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CIENCIAS BIARINAS

Glosario
1P.N.

DONATIVO

Aglutininas:

Caotrópico:

Citotoxicidad:

Encapsulación:

Molécula de origen protéico cuya fijación por el antígeno se
manifiesta in vitr0 por una reacción de aglutinación.

Propiedad de una molécula para aumentar la entropía.
Propiedad que tienen ciertas moléculas para destruir células.

Aislamiento del parásito mediante la acumulación ordenada
de células.

Exocitosis Proceso de liberación del contenido granular, sin ruptura de
las células.

Factores líticos: Moléculas de origen protéico que destruyen la membrana
celular.

Fagocitosis:

Fenoles:

Ingestión de una partícula extraña por una célula.

Compuestos aromáticos que tienen al menos un ión OH- en
su molécula.

Formación de nódulos:

Hemocitos:

Inmunoglobulinas:

Lectinas

Melanización:

Melitina:

Acumulación celular alrededor de un parásito.

Células sanguíneas de invertebrados.
Término genérico que designa al conjunto de las globulinas
séricas que componen los anticuerpos.
Molécula de origen protéico que tiene afinidad por azúcares.

Formación de melanina.

Respuesta celular

Polipéptido de 2,646 Daltons de masa molecular, compuesto
por 40 ó 50% de veneno de abeja.

Reacción de defensa en la que participan directamente las
células.

Respuesta humoral:

Rf:

Reacción de defensa producida por moléculas extracelula-
res, por ejemplo anticuerpos.
Movilidad relativa de una proteína, se calcula dividiendo la
distancia de migración de la proteína entre la distancia de
migración del colorante.

Zimógeno: Forma inactiva de una enzima.



Abstract

Prophenoloxidase (ProPO) is a zymogen found in the granules of granular
haemocytes of crustaceans, this proPO is part of an enzymes cascade called
proPO system which involves at least one serine protease. Activation of the
proPO system produces phenoloxidase (PO), this enzyme oxidizes phenols to
melanin. This system is considered  a mechanism of non-self recognition
because its activation products are bacteriostatic and fungicide  compounds. It
also promotes phagocytosis and encapsulation.

The proPO system can be activated by Gram negative bacteria1 lipopolysaccharide,
Gram positive bacteria1 peptidoglycan and yeast &glucans. This activation
provokes liberation by controlled exocytosis of the proPO system contained in
the cytoplasmic granules of the haemocytes.

Prophenoloxidase has been purified f-m haemocytes lysate supernatant of
other arthropods, however in shrimp only its activation process and participation
in phagocytosis have been demonstrated. Prophenoloxidase was obtained by
osmotic shock to induce degranulation of the hemocytes. In this work the
degranulation product was used as an initial  sample to isolate proPO and to
demonstrate participation of calcium on protease activation.

The prophenoloxidase was purified  from blood cells of the brown shrimp
Penaesus  californiensis. The isolated proPO was analyzed on sodium dodecil
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and a molecular mass of ll 3.9 kDa
was observed. Its isoelectric point was 7.35. Both, profenoloxidase and
phenoloxidase are liable  to temperature higher than 40°C. The phenoloxidase
reaction has an optimum pH of 8. Phenoloxidase was inhibited by DTCA and by
copper. According to the substrate affinity and inhibition characteristics, the
phenoloxidase of the brown shrimph (Penaeus californiensis) is classified as a
phenoloxidase tyrosinase-like enzyme.



En los invertebrados las reacciones de defensa casi siempre están
acompañadas de melanización.  La fenoloxidasa es la enzima que cataliza la
reacción de síntesis del pigmento melanina. Esta enzima se encuentra en forma
inactiva dentro de los gránulos de las células sanguíneas de los artrópodos
(hemocitos) y es el componente principal de un complejo sistema de
reconocimiento y defensa llamado sistema profenoloxidasa. La activación de
este sistema puede ser inducida por componentes de la pared celular de
bacterias y levaduras y provoca la liberación del contenido granular. Durante el
proceso de activación de la profenoloxidasa interviene una proteasa que
convierte a la profenoloxidasa en una enzima activa (fenol.oxidasa)  por medio de
una proteólisis controlada.

La profenoloxidasa ha sido aislada de crustáceos a partir de lisado de
hemocitos, sin embargo en camarón solo se había demostrado su presencia y
participación en la fagocitosis. En este trabajo se aisló la profenoloxidasa
utilizando shock osmótico para inducir la degranulación de los hemocitos de
camarón café (Penaeus californiensis) y se trabajó con el contenido granular.

Para la purificación de la profenoloxidasa se probaron diferentes tipos de
cromatografía en columna, obteniéndose los mejores resultados con
cromatografía de afinidad. Además se demostró la participación del calcio en la
activación de la profenoloxidasa a través de su proteasa activadora.

La masa molecular obtenida por electroforesis en acrilamida en condiciones
desnaturalizantes fue de 113.9 kDa para la profenoloxidasa y de 106.6 kDa para
la fenoloxidasa. El punto isoeléctrico para ambas formas de la enzima fue de
7.35. Las dos formas de la enzima son sensibles a la temperatura presentando
una inactivación al ser incubadas a temperaturas mayores de 40°C. El pH
óptimo en la reacción de la fenoloxídasa fue de 8. La mayor afinidad de la
fenoloxidasa fue por el sustrato L-DOPA y el mayor porcentaje de inhibición fue
ocasionado por el cobre y por el ácido ditiocarbámico.

Por las características cinéticas y de inhibición la forma activa de la enzima fue
identificada como una tirosinasa (E.C. 1.14.18.1), parecida a la encontrada en
langostino.
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Introducción

Los mecanismos de defensa son generados como respuesta a partículas
ajenas, mediante un sistema de reconocimiento de lo propio y lo extraño. En los
vertebrados, el mecanismo de reconocimiento ha sido estudiado ampliamente y
se ha demostrado que en la respuesta inmune participan inmunoglobulinas y
linfocitos (Bach, 1984). Sin embargo, hasta la fecha, este tipo de componentes
no ha sido detectado en invertebrados. Más aún, las bases moleculares que
explicarían el mecanismo de reconocimiento y eliminación de patógenos no han
sido dilucidadas (Leonard et al., 1985a; Ratcliffe, 1985;~-Ratcliffe  et al., 1985;
Söderhäll, 1992).

En los artrópodos, posiblemente el grupo de invertebrados más estudiado, se ha
observado que en las reacciones de defensa contra microorganismos
patógenos y oportunistas, existe una respuesta celular (Ratner y Vinson, 1983;
Nappi et al., 1992; Ford et al., 1993; Johansson y Söderhäll, 1993) y una
respuesta humoral (Lackie, 1980; Dunn, 1986; Brehélin et al., 1989; Ratcliffe y
Gotz, 1990). Los mecanismos de defensa celular en artrópodos constan,
principalmente de: fagocitosis, encapsulación, formación de nódulos y
citotoxicidad (Ratcliffe, 1985; Renwrantz, 1986; Lackie, 1988; Johansson y
Söderhäll, 1989a; Ratcliffe et al., 1991; Johansson y Söderhäll, 1992). La
inmunidad humoral, por su parte, incluye factores moleculares como: lectinas,
aglutininas, enzimas, citoquininas y factores líticos (Vasta y Marchalonis, 1983;
Vasta y Cohen, 1984; Söderhäll et al., 1986; Ratanapo y Chulavatnatol, 1990;
Vargas-Albores, 1992; Vargas-Albores et al., 1992; Guzmán-Murillo et al., 1993;
Vargas-Albores et al., 1993a;  Vargas-Albores, 1995).

El sistema profenoloxidasa (proFO) ha sido considerado como un componente
integral del sistema inmune de artrópodos y responsable de las funciones de
reconocimiento y defensa (Söderhäll, 1982; Ashida y Söderhäll, 1984; Söderhäll
y Hall, 1984; Renwrantz, 1986; Söderhäll et a/., 1986; Ashida, 1990; Ashida y
Yamazaki, 1990; Söderhäll, 1992). Esto se debe básicamente a dos



propiedades del sistema proFO: 1) puede ser estimulado por pequeñas
cantidades de polisacáridos microbianos (Söderhäii, 1982; Ashida et al., 1983;
Söderhäii et &., 1994; Vargas-Albores, 1995); 2) tiene la habilidad para
estimular actividades celulares de defensa (Söderhäil, 1982; Ashída y Söderhäii,
1984; Ratciiffe et al., 1984; Johansson y Söderhäii, 1989b; Rizki y Rízki, 1990;
Nappi et al., 1991; Söderhäii, 1992).

El componente final de la activación del sistema proFO es la fenoloxidasa (FO)
(EC: 1.10.3.1 :odifenoi: oxígeno reductasa), la cual oxida difenoles produciendo
quinonas. Estos compuestos, continúan su transformación por vía no enzimática
hasta llegar a melanina (Söderhäll,  1982; Söderhäll y AjaXon, 1982; Johansson
y Söderhäil, 19896; Ashida y Yamazaki, 1990; Ratcliffe et al., 1991; Andersen et
al., 1992). La melanina es importante en los mecanismos de defensa, ya que es
capaz de promover la encapsuiación física de hifas de hongos, tejidos
aberrantes, bacterias y parásitos (Ratcliffe y Rowiey, 1979; Lackie, 1980;
Söderhäii et. al., 1984; Coiiins et al., 1986; Rizki y Rizki, 1990). Además la
melanina y sus precursores pueden inhibir el crecimiento de hongos y bacterias
(Söderhäll y Ajaxon, 1982).

El sistema proFO consiste en una cascada de reacciones que involucra
proteasas y otros factores que son activados secuencialmente (Leonard et a/.,
1985a; Ratcliffe, 1985; Ratcliffe et al., 1984; Aspán et al., 1990; Söderhäii,
1992). En insectos, este sistema está presente tanto en plasma (Ashida, 1981;
Saui y Sugumaran, 1987; Saul y Sugumaran, 1988; Brehélin et al., 1989; Ashida
y Yamazaki, 1990) como en el interior de los hemocitos (Leonard et al., 1985a;
Ashida et al., 1988; Ashida, 1990). El sistema proFO de los crustáceos,
aparentemente se encuentra confinado al interior de los hemocitos (Söderhäii y
Smith, 1983; Johansson y Söderhäll, 1989b; Vargas-Albores et al., 1993a) y
bajo condiciones experimentales no ha podido ser detectado en plasma.

En el sistema proFO de los artrópodos existen dos componentes importantes: la
profenoloxidasa, que da origen a la FO (Söderhäli, 1982; Johansson y
Söderhäii, 1989b; Ashida, 1990) y la enzima encargada de activarla, la cual ha



sido denominada como enzima activadora de la profenoloxidasa (EAproFO)
(Leonard et al., 1985b; Aspán et a/., 1990; Aspán y Söderhäll, 1991;). Ambas se
encuentran en ‘forma inactiva en los gránulos de los hemocitos (Johansson y
Söderhäll, 1985) y son transformadas a su forma activa durante la estimulación
de los hemocitos. Esta compartamentalización del sistema proFO puede ser una
importante medida de control y regulación de la liberación del sistema
(Söderhäll et al., 1990; Söderhäll et al., 1994)

La liberación del sistema proFO es producto de la estimulación de los
hemocitos, provocada por lipopolísacáridos (LPS) de bacterias Gram negativas
(Rowley y Rahmet-Alla, 1990; Ratcliffe et al., 1991; Johansson y Söderhäll,
1992; Lanz et al., 1993), glicoproteínas de bacterias Gram positivas (Söderhäll y
Unestam, 1979; Ashida et al., 1983; Brookman ef a/., 1989),  y 13-l ,3 glucanos de
pared celular de hongos o microalgas (Söderhäll et al., 1988; Ashida y
Yamazaki, 1990; Vargas-Albores ef a/., 1996). La liberación de gránulos es
llevada a cabo por una exocitosis perfectamente controlada (Unestam y
Söderhäll, 1977; Smith y Söderhäll, 1986; Söderhäll et al., 1986; Ashida, 1990).

Se ha encontrado que el tamaño mínimo de la cadena de P-1,3-glucano  para
disparar la activación del sistema proFO, tanto en insectos (Ashida et al., 1983;
Brookman et al., 1989) como en crustáceos (Söderhäll, 1982; Barracco et al.,
1991), es un oligosacárido de 5 unidades de glucosa, .

Los activadores biológicos del sistema proFO son reconocidos por algún
componente sérico antes de estimular las células. Este es el caso de la proteína
sérica llamada BGBP (del inglés: Beta Glucan Binding Protein), la cual, como su
nombre lo indica, tiene la capacidad de unirse a 13-l ,3-glucanos.  Esta proteína
ha sido purificada, tanto de insectos (Söderhäll et al., 1988; Ochiai et al., 1992),
como de crustáceos (Duvic y Söderhäll, 1990; Duvic y Söderhäll, 1993;
Thörnqvist et al., 1994; Vargas-Albores ef a/., 1996). Una vez que reacciona con
laminarina (beta glucanos), el complejo BGBP-laminarina (BGBP-L) tiene la
capacidad de inducir la activación del sistema proFO, la cual es mayor que
cuando se utiliza solamente el beta glucano (Söderhäll et al., 1990; Söderhäll,
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1992; Duvic y Sdderhäll, 1993; Sõderhäll et a/., 1994; Vargas-Albores, 1995;
Vargas-Albores et al., 1996). Además, otras funciones celulares también pueden ser
estimuladas & ‘el complejo BGl3P-L, posiblemente como consecuencia de la
activación del sistema proFO (Barracco et al., 1991).

La presencia de los sitios de unión para el complejo BGBP-L en la superficie de
los hemocitos fue demostrada con inmunofluorescencia usando antisuero contra
esta proteína. Con la purificación de los receptores de membrana de hemocitos
de la langosa, se demostró que la BGBP solamente puede unirse a ellos,
después de la reacción con laminarina (Duvic y Söderhäll, 1992).

En forma in vivo, la proFO es hidrolizada y transformada en FO por una serin-
proteinasa (EAproFO),  sin embargo in vitre, otras enzimas proteolíticas, como
tripsina y quimotripsina  también pueden activar a la proFO (Söderhäll y Hall,
1984; Yoshida y Ashida, 1986). Aparentemente, la activación por tripsina o
quimotripsina se lleva a cabo por el mismo mecanismo que la EAproPO (Aspán
et al., 1990; Söderhäll, 1992). Por otra parte, algunas sustancias orgánicas
también son capaces de activar a la proFO, sin embargo este proceso parece
ser por una vía no proteolítica. Entre los activadores químicos están los
detergentes (SDS), ácidos grasos (Sugumaran y Nellaiappan, 1991) y solventes
orgánicos como etanol y acetona (Brehélin et al., 1989; Lockey y Ourth, 1992;
Hernández-López, 1996).

Un sistema con alta actividad enzimática debe de contar con reguladores que
permitan mantener su actividad dentro de parámetros fisiológicos adecuados.
Para la regulación del sistema proFO se han descrito inhibidores plasmáticos
tales como inhibidores de tripsina y a2 macroglobulina (Saul y Sugumaran,
1986; Hergenhahn et al., 1988; Armstrong et al., 1991; Brehélin et al., 1991).
Estos reguladores tienen como función principal reducir la actividad proteolítica
generada durante la liberación del contenido granulár de los hemocitos,
evitando la acción de la proteasa en lugares no deseados (Hergenhahn et al.,
1988; Armstrong et al., 1991; Brehélin et al., 1991; Stöcker et al., 1991;
Liang et al., 1992).
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El sistema proFO ha sido propuesto como un mecanismo de reconocimiento y
defensa en crustáceos e insectos (Söderhäll, 1982, Ashida y Söderhäll, 1984;
Ratcliffe ef al., 1984; Leonard et al., 1985a; Ratcliffe, 1985; Johansson y
Söderhäll, 1989b; Ashida, 1990; Stöcker et al., 1991; Söderhäll, 1992; Söderhäll
et al,, 1994), y hasta la fecha se han aislado y caracterizado algunos de sus
componentes. Dentro de los más importantes se encuentran: la profenoloxidasa,
la enzima activadora de la proFO, y proteínas que se une a sacáridos
microbianos (J3-glucanos y LPSs). .*

El reconocimiento está a cargo de proteínas plasmáticas que se unen
específicamente al agente extraño y, en algunos casos, tienen la capacidad de
activar sistemas de defensa más complejos. Algunas de estas proteínas con
capacidad de reconocer y unirse a LPS y a &glucanos han sido detectadas en
el plasma de crustáceos. Una proteína que se une a LPS, ha sido aislada de
hemolinfa de camarón café (Vargas-Albores et al., 1993a) la cual es capaz de
aglutinar bacterias Gram negativas. Esta proteína tiene una masa molecular de
170-180 kDa y está formada por 4 subunidades de 41 kDa. De la misma
manera, Kopácek, ef al., (1993), aislaron del plasma de la langosa Pacifasfacus
leniusculus,  una proteína de 420 kDa que presenta afinidad por LPS. De
Penaeus monodon también se aisló una lectina que induce la aglutinación de
Vibrio vulnificus (Ratanapo y Chulavatnatol, 1992).

Por otra parte, la proteína que se une a &glucanos (Beta glucan binding
protein: BGBP) se ha logrado purificar a partir del plasma de Pacifasfacus
leniusculus (Duvic y Söderhäll, 1990), Asfacus asfacus y Procambarus clarki
(Duvic y Söderhäll, 1993) y Carcinus maenas (Thömqvist et al., 1994). Esta
proteína es un monómero con masa molecular de 95-l OO kDa (Söderhäll ef al.,
1994) y, además, tiene la capacidad de estimular la activación del sistema
proFO, cuando está unida a un P-glucano además de otros fenómenos
celulares, como la degranulación (Barracco et al., 1991). Una proteína similar
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también ha sido detectada en el camarón café (P. californiensis)  y
propiedades químicas y biológicas similares a la reportada para
crustáceos (Vargas-Albores et a/. , 1996).

tiene
otros

La BGBP tiene aparentemente la capacidad de tener dos sitios funcionales
biológicamente activos: uno que se une al glucano y otro que reconoce un
receptor en la membrana del hemocito (Duvic y Söderhäll, 1992; Vargas-
Albores, 1995). La reacción con glucanos y consecuentemente la formación del
complejo BGBP-glucano, es un requisito para que se lleve a cabo la interacción
con el hemocito  (Duvic y Söderhäll, 1992). La unión del complejo a los
receptores de membrana provoca la exocitosis y con ‘esto la liberación del
contenido granular (Söderhäll et al., 1986; Duvic y Söderhäll, 1992).

Una vez liberado el contenido granular de los hemocitos al plasma, la enzima
activadora de la proFO puede activarse. Esta proteína ha sido purificada de los
hemocitos de la langosta, Pacifastacus  leniuscuslos  (Aspán et al., 1990) e
identificada como una proteinasa tipo serina,  con una masa molecular de
aproximadamente 35 kDa. Esta enzima convierte proteolíticamente la proFO de
76 kDa, en péptidos de 60 y 62 kDa, ambos con actividad fenoloxidasa. Sin
embargo, cuando la proFO es hidrolizada por tripsina, solamente se liberan
péptidos de 60 kDa (Aspán et al., 1990). La proFO se ha purificado de los
hemocitos de algunos artrópodos (Andersson et al., 1989; Aspán y Söderhäll,
1991; Durrant et al., 1993) y recientemente se determinó la secuencia de
aminoácidos de la proFO de la langosta (Pacifasfacus leniusculus)  (Aspán et al.,
1995). La proFO de la langosta tiene una masa molecular de 80.732 kDa, dos
moléculas de cobre y dos sitios de unión a este metal, los cuales son parecidos
a aquellos presentes en la hemocianina de artrópodos (Aspán et al., 1995).

La proFO también ha sido aislada y purificada de varios insectos, tanto del
plasma como del interior de los hemocitos. En Hyak5phora cecropia, la proFO
detectada en plasma se presenta en dos formas, ambas con masa molecular de
76 kDa, que pueden ser activadas por serin-proteinasas  obtenidas de la misma
fuente y en presencia de calcio (Andersson et al., 1989).
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En los insectos, la proFO también se ha purificado a partir de hemocitos de
larvas de Oryctes rhinoceros, pero su caracterización solamente se realizó en la
enzima activa * ‘(Thangaraj et al., 1990). También se ha aislado la proFO
intracelular de la cucaracha (Haberes discokfa/is), donde se reporta como una
glicoproteína polimérica constituida de unidades monoméricas de 76 kDa, con
un pl de 5.2. Esta proteína puede ser convertida a FO por tratamiento con
tripsína (Durrant et al., 1993). Debe recordarse que en general, el tratamiento
proteolítico, incluyendo tripsina, activa la prof 0
Aspán et al., 1990).

Por otro lado, algunos estudios han demostrado que la @FO también puede

(Unestam y Söderhäll, 1977;

ser activada por agentes químicos como son los detergentes y los solventes,
dentro de los que se encuentran: dodecil sulfato de sodio (SDS) y cloruro de
cetilpirimidínio (Sugunmaran y Nellaiappan, 1991) o metano1 y acetona (Lockey
y Ourth, 1992; Brehélin et al., 1989). El sistema proFO también puede ser
activado por calor y por ausencia de calcio (Ashida y Söderhäll, 1984; Dularay y
Lackíe, 1985). Sin embargo este mecanismo de activación no involucra un
proceso proteolítico y parece estar asociado a cambios estructurales en la
molécula, más que a una modificación en su secuencia.

El componente final del sistema proFO es la fenoloxidasa (Ratclìffe et al., 1985;
Söderhäll, 1982; Ashida y Yamazakí, 1990), enzima que presenta dos
especificidades ya que cataliza tanto la o-hidroxílación de monofenoles, como la
oxidación de difenoles (Dixon et al., 1979). De esta manera la enzima es capaz
de convertir la tirosina a DOPA, así como la DOPA a dopaquínona (Lerch, 1988;
Aspán et al., 1995). Esta dopaquínona se transforma en melanina mediante una
reacción no enzimática (Pawelek, 1991). Tanto la melanina como las quinonas
producidas en esta reacción poseen actividad fungistática y bactericida
(Söderhäll y Ajaxon, 1982; Rowley y Rahmet-Alla, 1990). En artrópodos este
pigmento es también producido en la cutícula después de una herida o como
resultado de un ataque por parásitos (Ratcliffe et al., 1985; Saul y Sugumaran,
1988; Ashida y Yamazaki, 1990; Nappi et al., 1991).
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La fenoloxidasa, por su parte, se ha caracterizado por ser una proteína que
tiene capacidad de unirse inespecíficamente a superficies como et vidrio y
polimeros de &cares. Aunque esto puede tener importancia biológica para el
organismo vivo (Johansson y Söderhäll, 1989b),  in vitre estas uniones
inespecíficas han dificultado su purificación. Esta enzima ha sido aislada y
caracterizada de hemocitos y de la hemolinfa de insectos (Ashida y Yamazaki,
1990; Thangaraj et al., 1990; Lockey y Ourth, 1992) y de los hemocitos de
crustáceos como el langostino (Aspán y Söderhäll, 1991; Aspán et al., 1995), sin
embargo en crustáceos peneidos la mayoría de los estudios han sido de FO de
la cutícula (Simpson et al., 1987; 1988; Chen et al., 1992).

En camarón, el conocimiento de los mecanismos de defensa y más aún, del
sistema profenoloxidasa, es escaso. Dentro de los estudios sobre camarón café
se encuentran los estudios de Guzmán-Murillo, et al., (1993), donde describen
la presencia de actividad hemolítica en el plasma de este crustáceo. Aunque no
encuentran relación entre el factor hemolítico y el sistema profenoloxidasa,
mencionan que es un componente del sistema de defensa. Otros posibles
factores de defensa son las aglutininas las cuales han sido identificadas en
Penaeus stylirosttis  (Vargas-Albores et al., 1992),  P: monodon (Ratanapo
Chulavatnatol, 1990) y P. californiensis (Vargas-Albores et al., 1993a) y tienen
capacidad de reaccionar con Vibrios.

Y
la

De los estudios sobre el sistema proFO del camarón se encuentran los
realizados por Simpson et al., (1987; 1988) donde purifican y obtienen algunas
propiedades cinéticas de la FO de cabezas de camarón rosa (P. duorarum) y
blanco (P. sefiferus).  Sin embargo estos trabajos están encaminados a la
industria de alimentos, con la finalidad de encontrar un mejoramiento de la
presentación del producto y no para estudiar los mecanismos de defensa.

En el camarón café se ha detectado la actividad fenoloxidasa en los hemocitos
(Vargas-Albores, 1992) y se ha estudiado su mecanismo de activación
(Hernández-López, 1996; Hernández-López ef al., 1996). Sin embargo no se
tiene información sobre las características moleculares de la enzima, por lo que
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este trabajo pretende determinar las principales propiedades de la enzima
fenoloxidasa y. profenoloxidasa,  así como los factores que influyen sobre las
reacciones que catalizan, como una contribución al conocimiento de los
sistemas de defensa del camarón.

.-
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Justificación

La alta mortalidad que se presenta durante los primeros estadios larvarios  del
camarón es uno de los principales problemas que deberán ser resueltos por la
camaronicultura. Factores como pobre calidad del agua y nutrición inadecuada son
frecuentemente determinantes básicos para que aparezcan enfermedades en los
sistemas acuaculturales. Estas se incrementan debido a que en los cultivos se
tiende a mantener altas densidades de organismos, lo que favorece el desarrollo de
enfermedades infecciosas (Lightner, 1983). *

.+”
En crustáceos, sobre todo en los de importancia comercial, el sistema proFO
deberá ser estudiado desde el punto de vista inmunológico con el fin de crear
técnicas de diagnóstico y manipulación del sistema de defensa de los organismos
en cultivo (Vargas-Albores et al., 1991; Vargas-Albores, 1992; Vargas-Albores,
1995). Esto permitiría ofertar una alternativa para la prevención de enfermedades
infecciosas, a través de técnicas o procedimientos inmunoestimuladores.

Los estudios del sistema proFO se iniciaron en insectos, obteniéndose aportaciones
importantes que pueden llegar a ser aplicadas. Entre ellas están las observaciones
de que en Anopheles gambiae, un vector para la malaria, existen cepas resistentes
que pueden encapsular los ookinetos del parásito de la malaria con’melanina. Esta
m&lanización puede detener la infección en larvas de mosquito y la posterior
transmisión de la.enfermedad a animales superiores, incluyendo el hombre (Collins
y Besansky, 1994).

El sistema proFO es responsable, además de la melanización, de activar otras
respuestas celulares que permiten la eliminación de los patógenos (Söderhäll y
Ajaxon, 1982; Johansson y Söderhäll, 1989b; Ashida y Yamazaki, 1990; Rizki y
Rizki, 1990; Ratcliff+  et al., 1991; Söderhäll, 1992). Así, el aislamiento de la proFO y
la descripción de sus características ayudará a conocer el funcionamiento del
sistema proFO y a determinar el papel biológico en el sistema de defensa del
camarón café (Penaeus caljfimiensis). Este conocimiento es básico para poder
desarrollar técnicas de diagnóstico temprano y herramientas profilácticas.
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Objetivos

.

1. Aislar la profenoloxidasa de los hemocitos del camarón caf6 (Penaeus
californiensis).

2. Determinar las caracteristicas moleculares de la profcnoloxdasa  y de la
fenoloxidasa: masa molecular, punto isoeléctrico y masa molecular.

3. Determinar las características enzimáticas de la fenoloxidasa: cinética,
sustratos, Km. Así como el pH óptimo de la reacción ín vitre.

4. Determinar activación por: calor, congelación, compuestos biológicos (lipo-
polisacáridos, laminarina), enzimas proteolíticas (tripsina, quimiotripsina),
detergentes (SDS) y solventes orgánicos (metanol, acetona).



Materiales y Métodos

CIENPTAS PIARTNAS

BCB T E C A
1. P. PI.

DONATIVO

Organismos

Se utilizó camarón café (Penaeus californiensis), de ambos sexos, aparente-
mente sanos, con tallas que fluctuaron entre 10 y 12 cm. Los animales fueron
obtenidos de los estanques de mareas del Centro de Investigaciones Biológicas
del Noroeste y se mantuvieron en acuarios de 200 L con aeración constante y
una salinidad de 36 ppm. Durante el tiempo que permanecieron en los acuarios
se alimentaron con peletizado comercial “Camaronina”. .-

Reàctivos

L-DOPA, tripsina de páncreas de bovino, reactivos de tinción de plata,
cacodilato de sodio, SephacrylTM, Sepharose 6BTM,  marcadores de masa
molecular, fenol, catecol, tirosina, melitina, acrilamida, bis acrilamida y azul de
Coomassie fueron adquiridos de Sigma Chem Co (San Louis, Missouri U.S.A.)
Heparin-Sepharose’TM  y Blue-Sepharosem se obtuvieron de Pharmacia
(Uppsala, Suecia).

Obtención de la hemolinfa

La hemolinfa se obtuvo por punción en la región ventral en la base de los
pleópodos, entre los límites de la región formada por el perión y el pleón.
Durante la extracción, por cada volumen de hemolinfa se utilizaron dos
volúmenes de solución anticoagulante (anexo), de acuerdo a la técnica descrita
por Vargas-Albores et al., (1993b).
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Obtención de hemocitos

La hemolinfa ;>btenida se centrifugó a 600 g durante 3 min a temperatura
ambiente. Se retiró el plasma y las células se resuspendieron en solución
anticoagulante para lavarse dos veces, centrifugando a 600 g durante 3 min.

Obtención de proFO a partir de lisado de hemocitos

Los hemocitos, previamente lavados, se resuspendieron en una solución
amortiguadora de cacodilatos (anexo) y se lisaron por ultr@sonido, utilizando un
sonicador Cole Palmer modelo CP 2506, a 20 volts por 2 min. El lisado de
hemocitos se centrifugó a 70,000 g, 4X, durante 30 min en una ultracentrífuga
Beckman modelo L77 y el sedimento fue desechado. El sobrenadante del lisado
de hemocitos (SLH) fue utilizado como fuente de proFO de hemocitos, de
acuerdo a Söderhäll (1981).

Obtención de proFO por centrifugación

Las células lavadas se resuspendieron suavemente en amortiguador de
cacodilatos y se centrifugaron a 15,900 g por 1 min. Las células se desecharon
y el sobrenadante se utilizó como fuente de profenoloxidasa.

Determinación de actividad FO

Método en tubo: Siguiendo el método descrito por Leonard et al., (1985a). Se
incubaron 5OmpL de muestra con 50 ~JL del sustrato (L-DOPA, 3 mg/mL), durante
10 min. Se ajustó el volumen a 1 mL con amortiguador de cacodilatos y se
determinó la densidad óptica a 490 nm en un espectrofotómetro Beckman
Modelo DU-600.
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Método en microplaca: Se utilizó el método descrito por Hernández-López
(1996), que permite trabajar con volúmenes pequeños. Se incubaron 50 pL de
muestra con 50 HL de amortiguador de cacodilatos durante 10 min,
posteriormente se agregaron 50 pL de L-DOPA y se incubó a 25°C por 10 min.
Finalmente se determinó la absorbancia de las muestras a 492 nm en un lector
de placas Labsystem Uniscan. La actividad especifica es expresada como el
cambio de absorbancia por minuto por miligramo de proteína.

Detección de profenoloxidasa

La proFO no tiene actividad enzimática, por lo que es necesario convertirla en la
enzima activa (FO). Para ello, se incubaron 50 pL de muestra con 50 pL de
tripsina 0.1 mg/ml durante 10 min, posteriormente se siguió la metodología
establecida para determinación de la actividad de fenoloxidasa.

La cantidad de proFO es expresada como la actividad específica de FO y
generalmente reportada como el porcentaje de proFO residual o disponible, la
cual fue el resultado de la diferencia de la proFO menos la fenoloxidasa.

Purificación de la proFO

La purificación se inició a partir de 10 mL de plasma, obtenida de 20 animales
juveniles aparentemente sanos, ambos sexos. Las células fueron separadas del
plasma por centrifugación a 800 g a 4°C durante 5 min y se lavaron tres veces
con anticoagulante. El paquete celular se resuspendió en amortiguador de
cacodilatos sin calcio y se centrifugó a 15,900 g_ Posteriormente, 3.6 mL de
proFO obtenida por centrifugación, con una concentración de proteínas de 600
pg/mL, se centrifugaron a 70,000 g durante 16 horas a 4°C. La proFO se
recuperó en 1 mL del fondo del tubo y se aplicó a una columna de Blue-
Sepharose de ll x 1 cm previamente equilibrada con cacodilatos 10 mM pH 7.4.
La columna se lavó con 30 mL de la misma solución a un flujo de 1 mL Imin.
Después se aplicó una solución de cloruro de sodio 1.5 M para remover las
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tuvieron afinidad por el soporte. A todas las fracciones colectadas (1 mL cada
una) se les determinó la actividad de fenoloxidasa, la presencia de proFO y la
concentración & proteínas

Determinación de proteínas

La concentración de proteínas se determinó por el método de Lowry et al.,
(1951), utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como referencia.

Para detectar proteínas en las fracciones de la cromatografía se utilizó una
modificación del método de Bradford (1976), el cual consiste en incubar, en
microplacas de 96 pozo,s, 25 FL de muestra con 200 pL de reactivo de Bradford,
durante 15 min. Posteriormente se determina la absorbancia a 560 nm en un
lector de microplacas Labsystem Uniscan.

Electroforesis

Todas las electroforesis se hicieron en el sistema vertical de mini Protean ll
(Bio-Rad), utilizando geles de polìacrilamida de 8 x 10 cm, con una
concentración de acrilamida de 7.5%.

Condiciones desnaturalizantes: La muestra se diluyó 1:2 con el amortiguador
TRIS-glicina-SDS, pH 6.8 y se aplicaron 25 pL de muestra. La electroforesis se
corrió a 25 mA (75 volts) durante 2 horas, utilizando TRIS-glicina-SDS pH 8.3,
como amortiguador de corrimiento.

Condiciones nativas: La muestra se diluyó 1:2 con TRIS-Glicina, pH 6.8 y se
aplicaron 25 pl_ de muestra en la parte superior del gel. La electroforesis se
corrió a 35 mA (1 OO volts) durante 2.5 horas, utilizando TRIS-glicina como
amortiguador de corrimiento.
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Revelado de los geles de electroforesis

Para revelar I& geles de electroforesis
dos para tincian de proteinas (Coomasie
actividad enzimática.

se utilizaron tres métodos diferentes:
y plata) y uno para la detección de la

Para la tinción de proteínas por azul de Coomassie, los geles se incubaron con
este colorante, durante 30 min en agitación a temperatura ambiente y después
se colocaron en una solución de desteñido hasta que las bandas fueron
visibles.

La tinción de plata para proteínas se realizó siguiendo las instrucciones del kit
(Sigma Chem. Co.), el cual está basado en el método descrito por Marshall
(1984).

Para revelar la actividad de la fenoloxidasa los geles se sumergieron en una
solución del sustrato L-DOPA a una concentración de 3 mg/mL, incubándose a
temperatura ambiente de 30 a 60 min, después el gel se lavó varias veces con
agua destilada.

Para revelar las bandas de proFO, los geles se incubaron previamente con
tripsina (1 mg/mL) por 30 min. Se retiró la solución de tripsina y el gel se incubó
con el sustrato  para detectar actividad de fenoloxidasa.

Determinación de la masa molecular.

La masa molecular relativa de la fenoloxidasa y de la profenoloxidasa se
determinó por electroforesis utilizando marcadores de masa molecular conocida
y haciendo una regresión lineal de los Rf. Las proteínas marcadoras utilizadas y
sus respectivas masas moleculares (kDa) fueron: P-galactosidasa  (116),

fosforilasa (97.4), albúmina sérica bovina (66) y ovoalbúmina (45).
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Punto isoeléctrico (pl)

El punto isoeiktrico fue determinado por enfoque isoeléctrico en geles d e
poliacrilamida utilizando el sistema Phast System@ (Pharmacia). Se utilizaron
geles con un rango de pH de 3-9 y se aplicaron 2 pL de muestra. Los
estándares utilizados fueron: Lectinas de lenteja básica media y ácida,
mioglobina de caballo ácida y básica, anhidrasa carbónica de humano,
anhidrasa carbónica de bovino, lacto albúmina, inhibidor de tripsina de soya y
amiloglucosidasa. La presencia de proteína se determinó
plata y por actividad enzimática.

tiñendo con nitrato de

Efecto de la temperatura sobre la proFO y FO

Se determinó el efecto directo de la temperatura sobre la proFO y de la FO,
incubando a temperaturas de 25, 35, 40, 45, 50, 60 y 70°C durante 30 min. La
proFO disponible se determinó incubando posteriormente las muestras con
tripsina y detectando la actividad con L-DOPA. El efecto sobre la FO se
determinó incubando la proFO con tripsina 0.1 mg/ml para convertirla a FO, se
incubó a las temperaturas antes mencionadas durante 30 min y posteriormente
se determinó la actividad FO.

Inhibidores

Los inhibidores se prepararon a una concentración de 10 mM. El zimógeno
proFO se incubó previamente con tripsina (0.1 mg/mL), para asegurar su
conversión a FO. Posteriormente se agregaron 50 ctl de los inhibidores
incubándose durante 30 min. La actividad FO se midió utilizando L-DOPA como
sustrato, siguiendo la metodología descrita con anterioridad. Los inhibidores
fueron: tiourea (TU), azida de sodio, feniltiourea (FTU), ácido dietilditio-
carbámico (ADTC), Cobre, EGTA y EDTA. Para el efecto del cobre como
inhibidor, se utilizaron diferentes concentraciones (5, 10, 100 mM) determinando
la actividad residual por el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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Determinación de la Km y la velocidad máxima

La especificidad de la FO de camarón café se realizó utilizando una solución
10 mM de los siguientes sustratos: L-DOPA, catecol, metilcatecol, fenol, tirosina,
tiramina, hidroquinona y resorcinol. La velocidad de la reacción se calculó a
través de un método cinético a longitud de onda de máxima absorción (h máx)
de cada uno de las reacciones, utilizando un espectrofotómetro Beckman
DU-600. Con estos resultados se calculó la Km para cada sustrato.

Para determinar la Km y la velocidad máxima de la FO, se incubaron 50 ~1 de

proFO con 50 ~LL de tripsina (0.1 mg/mL) durante 10 minutos a 25”C, con lo que

se aseguró la formación de FO. Posteriormente se adicionaron 50 PL de

concentraciones crecientes del sustrato, ajustándose el volumen a 700 ~JL . La
actividad enzimática se cuantificó por aumento de la absorbancia a la longitud
de máxima absorción durante 15 min. Con los valores de absorbancia
obtenidos se calculó la velocidad de reacción a través de una regreción lineal
de los valores de absorbacia para cada concentración de sustrato  y
posteriormente se graficaron los inversos de las concentraciones de sustrato
contra los inversos de las velocidades de reacción observándose un
comportamiento lineal. De acuerdo a la ecuación de Michaelis-Menten y
ajustando al modelo gráfico de Lineweaver-Burk, la Km puede calcularse
usando la intersección negativa en el eje x, mientras que la velocidad máxima
se calculó usando la pendiente o la intersección en el eje y, utilizando el
procesador de gráficos Jandel Scientific SigmaPlot.

Ecuación de Michaelis-Menten:

1 Km- -Y=vmmc+p?máxx

La h máx se determinó incubando 50 ctL de proFO con 50 ctL de tripsina
(0.1 mg/mL) y posteriormente se agregaron 50 PL del sustrato a probar.
Desarrollado el color se agregaron 550 FL de amortiguador de fosfatos pH 7.5 y
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se realizó un barrido espectrofotométrico entre 380 y 600 nm. El blanco fue la
misma mezcla excepto la FO.
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Resultados

El aislamiento de la proFO del camarón café se píatiteó como el primer paso
para realizar los estudios de su caracterización bioquímica. Por ello, y siguiendo
la técnica descrita para la purifkaci6n de la proFO de otros invertebrados
incluyendo crustáceos (Andersson et al., 1989; Aspán y Söderhäll, 1991;
Durrant et al., 1993), se intentó el aislamiento a partir del lisado de hemocitos
de camarón café. Sin embargo, en las muestras obtenidas de esta forma, la
proenzima presentó problemas de estabilidad manifestándose por una
activación espontánea. Al utilizar el sobrenadante del lisado de células (SLH)
del camarón, se pudo observar que cerca del 50% de la proFO era
transformada en FO (activación espontánea), como se puede apreciar en la
tabla 1.

La proFO es liberada de los hemocitos cuando son centrifugados a 15,900 g
(Hernández-López et al., 1996). Este procedimiento permitió la obtención de la
proFO por degranulación de las células y se pudo recuperar una muestra con
menor porcentaje de activación espontánea. En la tabla 1 se comparan los
resultados obtenidos en la recuperación de la proFO por centrifugación y por
lisis de los hemocitos del camarón café. En ambos casos el amortiguador usado
fue cacodilatos con 10 mM de calcio. De acuerdo a estos resultados, para
posteriores experimentos la muestra fue extraída por centrifugación.

Tabla 1: Comparación de la activación espontánea de la proFO obtenida por dos
métodos. Los valores representan el porcentaje relativo f la desviación patrón de
3 réplicas.

FO proFO

Lisado 57.7 f 5.2 42.3 Z!I 9.59

Centrifugado 22.7 f 0.48 77.3 i: 1.13
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Efecto de la melitina

A pesar de que el método por centrifugación permitía recuperar un buen
porcentaje de la proteína en forma inactiva, con el tiempo, la proenzima
continuaba activándose espontáneamente. Por ello, se buscó una alternativa
para mantener estable la muestra de proFO durante más tiempo. La melitina ha
sido reportada como un inhibidor de la activación del sistema proFO de la
langosta (Söderhäll, 1985; Aspán y Söderhäll, 1991), por lo que se intentó su
utilización con muestras de camarón café. La extracción del sistema proFO del
camarón se realizó resuspendiendo los hemocitos en una solución de
cacodilatos que contenía 10 mM de calcio y 50 pg/mL de-melitina. Las células
se centrifugaron a 15 900 g durante 1 min, a 25°C y el paquete celular se
desechó. La cantidad de proFO fue determinada en el sobrenadante utilizando
tripsina para activarla, ya que la melitina no interfiere en la activación de la
proFO por tripsina (Aspán y Söderhäll, 1991). El tratamiento con melitina logró
una disminución significativa en la activación espontánea, como puede
apreciarse en la tabla 2. La actividad espontánea de la FO presente en la
muestra disminuyó hasta un 11% cuando las muestras se analizaron
inmediatamente después de la obtención.

Tabla 2: Efecto de la melitina (Mel) en la estabilidad de la proFO. Los valores de
porcentaje relativo representan la media de 3 determinaciones f la desviación
patrón.

FO proFO

Cacodilatos-Ca 22.69 i: 0.18 77.30 Z!I 0.26

Caodilatos-Ca+Mel l l .34 kO.49 88.59 ~t 0.52

El uso de melitina también incrementó la estabilidad de la proFO durante el
almacenamiento de las muestras a 5OC, recuperándose un 95% de proFO
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original 48 horas después de su obtención (Figura 1). Para este experimento,
las muestra-s se obtuvieron por centr i fugación, manteniendo
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12 24 36 48
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Fig. 1 Efecto de la melitina  en la estabilidad de la proFO en muestras obtenidas por
centrifugación. Los resultados expresados son la media de tres determinaciones.
Las barras representan la desviación patrón.

melitìna en todos los pasos del proceso. Las muestras se almacenaron en
alicuotas a 0 y 5 “C, analizándose cada 24 h y determinando la cantidad de FO
y proFO. De este modo, se pudo obseivar que a 5°C la melitina reduce la
activación espontánea de la muestra hasta por 7 días, sin que se observen
variaciones importantes en la cantidad de proFO. Sin embargo, cuando las
muestras fueron almacenadas a O”C, se observó una activación espontánea a
partir de las primeras 24 horas y aumentó hasta llegar al 50% de actividad
residual a los 7 días, como se aprecia en la figura 2.
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Fig. 2 Efecto de la temperatura de almacenamiento en la estabilidad de la proFO de
muestras obtenidas por centrifugación. Los triangulos representan la incubación
a 0°C y los círculos la incubación a 5°C.

Participación del calcio en la activación del sistema proFO

Debido a que la activación espontánea producida en las preparaciones de
proFO de camarón café ha sido asociada a la presencia de calcio (Hernández-
López, 1996), se probó la obtención del sistema proFO en soluciones libres de
este catión. En la tabla 3 se aprecia que en ausencia de calcio se obtienen
preparaciones con un bajo porcentaje de FO. Esto indica que el calcio tiene
efecto en la activación espontánea de la proFO del camarón café. Sin embargo,
por el beneficio de la utilización de la melitina, se probó además, el efecto
conjunto de la melitina y la ausencia de calcio en la obtención de las proFO. Los
resultados obtenidos indican que la ausencia de calcio permitió estabilizar el
sistema y que la melitina no mostró un efecto adicional (Tabla 3). Por ello, en
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los siguientes ensayos la muestra se obtuvo en un amortiguador de cacodilatos
sin calcio y sin melitina.* <

Las muestras obtenidas en ausencia de calcio pudieron ser activadas
posteriormente por adición de 50 mM de calcio. El porcentaje de activación
inducida por este catión fue aproximadamente del 50% f 3% respecto al
porcentaje de activación obtenido por incubacih con tripsina.

Tabla 3: Efecto del calcio durante la obtención de la proFO. Los valores están
expresados en porcentaje relativo.

FO proFO

Cacodilatos-Ca 22.7 + 0.48 77.33 AZ 1.13

Cacodilatos-Ca+Mel 10.9 f 1.2 89.1 k2.5

Cacodilatqs 10.6 f 0.9 89.4 f. 3.5

Cacodilatos-Mel 11.5kO.9 88.5 k 1.1

Activación por compuestos quimicos

La activación de la profenoloxidasa en el extracto crudo por algunos
compuestos comunmente utilizados en procesos de purificación de proteínas, se
evaluó incubándolos durante 30 min,  con muestras que contenían proFO.
Agentes caotrópicos como urea y guanidina y detergentes como Tween 20 y
Triton X100 no activaron la proFO. Sin embargo el SDS y los solventes
orgánicos probados (acetona, etanol y metanol) produjeron una activación
significativa (~~0.05) de la proFO (tabla 4).

31



Tabla 4: Activación de la proFO con diferentes compuestos. Las muestras fueron
incubadas con cada compuesto durante 30 min. Los valores son expresados en
actividad específica (dAbs/min/mg) utilizando L-DOPA como sustrato. Se incluye el
índice de activación considerando el control corno 1.

ACTIVADOR Actividad.
Especifica.

Indice de
activación

Detergentes

SDS (1 %)

Tween 20 (1 %)

Triton 100x (1 %)

Agentes
caotrópicos

Solventes

Control

Guanidina (10 mM)

Urea (10 mM)

Acetona

Metano1 Absoluto

Etanol Absoluto

Agua

1.10~0.05

0.12 rt: 0.03

0.10 f alo1

0.14 iz 0.06 1.27

0.08 f 0.01 0.72

1.64 k 0.05 14.9

0.94 f 0.07 8.5

0.51 * 0.09 4.6

0.11 f 0.02 1

1 0

1.09

0.9

Mecanismo de activación de la proFO

Siguiendo la hipótesis de que el calcio actúa en el proceso de proteólisis
(Gollas-Galván et al., 1996), se realizó el siguiente experimento: muestras de
proFO obtenidas por centrifugación se incubaron con un inhibidor de soya
específico para serin-proteinasas  (STI). Posteriormente se incubaron con calcio,
SDS o etanol. Como se puede apreciar en la figura 3, el STI inhibe
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significativamente (PcO.5) la activación espontánea inducida por calcio hasta en
un 80 %. Por su parte, STI no fue capaz de inhibir la activación producida por
SDS o etanol,“10 cual permite suponer que el calcio actúa sobre la enzima
activadora (la cual es una proteinasa) más
Adicionalmente, éstos resultados apoyan la
las muestras por centrifugación, junto con la
activadora.

que sobre la proFO directamente.
idea que, durante la obtención de
proFO también se libera la enzima

1.6
0
G
& 1.2
w
$i 0.8
'E
< 0.4

0.0

.-

Fig. 3 Efecto del inhibidor de proteasas (STI) sobre la activación de la proFO con
diferentes compuestos, usando cacodilatos como control. Los valores son la -
media de tres determinaciones.
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Purificación de la proFO.

Blue Sepharo&TM ha sido utilizada para la purificación de la proFO de
Pacifastacus leniusculus y de Blaberus  discoidalis (Aspán y Söderhäll, 1991;
Durrant et al., 1993). Siguiendo esta metodología se hizo un ensayo preliminar
para ver la posibilidad de incluir este procedimiento para las muestras de
camarón café, aplicando una muestra del centrifugado de hemocitos del
camarón café a una columna de 1 mL de Blue SepharoseTM  y se pudieron
obtener dos pico de proteína; en una de ellas se detectó proFO.

Por otro lado, a pesar de que los hemocitos se lavaron, antes de centrifugarlos
para inducir la degranulación y obtener la proFO, uno de los principales
contaminantes en las muestras fue la hemocianina. En un intento de eliminar
esta proteína por sedimentación, la muestra se centrifugó a 70,000 g por
14-16 hrs a 4°C. Desafortunadamente, al ultracentrifugar la muestra conte-
niendo proFO de hemocitos del camarón café, la hemocianina y la proFO
sedimentaron conjuntamente, haciendo imposible su separación. Sin embargo,
la ultracentrifugación permitió concentrar la muestra de proFO, al mismo tiempo
que se logró

Tomando en
la proFO del
a través de

eliminar algunas proteínas contaminantes.

cuenta lo anterior se estableció un protocolo para la purificación de
camarón café, el cual consistio en dos procesos: pasar la muestra
una columna de Blue-Sepharose de ll x 1 cm equilibrada con

cacodilatos 10 mM y ultracentrifugando. Las fracciones con mayor contenido de
proFO obtenidas de la columna (tubos No. 12, 13 y 14) (figura ?), se mezclaron
y se ultracentrifugaron. Se tomó 1 mL del fondo del tubo y se determinó su
contenido de proFO y proteína total

Los resultados del proceso de purificación son resumidos en la tabla 5. Con la
utilización de la columna de Blue-Sepharose se eliminaron algunas de la
proteínas contaminantes, principalmente la proteasa activadora y quedando
residuos de hemocianina como única proteína contaminante. Con este proceso
se obtuvo un rendimiento del 62% en la purificación.
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Fig. 4 Cromatografia  de proFO en Blue-Sepharose. Se aplicó 1 mL de muestra y se
eluyó con amortiguador de cacodilatos 10 mh4 pH 8. Se colectaron
fracciones de 1 mL.

La funcionalidad de la proFO purificada, se verificó por su capacidad
enzimática, después de activarla proteolíticamente con tripsina. La actividad
enzimática de la FO, convertida por el tratamiento con tripsina, es tomada como
100% para reportar las actividades relativas.

Activación de la proFO

Mientras que el centrifugado de hemocitos es activado con calcio, las fracciones
con proFO eluídas de la columna no pudieron ser activadas por la presencia de
este catión. Aunque no se probó la actividad de proteasa en las fracciones del
segundo pico de proteína de la columna de Blue-Sepharose (Fracciones 30-36),
de acuerdo a la literatura (Aspán et al., 1990) es posible que ahí se encuentre la
enzima activadora de la proFO. Esto podría explicar la falta de activación por
calcio en las fracciones eluídas y al mismo tiempo refuerza la idea que el calcio
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actúa sobre la EAproFO. Por otro lado, los LPS y la laminarina no pudieron
activar las muestras eluídas de la columna de Blue-Sepharose (tabla 6), lo que
sugiere la necesaria presencia de todos los componentes del sistema para su
activación.

Tabla 5: Rendimiento en la purificación de la proFO.

Val Proteína( Actív. Actív. Rendimeínto
(mi) mg/ml) (D.O.) Especi %

Inicial 3 .6 0 . 6 0 1.20 --íI.0 100

Ultracentrifugación 1.2 0.50 1.40 5.6 117

Blue Sepharose 3.0 0.14 0.66 9.8 57

Ultracentrifugación 1.2 0.13 0.75 l l . 5 62

Tabla 6: Activación de la proFO con diferentes compuestos biológicos. Se incluye el
índice de activación considerando el control como 1.

Activador Actividad Relativa Indice de Activación

Control

LPS

E. coli

1.50 f 0.05 1

1.33 f 0.02 0 .88

V. cholerae 1.46 f 0.13 0.97

P. Aeruginosa 1.23 f 0.04 0.82

Laminarina 1.08 f 0.02 0.72

Tripsina 9.62 f 0.46 6.4
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Algunos autores han reportado que el calor es capaz de activar a la proFO
(Ashida y Söderhäll, 1984). Por ello, se determinó el efecto de la temperatura en
la activación ck la proFO de! camarón café, donde las muestras de proFO
fueron incubadas 30 min a diferentes temperaturas (25, 36, 40, 50, 60 y 70°C).
Posteriormente se determinó la actividad de FO generada. De acuerdo a la
tabla 7, no existe activación de la proFO por efecto de la temperatura de
incubación. Solamente se observó una ligera activación (2%) de la proFO a
70°C; sin embargo ésta no fue estadísticamente significativa, respecto al control
(25°C).

Tabla 7: Efecto de la la temperatura como activador de la proFO

Temperatura (OC) Activdad  Especifíca  AAbs/min/mg

25 0.359 + 0.0274

36 0.357 f 0.0339

40 0.349 5 0.0089

5 0 0.350 k 0.0129

60 0.346 I!I 0.0323

70 0.367 zk 0.0347

Determinación de la masa molecular relativa

Durante las electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en presencia de
SDS se observó una agregación de la proteína manifestándose algunos
problemas durante el corrimiento. Se probaron diferentes concentraciones de
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acrilamida (12, 10 y 7.5%) encontrándose que los geles al 7.5% son los
adecuados para este tipo de muestras.

Un inconveniente que se esperaba en la determinación de la masa molecular
era la agregación de la FO debido a que el SDS activa la proFO. Esta al
desplazarse en el gel se agregaba provocando confusión en la determinación
de la masa molecular. Sin embargo, al realizarse electroforesis en geles nativos
(Figura 6D) no se observó presencia de agregados. Además, se corrieron
muestras de proFO previamente incubadas con SDS y no se encontraron
cambios en la masa molecular. Por el contrario, si la muestra es activada por
proteólisis (activación con tripsina), hay cambios en las masas moleculares
relativas. Además el porcentaje de activación de la proFO por el SDS es 35%
aproximadamente (Tabla 4) por lo que aún puede ser detectada como proFO.

1

205

116
97

44

2
A B C D E F G

Fig. 5

Agregación

proFO
FO

Electroforesis-SDS de la proFO  y FO en geles de acrilamida a 7.5%. Se usó tinción  de
Coomassie (A,B,C) y revelado por actividad (D,E,F y G). (A) Marcadores de peso
molecular, (B,D,F)  Muestra de proFO,  (C,E,G) Mustra preincubada con tripsina. (1)
Gel incubado con DOPA, (2) gel incubado con tripsina y DOPA.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo determinar que en condiciones
desnaturalizani?s,  la masa molecular de la proFO es de ll 3.9 kDa y para la FO
es de 106.6 kDa (Figura 5). Por su parte, en geles nativos la masa molecular
encontrada fue de 272 y 170 kDa para la proFO y FO, respectivamente (Figura 6).
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Fig. 6 Electroforesis nativa de la proFO y FO en geles de acrilamida a 7.5%. Se usó
tinción de Coomassie.(A,B,C) y revelado por actividad (D.E.F y G). (A)
Marcadores de peso molecular, (B,D,F) Muestra de proFO. (CEG) Mustra
preincubada con tripsina. (1) Gel incubado con DOPA, (2) gel incubado con
tripsina y DOPA.

Punto isoeléctrico

Se determinó el punto isoeléctrico (pl) de ambas formas de la proteína (proFO y
FO) en placas de poliacrilamida, detectándola por tinción de proteínas con plata
y por actividad enzimática. La FO se obtuvo incubando previamente la proFO
con tripsina (0.1 mg/mL) antes de aplicase al gel. Para detectar la proFO,
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después de la electroforesis el gel se incubó previamente con tripsina
0.1 mg/mL dur_!nte 15 min a temperatura ambiente. De acuerdo a la curva
elaborada con estándares de pl conocido, el pl obtenido para ambas formas
(proFO y FO) es de 7.35 (Figura 7).

9 -

8 -

7 -

6 -

5 -
x
a 4-

3 -

2 -

l-

9.65

FO y proFO

Distancia (mm)

Fig. 7 Curva estandar realizada para la determinación del p1 de la
fenoloxidasa y la profenoioxidasa.

Efecto de la temperatura en la proFO y FO

Se determinó el efecto directo de la temperatura sobre la desnaturalización de
la proFO y de la FO, usando este procedimiento, se pudo observar una
importante disminución de la proFO disponible por efecto de la temperatura,
como se puede apreciar en la figura 8. De acuerdo a estos resultados, la proFO
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es una proteína termolábil  que se desnaturaliza
activada por IJ? tratamiento con tripsina.

3.0 -

2.5 -
8
5 2.0 -
B
2 1.5-

2 lO- *4
0.5 -

y no puede ser posteriormente

proFO
FO

0.0
20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (OC)

Fig. 8 Efecto de la temperatura sobre la proFO y la FO.

Para determinar el efecto de la temperatura en la FO, la enzima se incubó a
diferentes temperaturas. Se observó una pérdida de actividad al aumentar la
temperatura (Figura 8). Lo anterior confirma que ambas formas, la proFO y la
FO del camarón café son termosensibles.

Otra de las determinaciones que se hicieron fue el efecto del tiempo de
incubación a 58°C sobre la proFO y la FO. Para la proFO, después de la
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incubación a esta temperatura, se intentó la activación con tripsina de la forma
acostumbrada. La capacidad de la proFO para transformarse en enzima activa
debido al. tratkiento con tripsina disminuye rápidamente, detectándose una
reducción del 85O16 en los primeros 3 min de incubación. El 15Or6 restante se
mantiene durante todo el período de incubación (Figura 9).
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3.5
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5 3.0
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0.5
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0  proFO
•! FO .-

0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Fig. 9 Efecto de diferentes tiempos de incubación a 58°C sobre la FO y
proFO. Los resultados son la media de tres determinaciones.

Además, en la incubación a 58”C, se observó una inactivación tanto de la FO
como de la proFO desde los primeros 3 min de incubación y continuó
disminuyendo con el tiempo de incubación, hasta su total inactivación cerca de
los 20 min (Figura 9).
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Efecto del pH sobre la reacción de la FO

Las muestras ‘de FO se incubaron durante 30 min a 25°C con cada pH y _

posteriomente se determinó la actividad de esta enzima utilizando L-DOPA
como sustrato. Los resultados mostraron que existe una importante inhibición de
la formación del dopacromo a pHs entre 3 y 5, mientras que a pH de 6 se
observó un 500/6 de actividad respecto al valor más alto, el cual se logró a pH de
8. Considerándose éste como el pH óptimo de la reacción (Figura 10)

3.0 -)

0 2.5 -
cl
‘g 2.0 -

B
a 1.5-

Cd
-2 1.0 -
G
4 0.5 -

Fig. 10 Efecto del pH sobre la fenoloxidasa. Los valores
son las medias de tres determinaciones.

A pH de 9 y 10 se observó un incremento en la densidad óptica indicando una
aparente elevación en la actividad. Sin embargo, a estos pHs existe una
autoxidación del sustrato. Esto fue puesto de manifiesto incubando el sustrato

43



sin la enzima a pH 9 y 10, observándose una oxidación. Por esta razón se restó
el valor de los cpntroles a los valores obtenidos con la enzima (Figura 10).

Prueba de inhibidores de la fenoloxidasa

También se determinó la capacidad de algunos probables inhibidores de la
reacción de la FO. La prueba se realizó incubando 50 pL de FO (generada de la
proFO por incubación con tripsina) con 50 pL de inhibidor (10 mM) durante
30 min y determinándose la actividad FO residual. Se encontró que la
feniltiourea y el EGTA no inhiben significativamente la FO,.mientras que la azida
produce una inhibición mínima, pero estadísticamente significativa (p>O.O5%).
La tiourea y el EDTA inhibieron la FO en un 55 y 40 %, respectivamente. La
mayor inhibición fue provocada por el ADTC y por el cobre (Figura ll). La
inhibición por cobre se corroboró probando diferentes concentraciones de este
ion, encontrándose que es capaz de inhibir desde 5 mM.

100

80

20

0 l I i

Fig. ll Ensayo de inhibición de la FO. Los resultados son la media
de triplicados.
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Estos datos se confirmaron al determinar la velocidad de reacción (Tabla 8), la
cual se realizó midiendo la cinética enzimática de la FO en presencia del
inhibidor, utilizando un espectrofotómetro Beckman DU-600. El efecto se
determinó observando el cambio en la pendiente de la cinética de la reacción al
adicionar el inhibidor después de 5 min de iniciada la reacción.

Tabla 8: Efecto de los inhibidores en la velocidad dela reacción de la FO definida
como cambio de absorbanciaiminuto.

Inhibidor Velocidad

Azida

Feniltiourea

Tiourea

Ac. ditiocarbámico

EDTA

EGTA

cu++

Control

0.0342 f 0.0029

0.0485 f 0.0107

0.0121 f 0.0017

0.0037 * 0.0004

0.0376 + 0.0021

0.0483 + 0.0034

0.0001 f 0.0001

0.0499 $r 0.0025

Especificidad de la FO

La especificidad de la FO del camarón café se investigó probando diferentes
sustratos reportados en la literatura (Thangaraj et al., 1990; Aspán et al., 1995).
Debido a que cada sustrato  mostró diferente color al ser transformados por la
FO del camarón café, se determinó la longitud de onda de máxima absorción (h
máx) de cada uno de los productos. Fueron dos las diferentes hmáx
encontradas (410 y 490 nm), como se puede apreciar en la tabla 9. Así, el
producto de la reacción para cada sustrato se midió en su correspondiente
h máx.
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Tabla 9: Longitud de onda de máxima absorción (k máx) de los sutratos  utilizados.

SIJSTRATO h máx (nm)

L-DOPA

Hidroquinona

Fenol

Tirosina

Tiramina

Catecol

Metilcatecol

Resorcinol

490

490

490

490

410

-410

410

410

Para determinar la especificidad de la FO de camarón por diferentes sustratos
se determinó la Km y la velocidad máxima y de acuerdo a los resultados
observados en la tabla 10, la FO del camarón café tiene mayor especificidad por
la L-DOPA (Figura 12) que por los otros sustratos probados. La FO de camarón
tiene la capacidad de oxidar sustratos como el catecol y el metilcatecol aunque
existe menor especificidad por estos . La tirosina también es oxidada por la FO,
aunque más lentamente que la L-DOPA.
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Tabla 10: Km y velocidad máxima de la FO, con diferentes sustratos

Sustrato. ’ b (mW Vmáx AAbslmin

L-Dopa 2.3

Metilcatecol 2.53

Catecol 2.89

Tirosina 4.15

Tiramina 5.23

Fenol 3.92

Hidroquinona 10.5

Resorsinol 13.3

1.29

0.83

0.48

0.21

0.099

0.007

0.006

0.004

2.0 -

1.5 -

2
Yi?
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0
>
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0.0 -
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Fig. 12 Determinación del Km y Velocidad máxima de la FO usando L-DOPA como sustrato.
La velocidad se expresa como el cambio de absorbancia  por mg dc protcína  por minuto.
Los resultados son la media de tres determinaciones.
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Discusión

La importancia de la proFO en el sistema de defensa de los invertebrados ha
sido ampliamente documentada (Ashida y Söderhäll, 1984; Lackie, 1988;
Johansson y Söderhäll, 1989b; Ashida, 1990; Ashida y Yamazaki, 1990;
Söderhäll et al., 1990; Ratcliffe et al., 1991; Söderhäll, 1992; Söderhäll et al.,
1994). En insectos se ha demostrado la presencia de esta enzima en forma de
zimógeno tanto en el plasma como en el interior de los hemocitos (Saul y
Sugumaran, 1987; Saul y Sugumaran, 1988; Ashida, 1990; Ashida y Yamazaki,
1990), encontrándose en mayor cantidad en el plasma (Leonard et al., 1985a;
Ashida y Yamazaki, 1990). Por ello, para el aislamiento de la proFO de insectos
se ha utilizado como fuente el plasma libre de células (Andersson et al., 1989;
Ratcliffe y Gotz, 1990; Nappi y Seymour, 1991; Brivio et al., 1992; Lockey y
Ourth, 1992). Sin embargo, en crustáceos, la proFO solo ha sido detectada en
los hemocitos (Ashida y Söderhäll, 1984; Leonard et al., 1985a; Ashida ef al.,
1988; Ratcliffe y Gotz, 1990), por lo que para su aislamiento en estos
organismos se ha utilizado el sobrenadante de un lisado de hemocitos (Aspán y
Söderhäll, 1991; Lanz et al., 1993; Aspán et al., 1995).

En el camarón café la proFO se encuentra confinada en el interior de los
hemocitos (Vargas-Albores, 1992; Hernández-López, 1996), y siguiendo la
metodología descrita para otros crustáceos se intentó su aislamiento a partir de
hemocitos. Sin embargo, cuando se implementó la metodología de obtención de
la proFO a partir de un lisado de hemocitos se observó alto porcentaje de
activación espontánea (Tabla 1). En cambio, utilizando otra metodología, la cual
consiste en resuspender los hemocitos en soluciones con baja salinidad y
seguido de centrifugación a alta velocidad (Hernández-López et al., 1996), fue
posible obtener preparaciones con alto contenido de proFO reduciendo la
activación espontánea además de eliminar la contaminación por otras proteínas
citoplasmáticas no relacionadas con el sistema, como ocurre cuando se utiliza
SLH.
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Debido a que para la purificación de la proFO se requiere la proenzima en
forma inactiva, la técnica de obtención por centrifugación resultó más eficiente,
ya que la acti&ón espontánea fue significativamente menor que cuando se
utilizó SLH. Sin embargo, a pesar de que los resultados obtenidos al utilizar el
método de centrifugación fueron aceptables, las muestras tenían que ser
trabajadas inmediatamente, debido a que continuaban activándose en forma
espontánea. De este modo, a las 48 horas después de obtenida la muestra y
mantenida en refrigeración, se observaba casi un 50% de activación
espontánea.

El fenómeno de activación espontánea de la proFO ha -sido reportado, incluso
desde el proceso de obtención de la hemolinfa en Bomyx moti (Ashida et al.,
1983; Ashida y Yamazaki, 1990), Blaberus  cr-aniifer (Leonard et al., 1985b),
Heliotis virescens (Lockey y Ourth, 1992), Drosophila  melanogasfer,  Locusfa
migratoria y Ausfropofambius pa//ipens (Nappi et al., 1991; Nappi y Seymour,
1991). En Bombyx moti se logró evitar la activación espontánea utilizando un
factor de caña de azúcar, el cual mostró ser un eficiente supresor de la
activación del sistema proFO (Ashida, 1981). Sin embargo, algunos azúcares,
así como el factor de la caña de azúcar pueden causar degranulación y
liberación del sistema proFO en el plasma, razón por la cual no se utilizó éste
en la obtención de la proFO de camarón café.

Aunque la posible causa de activación espontánea era la presencia de la
proteasa activadora de la proFO (Aspán et al., 1990), en este trabajo, se evitó la
utilización de inhibidores de proteasas, como el PMSF, para la obtención de
proFO estable. Esto se debió principalmente a que el PMSF necesita ser
disuelto en solventes orgánicos y se tenían antecedentes de que los solventes
orgánicos son capaces de activar la proFO (Brehélin et al., 1989; Lockey y
Ourth, 1992). Por otro lado, la utilización de inhibidores de proteasas dificultan
la determinación posterior de la proFO, ya que se requiere convertirla a su
forma activa por proteólisis enzimática con tripsina.
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Söderhäll (1985) demostró que la melitina, un inhibidor de proteasas obtenido
del veneno de abeja, evita la activación espontánea de la proFO. Este inhibidor
fue utilizado para el aislamiento y durante los procesos de purificación de la
proFO de langostino. A diferencia de otros inhibidores de proteasas, la proFO
obtenida con melitina puede ser activada posteriormente (Aspán y Söderhäll,
1991), por lo que representa una buena opción para utilizarse durante los
procesos de purificación de la proFO.

-

El uso de la melitina durante la obtención de la proFO del camarón café,
permitió la recuperación de una muestra de proFO estable, sin inhibir la

transformación posterior de proFO a FO a través de prot&lisis con tripsina. El
uso de melitina también permitió que la muestra permaneciera estable por lo
menos durante un período de 48 horas en que fueron monitoreadas tanto la
actividad FO como la presencia de proFO (Figura 2). Aunque la melitina permite
mantener las muestras estables durante 7 días a 5”C, no tiene efecto protector
a 0°C. Si bien en la bibliografía no se ha reportado ningún efecto de este tipo,
se presume que la activación de la muestra se debió a la congelación.

Por otro lado, el calcio tiene un papel importante durante la activación de la

proFO del camarón cefé como se logró demostrar en este trabajo. Esto ayuda a
explicar la activación espontánea observada en extractos crudos de proFO,
donde también se encuentran otros componentes del sistema proFO, como la
EAproFO (Ashida et al., 1983; Leonard et al., 1985b; Aspán y Söderhäll, 1991).
Esta conclusión se basa en que, en muestras crudas de proFO el calcio induce
una activación espontánea significativa, sin embargo este fenómeno puede ser

inhibido por melitina y por STI. Por último debe recordarse que en muestras de
proFO libres de EAproFO (obtenida por Blue-Sepharose) no se aprecia
activación espontánea en presencia de calcio . Esta observación soporta la
hipótesis de que el calcio participa en la activación de la EAproFO más que en
la proFO directamente.

Resultados semejantes, aunque no concluyentes, han sido reportados en otros
artrópodos, observándose además que la adición de calcio en SLH de insectos
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(Ashida y Yamazaki, 1990) y crustáceos (Söderhäll y Hall, 1984; Kobayashi et
al., 1990) aumenta la actividad de proteasas. Sin embargo, la participación del
calcio en la estabilidad de la proFO parece ser controversial. En la langosta
(Ashida y Wderhäll, 1984) así como en Schisfocerca gregaria (Dularay y Lackie,
1985) la ausencia de calcio evita la activación espontánea de la proFO y se
requieren bajas concentraciones (5 mM) para provocar su activación de la
misma manera que en el camarón café. En cambio se ha demostrado que en
otros insectos y crustáceos, altas concentraciones de calcio (100-200 mM)
estabilizan la proFO y evitan su activación espontánea (Ashida et al., 1983;
Ashida y Söderhäll, 1984; Söderhäll y Hall, 1984; Leonard et al., 1985a;
Leonard et al., 1985b; Johansson y Söderhäll, 1988; Kobagashi et al., 1990).

Hasta la fecha, el mecanismo de acción del calcio no había sido dilucidado.
Roch et al., (1992), trabajando con un equinodermo (Halotorula tubulosa),
obtienen evidencias para sugerir un modelo de transformación de proFO a FO.
Ellos proponen que la proFO es convertida por una serin-proteinasa  en un
intermediario de 14.5 kDa que a su vez es polimerizado a un tetrámero de
60 kDa requiriendo calcio para su formación. Sin embargo, los mismos autores
obtienen, aunque en menor grado, activación de la proFO por tripsina en
ausencia de calcio. Este modelo es dudoso o al menos, no es aplicable en el
camarón café donde es posible activar a la proFO con tripsina indepen-
dientemente de la presencia de calcio.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir un posible
mecanismo de activación del sistema proFO en el camarón, donde los
hemocitos granulares o semigranulares, estimulados por compuestos biológicos
de origen microbiano, liberan el sistema proFO. Debido a que dentro del granulo
la concentración de calcio es insuficiente para la activación (0.015 mM), cuando
el sistema proFO es liberado al plasma se encuentra con un medio que contiene
la concentración molar de calcio (8.5 mM) suficiente para activar a la enzima
activadora de la proFO, produciéndose en consecuencia, la activación de la
proFO. Este modelo nos permite explicar también la razón por la que la proFO y
la enzima activadora se encuentran coexistiendo en el gránulo citoplásmico sin

51



que exista activación, identificándose claramente dos eventos requeridos para
la activación deI sistema proFO en el camarón café: liberación del sistema y
activación extracelular.

La proteólisis no es la única vía de activación de la proFO del camarón café, ya
que algunos compuestos como detergentes y solventes son capaces de activar
la proenzima (Tabla 4). Este fenómeno también ha sido reportado en otros
organismos (Ashida y Söderhäll, 1984; Ratcliffe et al., 1985; Sugumaran y
Nellaiappan, 1991). Durrant et al. (1993) sugieren que el -SDS provoca un
cambio conformacional quedando expuesto el sitio activo de la molécula, pero
no explican el mecanismo. En forma similar la activación de la proFO también
ha sido reportada en el langostino (Ashida y Söderhäll, 1984; Aspán y
Söderhäll, 1991). Por su parte Sugumaran y Nellaiappan (1991) encontraron
activación por detergentes tales como cetilpirimidinio además del SDS y no
encontraron activación por tween 20 y tritón X100.

Aunque aún no se tiene claro el mecanismo de acción de los compuestos no
proteolíticos, Preston y Taylor (1970) propusieron tres hipótesis para explicar la
acción de los solventes orgánicos sobre la proFO: a) eliminación de inhibidores,
b) produccción de cambios químicos en la molécula, exponiendo el sitio activo, y
c) agregación de subunidades las cuales forman la enzima activa. Sin embargo,
respecto a la agregación de subunidades Ashida y Yoshida (1988) sugirieron
que la agregación de moléculas de FO puede ser una consecuencia, más que la
causa de activación. Por su parte Ashida y Söderhäll (1984) al encontrar
activación por SDS en hemocito de langostino mencionan que estos factores
podrían no estar actuando sobre la proFO directamente sino sobre
componentes del sistema aún desconocidos. Uno de los componente sobre los
que podría tener efecto tanto el SDS como los solventes, es la EAproFO. Sin
embargo, los resultados obtenidos en camarón café permiten asegurar que
estos compuestos actúan directamente sobre la molécula de proFO ya que se
obtiene activación aún cuando se inhibe la proteasa (Figura 3).
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Además de aportar información importante sobre el mecanismo de activación de
la proFO del camarón café, el definir la participación del calcio en el proceso,
nos permitió obiener una muestra estable suceptible de trabajarse para lograr el
aislamiento de la enzima en forma inactiva.

Antes de este conocimiento y en base a la literatura sobre purificación de la
proFO de artrópodos (Aspán y Söderhäll, 1991; Durrant et al., 1993), se planteó
un protocolo de purificación para la proFO de camarón café, el cual consistió en
filtrar la muestra en una columna de Sephadex G-25 y posteriormente en una
columna de Sepharose 66. Sin embargo, durante la filtración en Sephadex G-25
la proFO se activó y se adhirió al gel. Esto se debe a’que la FO del camarón
café es una proteína que se pega fácilmente a cualquier superficie (Vargas-
Albores, 1992). La adherencia de la FO se ha observado en otros organismos
tanto en insectos como en crustáceos (Söderhäll et al., 1986). Aunque la
mayoría de los autores no lo mencionan directamente, algunos como Aspán y
Söderhäll (1991) previnieron la adherencia utilizando melitina en todas la
soluciones requeridas para la purificación de la proFO de hemocito de
langostino. Durante la purificación de la proFO de hemocitos de cucaracha
utilizaron altas concentraciones de calcio (35 mM) para estabilizar la proFO
(Durrant et al., 1993). Por su parte, Roch et al., (1992) dicen que muchos
intentos por caracterizar la proFO son frustados por la activación espontánea.

Si bien la facilidad con que la enzima activada se pega a diferentes sustratos es
una desventaja en los procesos de purificación; in vivo esta propiedad es
importante para el organismo ya que le permite el aislamiento físico de material
extraño, formando capas de melanización  alrededor del patógeno (Söderhäll,
1982; Söderhäll et al., 1986; Johansson y Söderhäll, 1989b; Ashida y Yamazaki,
1990).

Por otro lado, Söderhäll et al., (1992) manifiestan la dificultad del estudio de
esta enzima, no sólo por su facilidad de activación sino también por la poca
cantidad que existe en los hemocitos de crustáceos. Esto fue evidenciado
trabajando con camarón café ya que en los geles de poliacrilamida la banda
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correspondiente a la enzima proFO no se pudieron teñir con Coomassie. Por
ello se hizo necesaria la utilización de tinción con plata, la cual es más sensible
y permite detectar cantidades menores de proteína (100 pg).

Un buen resultado en el proceso de purificación fue obtenido utilizando una
columna de Blue-Sepharose (Tabla 5), donde el avance más importante fue la
eliminación de la enzima activadora de la proFO. Aunque directamente no se
detectó la actividad de proteasas, de manera indirecta se detectó su eliminación
ya que al tratar con calcio las fracciones que contenían la proFO, no se observó
activación espontánea. Resultados similares fueron obtenidos en proFO de
hemocitos de langostino (Aspán y Söderhäll, 1991) y en =ta proFO de hemocitos
de cucaracha (Durrant et al., 1993).

Utilizando las muestras pasadas por Blue-Sepharose, se logró demostrar que la
proFO, en ausencia de la enzima activadora, no puede ser activada por LPS ni
laminarina, sugiriendo la necesaria presencia de todos los componentes del
sistema para que sea posible la activación. Estos resultados apoyan la idea de
que los mecanismos de regulación del sistema proFO in vivo son dirigidos
contra la enzima activadora. Así mismo, la incapacidad de activación directa
sobre la molécula de proFO, por compuestos de pared celular de microorga-
nismos, puede ser aprovechada por aquellos organismos patógenos cuyos
mecanismos de patogenicidad incluyen la producción de inhibidores de
proteasas.

La masa molecular aparente de la proFO de camarón café en condiciones
nativas fue de 272 kDa, mientras que en desnaturalizantes fue de ll 3.9 kDa, lo
que podría sugerir que la enzima nativa está constituida por un dímero. Este
resultado es comparable con lo obtenido en langostino, donde se encontró un
peso molecular de 300 kDa en condiciones nativas (obtenido por filtración en
gel), mientras que por electroforesis en condiciones desnaturalizantes
encuentran una masa molecular de 76 kDa, proponiendo que la proteína nativa
puede existir como un tetrámero (Aspán y Söderhäll, 1991).
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Por otra parte la masa molecular de la FO en geles de poliacrìlamida bajo
condiciones desnaturalizantes fue de 106.6 kDa. Esta disminución en la masa
molecular, al pasar a la forma activa, manifestó que el proceso proteolítico
elimina un pequeño péptido de aproximadamente 7.3 kDa. Aunque existen
pocas especies donde se ha determinado la masa molecular de la proFO y de la
FO, se sabe que el rango del péptido liberado, producto de la activación
hidrolítica de la proFO, varía de 5 a 20 kDa. Por ejemplo en Bombix moti el
péptido liberado es de 5 kDa (Ashida y Yamazaki, 1990), mientras que para
Blaberus craniifer la proteólisis de la proFO de 76 kDa provoca la liberación de
un péptido de 6 kDa (Durrant et al., 1993). Además del camarón café, el único
crustáceo donde se ha determinado la masa molecdar de la proFO de
hemocitos es la langosta, La masa molecular de la proFO de este organismo es
de 76 kDa y después del rompimiento proteolítico se produjeron 2 moléculas
con masa molecular de 60 y 62 kDa. Ambas formas de la enzima mantienen
actividad y el péptido liberado fue de 10 y 12 kDa, respectivamente (Aspán y
Söderhäll, 1991).

Por otro lado, la proFO de camarón café no es activada por calor (Tabla 7), a
diferencia de lo encontrado en Astacus asfacus. En este crustáceo incubaciones
entre 50 y 70°C producen una activación de la proFO semejante a la producida
por tripsina (Ashida y Söderhäll, 1984). Aunque en el camarón no se obsevó
este fenómeno, no se puede negar que esta activación pudiera ocurrir, pero en
los ensayos no se aprecia porque la temperatura afecta la actividad enzimática
de la FO.

La masa molecular de la proFO reportada para otras especies de artrópodos es
muy variable aún cuando se haya empleado el mismo método. Por ejemplo, en
larvas de mosca doméstica es de 310 kDa (Yamaura et al., 1980) y en prepupas
del mismo insecto la forma inactiva pesa 178 y la forma activa 340 kDa
(Tsukamoto et al., 1988). Con esto y varios reportes más, Durrant et al., (1993)
llegan a la conclusión de que in vivo la enzima podría existir como una proteína
polimérica. Respecto a la forma activa, Aspán y Söderhäll (1991) mencionan
que la variación se debe a la agregación de la enzima. Este fenómeno de
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agregación fue observado también en
manifestándose como pequeñas bandas en
acrilamida (Figira 5 y 6).

la proFO de camarón café,
la parte superior de los geles de

La proFO y la FO del camarón café mostraron ser altamente sensibles a la
temperatura. La FO es practicamente desnaturalizada a temperaturas de 50X,
semejante a lo encontrado para la FO de hemocitos de Heliotis virescens
(Lockey y Ourth, 1992) y a la FO de cutícula de langostino, donde la enzima
disminuye su actividad en un 50% a 35°C para casi desaparecer a los 45°C
(Opoku-Gyamfua et al., 1992). Otro reporte que manifiesta la termolabilidad de
la fenoloxidasa, es un trabajo realizado con la mosca doméstica, donde a
temperaturas mayores de 60°C la actividad enzimática desaparece totalmente
(Hara et al., 1993).

El pH juega un papel importante en el desarrollo de las reacciones enzimáticas.
El pH óptimo para la reacción de la FO de camarón café utilizando L-DOPA
como sustrato fue de 8. Sin embargo, para la FO de cutícula de langostino se ha
observado un pH óptimo de 7 (Opoku-Gyamfua et al., 1992). En la mosca
doméstica la FO presentó un rango de pH óptimo de 6 a 10 (Hara et al., 1993),
mientras que en Heliofis virescens el pH óptimo para la FO se reportó en 9.5. En
este último caso no se menciona si se realizaron controles sin enzima, lo cual
es importante, ya que en los controles de nuestros experimentos se encontró
que la L-DOPA presenta
elevado valor reportado
realizada por la FO.

autoxidación a pH de 9 en adelante y tal vez este
sea debido a la autoxidación y no a la oxidación

En insectos se han encontrado tres tipos de fenoloxidasa (Barrett, 1987): el tipo
lactasa (E.C. 1 .10.3.2; bencenodiol: oxígeno oxidoreductasa), el tipo catecol
oxidasa (E.C. 1.10.3.1; 1,2-bencenodiol:  oxígeno oxidoreductasa) y el tipo
tirosinasa (E.C. 1.14.18.1; dihidroxifenilalanina: oxígeno oxidoreductasa). Estas
enzimas han sido reportadas en mayor cantidad en la cutícula y están
involucradas en los procesos de esclerotización y melanización (Andersen et al.,
1992; Chen et al., 1992; Aspán et al., 1995).
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En la cutícula de crustáceos también existen estas 3 enzimas. (Chen et al.,
1992). Sin embargo, en hemocitos solo se ha reportado la tipo tirosinasa
(E.C. 1.14.18.1) (Aspán et al., 1995). En algunos trabajos sobre FO de
crustáceos (Leonard et al., 1985a; Smith y Söderhäll, 1986; Ashida y Yamazaki,
1990), incluyendo camarón café (Vargas-Albores et al., 1993b) se ha referido a
esta enzima como E.C. 1.10.3.1 o-difenoloxidasa. Para asegurar la clasificación
de la enzima FO obtenida de hemocitos de camarón café se buscó su
especificidad utilizando sustratos fenólicos. La FO del camarón café presentó
capacidad para oxidar tanto monofenoles, como difenoles.. Esto lo realiza
hidroxilando lentamente los monofenoles (tirosina y tiramina) y oxidando
o-difenoles (dihidroxifenialanina, metilcatecol y catecol). Sin embargo la FO de
camarón café fue incapaz de oxidar los p-difenoles probados, hidroquinona y
resorcinol. Estos resultados hacen suponer que la FO de camarón café es una
enzima tipo tirosinasa (E.C. 1.14.18.1) como la reportada en el langostino
(Aspán et al., 1995).

La FO de camarón no es inhibida en un 100 % por el EDTA. Sin embargo en
otros artrópodos como H. virescens, el EDTA es capaz de bloquear la actividad
FO, la cual no puede ser restaurada ni aún adicionando altas concentraciones
de calcio (Lockey y Ourth, 1992).

De igual forma, la feniltiourea no fue capaz de inhibir la FO de camarón café y
aunque no ha sido probada en otros crustáceos, nuestros resultados son
contradictorios a los reportados por Nayar y Bradley (1994) quienes encontraron
una inhibición por feniltiourea de aproximadamente el 70% en la FO de
hemocitos de Aedes aegypty  y Anopheles guedrylimafus.

Sorpresivamente el cobre fue capaz de inhibir la FO de camarón café,
fenómeno que no había sido reportado en ninguna especie. Considerando que
la enzima posiblemente se encuentre en forma reducida y que la inactivación de
la enzima parece estar asociada a una oxidación hacia Cu++ (Andrawis y Kahn,
1985), la adición de cobre podría traducirse en un aumento de dicha oxidación.
Esto ayudaría a explicar la inhibición por cobre de la actividad FO del camarón.
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Por otra parte, la inhibición de la FO de camarón café causada por el ADTC
sugiere que es una proteína que contiene cobre (Ashida y Yamazaki, 1990).
Esto es congr&nte con lo reportado por Aspán y Söderhäll (1991) quienes
encontraron que la proFO de hemocitos de langostino, tiene 2 moléculas de
cobre por molécula. La posterior clonación de la molécula y comparación con
otras proteínas, reveló que los sitios de unión del cobre son parecidos a los de
la hemocianina de crustáceos (Aspán et al., 1995).

Respecto al comportamiento cinético de la FO del camarón café se encontró
una Km de 2.3 mM y una Vmáx de 1.29 AA/mg/min. Aunque no existen muchos
estudios donde reporten estos parámetros, los resultados son comparables con
los encontrados en la FO de H. virescens donde se determinó que la enzima
requiere de una concentración de 2.25 mM para llegar a la mitad de su
velocidad máxima (Lockey y Ourth, 1992).

Aunque el conocimiento del sistema de defensa del camarón aún no esta
completamente descubierto, hasta el momento existe un gran avance y este
trabajo contribuye con la complementación del conocimiento de los mecanismos
de activación del sistema proFO de camarón café, aportando características de
la proFO y de la FO que deben ser consideradas en la utilización de esta
molécula como herramienta de diagnóstico.
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Conclusiones
1. P. N.

DONATIVO

El método utilizado para la obtención de la proFO estable fue satisfactorio,
solamente hay que mantener una baja fuerza iónica en el medio y el calcio
deberá de estar ausente. El mecanismo de acción del calcio quedó demostrado,
observándose que este ión participa en la activación de la proteasa activadora
de la proFO. Este método presenta ventajas sobre el HSL ya que se obtiene
más fácil y con menos contaminantes. El almacenamiento de las muestras en
congelación produjo activación espontánea de la proFO, por lo que se
recomienda, en caso necesario, evitar el congelamien@G Las muestras pueden
ser almacenadas a 5OC, por un plazo no mayor de 7 días.

La enzima tanto en forma inactiva (proFO) como activa (FO) pudo ser aislada
usando cromatografía de afinidad, haciendo posible su caracterización
bioquímica, obteniéndose una masa molecular de Il 3.9 kDa para la proFO y de
106.6 kDa para la FO, con un pH óptimo de 8 para la reacción y un pl de 7.35,
observándose que las dos formas de la enzima son termolábiles. La enzima FO
de hemocitos de camarón café fue identificada como una fenoloxidasa tipo
tirosinasa.

Así mismo, se demostró que los compuestos biológicos de origen microbiano no
pueden activar la proFO aislada, requiriéndose la presencia de todos los
componentes del sistema, mientras que el SDS, el metano1 y la acetona pueden
activar la proFO independientemente de la presencia de la EAproFO.
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La información .obtenida en este trabajo permite incrementar el conocimiento
sobre el sistema de defensa presente en los invertebrados;especialmente  en el
camarón. Este avance permitirá continuar o ser usado como base para futuros
trabajos, por ejemplo:

1.

2.

3.

4.

Aislamiento de la enzima activadora de la proFO. La cual se sabe que es
una proteinasa, pero se desconocen sus principales propiedades
fisicoquímicas y bioquímicas.

Comparación de la proFO del camarón con otras e$ecies, así como de
otras partes, por ejemplo de la cutícula, la cual tiene interes para la
tecnología de alimentos.

La detección del sitio de síntesis presenta gran interés debido a que
permitiría conocer más sobre la génesis del Sistema Inmune de los
invertebrados y sus correlaciones u homologías con los sistemas verte-
brados. Una de las herramientas interesantes para esto es la producción de
anticuerpos anti proFO, además de que puede probarse su uso en el
diagnóstico.

Secuencia de aminoácidos de la proFO, FO y de la enzima activadora, así
como la determinación del sitio activo y la detección del gen que codifica
para la proFO.
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Nombres cientifícos

Nombre cientifíco Familia

Penaeus californiensis

Penaeus duorarum

Penaeus setiferus

Penaeus stylirosttis

Penaeus monodon

Astacus astacus

Pacifastacus leniusculus

Procambarus clarkii

Carcinus maenas

Aedes aegypty

Anopheles guedrylimatus

Anopheles gambiae

Blaberus craniifer

Blaberus discoidalis

Bombix mori

Drosophila melanogaster

Heliothis virescens

Hyalophora cecropia

Locusta migratoria

Oryctes rhinoceros

Schistocerca gregaria

Haiotorula tubulosa

Penaeidae

Penaeidae

Penaeidae

Penaeidae

Penaeidae

Astacidae

Astacidae

Astacidae

Portunidae

Culicinae

Culicinae

Anophelinae

Blaberidae

Blaberidae

Bom bycidae

Drosophilinae

Noctunidae

Saturniidae

Cediponidae

Dynastidae

Acrididae

Holothuroidae

Orden

Decápoda

Decápoda

Decápoda

Decápoda

Decápoda
.-

Decápoda

Decápoda

Decápoda

Decápoda

Díptera

Díptera

Díptera

Battaria

Battaria

Lepidóptera

Díptera

Lepidóptera

Lepidóptera

Orthóptera

Coleóptera

Orthóptera

Aspidochirotida

Nombre común

camarón café

camarón rosa

camarón blanco

camarón azul

camarón tigre

langostino

langosta

langosta de río

cangrejo

mosquito

mosquito

mosquito

cucaracha

cucaracha

gusanodeseda

mosca doméstica

gusano beyotero

polilla

langosta migratoria

escarabajo

langosta del desierto

pepino de mar
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Anexo
- I

Soluciones:

Solución anticoagulante:

NaCI 450 mM

KCI 10mM

EDTA. Na2 IOmM

HEPES IOmM

pH 7.3

Osmolalidad 850 mOsm/kg

.-

Se preparó con material y agua libre de pirógenos. Se esterilizó por
filtración y se mantuvo en refrigeración (Vargas-Albores et al., 1993b).

Enzimas

Tripsina

Agua

O.lmg

1.0 mL

Sustrato

L-DOPA

agua
3mg
1.0 mL

Reactivo de Bradford

Azul de Coomassie G 70 mg

Etanol al 95 % 50 mL

Acido fosfórico al 85%, 100 mL

El colorante se disolvió en el etanol agitando durante 4 horas, posteriormente se
agregó el ácido fosfórico, se aforó a un litro con agua destilada y se filtró
(Bradford, 1976).
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Amortiguador de Cacodilatos, según Leonard (1985b):

Cacodilato de sodio IOmM

pH ‘7.0

Amortiguador TRIS-Glicina-SDS:

Tris

Glicina

SDS

pH 8.3

25 mM

192 mM

1%

Amortiguador para dilución de muestras TRIS-SDS pH 6.8:

Agua destilada 4.4 mL

Glicerol 0.8 mL

Azul de bromofenol 0.05% 0.2 mL

SDS 10% 1.6 mL

Amortiguador TRIS-HCI 0.5 M pH 6.8 1.0 mL

Amortiguador para dilución de muestras TRIS pH 6.8:

Agua destilada 6.0 mL

Glicerol 0.8 mL

Azul de bromofenol 0.05% 0.2 mL

Amortiguador TRIS-HCI 0.5 M pH 6.8 1.0 mL
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Amortiguador TRIS-Glicina:

Tris

Glicina

* .

pH 8.3

25 mM

192 mM

Solución de desteñido o fijadora:

Metano1 50%

Acido acético 10%

Agua destilada 40%

Colorante azul de Coomassie

Azul de Coomassie R 0.1%

Se diluyó en solución de desteñido, se almacenó a temperatura ambiente y
antes de cada uso se filtró.
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ABSTRACT. The prophenoloxidase (proPO) syscem of the brown shrimp (Penuetu californknsis) was acrivated
using differenc preparacions and inductors.  In shrimp, chis syscem is confined inside the hemocyres  and can be
obtained by lysing or cennifuging che ce&. In borh cases, rhe shrimp proPO syscem showed a high sponcaneous
activanon because che proPO accivating enzyme was also reieased. In addicion, the shrimp proPO syscem could
be acrivaced by laminarin, buc nor by bacrerial LPS. Although SDS and other chemicals are also capable of
activacing shrimp proPO,  chis acrivation proceeds in differenc way since ic can nqf be inhibid by proceinase
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I N T R O D U C T I O N

The prophenoloxidase (proPO) system is considered a constic-
uent of the immune syscem and is probabiy responsible, at
least in part, for che nonself recognicion process  of che detense
mechanism in cruscaceans and insects (15,17,12,26).  The ma-
jor enzyme produced during proPO  system activation is phe-
noloxidase (PO, o-diphenol-oxygen oxidoreductase; E.C.
1.10.3.1) which is necessary for che melanization process ob-
served  in response to foreign matter invading che hemocoele
and during wound healing (for review see 11,4,25,26).

The proPO  system can be specifically activated using ,B-  1,3-
glucans  (22,2), bacteria cell walls (2,18), and Lipopolysaccha-
ride (LPS) (27). Although acdvarion of the proPO syscem
by bacteria1 LPS has been demonstrated in severa1 arthropod
models (7,27), in ocher cases, attempts co show activarion  by
LPS have been unsuccessful  (4,23,16). Nevercheless, proPO
system activation by bacteria has been  shown in all cases
(4,8,2).  Thus, it has been  proposed rhat in arthropods, che
proPO system present in the hemolymph may constitute  a
recognition system (15,17,11,26).  Furthermore, the proPO
system has been proposed as the invertebrare councerpart of
che vertebratc complenlent system since  ir is activared by
/3-1,3-glucans  (12,1,22,32),  has a cascade  reaccion,  and in-
volves Froteases (6,25,76).  Howevcr,  ocher  than thescl simi-
laricies,  a dirrct Iyric activicy h a s  noc been decected in che
proPO syscem.

The brown shrimp (Penueur  califwniensis)  is commercially im-
portant as a culcured  species in Mexico,  but like other shrimp
species, ic is susceptible to infectious diseases. Two serum pro-
ceins have been  described  as a part of its defense system: an
agglucinin thac reaca with LPS and bacteria (33), and a he-
molycic factor (9). Previously,  we detected  the proPO system
in the brown shrimp hemocytes (32),  but studies on its activa-
tion were not done. Furthermore, ar times we observed proPO
activity in cell-free  shrimp plasma. In al1 arthropod species
studied to date, proPO  system is present in the hemolymph
as an inactive proenzyme called  prophenoloxidase, located in
the hemocyce of many insects (15,17,12,8,18)  and crusta-
ceans (ll  ,28).  This system has been also detected  in the
plasma of some insects (1,19,21,7),  but in crustaceans it is
apparently confined within the hemocytes. In this study, we
determined the origin of the proPO  detected  in shrimp
plasma, tested another method for proPO  system isolation,
and stimulated it by differenc chemical and microbial elicitors
in order to explain its role in the shrimp defense system.

MATERIALS AND METHODS

All chemicals were purchased from Sigma Chem. Co. The
glassware was washed with Toxa-Clean  (Sigma Chem. CO.)
to avoid any spontaneous activation of the proPO system by
endotoxins. For the same reason,  all solurions were prepared
using pyrogen-free  water.

Solutions

The shrimp anticoagulanc solution was prepared by adding
ot’ 10 mM EDTA.Na!  to shrimp salr solution (SSS), which
cnrresponds  to the ionic and osmoric  values of shrimp hemo-
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Lymph (32): 450 mM NaCl,  10 mM KCl. 10 mM HEPES,
pH 7.3. 850 mOsm/Kg. A caccdyiate buffer (Cac:  10 mM
sodium  cacodylate,  10 mM CaC12,  pH 7.0) was used CO obtain
of proPO system and to detem.@e  phenoloxidase (PO) ac-
tiviíy.

himals
The shrimps, Penaeus califomiens’U, were grown in an experi-
mental tide pond (Cencer for Biologicai Research, La Paz,
BCS, Mexico).  The animals were mainrained in an aquarium
(24 2 4“C, salinity:  36 parts  per thousand) at least 2 days
before  the experiment.  Only the hemolymph from intermolt,
apparencly healthy shrimp was used.

Extra&m  and Separation of the Uemolynph
The hemolymph was extracted  from the pleopod base of the
first abdominal segmenc near the geniral pore. One hundred
~1 of hemolymph were obcained using a 0.5 ml syringe, 27
gauge needle, containing 200 ~1 of precooled (10°C) antico-
agulanr solution. The hemolymph was then centrifuged at 560
g for 3 min and the supematant was separated.

Procein Content Detennin&m

The total protein content  was measured according to Lowry
et al. (14) using bovine serum  albumin as standard.

Enzymuric  Actiuity

The phenoloxidase activicy was measured specrrophotometri-
cally (in triplicare) by recording the formation of dopachrome
from L-dihydroxyphenylalanine  ( L*IXJPA)  according to Leon-
ard et al., (13). Briefly, the sample (100 ~1)  was pre-incubaced
with 50 ~1 of laminarin (1 mg/ml in Cac buffer) or, in the
case of controls  with Cac buffer, for 1 hr at 25°C before 50
~1 of L-DOPA (3 mg/ml of Cac buffer) were added. The
reaction was allowed to proceed  for 10 min at ZO”C, then 800
~1 of Cac buffer were added and the absorbance at 490 nm
was measured. Enzyme activity was expressed as the change
in absorbance ac 490 nm per min per mg of protein. We
moditíed this process for smaller  samples. Fifty microlicers of
sample were placed in a microwell plate  and preincubated
wich  50 ~1 of laminarin (1 mg/ml in Cac buffer) for 30 min
ar 25°C before  50 ~1 of L-DOPA  (3 mg/ml in Cac buffer)
were added. After  10 min of incubation at 25°C the opcical
density was recorded using a ELISA reader (Labsystems Uni-
skan II) ar 492 nm. Total amount of proPO  available was
determined afler sample incubation with 50 ~1 of rrypsin (100
pglml in Cac buffer) allowing the proPO  activation  reaccion
to proceed  for 10 min at 25°C. The amount of inactive proPO
in sample  concaining also PO acriviry  was calculated as total
availabie proPO  minus PO activity before trypsin rreatmenr.

Gudc  proPO  System  Preparatiotts

Two different methods were used  to obtain proPO samples
from shrimp hemocyces: lysing che hemocytes and induced
degranulation by cencrifugacion. For hemocyte lysace, the
hemolymph from 10 shrimps was collected in anricoagulant
solueion as described  above and centrifuged at 700 g for 5
min. The cell peilecs  were pooled  and resuspended in Cac
buffer, then disrupted by sonicacion  for 2 min at 20 W. The
hemocyte lysate was centrifuged at 70,ooO  g for 30 min at 4”C,
and the cell debris was discarded. Phenoloxidase activity  and
available proPO,  as well as protein conrent were derermined
in the supemacant (Hemocyre lysate supematanr: HLS).

Samples for proPO sysrem were also obtained  by inducing
degranulation. In rhis case, the hemolymph (200 ~1) was  cen-
nifuged at 700 g, the ce11  pellet was resuspended in 200  ~1
of Cac buffer, then centrifuged at 15,900 g for 20 sec. The
supemacant concainingthe  granular contenr  was removed and
used as proPO  source. Granular cells  were not Iysed during
centrifugarion process, as corroborated by light microscopy.

Chemica¡ Activation

Absolute  ethanol,  SDS (1% w/v) and urea (2 M) were tesced
as activators of shrimp proPO.  The samples were obrained in
Cac buffer and incubated with equal volume  of che chemical
for 30 min at room temperature before determining booth PO
activity and total available  proPO.  Soybean trypsin  inhibicor
(STI)  was tesced  as an inhibicor  of the proPO  system activa-
rion elicited by trypsin and SDS. In these experimena, 25 ~1
of STI was added (200 pg/ml)  together with 25 ~1 of trypsin
(100 pg/ml).

Inhibition  by Melittin

The samples were obrained in Cac wich (50 pg/ml)  or without
melittin and incubated for 30 min ac room temperacure before
determining both PO activity and cota1  proPO.  In ocher ex-
periments, the samples were kept for 24 or 48 hr ar 8°C and
analyzed. The effect of melittin  (final concentration 50 /..~g/
ml) on the scability of [he proPO  system was assayed ar 0 and
5°C for 7 days, by incubacing different aliquocs and analyzing
one per day.

RESULTS AND DISCUSSION

To provide  an adequace methodology for phenoloxidase acciv-
ity in small volumes, we tested  a moditication of che mechod
described  by Leonard er al. (13) using 96-well  microplaces.
Because  an adequace precision  (CV C 10%) and correlacion
(T = 0.99) between tube and microplace techniques were
obtained, all decerminations during che activarion were done
in microplates. The rube  mechad  was  used  only for specifíc
activiry calculation.

Previously, we reponed (32) that in the brown shrimp. che
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proPO system is located inside che hemocyres. similar co orher
cntstaceans  (11,25,26)  and some insects  (12,13.8,18).  How-
ever,  under some experimental condirions, proPO  was found
in shrimp plasma. Although theproP0  has been detected in
borh the hemocytes and plasma of insecrs (1,19,21,7),  until
now rhere has been no evidente of a proPO  system present in
crustacean plasma. Apparently, the proPO  system is confined

I inside che hemocytes.
Ashida (1) claimed that in the silkworm, Bombyx  mori,  che

proPO system is contained in che plasma. To obtain a stable
proPO system, they injected a cane sugar factor co insect lar-
vae before  bleeding. However, the total hemocyte count
dropped from ca 1 x lo4 cells co ca 1 x lo3 cells/mm’ of
hemolymph (1). Thus it is probable that most of che cells
(90%) were activaced and disappeared from circuiation,  either
by lysis or differential sticking. Since crustacean hemocytes
are extremely sensitive to low doses of &1,3-glucans  (22) or
LPS (lo),  it is likely that rhe cane sugar factor caused  exten-
sive degranulacion of che hemocytes, resulting in che release
of che proPO  system and its detection in the plasma. How-
ever,  co obcain che shrimp proPO,  only salts were used  for
hemolymph extraction, and all preventive measures  to avoid
cellular and proPO system activation were taken (pyrogen-free
water, plastic and glassware endotoxin-free  or cell culture
tested quality, etc.).

We investigated che effect of needle size  on rhe release of
proPO syscem testing four different gauges (25, 22, 21 and
20) during hemolymph extraction. Only the chickesc needle
(gauge 20) showed a scatistically significant increase  ín che
plasma proPO  values, perhaps due to tissue damage  (30).
Since no differences were observed with the small needles that
are rourinely used  for shrimp hemolymph extraction, we eval-
uated the effect of centrifugation. When che hemolymph was
centrifuged in a microfuge (Beckman  Model  E) at 15,900 g
and the cells spun down for 15-20 sec, che proPO activity
was detected in the plasma. Using other forces (800-400 g),
a significant reduction in the plasma proPO  was found (from
0.240 to 0.030 unics of optical density at 490 nm). Thus the
proPO activity decected in plasma is apparently released  from
che hemocytes during centrifugation. Lower centrifugacion
forces do nor permit cell pellecing and could not be evaluated.
For practica1  reasons, che hemocyte integrity was not appar-
ently affected when the hemocytes released  a small  amount
of proPO  by centrifugation  at 800 g. Furthermore, PO activity
was not detected, indicacing that centrifugarion releases only
che inactive proPO  system. Roucinely,  600-800 g can be used
to separate  and rinse shrimp hemocyces withouc apparenc cel-
lular damage  and/or activation.

Mosc of the studies on crustacean proPO  activacion use che
supemacanr from hemocyte lysace (HLS) as an enzyme source
(22,27,13,Y).  Using a similar mechodology, we decected  the
presente  of proPO  in the supemacanc  of a hemocyte Iysate
from the brown shrimp. However, the HLS was unscable and
showed spontaneous activarion determined as PO accivicy.

According to some aurhors (27.3.13), calcium  is very impar-
tant for proPO  stability,  and they recommend using high con-
cencracions  of this cation (40-200 mM)  CO avoid irs spontane-
ous acnvacion. Looking  for a srable preparation, we tested
different calcium concencrations (from 5 co 200 mM)  in Cac
buf?er, buc spontaneous activation was not avoided com-
plecely.  When other buffers were used for HLS preparation,
we obcained changes  in che PO:proPO  rado. As shown in
Table 1, by replacing 100 mM Ca for 450 mM NaCI, the
sponanteous activation (measured as PO) was reduced  from
23% to 8% of che toral available  proPO.  A similar low value
of active PO was obtained by using SSS + 100 mM Ca instead
of Cac buffer + 100 mM Ca. Thus,  sponcaneous accivation of
the shrimp proPO  system can not be avoided by high calcium
concenrracion  only, but by a¡so increasing che medium saiin-
ity. Considering that SSS and shnmp hemolymph have sim-
ilar salinity (34),  thisgroperry  can naturally have a positive
effecc and prevenc the extensive spontaneous activation of
che proPO  system.

Knowing rhat centrifugation forte causes hemocyte degran-
ulation withouc cellular  lysis, we improved che proPO  extrac-
cion by centrifuging the cells at 15,900 g in Cac buffer.  AI-
though the cells still retained pan of che proPO  system, a
good preparation of propO  system can be obtained with low
contamination of other non-relaced proteins. In addicion, a
less  spontaneous activation was detected in the centrifugare
(20%) compared  to HLS where 50% or more of the total
available propO  was transfonned to PO.

The effect of salinity on hemocyre degranulacion was aIso
evaluated. At NaCl concentracions  near the saliniry (450 mrM
NaCl) of the shrimp hemolymph (34),  the release of proPO
is minor (Fig. 1). Accordingly, the salinity and, consequenrly,
che osmolality of the media, has an important effect in the
release of che proPO  system. When the cell cencrifugation
was done in Cac buffer without NaCl, 8-10 times of proPO
were released  compared  to Cac buffer plus 450 mM NaCI.
Since this phenomenon was observed at both 600 and 15900
g, the salinity more than che cencrifugacion forte  had che
most effecr on proPO  system release.  However, the proPO
system obcained by centrifugation in Cac buffer with or with-
out NaCI was also unscable,  and sponcaneous activation of the
proPO  system was observed. After 6 hr at room temperacure,
samples obcained in Cac buffer without NaCI,  only showed

TABLE 1. Effect of calcium and NaCI on the stability of the
activating proPO system from shrimp HLS. Percentages (Mean
values 2 standard desviation) of PO and proPO are relative
to total aviable proPO are given.

Buffer Composition % PO % proro

Cac butícr + 190 mlM CaCI1, p H i.G 24.9 f 5.9 75.1 f 5.9
CX butíer + 450 mM ‘JaCI, p H 7.Q 8.9 i: 4.1 91.1 = 4.1
SSS + 100 mM CaCl:. pH 7.3 2.2 c 7.6 _ 97.5 r 7.7
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FIC. 1. Influente  of che salinity on the release  of proPO from
shrimp hemocytes. The celIs were resuspended  in Cac buffer
+ NaCI,  centrifuged,  and total available proPO was detere
mined in the supematant.

phenoloxidase activity, but not residual available proPO.  Ad-
dition of Ca did noc increase  the proPO  system stability.

Melittin has been reported co be an inhibitor of the proPO
system (24). By including 50 pg/ml  in che buffer, it was possi-
ble tò reduce the sponcaneous activation of che brown shrimp
proPO  system. When the samples were obtained without mel-
ittin,  20-30%  of rhe total proPO was transformed to PO while
in samples concaining che inhibitor, the sponcaneous activity
was reduced  to l-2%  (time zero in Fig. 2). The role of melit-
tin on che stability of the proPO  crude  preparation was also
monitored for 48 hr at 8”C,  derermining both PO activity and
proPO  (Fig. 2). The samples without melittin showed an ini-
tial spontaneous activarion near 30%; and after 48 hr, all
available proPO  was transformed into active PO. Meanwhile,
the samples containing melittin were more stable, and only a
little ( 1.7 ~t 0.2) PO activity was decected ar time zero. After
48 hr at 8”C,  approximately 80% of che toca1  available proPO

100.
iT

Time (h)

FIG. 2. Effect of melittin (50 /.q$ml) on the spontaneous activa-
tion of the shrimp proPO  at 8°C. The percentage of remnant
available proPO was calculated  by subtracting PO activity to
total available proPO.

was recovered. In other series of experimencs, rhe effect ot
melittin (50 pg/ml)  on the scability oí che proPO  prepararion
was monitored ac 0 and 5°C for 7 days, by incubating different
aliquots and analyzing one per day. .iifter 7 days at O”C,
around 50% of [he proPO  was transformed into PO (Fig. 3).
Meanwhile, che samples incubared at 5°C were stable for 7
days, and sponcaneous activacion was  not observed.

The proPO  syscem has been implicateci  in the defense
mechanism as a way to recognize invading microorganisms.
So, it is desirable that it responds  to nonself  triggers,  mainly
those relared with microorganisms  such as p l-3 glucans  or
LPS. However, as expecced, laminarin oc LPS induced activa-
tion was not observed using melittin treated samples of shrimp
proPO  syscem. Thus, to test it, we must consider spontaneous
activation and work in che absence of inhibitors. The follow-
ing experiments were undertaken co evaluace activation of
the shrimp proPO  system by microbial products,  and were
performed with fresh  samples obtained in Cac buffer. Neither
HLS nor proPO  system obcained by centrifugacion presenced
addicional  accivation by the tested LPSs,  including those from
E. coli,  V. choleTae,  P. aeruginosa,  S. fixneri,  K. pneumoniae,
S. marcencenS  and S. thypi.  However, che proPO  obcained by
lysing or cemrifuging hemocyces was activated by laminarin.
The proPO  sample obcained by centrifuging rhe hemocytes
was very sensitive  to minute quancities of laminarin (Fig. 4).
This suggescs char  [he natural activating enzyme (6) is located
inside the hemocytic  granules and is also released  during cen-
trifugation. Similar to what has been reponed for insect
(13,21,7) and cruscacean  (22,25,26) proPO,  activation of the
shrimp proPO  syscem was dose-dependenc  for laminarin (Fig.
4) up to 5 mg/ml, where an apparent saturation was observed.
Laminarin-induced proPO  system activation is a clear phe-
nomenon, although the chemical variacion  of the laminarin
preparation is importanc (29,22).  We observed little, but sig-
nificant different responses by using differenc laminarin lots
(from Sigma No. 1 lOH3841,  44H3924  and 73H3815).  How-
ever,  the maximum stimulating dose always ranged from 1 co
10 mg/ml.

While che LPSs  were unable to activare the shrimp proPO
samples, ocher chemicals (SDS, urea, methanol) had the abil-
icy to do so (Fig. 5),  as reported for other arthropcd species
(3,13,7).  Chemical activation is probably due to structural
changes  in che procein molecule rather than co proteolytic
cleavage. This idea was supported by the fact that SDS or
methanol  accivacion is not inhibiced by soybean crypsin inhib-
itor (STI), while activation by exogenous proceinase (trypsin)
\YJS  completely blocked (Fig. 5). The proposed proPO activa-
cion  model  for cruscaceans (11,25,26)  involves a proteolytic
cleavage which is mediaced by a serine proteinase (5),  namely
proPO  activaring enzyme (6). In this work, che presente  of
[he proPO  activacing enzyme was noc demonstraced directly.
Nevercheless,  irs participation and narure  (serine-proceinase)
are assumed since boch spontaneous and proreinase activation
cvas inhibited by melirrin and/or  STI.

Even though laminarin is a scrong proPO  system activator
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in the brown shrimp, the LPSs  tested (see above)  were unable
to stimulate neither che proPO system preparacion obtained
by cencrifugation nor the HLS. Acrivation of the arthropod
proPO system using LPS has not always been possible, and
importanc differences can be observed among insects (16) and
marine invertebrates (23). In some insect species, including
Bombx  mori  (3 5 ) and Sarcophaga  pere@a  ( 2 1) , LPS does no t
activare the proPO system in vino, while in others such as
Manduca sextc (20) and Locustn  migratotia (7),  rapid and
strong activadon occurs. Thus, as in insects, the mechanism
for LPS stimulation in shrimp remains unclear and is appar-
ently dependent on ocher factors.
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FIG. 4. Laminarin dose-dependent  activation of proPO  from
brown shrimp hemocyte lysate. !vtean  ? standard error from
triplicate experiments  are given  considering the maximum re-
sponse obtained as 100%.

Participation of other  cellular or humoral components  in
the shrimp proPO  syscem has co be investigaced in arder to
establish the mechanism of the spontaneous and elicited acti-
vation. In addition, the active PO is a sticky protein (31)
making che purification task very difficult.  If the highly sensi-
tive sponcaneous activation found ín shrimp can be abolished
by using serine-proteinase  inhibitors, it should be possible  to
establish a routine for the purification of the proPO.

In summary, the Penaeus  proPO  system can be obtained
by lysing or centrifuging the hemocytes in Cac buffer. The

100

60

6 0

4 0

2 0

0

FIG. 5. Activation of the brown shrimp proPO by trypsin and
other chemicals. Values (average 2 standard error) from tripli-
cate experiments are expressed considering the activation by
trypsin as lOO?ó.
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shrimp proPO  sysrem showed sponcaneous activarion and was
sensitive co minute amouncs of j3 1,3-plucans.  Although spon-
raneous acrivacion could noc be relaced to ics physiological
role uncil now, laminarin acriyation  supporcs che idea of
proPO system parricipacion in nonself recognicion.

This work  was partiaily supponcd by rhe IMarine  Aquucuiture Program
(CIBNOR, Mexico). We are gnuefd to F. Magr&n and G. Portillo
who kindly supplied the experimenrol  animols, Dr. G. Yepir-Pkucenciu
(CIAD, Mexico) for criticd reading of rhe manuwipt  and Dr. Roy Bcnu-
ers or a grammarical review.
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Abstract

Brown shrimp (P. califomiensis) soluble
prophenoloxidase (proPO) system was
obtained by centrifuging hemocytes
(15,000 g) in low salt buffers. In these
samples, proPO spontaneous activation was
observed when calcium (>5 mM) was
present in the buffers. Stable samples can be
obtained in divalent cation-free buffer, and
the solely addition of Ca*+ resulted in the
proPO activation. In contrast,  Ca*+ was not
able to induce spontaneous activation on
samples depleted of proPO activating
enzyme (PPAE) obtained by passing the
sample through a Blue Sepharose column. In
addition, protease inhibitors like melittin and
STI blocked the Ca*+-induced spontaneous
activation, indicating that this cation is
required for  the proPO p r o t e o l y t i c
activation.

Corresponding Author: Dr. Francisco Vargas-
Albores; Centro de Investigación en Alimentación
y Desarrollo Aptdo. Postal 1735 Hermosillo,
Son. 83000 Mexico Tel/Fax: +52 (62) 80-00-58;
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Although Ca*+-induced spontaneous
activation was not obsetved with intact
hemocytes, this cation was necessary for the
activation of proPO by R-glucans. Plasma
Ca*+ concentration of the brown shrimp is
8 mM, as determined by absorption
spectroscopy. Thus, these results suggest
that Ca*+ activates the PPAE, and then
PPAE transforms the proPO to active form,
when both proteins are released from the
cells after the stimulus.

Introduction

The proPO system is an enzymatic complex
cascade involved in invertebrate immune
mechanisms (Ratcliffe _ d., 1984; Leonard
_ d., 1985a; Söderhäll _ _., 1994). The
major enzyme produced during proPO
system activation is phenoloxidase (PO, o-
diphenol-oxygen oxidoreductase; E.C.
1.10.3.1) which is necessary for the
melanization process observed in response to
foreign matter invading the hemocoele and
during wound healing (for review see
Johansson and Söderhäll,  1989b; Ashida and



Yamazaki, 1990; Söderhäll, 1992; Söderhäll
@ d., 1994). The proPO system can be
specifically activated ’ by B- 1,3-glucans
(Ashida _ d., 1983; Smith and Söderhäll,
1983; Leonard _ d., 1985b; Vargas-Albores
_ c& 1993; Hernández-López @ d., 1996),
bacteria cell walls (Ashida & d., 1983;
Rowley  and  Rahmet-Alla, 1990),  and
lipopolysaccharide (LPS) (Söderhäll and
Hall, 1984). In addition to melanization,
other cellular activities are stimulated during
proPO system activation, including:
adhesion, encapsulation and phagocytosis
(Johansson and Söderhäll, 1989a; Rantamaki
@ d., 1991; Ratcliffe _ d., 1991; 1992;
Zahedi & d., 1992). During the activation
process, PPAE has been identified as the
proteinase responsible for the activation of
the proPO and its conversion to active PO
(Aspán & &., 1990; Söderhäll, 1992;
Söderhäll & d., 1994).
The participation of Ca2+ in the trigger of
invertebrate defense processes  has been
demonstrated in several models. In crayftsh
calcium is necessary for cell adhesion
(Johansson and Söderhäll, 1988), and in the
snail Helix pomatia, Ca2+ increases the
phagocytosis rate almost 15 fold (Richards
and Renwrantz, 1991). However, the role of
Ca2’ on the proPO system activation is still
unclear. While some authors have observed
that Caz+ is necessary in the activating
process of proPO in crustaceans (Ashida and
Söderhäll, 1984) and insects (Ashida g d.,
1983; Leonard _ d., 1985b; Brehélin _ d.,
1989), in other cases Ca2+ apparently is not
needed for the proPO system activation
(Lockey and Ourth, 1992; Nayar and
Bradley, 1994). Furthermore, high
concentrations of Ca2+ apparently stabilize
the proPO system and prevent the
spontaneous activation that is observed at
low concentration of Ca2+ (Söderhäll, 1981;
Ashida ef ti., 1983; Leonard _ al., 1985b).

In crayfish,  a proteolytic enzyme is involved
in the activation of proPO, in turn, the
proteinase activity is promoted by Ca2+
(Söderhäll and Hall, 1984) producing active
PO. Contrary, in silkworm, proPO can be
transformed by the PPAE in the absence of
Ca2+ (Ashida @ d., 1983). Beside this
apparently conflicting data, Ca+2
participation on the proPO system activation
is assumed, and these differences may be
associated with the source, extraction form,
purity and other properties of the proPO
preparation. In this work, we tested the
effect of Ca2+ on .ã crude preparation of
shrimp proPO system in order to explain the
physiological role of this cation in the shrimp
defense system.
Materials and methods

Al1 chemicals were purchased fiom Sigma
Chem. Co. The glassware was washed with
Toxa-Clean  (Sigma Chem. Co.) to avoid any
spontaneous activation of the proPO system
by endotoxins. For the same reason, all
solutions were prepared using pyrogen-fiee
water.

Solutions
The shrimp anticoagulant solution was
prepared by adding 10 mM EDTA.Na2  to
shrimp salt solution (SSS), which
corresponds to the ionic and osmotic values
of shrimp hemolymph (Vargas-Albores and
Ochoa, 1992): 450 mM NaCI, 10 m.M KCl,
10 mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm/Kg. A
cacodylate buffer (Cac: 10 mM sodium
cacodylate, pH 7.0) was used for extraction
of the proPO system and for determination
of PO activity.

Animals
The shrimps, Penaeus califomiensis, were
grown in an experimental tide pond (Center
for Biological Research, La Paz, BCS,
Mexico).  The animals were maintained in an
aquarium (24 f 4OC, salinity: 36 parts per



thousand) at least 2 days before the
experiment. Only the hemolymph from
intermolt, apparently healthy shrimp was

- used.

Extraction and Seuaration of the Hemolvmph
The hemolymph was extracted fiom the
pleopod base of the first abdominal segment
near the genital pore. One hundred ul of
hemoiymph were obtained using a 0.5 ml
syringe, 27 gauge needle, containing 200 ul
of precooled (1 OOC) anticoagulant solution
(Vargas-Albores & d., 1993). The
hemolymph was then centrifuged at 560 g
for 3 min and the supematant was separated.

C hemical Analvsis
The total protein content was measured
according to Lowry Q al. (195 1) using
bovine serum albumin as standard. Calcium
concentration was determined by using an
absorption spectrophotometer (Buch
Scientific, 200A) with acetylene (50%) in air
(v/v) as combustion gas.

Enzvmatic Activity
The phenoloxidase activity was measured
spectrophotometrically (in triplicate) by
recording the formation of dopachrome from
L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). Fifty
microliters of sample were placed in a
microwell plate and 50 ul of L-DOPA were
added. Aster 10 min of incubation at 25OC,
the optical density was recorded using an
ELISA reader (Labsystems Uniskan II) at
492 nm. Total amount of proPO available
(PO + proPO) was determined afier sample
incubation with 50 pl of trypsin (100 yg/ml
in Cac buffer), allowing  the proPO activation
reaction to proceed for 10 min at 25°C. The
amount of residual inactive proPO in samples
containing also PO activity was calculated as
total available proPO minus the PO activity
measured before trypsin treatment.

proPO svstem oreparations
Soluble samples containing shrimp proPO
system were obtained as in (Hemández-
López a d., 1996) by inducing
degranulation. In brief, hemolymph (200 uI)
was centrifùged at 700 g, the cell pellet was
washed by resuspending in 200 ul of Cac
buffer and centrifùging at 15,900 g for 20
sec. Cell integrity was verified by microscopy
and degranulation rather than lysis was
observed. The supematant containing the
granular material was separated and used as
proPO source.

.-
Role of divalent ions
Effect of divalent ions (Ca2+, Mg2+, Mn2’)
on the proPO preparations was evaluated by
obtaining samples in Cac buffer containing
one of the cations  (20 mM) and determining
PO activity. In other experiments, crude
preparations of the shrimp proPO system
were obtained in calcium-free Cac buffer.
Then, 50 pl of sample were incubated for 30
min at room temperature with 50 ul of Cac
containing different Caz+ concentrations (0,
5,10,20,  and 100 mM).

Effect of calcium in activation bv trvpsin
Fifiy microliters of proPO-containing sample
were incubated for 30 min with different
calcium concentrations (5, 50 and 100 mM).
Then, 50 ~1 of trypsin were added and
incubated for 5 min at room temperature
before determining PO activity. Separately,
50 ~1 of proPO sample were incubated with
trypsin (50 pl) before the addition of
different Caz+ concentration and PO activity
determination.

Effect of proteinase inhibitors
Melittin and soybean trypsin inhibitor (STI)
were tested as inhibitor of the Caz+ effect.
The samples were obtained in Cac with (50
ug/ml) or without melittin and incubated for
30 min at room temperature with Ca2+ (10
mM), Caz+ + STI (0.2 mg/ml), trypsin (0.1



mg/ml) and trypsin-STI, before determining
PO activity.

Activation bv l3-alucans
The samples were obtained in Ca2+-fiee Cac
buffer, and 50 p1 were incubated for 30 min
at room temperature with 50 ul (1 mg/ml) of
laminarin (B-glucan) in presente (20 mM) or
absence of Ca2+ Then, PO activity was.
recorded.

Stability
One ml of hemolymph was obtained in 2 ml
of precooled anticoagulant  solution. The ce11
pellet was washed twice with SSS by
centrifiiging at 800 g. The ce11 pellet was
resuspended in 2 ml of cacodylate calcium-
free, and centrifuged 1 min at 15900 g. The
supernatant was separated in four aliquots
and each was diluted (1:2) with Cac buffer
containing 0, 5, 40 or 100 mM of CaC12. PO
activity was recorded in aliquots at different
times (0, 30, 60, 90 and 120).

Preparation of PPEA-fiee  samnle
Sample containing proPO was obtained from
brown shrimp hemocytes in Caz+-free buffer
as described above, and both PO activity and
total available proPO were determined. One
ml of sample was passed through an 8 ml
Blue-SepharoseTM column previously
equilibrated with 10 mM cacodylate buffer
(pH 8.0). The column was washed with 45
ml of the same buffer and the retained
material was eluted by sequentially washing
the column with 0.5, 1.0 and 1.5 M NaCI.
Fractions containing proPO were detected by
incubating the samples with trypsin or
calcium and determining their PO activity.

Results and Discussion

Previously, we reported the use of hemocyte
centrifùgation  as an altemative method to
extract proPO system (Hernández-López _

d., 1996). This method provides a crude
proPO preparation with less contaminant
unrelated proteins than the traditionally used
hemocyte lysate supematant (HLS).
However the addition of CaCl (20 mM) to
the buffer resulted in spontaneous activation
of proPO, detected as PO activity. This led
us to more careful examination of the
reaction.

Effect of Cations over nroP0
The effect of cations on the spontaneous
activation of proPO was determined by
addition of 20 mM-Ca2+ Mg2+ or Mn2+ to,
the buffer during the proPO extraction from
shrimp hemocytes. Significant  quantities
(>30%) of active PO were detected when
Caz+ was present in the buffer (water or
cacodylate), while the use of buffers
containing 20 mM MgC or MnC12 resulted
in a small spontaneous act ivat ion.  In
contrast, when the proPO system fiom
brown shrimp was obtained with divalent
cation-free buffers, spontaneous activation
was not observed (Table 1). Therefore an
experiment was designed to study the effect
of different Caz+ concen t ra t ion  on
spontaneous activation. A proPO preparation
was  ob ta ined  in Ca2+-free  Cac buffer
without spontaneous activation. Then,
aliquots were incubated with different
concentrations (0 to 100) of this cation.
Spontaneous activation was observed fìom
10 to 100 mM of Ca2+ (P < 0.05) with
maximum values fiom 50 to 100 mM. Only a
small spontaneous activation was observed
(Fig 1) when Mg2+ instead Ca2+ was
assayed.

In other series of experiments, shrimp
hemocytes were resuspended in Cac
containing different Ca2+ concentration (0,
5, 40 and 100 mM). The proPO system was
extracted by centrifuging, and a time course
of PO activity (0, 30, 60, 90 and 120 min)
was determined for each supernatant. As



shown in Fig 2, al1 samples obtained in the
presente  o f  Ca*+ presented spontaneous
activation, whereas the samples obtained in
Ca-fiee buffer were stable and modification
of PO activity was not detected. A significant
time influente was observed only in samples
obtained with 5 mM Ca*+ (Fig 2), where
100% of activity was reached a.í?er 90 min of
incubation. The samples obtained with 40 or
100 mM of Ca*+ showed high spontaneous
activation at time zero (60%), and at 30 min
proPO was not detected indicating that
100% transformation had occurred.

Although a Ca*+ independent spontaneous
activation of proPO has been reported in
severa1 insects (Li _ d., 1989; Nappi _ aJ.,
1991; Nappi and Seymour, 1991; Lockey
and Ourth, 1992; Nayar and Bradley, 1994)
other authors have reported that low Ca*’
concentrations (5 to 20 mM) produce proPO
spontaneous activation in insects (Ashida &
d.7 1983; Dularay and Lackie, 1985;
Leonard  & aJ., 1985b) as well as in
crustaceans (Söderhäll, 198 1; Ashida and
Söderhäll, 1984; Söderhäll and Hall, 1984).
The stability of the shrimp proPO system in
absence of Ca*+ is similar to the results
obtained in t h e  fieshwater crayfish
(Söderhäll, 198 1; Ashida and Söderhäll,
1984; Söderhäll and Hall, 1984) where 5
mM of this cation stimulated the
spontaneous activation. However, the
spontaneous activation of the shrimp proPO
system can not be inhibited by high Ca*’
concentrations, as recommended by some
authors (Söderhäll, 1981; Ashida and
Söderhäll, 1984; Söderhäll and Hall, 1984;
Leonard e d., 1985b).

Ca effect over nroteolvtic  activation of
proPO
Since Ca*+ has been shown to be necessary
for proteolytic activation of proPO in
Blaberus craniifer (Leonard a d., 1985b)
and crayfish (Ashida and Söderhäll, 1984;

Söderhäll and Hall, 1984).  we assayed the
effect of different Ca*+ concentrations on
try sin-induced

!?
proPO activation. High

Ca + concentrations (100 mM) provoked a
significant (p. < 0.05) reduction of the
dopachrome formation, which could be
interpreted as an inhibition of the proPO
spontaneous activation. However, we did not
observe an inhibition higher than 40% with
100 mM of Ca*‘, different to Leonard & al.
(1985b) who reported total inhibition of
activity with 100 mM of Ca2+. Furthermore,
a similar inbibitory pattem on the
dopachrome formation was observed when
the Ca was added to previously trypsin-
activated proPO (Fig 3). This suggests that
high Ca2+ concentrations (50-100 mM)
affect the formation of dopachrome, rather
than the transformation of proPO to active
PO. Thus, the brown shrimp proPO can be
activated by trypsin in absence of Ca*+,
while the natural proteolytic proPO
activation pathway apparently requires this
cation.

There are evidentes indicating that Ca*+ is
involved in the proPO activating system in
insects and crustaceans, despite that its
action mechanism in spontaneous activation
is still not clear. Söderhäll and Hall (1984)
demons t ra ted  tha t  Ca*+ increases the
protease activity in HLS of crayfish, and this
can help to explain the role of Ca*+. Even
though, in some insects the action of PPAE
apparently is Ca*+ independent (Ashida &
d., 1983; Li @ d., 1989; Nappi _ d., 1991;
Nappi and Seymour, 1991; 1992; Lockey
and Ourth, 1992; Nayar and Bradley, 1994)
it is possible that in crustaceans the role of
Ca*+ on the spontaneous activation is related
to PPAE activation, rather than affecting
directly the proPO transformation.
Supporting this idea, we observed that the
spontaneous activation of the brown shrimp
proPO system induced  by Ca2+ can be
blocked by STI (Table 2). Additionally,



when the shrimp proPO system was obtained
in Cac buffer containing melittin (non-
competitive proteinase inhibitor and blocker
of proPO activation (Söderhäll, 1985)), the
spontaneous activation in presente of Caz+
was inhibited. Thus, while meiittin prevents
proPO system activation by blocking the
PPAE, Ca2+ is required by this proteolytic
enzyme and the subsequent proPO to PO
transformation.
Durrant & _.,( 1993) purified the Blaberus
discoidalis  PPAE by passing HLS through a
Blue-Sepharose column. Using this
methodology, we obtained a PPAE-fiee
proPO preparation, that was not retained by
the column. This PPAE-fiee preparation did
not show spontaneous activation by
incubation with Ca2+ (1 O-50 mM), but couid
be activated by incubation with trypsin
(Table 3). These results  confìrrn that Ca2+
participation is associated with the activating
system rather than directly to the proPO
transformation to active PO.

Effect of Ca over dopachrome formation
Looking for the effect of Ca2+ on
dopachrome formation, we tested different
Ca2+ concentrations (0 to 100 mM) in
trypsin-activated PO and other two phenol
oxidizing enzymes: phenolase and tyrosinase.
In all cases, the formation of dopachrome
was inhibited significantly (PcO.05) by 10
mM or higher Ca2+ (Fig 4). Only 60% of the
original (without Ca2+) shrimp PO activity
was detected by using 100 mM Caz+. Thus,
it is possible that the apparent PO activity
reduction, observed by using high
concentrations of Ca2+, reflects an effect on
dopachrome formation rather than on the
proPO activation or PO stability.

Effect on &glucan-induced activation
R-glucans are able to activate the crustacean
proPO system probably by inducing protease
activity as demonstrated on HLS of crayfish

(Ashida and Söderhäll, 1984). In similar
form, when the brown shrimp proPO system
obtained by centrifugation was incubated
with B-glucan in presente of 20 mM Caz+,
an additional activation was recorded.
However, stimulation did not occur in Caz+-
fiee conditions (Fig 5). Thus Ca2+ is
necessary for glucan-induced proPO
activation and this result is compatible with
physiological conditions where Caz+ is
present.
Caz+ participation during laminarin-induced
stimulation was also determined in the brown
shrimp intact hemocytes. When circulating
cells were stimulated with laminarin in a
Ca2+-fiee  medium, PO activity was not
observed indicating an endogenous Caz+
requirement. On the other hand, when
hemocytes were incubated with Ca2’ alone,
neither PO activity nor proPO were detected
in the cell-free supematant. However, when
hemocytes were incubated with laminarin in
a Ca2+-containing  medium, PO activity was
detected (Table 3). In a cell-fìee proPO
preparation (Table 3) a spontaneous
activation (30%) was observed by incubating
with Ca2’, and an additional stimulation (up
to 70%) if laminarin was also added. Similar
to hemocyte  stimulation, laminarin alone was
unable to produce PO activity in a cell-free
proPO preparation.

proPO. Caz+ and PPEA
The presente of Ca2+ makes difficult to
explain why the proPO is not activated
spontaneously in the hemolymph. Moreover,
both PPEA and inactive proPO are contained
inside the hemocyte granule, and only under
foreign stimulus the proPO can be
transformed in an active form by the PPAE.
Considering our results  and those obtained
by other authors (Ashida and Söderhäll,
1984; Söderhäll and Hall, 1984; Leonard @
d., 1985b; Brehélin et ctl 1989; Söderhäll,- -.1
1 9 9 2 ;  Söderhäll _ d., 1994) that



demonstrate that Ca2+ stimulates the
proteolytic activity that transforms the
proPO, it is possible to suggest the form for
Caz+ participation. Either Caz+ is introduced
to the hemocytic granule or, if already
present, it is available only after the stimulus.
On the other hand, it is also possible that
Caz+ only participates  in the process after
PPAE and proPO have been released fiom
the cells, which should occur after the
stimulation.
The results herein obtained suggest that
proPO system is released fiom the cells
under laminarin stimulation, but in inactive
form. Outside the cell, the proPO is activated
by PPAE if Ca*+ is present. We determined
that in the brown shrimp, the concentration
of Ca2+ in plasma is near 8 mM. Thus, it is
possible that h &, the components  of
proPO system are released in an inactive
form, and in the plasma the PPAE becomes
active, and subsequently this proteinase
transforms proPO to active PO.
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Tables and Figures

Table 1.
Effcct of divalent cations (Za’ mM) on the spontaneous a_ctivation of the brown shrimp propO.  Values (average f st.
error) are expressed as percent of PO activity detected, considering the activation by trypsin as 100%.

PO Activity (%)

Water 1.71 f 0.78

Water + NaCl 0.0

Water + Ca2+ 30.89 f 1.34

Water + Mg2+ 6.80 f 1.90

Water + Mn2+ 7.60 f 2.20

Cacodilate buffer 2.48 gO.82

Cacodilate buffer + Ca2+ 34.95 f 1.19

Table 2.
Effect of melittin on proPO  activation produced by trypsin or calcium. The values are expresed  as percent of proPO
transformed  in active PO.

Melittin Melittin-free

Trypsin 100 100
T sin+ STI
Ca ??L (lOmM)

46 4
4 25

Ca2+ (10 mM) + STI 10 7

3 .Table
Effect of Ca2+ on proPO spontaneous activation in PPAEdepleted samples obtained by passing through a
Blue-Sepharose column. Values are expresed as percent of PO activity detected.

Original
PPAB depleted

Trypsin Cacodylate

100 4
100 12

Ca2+  (50 mM)

48
10



4 .Table
Effect of Ca2+ on laminarin-induced proPO activation. The role of Ca2+ was tested in both free-cell proPO
preparation and intact hemocytes. Values (Mean f standard error) of optical density at 492 mn are given. In
parenthesis is indicated the stimulation index considering laminarin treatment as 1.

Hemocytes

Freecell
centrifugate

Laminarin

0.230 f 0.023
(1.0)

0.091 f 0.013
(1.0)

Ca Laminarin +
(20 mM) Ca2+  (20 mM)

0.191 f0.006 0.622 f 0.076
(0.8) (2.7)

0.119 f 0.007 0.159 f 0.003
(1.3) (1.7)



DONATIVO
Firmre1 .
Spontaneous activation of the brown shrimp proPO  induced by Ca2+. Samples  obtained in cation-free buffer were
incubated (n=5) with difTerent  Ca2+ or Mg2+ concentratio n, then their specifíc  activity was determined (mean f
standard error).
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Firmre 2.
Influente of time on the Cal+-induced  spontaneous activation of the brown shrimp proPO. Percent (mean and
standar error) of the optical density at 492 nm for five samples  are shown. The maximum value was considered as
100% por each sample.
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Fieure 3.
ElTect of calcium on the dopachrome formed by brown shrimp PO or trypsin-treatcd  proPO.  Mean (SLE.) of fine
dcterminations are shown.
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Figure 4
Effect  of Ca on the dopachrome formation reaction performed by oxidizing enzymes: Phenolase, tyrosinase and
brown shrimp phenoloxidase.
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Firure 5.
P&cipation of calcium on the laminarin-induced proPO activation. Means (St.E.)  were compared by ANOVA-
1 WI and statistically signifícant differences (Tukey analysis) are dcnoted by different letters.-.
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