4) tipo X| de pancreas de
bovino (Sigma Them Co.) a una concen-
tracion de 0.1 mg/mL. En algunas pru-
ebas, se emplearon otras enzimas proteo-
liticas: quimotripsina de bovino (EC
3.4.21.1) y papaina (EC 3.4.22.2) a con-
centracion de 0.1 mg/mL. Todas las prepa-
raciones enziméticas se prepararon en

agua.

Tripsina-STI: Se pesaron 2 mg del
inhibidor de tripsina: Soybean trypsin
inhibitor (STI, Sigma Chem. Co.) y se
disolvieron en 10 mL de solucion acuosa
conteniendo tripsina 0.1 mg/mL.
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