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1.0 INTRODUCCION

Los invertebrados son un conjunto de organismos
sumamente heterogéneos, no existe una caracteristica que
ostenten en comin ¥y salvo la carencia de columna vertebral,
son enormes las diferencias en tamafo, en diversidad
estructural vy en adaptacidn a diferentes modos de

existencia.(S59)

Actualmente se han descrito mAs de un millon de
especies animales, de las cuales el 5% aproximadamente
pertenecen o los vertebrados.Las especies restantes, que

comprenden el 95 % del reino animal, son invertebrados.(24)

Hay invertebrados que son de gran importancia para el
hombre, algunas especies son de interés alimenticio y otras
son grandes plagas o pardsitos estrictos. Sin embargo, aun
con la importancia antes descrita, la respuesta "inmune® en

invertebrados ha sido poco estudiada.



1.1 CARACTERISTICAS DE LA RESFUESTA INMUNE EN INVERTERRADOS,

Los invertebrados carecen de una respuesta inmune como
la cenocida en vertebrados. Algunos investigadores 1la llaman
"cuasi inmune® ( 27 ), pues la respuesta a agentes extrafos
es inespecifica, la memoria es de corta duracidn, no se ha
comprobado que sea transferible en todos los casos ¥y no es

inducible ( 16 ).

Todos los invertebrados poseen diversos mecanismos
para evitar la entrada de agentes nocives o eliminarlos en
caso de que penetren., Estos mecanismos wvan aumentando en
comple,jidad en diversas especies, pero al parecer conservan
una estructura bdsica, o la que se afiaden otros mecanismos

1
que hacen a la estructura mds eficiente.
. . . -
A continuacion se analizaran algunos de los mecanismos
de defensa presentes en invertebrados.
1.1.1 RBarreras Fisicoquimicns.

Como los vertebrodos, los invertebrados presentan

- m , B . - " r
barreras fisicoquimicas muy eficientes como primera linea de



defensn., Huchos celenterados, anélidos, moluscos y
protocordados tienen c¢élulas secretoras de moco, llamadas
también glandulares, que evitan la entrada de putugénnﬁ (44
o For otro 1lados gran nimero de inveretebrados presentan
exoesqueletos o conchas, que son barreras funcionales contra

la invasidn de pardsitos ( 44 ).

fAlgunos invertebrados, como crustdceos e insectos,

: r
presentan secreciones de ceran en su cuticula, que les
proporciona cierta proteccidén a ataques bacterianos ( 14 ),
Enzimas digestivas y un pH gdstrico acido proporcionan
cierto grado de proteccidn contra agentes infectivos

ingeridos en los alimentos ( 44 ).

1.1,2 Reconocimiento de lo propio vy de lo a,jeno.

Numerosos reportes indican que los udnvertebrados
pueden discriminar entre diferentes materiales extrafios (
13,25,31,32 ). Este reconocimiento ha sido detectado wusando
técnicas de transplantes en varios invertebrados coloniales
como espon,jas y corales, ademas de otros invertebrados como

BT 3 i
anelidos, equinodermos y tunicados.



Se ha dicho que el +tipo mids primitivo de

reconocimiento es el presentodo por algunos protozoarios al
rechazar el transplante de nidcleos extrafios, Este fendmeno
depende principalmente de procesoso bioquimicos mas que del

reconocimiento y respuesta a diferencias antigenicas entre

lns diversas especies ( 51 ).

Experimentos con espon.jas, corales, equinodermos vy
tunicados han demostrado 1a existencia de memoria a
transplantes »enogénicos, siendp esta de corta duracidn ( 28

Y

Los insectos presentan un patran heterugéneo de
respuesta respecta a los transplantes. fAlgunos
investigndores han demostrado que no son capaces de rechazar
alo y xenoin.jertos. sin embargo, Thomas ¥ Ractliffe ( S2 )
demostrardn que xenoinjertos de especies poco emparentadas
son rechazndos. Faltan mds experimentos para establecer una

afirmacidn categdrica respecto a estos invertebrados y el

rechazo de injertos.

" - /,
Los anélidos son los invertebrados que mas se han

ntilizado en el estudio de rechazo de in.jertos. Traba,jos con



Eisenia fetida vy Lumbricus terresrtris han demostrad

memorin cunndo se les han aplicado alo y xenoin,jertos, pero
. . .’ . i ’

ocasionalmente la aplicacion del sequndo in,jerto homologo e

inclusive heterdlogo resultan en un  aumento de 1la

supervivencin o un no rechazo en lo absoluto. ¢ 17,18 ).

En los tunicados, se ha descrito un sistema de
antigenos que aun no se comprende completamente, y que son
responsables del rechazo o la fusidn entre diversas especies
de tunicados. Esto podrin representar los ancestros del

sistema de histocompatibilidad en mamiferos ¢ 33 ).

1+.1.3 FHRespuesta celular.
a) Fagocitosis y encapsulamiento.

Lo fogocitosisy desde un punto de vista evolutivo,
precede al desarollo de otros mecanismos de defensa, tanto
especificos como inespecificos. Los invertebrados mAs
primitivos, 1los protozoarios, son capaces de reconocer
individuos de su misma especie, fagocitando particulas

extranas y mostrando reconocimiento de lo propio ¢ 33 ).,



La fagocitosis en espon,jas y corales ha sido poco
estudiada, principalmente por 1a dificultad en la
manipulacidn de estos organismos. Aun asf, se han descrito
células con funcidén fagocitica, a las que se les ha dado

diversos nombres ( fagocitos y coanocitos ). ( 5,44 ).

En invertebrados celomados como anélidos, moluscos e
insectos, 1lao fagocitosis es llevada acabo por celulas
llamadaos celomocitos. Estas células son muy eficientes en 1la
eliminacion de particulas extrafias y en ocasiones se ve
incrementada su capacidad fagocitica por la presencia de

sustancias opsonizantes presentes en la hemolinfa ( 42,53 ).

Fardsitos de gran tamaefo invaden la cavidad celdmica
de los invertebrndné. y no pueden ser fagocitados; estos sin
embargo, son neutralizados por el organismo formando nddulos
o cdpsulas alrededor de ellos. La cdpsula resulta de una
acumulacidn de ceélulas del huésped { hemocitos o celomocitos
) alrededor del pardsito, pudiendo presentar una reaccidn
secundaria de melanizacidn. Cuando a 1la cﬁpsuln se le

precipitan sales de calcio se forma un quiste ( 28,41 ).



Entre 1los parasitos encapsulados se incluvyen
/ ’ ’ 3
acantocefalos, cestodosy, nematodos, hongos y en ocasiones

algunos dipteras ( 44 ).,

1.1.4 Respuesta humoral.

a) Sistema Profenolxidasa (Fpo) y foctores del

complemento.

Recientemente se ha traotado de demastrara el posible
papel del sistema Fpo en la defensa de invertebrados contra

pat&henns { 44 ),

Este sistema fue reportado inicialmente en crustdceos
y posteriormente en insectos, pero no estd confinado
unicamente a nrtr&podns y puede ser importante en otros
invertebrados., Moluscos y anelidos, por ejemplo, 1liberan
melanina durante la respuesta celular, ¥y este pigmento es
formado por la activacidn del Fpo . Este pigmento puede
inhibir quitinasas microbianas Yy proteasas, ademas puede
proteger contra radiacion ultravioleta . For otro lado,
precursores de la melanina han demostrado ser citotdxicos vy

fungistdticos ( 50 ),



Frobablemente, el sistema esta presente en 1la
hemolinfa en condiciones fisioldgicas y una vez activado por
la serina proteasa de la cuticula, activa 1a
profenoloxidasa, convirtiendola a fenoloxidassa y formando

melanina.

Fequefas cuntidﬂdes de productos bacterianos (betan 1,3
glucanc y endotoxinas ) activan el sistema Fpo, y durante el
procesoy una serinproteasa induce 1la coagulacion de 1a
hemolinfa. Tcmbign genera pruteinas pegn,josasy las cuales se
pegan a la superficie del material extrafio funcionando como
marcadores ’de reconocimientoy y muchas veces dd como

resultado la melanizacion del material extrafo ¢ 50 ),

L1

. Otra faceta interesante del sistema Fpo, es 1o
similitud con 1a via alterna del complemento de mamiferos.
Ambos sistemas son activados por endotoxinas bacterianas vy
beta 1,3 glucanoy ¥y la coagulacidn es en ocasiones, el

resultado de la activacidn de ambas ( 55 ).

For otro 1lndo, se han encontrado factores muy
parecidos al complemento de humanos en lisados de leucocitos

celomicos de equinodermos. Estas observaciones pueden ser



importantes indicadores de la filogenia del sistema inmune
en vertebrados. Sin embargo, son necesarios mds trabajos
para justificarse que existe un factor o factores del

complemento en invertebrados. ( 2,3,6,7,8 ).
b) Aglutininas y lisinas.

Muchos iﬁvertebrados contienen en su hemolinfa
factores capaces de aglutinar Y lisar bacterias,
protozoarios y eritrocitos de distintos vertebrados ( 9,30

).-

En forma natural los invertebrados tienen una amplia
gama de sustancias con actividad 1i{tica, incluyendo a 1a

lisozima ¢ 35 ).

La lisozima se encuentra ampliamente distribuida en
los invertebrados., Es una enzima mucolitica que actun en el
enlace entre N-acetilglucosamina b4 el acido
N-acetilmuramicoy, presente en la pared celular de muchas
bacterias ( 35 ). Se ha demostrado que 1la lisozima es

. . , & 1 .
inducible, la produccion alcanza su maximo pico a las 20
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horas despues de 1la inducci&n, quedando solo restos de 1la

proteccion a las 72 horas ¢ 21,35 ),

Se ha detectado lisozima en grdnulos de células
- g ; Vo .t
hemostaticas, y su liberacion coincide con la coagulacion (

44 )

Otras 1lisinas se han encontrado en el suero de
invertebrados, incluyendo factores I{ticos contra
protozoarios vy eritrocitos de vertebrados. Las hemolisinas
son en general termoldbiles a S6 grados C, sensibles a

enzimas proteoliticas y requieren calcio ( 44 ).

La induccion de proteccidn ha sido estudianda desde
hace varios anos. Gringich en 1964 ( 36 ),demostrd que el
hemiptern Ancolpitus fasciatus puede producir una lisina

. L4 2
para Fseudomona aeruginosa despues del reto con una dosis

simple de vacuna preparada con la bacteria muerta por calor
+ Esta wvacunacidn provoca una corta resistencia a la
infeccidn por bacterias wvivas., La cantidad de material
1itico disminuye lentamente entre 24 y 72 horas y despues

declina rapidamente ( 20 ).
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Fosteriormente, Gingrich observd que la protecci&n e
induccidn de esta sustancia bacterioliticn no es especifica.
La inyeccion de solucidn salina, o simplemente 1la
introduccidn de 1la aguja en el cuerpo del insecto es
suficiente poara inducir unn respuesta protectora contra
posteriores retos con dosis letales de bacterias vivas. En
este casoy no se puede considerar como una respuesta
especifica, y probablemete se trata de una respuesta a una
gran variedad de estrimulos, que perturban el balance

fisioldgico del animal,

En afios mds recientes, Boman inyectd a la pupa de 1la

polilla Hyalophora cecropin con ba,jns dosis de bacterias no

patdgenns, detectando quince proteinas nuevas en la
hemolinfa despues de periodos de 8 o 10 horas. Algunas de
estas prote{nus han sido purificadas y secuenciadas, pero su

funcidn y propiedades no se han aclarado ( 44 ),

Las aglutininas tambien se encuentran ampliamente

distribuidas en los invertebrados,y, y se caracterizan por
unirse e5pec{€icnmente a un carbohidratoy por lo que algunos

investigadores las denominan lectinas ( 47,48 ).



12

El primero en cbservar la existencia de aglutininas en
invertebrados, fué Noguchi en 1903 ¢ 36 ), en liquido
celémico de Limulus polyphemus. Se han encontrado lectinas
en gran cantidad de especies de invertebrados, Y

generalmente se realizan ensayos de hemaglutinacidn con

eritrocitos de vertebrados para evidenciar su presencia,

Se usan eritrocitos debido a que son un gran mosaico
antigenico y presentan principalmente carbohidratos Y
algunas protef{nas en 1a superficie externa de su membrana ¢

39 )

En todos los casos en que se ha estudiado con detalle,
se han encontyrado que son qlicoprote{nuﬁy tienen movilidad
en beta y gama globulinas, y son dependientes de calcio o de

otro catidn divalente para su actividad ¢ 39,56 ).

Marchalonis y Edelman , en 19468 aislaron vy

caracterizaron la hemaglutinina de Limulus polyphemus (

figura 1 ) ( 37 ). La hemaglutinina intacta es una molécula
que pesa 400,000 daltones, Yy esta compuesta de 18
subunidades. Cada subunidad tiene un peso molecular de

22,500 daltones. La representacibén esquematica, basada en
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microscopia electronica, demuestra que la molécula es de
forma hexagonal, estd wvacio en e1 centro y su diametro
aproximado es de 10 amstrongs ( figura 2 ) ¢ 23 )., Esta
molécula presenta obvias diferencias con las

*

inmunogleobulinas; principalmente ¢

1) Ln molécula contiene solo un tipo de subunidad.

" * % =
2) Las subunidades estan su,jetas unicamente por enlaces no

covalentes.

3) Requiere la presencia de calcio para mantener sy

estructura intacta ( 23,37 ).,

Las lectinas hasta ahora encontradas en invertebrados,
se unen generalmente a acido N-acetil neuraminico, N-acetil
galactosaminay, N-acetil glucosamina, galactosa y compuestos

relacionados + ( 10 ).

En algunos invertebrados no se han encontrado
lectinas, Varios factores pueden participar en la ausencia
temporal de las lectinas, principalmente! epoca del afio,
enfermedndes, muda y edad. E1 titulo de lectinas en el

equinodermo Antiociardis crassipina varia durante todo el

afio} todos los individuos tienen lectinas en abril y mayo,
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la mayoria tienen en julio y agosto y unicamente unos pocos

en noviembre ( 46 ).

Langostas Homarus americanus infectadas con Gaffkia

-

homari presentan una perdida de las lectinas encontradas en
esta especie.

Ma,ja _squinaedo, el cangre,jo araba, sufre una pérdida
espontanea del titulo de lectinas previo a la muda. En

individuos ,jovenes del cangrejo Birgus_latre aparentemente

no hay lectinas y el titulo se ve incrementado con el tamafo

del animal ( presumiblemente con la edad ) ( 4 ),

Foca informacion existe sobre la sintesis de las
lectinas en invertebrados. Extractos de hemocitos de 1la

langosta Homarus americanus contienen altas concentraciones

de lectinas ( 19,26 ). También se han marcado hemocitos de

la cucaracha Leucophaea maderae, con anticuerpos

fluoresceinndos contra lectinas del suero, localizdndose dos
lectinas diferentes en la superficie de la célula. Estas
mismas células tratadas con cicloheximida inhiben este

M . f &
marca,je. Estos datos suguieren, que la sintesis se 1lleva
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acabo en los hemocitos, sin embargo hacen falta mas trabajos

para poder generalizar los resultados. ( 1 ).

Se han propuesto varias funciones de las lectinas en
.

invertebrados; a continuacion se enumeran las mas

importantes:

1) Como moléculas de Reconocimiento.

Se ha reportaodo ampliamente que 1las lectinas
participan en la opsonizacidn de particulas que van a ser
fagocitadas, en un proceso analégo al presente en
vertebrados, ( 42,53 )+ FProbablemente las lectinas
reaccionan con 1la superficie de particulas extrafas vy el
complejo formado se acopla a un receptor de la membrana del
fagocito, algunas bacterians Y virus pueden unirse

directamente a la membrana de los anucitos '

Renwartz ( 45 ), propone tres diferentes vias por las
cunles las lectinas reconocen las particulas extrahas @
a) Las lectinas s,en la superficie de los fagocitas

interactuan con las moléculas de carbohidratos presentes en

la membrana de los microorganismos.



16

b) Lectinas 1libres en la hemolinfa { 1lectinas
humorales ) se unen a las moléculas de carbohidratos de los
microorganismos, y este comple,jo se une a los receptores de
las celulas fagociticas, funcionando como opsonina,

c) DIiversoso carbohidratos de la superficie de los
microorganismos se unen a la superficie de las memebranas de

las células fagociticas.

2) Como moléculas transportadoras de carbohidratos vy de

iones ( 38 ).

3) Como moleculas mediadoras de simbiosis ( 43 ).

La funcion mas estudiada ha sido la opsonizacion, pero
falta la reolizqcioé de experimentos con otros enfoques para
discernir claramente la o las funciones de las lectinas de
invertebbrados. La ubicuidad vy diversidad de 1las mismas

suquieren que son funcionalmente importantes.
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FIGURA 1.Modelo estructural de la hemaglutinina de
Limulus polyphemus. ( Tomado de Marchalonis

y Edelman, 1948 ).
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FIGURA 2. Fotografia a microscopio electrdnico de la
hemaglutinina de Limulus polyphemus. ( To-
mado de Fernandez- Moran, Marchalonis y

Edelman 19468. )
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2.0 OBJETIVOS.

El estudio de 1las aglutininas ( lectinas ) de 1los
invertebrados, nos pueden ayudar a comprender algunos
fendmenos fisioldgicos de 1la respuesta a agentes extrafos
por los invertebrados. Actualmente, se sabe que algunas
especies de invertebrados tienen aglutininas copaces de
opsonizar particulas extranasy ¥ por lo tanto, de facilitar
la eliminacidn de estas particulas por células anociticus.
Foco se sabe sobre otras funciones y papel bioldgico que

estén desempenando.

For otro lado, aunque estdn ampliamente distribuidas
dentro de 1los invretebrados, pocas aglutininas han sido
estudiadas y caracterizadas, comparando el amplio nidmero de

especies de invertebrados.

Asimismo, la especie_Frocambarus clarkKii ha sido muy

estudinda en nuestro pais en aspectos neurofisiologicos vy
esto podria ayudarnos a comprender los mecanismos de
reconocimiento gue se encuentran en este organismo, dada 1la
relacion existente entre el sistema inmune y el sistema

neurosecretror ( 4, 446 ).
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El ob.jetivo general del presente traba,jo es evidenciar
la presencia de lectinas en 1la hemolinfa del acocil__F,

clarkii.
Los ob,jetivos particulares son los siguientes!

1) Estudiar la capacidad de la hemolinfa de F._clarkii para

aglutinar eritrocitos de distintas especies de vertebrados.

2) Obtener los +titulos de aglutinacion del suero con los

distintos eritrocitos.

3) Analizar el nimero de distintas aglutininas presentes en

la hemolinfa.

4) Estudiar los curﬁnhidrutos que inhiben mds eficazmente la
actividod de la o 1las aglutininas, a fin de establecer 1la

especificidad de estas Gltimas.
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3.0 MATERIAL Y METODOS.
3.1 Obtencidn de animales.
Los animales se obtuvieron del rio Conchos,

localizado en el estado de Chihuahua, Se utilizaron sin
distincion de sexo, en etapa C o I del ciclo de intermuda y
con un tamafio aproximado de 10 a 15 cms. Se utilizaron en
esta etapa de intermuda debido a que los organismos
presentan el exoesgqueleto duro y su manipulacidn es mas

sencillay, ademas hay evidencias que en otros crustaceos como

Ma,jo_squinado se pierde la actividad de lectina durante 1la

etapa de muda ¢ 4 ). ( Figura 3 )

Los organismos se alimentaron una vez por semana con
higado de res, y se mantuvieron en estanques con agua

corriente ¥y ciclos normales de luz oscuridad,.

3.2 Obtencion de la hemolinfa.

Se sangraron grupos de S0 animales por puncidn
intracoxal, con ,jeringas de plastico de S ml. y con agujas

del nimero 22 ( Figura 4 ). La hemolinfa obtenida se pasd a



22

un macerador de te.jidos, donde se de.jo coagular b4
posteriormente se rompié el coagulo con el pistdn del
macerador. La hemolinfa asi tratada no coagula, y se
centrifuga a 2000 g por 10 minutos,y eliminado los restos
sdlidos vy guardandose en alicuotas de 5 cc., en tubos de
ensaye de vidrio de 13 x 100 mm, ¥ en congelacion a -10 °C

hasta su uso.
3.3 Preparacion de eritrocitos.

Los eritrocitos humanos ( A,B v 0 ), de rata, cone,jo,
cobayo, carnero y cabra se colectaron en solucidn de Alsever
al 50 ¥ vy se conservaran en refrigeracion a 4 °C. Los
eritrocitos de ratdny, pez y rana fueron obtenidos en
hepﬁrinn y se utflizoron inmediatamentey debido a que

presentan una gran labilidad y se dificulta su conservacion.

Las células asi obtenidas, fueron lavadas cuatro
veces en solucidn salina al 0.9 %, vy a,justadas a 1la

concentracion requerida.
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3+4 Ensayos de hemaglutinacion.

Los eritrocitos de 1las distintas especies de
vertebrados se colocaron en placas de vidrio, a diferentes
concentraciones ( 1,2 y 5 % en solucidn salina )y y se
observa la presencia o ausencia de aglutinacidn mezclandolos
volumen a volumen con la hemolinfa. Se usardn como controles
positivos, sueros comerciales para grupos sanguineos
humanosy ¥ control negativo albdmina ol 1 % preparada en

, - *
solucion salina.

La hemolinfa se titulo contra los eritrocitos con los
que se cbservo aglutinacidn, usando el equipo de
microtitulacidn ( Microtiter, Cooke Engineering Company ). (

Figura 5 ).

A cnda pozo de las placas del microtitulador ( excepto
el primero ) se le afadid solucidn salina isotdnica en
volumen de 25 microlitros. En el primer pozo se colocaron S0

/ul de la hemolinfa sin diluir, ¥ se hicieron diluciones al
doble en el resto de los pozos utilizando las varillas del
microtitulador. Fosteriormente, se ahadieron ZQ/AI de

eritrocitos preparados a una concentracion del 1 % en
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soluciaon salina-albdmina al 1 %, anotando la dltima dilucidn

donde se aprecid aglutinacidn.
3.5 Pruebas de absorciones.,

Los eritrocitos de los distintos vertebrados, que
dieron aglutinacion positiva , fuerdn preparados al 10, 50 y
100 % en solucidn salina al 0.9 Zy ¥ sSe mezclaron con 1la
hemolinfa ¢ v/v ) durante una hora, con agitacidn cada 10
minutos. La mezcla se centrifugo a 2000 g para eliminar los
eritrocitos, ¥ el sobrenadante se uso para pruebas de

aglutinacidn con los diversos eritrocitos preparados al 1 %,

Los sobrenadantes se colocaron en los pozos de la
placa del microtitylador, y se agregaron 1los eritrocitos

observdndose con cuales eritrocitos permanecfa la capacidad

de aglutinar,

3.4 Inhibicion de 1la hemaglutinacion con

carbohidratos.,

La hemolinfa se mezclo v/v con distintos carbohidratos
{ arabinosa,manosa, glucosa, lactosa, galactosa y N-acetil

glucosamina; $Sigma Chemical Co. St. Louis ,Missouri.),
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preparados a una concentracion de 0.2 M en solucidn salina
0.9 % , durante 30 minutos con agitacidn cada 10 minutos.
Fosteriormente, se colocaron SO/p_l de la hemolinfa asi
tratada, en el primer pozo, y se hicierdn diluciones al
doble en solucidn salina 0.9 %. Finalmente, se agregaron los

eritrocitos al 1 % en cada pozo.

Todas las pruebas se realizardn por duplicado.



FIGURA 3 . Acocil Frocambarus clarkii Girard,

( Crustncen, [ecapoda ), colectado
en el rio Conchos en el estado de

Chihuahun.
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FIGURA 4., Obtencidn de la hemolinfa por puncién

intracoxal.



FIGURA 5. Microtitulador con

varilla dilutora.
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4.0 RESULTALOS.

4,1 Kesultados de las hemaglutinaciones y titulos de

aglutinacidn.

Una de las formas mas sencillas para evidenciar la
presencia de lectinas es la prueba de aglutinacion con
eritrocitos. Estos presentan una gran cantidad de
carbohidratos sobre su superficie, asimismo los eritrocitos
al aglutinarse forman redes que pueden observarse a simple

vista.

Los eritrocitos de las distintas especies probadas se

prepararon a diferentes concentraciones, se mezclardn
Al

volumen a volumen con la hemolinfa y se observo la presencia

2 e )
o ausencia de aglutinacion.

»

Los eritrocitos gque se aglutinardn fuerdn ¢
Eritrocitos humanos ( A,E y 0 ), ratdn, rata, conejo,
cobayo, rana y pez. Los eritrocitos que no presentaron
aglutinacion fueron de cabray carnero, gua,jolote, anri&n ¥

res ( Ver tabla I ).



30

La hemolinfa se titulo con aquellos eritrocitos que
presentaron aglutinacion con el proposito de observar 1la
intensidad de nglutinucién ¥y poder seleccionar los

eritrocitos para las pruebas posteriores.

El tituleo se obtuvo por medio del uso de placas de
microtitulador. E1 titulo mas alto fué el encontrado para
eritrocitos de ratdn ( 1i2546 ), seguido de eritrocitos de
rata ¢ 1132 ), conejo ¢ 1316 >, A ¥y B (1 316 ), O ¢ 138 ),

Cobayo ¢ 1:!8 )y, Rana ( 114 ) yv Pez ( 1:2 ), { Ver tabla I 3.

Las diferencias en uqlutinaciﬁn e intensidad pueden
deberse a la ausencia o a la diferencia en la cantidad de

carbohidrato presente en la superficie del eritrocito.
4,2 Resultados de las absorciones.

Uno de los metodos mAs usados en  la busqueda del
nimero de lectinas en la hemolinfa de inveretebrados ha sido
la pruebas de absorciones con distintos eritrocitos ( 56 ),
pues nos permite observar la capucidqd de retener o no 1la

funcidn de aglutinar eritrocitos de la misma especie cunndo
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han sido puestos en contacto previamente con el eritrocito

homdlogo.

Los tipos de eritrocitos que presentaron aglutinacidn,
se prepararon al 10, 50 y 100 %X en solucidn salinay se
mezclaron con la hemolinfa volumen a volumen durante wuna
hora vy la mezcla se centrifugo para eliminar los
eritrocitos., El sobrenadante se recuperoc y se observo con

que eritrocitos permanecia la capancidad de aglutinar.

Cuando la hemolinfa se absorbe con eritrocitos humanos
al 10,50 y 100%, se pierde la capacidad para aglutinar
eritrocitos humanos, de conejo Yy cobayo, pero continuan
leutjnnndo los eritrocitos de ratdn y rata, Frobablemente,
cuando la hemnlinf& se absorbe con eritrocitos humanos
tambien se absorbe a 1las lectinas que reconocen los
carbohidratos presentes en 1los eritrocitos de conejo vy

cobayo.

La hemolinfa absorbida con eritrocitos de ratdn
presenta variaciones dependiendo de 1la concentracion de
eritrocitos usada. Asiy es posible wver, que hemolinfa

absorbida con eritrocitos al 10 % continua aglutinando
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eritrocitos al humanos AyE y de coane,jo. Al modificar 1la
concentracidn de eritrocitos al S0 y 100%, solo permanece la

capacidad de aglutinar eritrocitos de conejo.

Con eritrocitos de rata sucede nalgo similar, pues con
eritrocitos al 10% la hemolinfa sigue aglutinando
eritrocitos humanos B y 0, de ratdn y conejo, pero al
utilizar wuna concentracion del S50%, solo aglutina
eritrocitos de conejo., Al 100X se pierde totalmente 1la
capacidad de aglutinar cualesquiera de los eritrocitos

probados.

La hemolinfa tratada con eritrocitos de conejo al 10 X%
continua aglutinando todos los eritrocitos, excepto los de
conejo Yy grupo sanguineo humanc A. Al absorber la hemolinfa
con eritrocitos al 50 y 100 % continua aglutipando

eritrocitos de ratdn y rata.

Con los eritrocitos de cobayo se observa una
distribucion parecida a la dada por eritrocitos de conejo,
solo que al 10 % no aglutina eritrocitos de cone,jo y cobavo.
Al 50 y 100% la aglutinacidn de eritrocitos es igual a 1la

presentada con eritrocitos de conejo.
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Estos resultados indican, que las absorciones dan
resultados mas claros cuando los eritrocitos estan
preparados al S0 y 100 %. Frobablemente la absorcidon esta
relacionada directamente con la concentracidn vy los
eritrocitos al 50 y 100% absorben de manera mds adecuadn a
las lectinas, y por esta razon 1los resultados son mas
homoqénens. Los eritrocitos preparados al 10 %, al
parecer,no son suficientes vy de,jan aglutininas libres que

pueden continuar aglutinando eritrocitos.

Estos resultados se encuentran en las tablas 2,3 y 4.

4,3 Resultados de las inhibiciones con distintos

carbohidratos.

La capacidad que tienen las lectinas de unirse a
carbohidratos nos permite estudiar la especificidad y
naturaleza quimica del receptor de las mismas, siendo este
un punto previo e importante para analizar su posible

actividad bioldgica.

El paso siguiente fué observar el efecto de distintos

azdcares sobre la capacidad aglutinante de la hemolinfa con
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el proposito de buscar la especificidad de las lectinas. La
hemolinfa se mezclo wvolumen 2 volumen con distintos
carbohidratos preparados a una concentracion de 0.2 M
durante 30 minutos. Fosteriormente se coloco 1la hemolinfa en
placas del microtitulador, se agregardn los eritrocitos v
se observaron las diferencias en los  titulos de

aglutinacién.

4,3.1 Inhibicion de 1la aglutinacion de eritrocitos

humanos Ay B y Oy con distintos carbohidratos.

La aglutinacion de eritrocitos humanos de tipo A es
eficazmente inhibida por la N-acetilglucosamina ( 100 %Z ).
La manosa presenta una inhibicion de 1116 a 131} 1lactosa,
glucosa y galactosa inhiben de 13116 o 1!4 y con arabinosa no

se observa inhibicion. ( Ver figura & )

Con eritrocitos humanos tipo By se observa una
inhibicion de 1!1é a 1:!8 con arabinosa, manosa, glucosa,
gnlactosa y N-acetilglucosamina. Con lactosa no se observa

inhibicidn, ( Ver figura 6 )
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Usando eritrocitos humanos tipo 0, se observa que el
mejor inhibidor es N-acetilglucosamina, 1 cual inhibe en
todas las diluciones, Glucosa inhibe de 1!8 a 1:!1 ,

galactosa hasta 1:2 y lactosay arabinosa y manosa hasta 1:14.

{ Ver figura 7 )

Los me,jores . inhibidores de la actividad aglutinante
para eritrocitos de vertebraodos fueron la N-Acetil
glucosaminay glucosa y manosa, lo que nos permite suponer la
presencia de lectinas que reconoscan estos azdcares o

estructuras similares.

4,3.2 Inhibicion de la aglutinacion de eritrocitos de

ratdn, rata, cone,jo ¥ cobayo. 3

1

Con eritrocitos de raton se observa una inhibicidn de
112546 a 1164 con lactosa y de 13256 n 131128 con manosa,
glucosay galactosa y N-acetilglucosamina. Con arabinosa no

se observa inhibicidn. ( Ver figura 8 )

Con eritrocitos de rata hay inhibicion de 1132 a 118

*

con glucosaygalactosa y N-acetilglucosaminaj; de 1:32 a 1!16
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con lactosa y manosa. Con arabinosa no hay inhibicion.( VYer

figura 9 )

La gluceosa inhibe de 1:14 a 1!4 la aglutinacidn de 1los
eritrocitos de conejo; galactosa, N-acetilglucosamina de
1116 a 1{4 y lactosay arabinosa vy manosa no inhiben. ( Ver

figura 10 )

Usando eritrocitos de cobayo, se observa que hay
inhibicion de 1!8 a 134 usando lactosa y galactosay, y no se
observa inhibicidn con arabinosay manosay glucosa y

N-acetilglucosamina. ( Ver figura 11 )

Fara este grupo de eritrocitos no se encontro un
carbohidrato gue inhibiera eficientemente la aglutinacion,
lo que nos puede indicar que ninguno de los azdcares
probados se encuentran sobre la superficie del eritrocito, o
no se encuentran lo suficientemente accesibles para ser

reconocidos por las lectinas.



TABLA I 57
Pruebas de aglutinacion con eritrocitos de
distintas especies.

AGLUTINACION POSITIVA AGLUTINACION NEGATIVA
TITULO
A 13116 Cabra
E 1116 Borrego
0 1:8 Gun,jolote
Raton 11256 Gorridn
Rata 1132 Carnero
Cone.jo 1116
Cobayo 1:8
Rana 134
Pez 1:2

Los titulos se obtuvieron en placas de microtitulador,
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Heuuglutinacién usando hemolinfa absorbida con
distintos eritrocitos al 10 %.

Hemolinfa absorbida con eritrocitos

A B 1] M R Cn Cb

Eritrocitos

de Frueba A - ™ - + + = =
B - - - + + - -
o - - - + + - -
M4+ + - - - + -
R - + + + - + -
Cn - 4 + + + - +

Cb+ + + o+ o+ - -

Hemolinfa sin
Tratamiento + + + + + + +

Albuimina al
1 % en SiSO - - = - - = -

AyB vy O
M= Ratén
R= Rata +
Cn= Cone,jo =
Cb= Cobayo

Grupos sanguineos humanos.

ﬁglutinocién .
No aglutinacion

0ou
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TABLA 3

Heuoglutinncién usando hemolinfa absorbida con
distintos eritrocitos al S50 X%.

Hemolinfa absorbida con eritrocitos
A kB 0 M R Cn Cb

Eritrocitos de

Frueba A - = = + + - -
BE - = = + + - =
g . - o - + + = =
M - = - o = + =
R - = - = = + =
Cn - = - + + = -
Cb - - - + + - -

Hemolinfa sin

Tratamiento + + + + 4 + +

Albumina al 12

en 5.5, - L - - -— = s

AyB ¥y D’= Grupos sanguineos humanos.

M = Raton. i

R = Rata. + Aglutinacion.

Cn = Cone,jo. = No aqlutinucién.

Cb = Cobayo
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Henuqlutinocian usando hemolinfa absorbida
con eritrocitos al 100 X%,

Hemolinfa absorbida con eritrocitos
A B 0 M R Cn Cb
Eritrocitos de

Prueba A = - - + + - -
B - = - + + - -
0o - - - + + - -
M = £ = - = + =
R - - - - - + -
En - & s + + - -
cb - - - + + - -

Hemolinfa sin + + + + + + +

Tratamiento

Albdmina al 1% - - - - - - -

en 5.5,

AyB ¥y D‘= Grupos sanguineos humanos.

M = Raton. .

R = Rata. + = Aglutinacion. ,

Cn = Cone,jo. - = No aglutinacion.

Cb = Cobayo.
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Inverso de la
Dilucidn 256

e |

64 <

16

ss ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.
H1 Nac

Figura 5. Histograma de la inhibicidén de la aglu-
tinacidén de eritrécitos humanos tipo A por diver-

sos carbohidratos.
Inverso de la

Dilucidn 256

64 A

4 J

$s ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.
H1 Nac

Figura 6. Histograma de la inhibicidén de la aglutina-
cidén de eritrocitos humanos tipo B por diversos
Carbohidratos.

ss= Sol. salina. Hl= Hemolinfa Lac= Lactosa Ara= Arabinosa
Man= Manosa Glu= Glucosa Gal= Galactosa GluNac= N-Acetil
glucosamina.



Inverso de la
Dilucidn
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Inverso de la
Dilucién

F

-

256
64
16 4
4
1 -
ss ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.
Hl  Nac

gura 7. Histograma de la inhibicifn de la aglutinacién
de eritrocitos humanos Tipo 0 por diversos

Carbohidratos.
256 1
64 |
16 ‘
4 :
1
ss ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.

Hl  Nac

igura 8. Histograma de la inhibici6én de la aglutinacidn
de eritrocitos de ratén por diversos Carbohidra-
tos.

ss= Sol. salina. Hl= Hemolinfa Lac+ Lactosa Ara= Arabinosa
Man= Manosa Glu= Glucosa Gal= Galactosa GluNac= N-Acetilglu-
cosamina.
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Inverso de la
Dilucidn 2567

641
164

ss ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.
Hl Nac

Figura 9. Histograma de la inhibicidn de la aglutinacidn de
eritrocitos de rata por diversos carbohidratos.

Inverso de la

Dilucidn e |

64

ss ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.
HI Nac

Figura 10. Histograma de la inhibicién de la aglutinacién de
eritrocitos de conejo por diversos carbohidratos.

ss= Sol. salina HIl= Hemolinfa Lac= Lactosa Ara= Arabinosa
Man= Manosa Glu= Glucosa Gal= Galactosa GluNac= N-Acetil-
glucosamina.



Inverso de la
Dilucidn 256 1

64 4

16

ss ss Glu Gal Glu Man Ara Lac Carbohidratos.
Hl Nac

Figura 11. Histograma de la inhibicidn de la aglutinacién de
eritrocitos de cobayc por diversos carbohidratos.

ss= Sol. salina HIl= Hemolinfa Lac = Lactosa Ara= Arabinosa
Man= Manosa Glu= Glucosa Gal= Galactosa GluNac= N-Acetilglu-
cosamina,

44
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S.0 NISCUSION.

Los resultados muestran que en la hemolinfa del acocil

Frocambarus clarkki se encuentran sustancias capaces de

aglutinar con distintna intensidad eritrocitos de wvarias
especies probodas. Esta capacidad de aglutinar eritrocitos y
verse inhibida con carbohidratos sugiere que se trata de

una lectina.

En las especies en las que no hubo aglutinacidn fue
probablemente por la ausencia de carbohidratos reconocibles
por las lectinas, o por componentes presentes en 1n
memebrana de los eritrocitos que bloquearon la unidn de las

lectinas.

Los titulos obtenidos fueron bajos ¢ 112 a 11256 )y en
relacion «a los reportados para las lectinas obtenidas de

Limulus polyphemus y Helix lacteas los cuales son mayores

1:8000 . Estos resultados corroboran lo observado por otros
investigadores , quienes han observado gue los titulos son

generalmente menores de 131500 ¢ 40 ).,
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Sin embargo, aunque no existe una explicacidn clara de
la obtencion de titulos tan altos en estas dos especies,
probablemente en la hemolinfa de estos animales las lectinas
esten relacionadas con el sistema de 1la coagulacidn y esto
permita la interaccidn de otros factores aumentando los

titulos de aglutinacidn ¢ 49, 50 ).

En la busqueda del nimero de lectinas en otros
invertebradosy se realizan pruebas de absorciones con
eritrocitos preparados a ba,jus concentraciones ( 10 % o 4 ¥
) v v es probable que queden lectinas libres en la hemolinfa
y los resultados obtenidos de esta manera no sean

interpretados debidamente.

Fensando en comprobar la eficiencia de las absorciones
al 50 y 100 %, se realizardn wnlgunas pruebas  de
reabsorcionesy las cunles consisten en tomar la hemolinfa
absorbida y libre de eritrocitosy, y wvolverln a colocar en
presencina de la misma especie de eritrocitos con los cuales

fué absorbida. Los resultados fuerdn los mismos, la
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hemolinfa reabsorbida continua aglutinando eritrocitos de la

misma manera que la hemolinfa absorbida.

La hemolinfa reabsorbida con eritrocitos de ratdn,
rata ¥y cobayo, sorprendentemente, no solo es capax de
oqlutinaf, sino tambien de coagularse, siendo que 1a
hemolinfa obtenida para las pruebas de hemnglutinucidn ¥

absorciones no coagula por si misma.

Cenini, en 1983 ( 15 ), encontro que las lisinas de

Eisenin fetida y ITropis canciformis actuon solo cuand

las aglutininas han sido eliminadas por absorcion con
eritrocitoss Al parecer las aglutininas inhiben la actividad
litica, después de 1lan adherencia de 1las aglutininas a los
eritrocitos y su eliminacidn por centrifugacion, los

sobrenadantes pueden actuar y lisar los eritrocitos.

Es probable que en 1la hemolinfa reabsorbida de F.
clarkii libre de aglutininas , puedan actuar componentes
capaces de coagularla + Las lectinas pueden tener mavor

afinidad por 1los eritrocitos, y al ser eliminadas pueden

actuar los componentes capaces de coagular la hemolinfa.
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Con 1los resultados obtenidos en estos ensayos es
posible plantear dos alternativas @

a) E1 no eliminar al 100 % la capacidad hemaglutinante
sugiere la existencia de mas de una lectina diferente o
diferentes estructuras de reconocimiento sobre wuna misma
molécula.

b) Es probable que las estructuras de reconocimiento

sobre 1los eritrociteos sean parecidos pero varien en

densidad.

En gran numero de crustdceos se ha determinado 1la
presencia de aglutininnsy pero en pocos se ha determinado el

nimero de las mismas. Solo en Colinectes sapidus ¢ 39 ),

Homarus americanus ( 4 ), vy Macrobrachuium rosenbergiif( S

Y

La especificidad por carbohidratos también ha sido

i N - ’
ampliamente estudiada en invertebrados, pero en crustaceos

han side pocos los estudios. En Homarus  _americanus se ha

demostrado la presencia de 2 lectinas con especificidad para

N-acetilneuroaminico y N-ancetil-D-galctosamina ( 24 ). Fara
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Macrobrachium rosenberqii se observo especificidad para el

N-acetilneururaminico ¥ sialolactosa ( 54 ).

En el presente trabajo se observé una eficiente
inhibicion con N-acetil-D-Glucosamina para eritrocitos A v
0. El principal determinante para eritrocitos humanos tipo A
es N-acetil I -galactosamina, sin embargo independientemente
de la especificidad, dentro del sistema de grupos sanguineos
A B 0O, cada macromolécula contiene 1los azicares L-=Fucosa,
I-Galactosa, N-Acetil-D-glucosamina N-acetil-li-galactosamina
y aproximadamente 15 aminodcidos que 1lo unen a la membrana
del eritrocito., Probablemente, alguna de las lectinas del
acocil reconoce a N-acetil-D~- glucosamina de 1la cadena

precursora.

En los eritrocitos humanos tipo E, también se encuentra
la N-acetilglucosamina, pero e% probable que gquede blogqueadn
por distintos componentes, por lo tanto la lectina no puede
actuar sobre ellos. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que la N-acetilglucosamina se encuentre

‘distribuida sobre la membrana del eritrocito sin pertenecer

propiamente a los determinantes de grupo sanguineo.
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La glucosa también resulta un buen inhibidar de 1la
aglutinacion para eritrocitos +tipo 0, ¥ 1la manosa para
eritrocitos tipo A pero ni la glucosa ni 1la manosa se
encuentran formando parte de la cadena precursora  para
grupos sanguineos, pero se pueden encontrar en la superficie

del eritrocito.

- . . 3 ’ . i

La inhibicion con estos azucares no es tan eficaz,
probablemente las lectinas no tengan esta especificidad o su
afinidad es menor, pero pueden reaccionar con estos

aziicares.

Fara los eritrocitos de raton, rata, cone,jo ¥y cobavo no
se encontro un azucar que inhiba eficientemente, solo con

eritrocitos de conejo 1la glucosa inhibe parcialmente.

En gran numero de invertebrados se han encontrado
varias lectinas dirijidas contra la N-acetilglucosamina ( 29
)y pero no ha sido reportada en ningun crusticeo lectinas
contra este azlcar. La manosa no ha sido reportada en ningin
invertebrado. En el caso de P. claorkii, 1la manosa no inhibe

totalmente la funcidn, pero es probable que exista una

lectina diri,jida contra este azicar.
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En muchos moluscos se han encontrado lectinas contra
la N -acetilglucosamina, que reconoce a eritrocitos humanos

tipo Ay sin embargo solo la lectina de Helix pomatia ha sido

purfificada y comercializada.

Farish en 1977 ( 38 ), propone que los factores de
reconocimiento en invertebrados son o estidn compuestos de
glicosil transferasas, que usan los invertebrados para 1la

sintesis vy tranporte de sus propios carbohidratos.

Estos factores de reconocimiento estdn formados de
subunidades, 1o cual coincide con el conocimiento actual de
las lectinas de invertebrados, los cunles son secretados por
los hemocitos a2 1la hemolinfa y se asocian azarosamente en
forma de hexameros. Estos tendrian una unidad citofilica 1la
cual se uniria a la superficie del hemocito. Al reconocer
carbohidratos de las particulas extrafas funcionarian como

. . s . s . . »
moléculas opsonizantes y facilitarian su eliminacion.

Estos datos son interesantes, debido o que es probable
la presencia de lectinas en F. clarkii que reconozcan

N-ncetilglucosamina, que a su wvez es la unidad estructural
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de 1a quitina y haria pensar que su papel no solo este

confinado al reconocimiento de particulas extrafas.

Este traba,jo es un primer acercamiento en 1la bﬁsqueda
de lectinas en el acocil_ F, clarkii, pero orientara en la

puri?icncién de la o las lectinas y nos permitira a futuro

continuar con el andlisis del papel binlégicu de las mismas.
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CONCLUSIONES.

1.~ En 1a hemolinfia del acocil_ [, clarkii se encuentran
lectinas capaces de aglutinar eritrocitos de distintas

especies.,

2.~ De acuerdo a los patrones de aglutinacidn, es probable

Faa )

que en la hemolinfa se encuentre mds de una lectina.

. . . 5 . ’ P i
3.~ Las pruebaos de inhibicion suguieren especificidad para

N-Acetilglucosamina, lactosa y manosa.
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