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3. RESUMEN

En paises en desarrollo como México, el cultivo de
crustdceos ha adquirido una gran importancia econémica. 8in
embargo, las efermedades causadas por parasitos han limitado
su produccién a gran escala. Dentro de los mecanismos de
defensa mas importantes de los crustdceos, se encuentra el
sistema de la profenoloxidasa (proP0), el cual es considerado
andlogo a la wvia alterna del complemento de mamiferos.
Consiste de una cascada proteolitica que puede ser activada
por componentes de la pared celular microbiana como el £-1,3
glucano y el LPS, y que culmina con la formacién de melanina.

En estudios citoquimicos, utilizando L-DOPA como

sustrato, se observd la presencia del sistema de la proPD en
los hemocitos granulares Yy subgranul ares del acocil
Procambarus clarki. El1 sitema se recuperd del sobrenadante
del lisado de hemocitos por la técnica de
congelamiento/descongel amiento Yy s6lo fue activado por
zimosan (f#-1,3 glucano) o por lipopolisacaérido. La activacién
fue bloqueada por inhibidores para serina proteasas.
Inhibidores para cistein proteasas produ jeron una
hiperactivacién del sistema. El andlisis electroforético del
lisado de hemocitos mostré dos moléculas de 3I7 y 3I9 kDa
sensibles a los inhibidores para serina proteasas,
probablemente involucrados en la activacién del sistema y un
polipéptido de 41 kDa sensible a inhibidores para cistein
proteasas que posiblemente se encuentre involucrado en 1la

regulacién del sistema de la proPO en P. clarki.



4. INTRODUCCION

Los invertebrados se encuentran muy diversificados en la
naturalezaj; incluyen cerca de dos millones de especies
contenidas en mas de 20 fila, desde organismos unicelulares
hasta los ma&s complejos protostomados. Ocupan todos los
nichos ecolégicos y en su mayoria forman parte importante
dentro de las cadenas tréficas.

Dentro de los invertebrados, el grupo de los artrépodos
es uno de los mas importantes, vya que contiene el mayor
namero de especies dentro del reino animal, y una amplia
distribucién en la naturaleza. Estos organismos aparecieron
desde el CAmbrico y se han diversificado a gran escala. Con
tales caracteristicas este grupo se vuelve muy interesante,
como modelo, para el estudio de procesos biolédgicos en otros
organismos, como por ejemplo la respuestas inmune. 8Sin
embargo, en la actualidad toda 1la informacién sobre 1la
respuesta inmune se ha obtenido de una clase del filum
Vertebrata y esencialmente del ratén (Cooper y cols. 1992).

8in lugar a dudas el sistema inmune es una
caracteristica comin dentro del reino animal, pero el grado
de interrelaciones y origenes evolutivos entre vertebrados e
invertebrados es pobremente conocido.

El estudio de la respuesta inmune en invertebrados, ha
llevado a discusiones debido a dos problemas fundamentales:
1) la tendencia a generalizar los resultados en todos los

invertebrados, cuando es claro que los invertebrados forman
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un grupo muy diversificado de animales (Bang 1966), vy 2) la

predisposicién para investigar y definir la respuesta inmune
en invertebrados en base al conocimiento que tenemos en
vertebrados (Bang 19466, Hilgard y cols. 1974, Nappi 1974).
Tomar en cuenta estas consideraciones es esencial para
trazar los posibles origenes de la respuesta inmunitaria de
vertebrados, lo cual nos ayudaria a comprender mejor su

funcionamiento y las posibles relaciones filogenéticas.

4.1. CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA INMUNITARIA DE LOS

INVERTEBRADDOS.

La caracteristica mas importante que define la
respuesta inmunitaria de un organismo, es la capacidad de
reconocer lo propio de lo no propio, y 1los invertebrados
tienen esta capacidad, al discernir y eliminar particulas
extrafas a pesar de carecer de inmunoglobulinas y linfocitos.
El reconocimiento de 1o no propio puede ser observado desde
protozoarios, que muestran incompatibilidad al transplante de
nicleos extrafos. Cuando el ndcleo transplantado es de la
misma especie el porcentaje de rechazo es menor (Cooper
1981). Estas reacciones unicelulares pueden ser precursoras
del reconocimiento especifico contra lo no propio del
organismo.

Se ha observado que cuando dos esponjas de especies
di ferentes son disgregadas y mezcladas, ¢stas se vuelven a
reagrupar sin mezclarse, 1lo que sugiere un eficiente sistema

de reconocimiento de lo propio y lo extrafo (Cooper 1981).
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Los anélidos también muestran un rechazo a injertos, el cual

es mucho m&s violento en una segundo implantacidén. Estos
resultados pueden sugerir la existencia de un incipiente
sistema de memoria. Por otro lado, la hemolinfa de un
invertebrado se puede transferir a otro de su misma especie
para conferirle proteccioén de corta duracién e inespecifica
(Cooper 1974).

En la actualidad se conoce que los invertebrados poseen
un sistema de defensa que con fines practicos se divide en
celular y humoral:

a) Respuesta insune celular.

Las reacciones de defensa celular en invertebrados son
de primordial importancia para combatir invasiones por
microorganismos. Se caracteriza por ser inmediata y no
inducible, y se encuentra representada por la fagocitosis, el
encapsulamiento y la coagulacién (Cooper 1974, Johansson vy
Sbderhdll 198%a).

1) Fagocitosis. La fagocitosis surgié primero que
cualquier otro mecanismo de defensa especifico e
inespecifico, vy en todos los organismos que se han estudiado
se ha observado 1la presencia de células con capacidad
fagocitica.

La fagocitosis es una funcidén ancestral. En protozoarios
(p. ej. amibas) une a un mecanismo de defensa con un medio de
obtencién de alimentos. Estos organismos fagocitan por medio
de un reconocimiento mediado por receptores de membrana. En

esponjas, la fagocitosis por amebocitos juega también un
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papel importante en la alimentacién y defensa del organismo

(Cooper 1981).

Los anélidos, moluscos e insectos presentan células
llamadas celomocitos muy eficientes en 1la eliminacién de
particulas extrafas por fagocitosis, misma que en ocasiones
se ve incrementada por la presencia de sustancias
opsonizantes en 1la hemolinfa (Tyson y Jenkin 1973). La
fagocitosis se ha estudiado con mayor detalle en insectos,
donde el mecanismo es esencialmente el mismo que el de otras
células fagociticas, vy consiste de tres pasost 1) unién y
reconocimiento de la particula extrafa, 2) ingestidén y 3I)
destruccioén y digestién. Durante este proceso se ha observado
la fusién del fagosoma con lisosomas vy la liberacién de
enzimas lisosomales ( Ratcliffe y Rowley 1979).

2) Encapsulamiento y coagulacién. La cédpsula es un
agregado de hemocitos que se forma alrededor de particulas
que no pueden ser fagocitadas por su gran tamafo. Cuando un
parasito penetra en la cuticula de un artrépodo, éste altimo
reacciona encapsulandolo y con frecuencia lo melaniza
(Unestam y Nyhlén 1974, Sbderhdll y cols. 197%9). Asimismo,
se presentan mecanismos de coagulacién para atrapar parasitos
y prevenir pérdidas de sangre a través de heridas, siendo
estas reacciones realizadas por las células sanguineas
circulantes (hemocitos) que proveen factores requeridos para
la coagulacién del plasma (Durliat 1981, Durliat 1985,
Johansson y Stderhdll 1989a).

b) Respuesta inmune humoral.
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En lo que se refiere a la respuesta humoral, se

caracteriza por ser tardia e inducible y mediada por
proteinas antibacterianas, las cuales son sintetizadas
después de la infeccién o una herida. Algunas de estas
proteinas han sido aisladas de diferentes invertebrados y
dentro de las ma&s importantes encontramos a las atacinas, las
cecropinas, la melitina, las lisozimas, las diptericinas y
las lectinas (Boman y Hultmark 1987).

Bang (1944) observé la aparicién de sustancias 1liticas
(lisinas) contra protozeoarios flagelados después de la
inyeccién de éstos en el hemocele de Sipunculus nodus, 1las
cuales desaparecen varios dias después de haber sido
eliminado el material extrafRo. Asimismo observé la aparicién
de sustancias antibacteriales que son aparentemente liberadas

por células de la hemolinfa.



4.2. IMPORTANCIA BIOLOGICA Y ECONDMICA DE LOs

CRUSTACEDS.

Los crustéaceos forman un grupo de organismos de gran
éxito en la naturaleza. Los podemos encontrar tanto marinos
como dulceacuicolas y varias especies han invadido el medio
terrestrej 1los hay también sésiles y de vida libre asi como
algunos parasitos altamente especializados, y otrops que son
la base dentro de algunas cadenas troéficas (Barnes 1987).
Desde su aparicién hace 20 millones de affos en el periodo
Tridsico han sufrido pocos cambios morfolégicos, vy en la
actualidad se pueden encontrar organismos verdaderamente
pancrénicos (Llera 1984).

El grupo de 1los crustidceos es de gran interés en la
actualidad, debido a que representan una fuente alternativa
de obtencién de alimentos y de empleos. Particularmente la
camaronicultura se encuentra en pleno crecimiento y presenta
grandes perspectivas de desarrollo.

Para México, en los dltimos afos la pesca de camardn se
ha mantenido en 73 mil toneladas anuales, con lo cual ocupa
el 7o. 1lugar como productor de camarén a nivel mundial
(Acuavisioéon 1986, Secretaria de Pesca 1989). Bin embargo, la
demanda supera la captura, por lo cual ha sido necesario
buscar alternativas como el cultivo controlado de estos
organismos.

Hasta 1984, 1la produccién mundial cultivada fue de 111

mil toneladas, equivalentes al 7 % del total desembarcado a
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nivel mundial. En ese mismo afo México produjo 300 toneladas

de camar oén en cultivo, de las cuales el 90 % fue
comercializada al mercado estadounidense (Secretaria de Pesca
1987).

En nuestro pais se ha registrado un avance considerable
en el desarrollo del cultivo de camarén. De octubre de 1987 a
abril de 19879 se construyeron 100 unidades de produccion,
teniendo en proceso de construccién 34 nuevas granjas. La
produccidén en 1987 alcanzé 1700 toneladas y al finalizar 1988
se alcanzaron las 3600 toneladas (Secretaria de Pesca 1989).

Como hemos visto el cultivo de camarén representa una
fuente de grandes beneficios alimenticios y econémicos. 8in
embargo, se obtiene casi por completo a través de la captura,
la cual ha llegado a su punto maximo de rendimiento.

Aunque el camarén (Penaeus stylirostris y Penaeus
vannamei), continda siendo el principal crustdceo que demanda
el mercado nacional e internacional, existen varios
crustaceos en México con posibilidadel comerciales. Se cuenta
con la tecnologia de cultivo para el 1langostino malayo
(Macrobrachium rogssembergii), vy recientemente ha surgido en
México el interés por el cultivo del ‘“cangrejo de rio"
(Procambarus clarki), de la "langosta australiana®
(Quadricarinatus tenuimanus), la jaiba (Callinectes sp.) y la
langosta (Panulirus argus) (Armijo 1992).

No obstante, las grandes concentraciones de organismos
en Areas pequefas y cerradas ofrecen un medio adecuado para

que proliferen pardsitos y microbios patégenos.
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Se han citado diferentes condiciones que propician el

desarrollo de microorganismos en el cultivo de camarén, tales
comot 1) parasitos que puedan producir sustancias que
disminuyan la actividad del sistema inmunitario, 2) debilidad
debida a deficiencias nutricionales del animal, 3) alta
densidad de la poblacién, 4) manipulacién inadecuada vy 5)
mala calidad del agua (Universiadad de Bonora 1985, Brick y
Davis 1987, Ramirez 1988).

Se han reportado cerca de 20 enfermedades virales
(principalmente por bacuoclovirus) en varias especies de
crustaceos, pero se carece de estrategias o metodologias de
tratamiento, Yy 86lo se cuenta actualmente con técnicas
moleculares para su diagnéstico, que en paises en desarrollo
no se practican por su elevado costo (Universidad de Gonora
1985, Bonami 1992).

Las enfermedades causadas por bacterias son reportadas
como las mds abundantes, siendo el género VYibrig sp. el mas
comunmente encontrado. La infeccién bacteriana se puede
localizar en la cuticula o dentro del cuerpo del animal. GBe
desconoce la forma de tratar dichas enfermedades (Universidad
de Sonora 1985).

Las enfermedades causadas por hongos en los crustédceos
son consideradas las mas devastadoras en todo el mundo. Para
controlar estas enfermedades se han empleado diferentes
sustancias quimicas y antibiéticos con resultados no muy
satisfactorios, puesto que se han llegado a desarrollar cepas

resistentes ademds de que algunas de las sustancias quimicas
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utilizadas son téxicas para el hombre (Universidad de Sonora

1985, BRautista 1988).

Como se puede observar, no existen metodologias eficaces
para combatir las enfermedades en cultivos de crustaceos,
debido a la falta de técnicas y estrategias de estudio de su
respuesta inmunolégica. Por leo anterior, consideramos que es
apremiante la realizacioén de trabajos que aporten
conocimientos respecto a 1los mecanismos inmunolégicos de
estos organismos, que en determinado momento puedan

contribuir a la solucién de algunos de estos problemas.
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5. INMUNIDAD EN CRUSTACEOS.

A continuacién se analizaran los mecanismos inmunitarios

mas importantes de los crustaceos.

S5.1. INMUNIDAD INNATA.

Al igual que los mamiferos, los crustdceos presentan
mecanismos de defensa innatos contra invasiones por
microorganismos. El exoesqueleto de quitina forma una
eficiente barrera mecdnica, y la secrecién de inhibidores
contra enzimas proteoliticas confiere proteccién contra la
invasién por algunos hongos (H&ll y Stderh&ll 1982). La capa
de cera presente en la endocuticula juega también un papel
muy importante dentro de la defensa contra microorganismos
por ser fungistatica vy bactericidaj ademas por sUS
propiedades hidrofébicas, no permite que se adhieran
microorganismos en la superficie coorporal del crustaceo
{Brassé 1985). La continuacién de 1la endocuticula en el
estomodeo y proctodeo y la secrecién de enzimas en el mesodeo
(estémago), que confieren un pH Acido, son también mecanismos
adecuados contra invasores adquiridos durante la alimentacién

(Barnes 1987).

5.2. RECONOCIMIENTO DE LO PROPID Y LO NO PROFPIO.
Los crustidceos tiene la capacidad de reconocimiento de

material extrafo. 8in embargo, el mecanismo no esta
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totalmente claro. Se ha observado que algunos crustéceos como

langostinos Yy langostas, pueden eliminar rapidamente
mol éculas extrafas (Sloan y cols. 1975). De hecho, estudios
realizados en el acocil Procambarus clarki sugieren que el
organismo elimina de circulacién proteinas no propias (p. ej.
albdmina sérica bovina), 1lo cual no sucedidé al ser inoculado
con una molécula propia (hemocianina). Estas observaciones
apoyan la existencia de receptores naturales en la superficie
de los hemocitos o moléculas de reconocimiento en el plasmaj
y ain cuando la especificidad para cada molécula por separado
no fue observada, se suglere que estos organismos son capaces
de diferenciar mol éculas, conservando las propias vy

eliminando las extrafas.

S5.3. INMUNIDAD HUMORAL.

a) LECTINAS.

Es poco el conocimiento que se tiene en cuanto a la
participacién de las lectinas en la respuesta inmune humoral
de los crustdceos y los trabajos realizados se han centrado
principalmente sobre su especificidad y su purificacién.

Las lectinas, también 1lamadas aglutininas o
hemaglutininas, son proteinas o glicoproteinas que se unen en
forma especifica y reversible a carbohidratos, por lo que son
capaces de precipitar glicocon jugados Yy aglutinar
eritrocitos, bacterias y otras células que tengan la

complementariedad requerida (Lanz 1988, Vargas 1992).
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Miller (1972) estudié la capacidad aglutinante de 1a

hemolinfa de P. clarki donde observé la aglutinacioén de
eritrocitos de gallina, de conejo y bacterias marinas. Lanz
(1988) también observé que la hemolinfa de P. clarki presenta
capacidad aglutinante sobre eritrocitos de diferentes
vertebrados debido a la probable presencia de lectinas, las
cuales mostraron especificidad por N-acetilglucosamina,
lactosa y manosa.

Ravindranath y cols. (1985) estudiaron las propiedades
de una lectina del cangrejo Cancer antennariusj que presenté
especificidad por el acido O-acetil sidlico y la relacionaron
con el mecanismo de reconocimiento de particulas extraRas.

Vazquez y cols. (1988) encontraron estas mismas propiedades

en los acociles Cambarelus sp., Procambarus glarki vy
Macrobrachium rosenbergii. Recientsmehte. Vasquez vy cols.
(1991) purifican una lectina del langostino M. rosenbergii,
la cual se encuentra en una concentracién menor al 1 % de la
proteina total de la hemolinfa, caracterizandola como una
glicoproteina de 14 kDa, compuesta principalmente por
glicina, serina y ac. glutémico. Esta 1lectina presenta
especificidad por eritrocitos de rata y conejo y su actividad
es inhibida por carbohidratos N-acetil ados Y N-
glicosilproteinas de la membrana de eritrocitos de rata.

Los estudios de la participacién de las lectinas en la
respuesta inmune humoral de los crusticeos son muy esScCasos,
por 1lo cual es necesaria la realizacién de investigaciones

que permitan comprender mas claramente su relacién y funcidn
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dentro de los mecanismos de defensa de estos organismos.

S.4. INMUNIDAD CELULAR.

a) CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS SANBUINEAS.

Los decdpodos presentan varias poblaciones de hemocitos
circulantes en la hemolinfa, para los cuales se han reportado
funciones de metabolismo de carbohidratos, transporte vy
almacenamiento de lipoproteinas y aminodcidos, reparacién de
heridas, coagulacién de la hemolinfa y defensa contra 1la
invasién por microorganismos o parasitos (Sdderh&ll y Smith
1983). En general se han observado 2 tipos de hemocitos en
los crustdceost 1) 1las células hialinas, las cuales se
caracterizan por presentar actividad fagocitica, asi como una
participacién importante en la formacién de nédulos vy en 1la
cicatrizacién de heridas (Ratcliffe y Rowley 1979)f vy 2) las
células granulares, las cuales se dividen en células de
granulos grandes vy células de gréanulos pequefos. Las de
granulos grandes se han reportado como eventuales
fagociticas, ademas de participar en 1los procesos de
coagulacién y liberacién de aglutipinasj vy las de granulos
pequefos se reportan como fagociticas, que participan en el
encapsulamiento y en los procesos de coagulacién y liberacién
de aglutininas (Johansson vy Sdéderhédll 1989, Durliat 1981,
Durliat 1985).

En el acocil P. clarki se han determinado 3 tipos

celulares (hialinas, granulares y subgranulares), por medio
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de estudios citoquimicos y morfolégicos (Lanz y cols. 1992).

b). FABOCITOSIS Y CITOTOXICIDAD

El primero en observar el proceso fagocitico en
crustaceos fue Metchnikoff en 1884, al estudiar la propiedad
fagocitica de células sanguineas de Daphnia sp. ante la
presencia de esporas (cf. Bang 1983). En afos m&s recientes,
Mckay y Jenkin (1969), vy Tyson vy Jenkin (1974) lograron
observar que los hemocitos del acocil Parachaeraps
bicarinatus poseen capacidad fagocitica, y que probablemente
presentan receptores de superficie de tipo lectina, los
cuales pueden ser responsables del reconocimiento de las
particulas extrafas.

Séderh&ll vy Smith (1983) lograron separar tres
subpoblaciones de hemocitos circulantes en la hemolinfa de
decdpodos marinos, 1lo cual les permitié observar que las
particulas extrafas son fagocitadas por hialinas vy
semigranulares en cultivos celulares mixtos, mientras que en
cultivos de 1las subpoblaciones por separado esta actividad
s6lo se observé en las células hialinas. Estos mismos
resultados se observaron en el cangrejo Carcinus maenas, en
cultivos de hemocitos con 1la bacteria Moraxella sp.,
encontrandose ademas, que la fagocitosis puede ser estimulada
por la presencia de @#-1,3 glucanos (Bmith y Séderhiall,
1983b) .

Por otra parte, se ha observado que los hemocitos de

crustaceos presentan capacidad citotéxica. Tyson y Jenkin
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(1974), confirmaron este mecanismo utilizando lineas

celulares tumorales que sirvieron como blanco de los
hemocitos citotéxicos. Los resultados de Tyson vy Jdenkin
(1974) sugieren que sélo dos de 1los tres tipos celulares
presentes en la hemolinfa de Parachaeraps bicarinatus
presentan capacidad citotéxica.

Recientemente se observé que 1los hemocitos de otros
invertebrados son capaces de destruir células tumorales§ sin
embargo no queda claro como es que estos hemocitos pueden
reconocer y destruir células extrafas de manera similar a los
efectos citotéxicos mostrados por células NK (natural
killer), 1linfocitos T citotéxicos, o macréfagos activados

(Cooper y cols. 1992).

c) . ENCAPSULAMIENTO.

La capsula es un agregado de células alrededor de
particulas extrafias que inactiva pardsitos tales como
protozoarios o nématodos y cualquier particula que sea de
tamafo muy grande para ser fagocitada. Las capsulas estan
formadas por 2 capast! la mads externa es inerte, no celular y
posiblemente quitinosaj; y la otra es interna, de tipo celular
e inmévil y en la cual se observa la secrecién de un pigmento
obscuro (probablemente melanina) (Cooper 1981).

Unestam y Nyhlén (1974) observaron que 1los acociles
Astacus astacus vy Pacifastacus leniusculus, cuando fueron
penetrados en su cuticula por el hongo Aphanomyces astaci vy

algunos otros ficomycetos, reaccionaron formando capsulas vy
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melanizando a las hifas. Resultados semejantes se observaron

al inocular esporas de estos hongos. Asi mismo, se observé
que al introducir fibras de algodén o© nylon también eran
encapsuladas. Lo anterior sugiere que esta actividad es de
tipo inespecifico contra materiales extrafos.

Sdderhdll vy cols. (1979) observaron gque en el acocil
Astacus astacus los hemocitos granulares participan en 1la
formacién de céapsulas al liberar sus gréanulos ante 1la
presencia de hifas de A. astaci. Posteriormente, Persson y
Stderh&ll (1987) encontraron que las células semigranulares
de Astacus leptodactylus formaban rdpidos agregados sobre 1la

superficie de esporas de Aspergillus nigerj las células

hialinas no respondieron y las granulares 1lo hicieron con

menor intensidad. Sin embargo, i las esporas eran
previ amente tratadas con el lisado de hemocitos
semigranul ares, las células granulares formaban rapidos
agregados. Las observaciones realizadas por Persson Y

Stderh&ll (1987) sugirieron 1la presencia de un "“factor
promotor de 1la encapsulacién”, el cual aparece con la
exocitosis de las células semigranulares y granulares.
Kobayashi vy cols. (1990) confirmaron la hipétesis del
factor de encapsulacién propuesta por Persson y Sbderhéll
(1987), vy demostraron que se trata de una proteina de 76 kDa
ya descrita para funciones como prnmutdr de adhesioén celular
(Johansson y Siéderh&ll 1988) y de degranulacién (Johansson vy
Stéderh&dll 1989b), vy ademas promueve la encapsulacidén en

células semigranulares y en menor grado de células granulares
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(Kobayashi y cols. 1990).

; Como se puede apreciar, la molécula de 76 kDa es una
proteina multifuncional que se encuentra directamente
relacionada con 1las funciones inmunes celulares y la cual
aparece junto con 1la liberacién de los granulos de las

células granulares y semigranulares.

d). SISTEMA DE LA PROFENOLDXIDASA (proP0).

En vertebrados el sistema de complemento juega un papel
clave en la inmunidad no especifica e inflamacién, y algunos
investigadores sugieren que la via alterna podria haberse
originado en invertebrados (Cooper vy cols. 1992). Al
respecto existe un gran interés en el sistema de activacioén
de la profenoloxidasa (proPD), el cual es propuesto como un
mecanismo muy importante de reconocimiento y defensa en
crustidceos y similar al complemento via alterna de mamiferos
(Stderh&ll 1982, Stderh&dll vy Ajaxén 1982, Johansson Yy
Stderhall 198%a).

El sistema de la proPD se encuentra contenido dentro de
los hemocitos granulares y semigranulares y es liberado por
la presencia de compuestos microbianos como el (-1,3 glucano
de la pared celular de los hongos o el Lipopolisacarido (LPS)
de las bacterias Gram (-). Un vez liberado el sistema puede
ser activado por las mismas moléculas y durante su activacion
se liberan componentes que regulan de manera importante la
respuesta celular de los crustdceos. La cascada culmina con

la formacién de melanina que es un compuesto téxico para
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hongos y bacterias (Johansson y Séderhdll 1985a).

La importancia de el sistema de la proPO en la defensa
es también observada por el hecho de que ciertos parasitos
han desarrollado mecanismos para evadir o inhibir ésta
activacién (Johansson y Séderhidll 198%a). FPor ejemplo,
algunos hongos entomopatogénicos producen protoplastos sin
glucanos en su pared celular (Sbderh&ll 1982); y otros hungﬁs
producen toxinas que inhiben a los glucanos que activan el
sistema de la proP0, o al mismo sistema (Lackie 1988a).

Para facilitar el estudio del sistema de activacion de
la profenoloxidasa, se ha dividido este mecanismo en 4 pasost
reconocimiento, activacién, amplificacién y regulacioén.

Reconocimiento. El reconocimiento del material extrafo
es el primer paso necesario para que se pueda liberar el
sistema de la proPD. Duvic y 8tderhdll (1990) encuentran en
el plasma del langostino Pacifagtacus leniusculos una
proteina de 100 kDa gue tiene la capacidad de unirse al @#-1,3
glucano. Esta proteina, que se conoce como la proteina de
unién al @#-1,3 glucano (GBP), es reconocida por receptores
especificos que se encuentran en la superficie de los
hemocitos semigranulares y provoca su exocitosis y la
liberacién del sistema de la proPD (el mecanismo es
desconocido). Jomori y cols. (cf. S#dderhdll y cols. 1990),
tambi én encuentran una proteina de unién a LPS (LBP) en 1la
hemolinfa de 1la cucaracha Periplaneta americana, que se
encuentra involucrada en el reconocimiento del LPS.

Activacidn. La bioquimica de activacién del sistema de
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la proP0 no es muy clara, pero se han realizado progresos

considerables en cuanto & la purificacién y caracterizacién
de diferentes proteinas asociadas con el sistema (Siderhéll
1983, Ashida y BSéderhdll 1984, Séderhdll vy H&ll 1984,
Sdéderh&ll y cols. 1990, Aspan y cols. 1990a, Aspén y cols.
1990b, Aspan y Séderhdll 1991).

Una vez libre el sistema en el plasma, la activacién se
inicia cuando 1la profenoloxidasa (proP0) es activada vy
convertida a fenoloxidasa, por una enzima denominada proteina
activadora de la proPO (ppAR), la cual es una proteina del
tipo de las serina proteasas con un peso molecular de 36 kDa
(Aspa&n y cols. 1990a). En los crustédceos la ppA es activada
directamente por @#-1,3 glucano (Sbéderh&ll 1982) o por LPS
y peptidoglicanos (Sdderh&ll y H&ll 1984). Esta activacioén
puede ser mejorada en presencia de las proteinas de unién
(LBP v GBP), pero se desconoce el mecanismo (Stderhdll 1992).
La ppA también puede ser activada por una baja concentracién
de calcio "in vitro" (Ashida vy Stderh&ll 1984), pero el
significado de éste efecto "in vivo" no queda totalmente
claro, y se sugiere que podria ser importante en la respuesta
durante heridas vy en el control de reacciones homeostaticas
{(Johansson y Stderhé&ll 198%9a).

La enzima activa, fenoloxidasa, puede catalizar la o-
hidroxilacién de monofenoles y la oxidacién de difenoles a
gquinonas (Balindo y cols. 1983, Siéderh&ll y cols. 1990) y el
producto final de la reaccién es la melanina la cual se forma

a partir de una polimerizacién no enzimatica de las quinonas
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(Séderhall 1982, Johansson vy Siéderhdll 198%a, Siéderhédll y

cols. 1990).

Recientemente la proP0 se purificé del acocil P.
leniusculus por Aspan y Soderh&ll (1991), vy se observé que
tiene un peso molécular de 76 kDa en forma inactiva y al ser
activada por la ppA se producen 2 enzimas con actividad de
fenoloxidasa con pesos moleculares de 60 y 62 kDa.

Amplificacidn. Al ser activada la proPO vy convertida a
fenoloxidasa (PO), se estimulan varias reacciones de defensa
celular, incluyendo fagocitosis (Stderh&ll y cols. 1984&)}
formacién de nédulos (Lackie 198Ba)j encapsulacién (Persson y
Stderh&ll 1987, Kobayashi vy cols. 1990) vy locomocién de
hemocitos (quimiocinesis) (Lackie 1988a). Con la 1liberacion
del sistema de la proPO también es liberada una proteina de
76 kDa que promueve la degranulacién de hemocitos granulares
y semigranulares, vy por lo tanto la liberacién de mas proPO
(Johansson y Stderhall 1985, Johansson y 8Siderhdll 1988).
Esta proteina presenta ademids otras funciones, como estimular
la adherencia celular (Johansson y Sbderhdll 1989b) y la
formacién de céapsulas (Kobayashi Yy cols. 1990). La
importancia de esta proteina es adn mayor por el hecho de
presentar una secuencia RGD (Arg-Gly-Asp), la cual también se
encuentra presente en varias proteinas con funcién de
adherencia celular, como lo es la fibronectina de vertebrados
(S8derhé&ll 1992).

Regulaci6n. Como hemos visto, al ser activado el sistema

de la proP0 puede ser amplificado, vy como es comdn en los
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sistemas bioldédgicos que incluyen cascadas enzimaticas, deben

existir mecanismos de regulacién que eviten autoactivaciones,
o bien, hiperactivaciones que culminen con la coagulacién del
plasma y la muerte del organismo.

Existen dos inhibidores de proteasas en el plasma que
pueden bloquear 1la activacién del sistema de la proPO en
lugares donde la melanizacidén puede ser inapropiada. Estos
inhibidores actdan sobre la actividad de la ppA y por tanto
previenen la activacién del sistema. Estos dos inhibidores
fueron purificados del plasma de langostinosj uno es una d=-
macroglobulina, el cual es un dimero unido por puentes
disulfuro, con subunidades de 190 kDa (Hergenhahn y cols.
1988) vy el otro es un inhibidor de tripsina de 155 kDa
(Hergenhahn y cols. 1987). Posteriormente se encontré que de
estos dos inhibidores, el de tipo tripsina de 155 kDa, es el
més eficiente para bloquear la actividad de 1la ppA en el
acocil Pacifastacus leniusculps (Aspan y cols. 1990b). Un
tercer inhibidor (el cual no presentéd actividad sobre el
sistema de la proP0) se purificé de los hemocitos del acocil
Astacus astacus, el cual inhibe subtilisinas y presenta un
peso molécular de 23 kDa. Este inhibidor también actua sobre
una proteasa del hongo Aphanomyces astaci, 1la cual participa
durante la infeccién en los crustaceos por éste hongo (H&all vy
Stderh&ll 1982).

De esta manera, e tiene que el sistema de la proPO
puede reconocer mol éculas extrafas, ser activado, amplificado

y regulado; 1lo que lp hace muy similar a otros sistemas de
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activacién, como lo son el sistema complemento, el

fibrinolitico y el de coagulacién en vertebrados (Fig. 1).



4. JUSTIFICACIDN

El presente trabajo se ralizé con el propésito de dar una
aportacién al conocimiento de la respuesta inmunitaria de
invertebrados, y en particular de los crustéaceos.

Como andlizamos previamente, el sistema de la
profenoloxidasa es dé vital importancia dentro de los
mecanismos inmunolégicos de los crustaceos; participa en
todos 1los eventos celulares que se dan en el organismo ante
una invasién de agentes extrafos, o en heridas que se
pudieran presentar. Es propuesto como un posible antecesor de
la via alterna del sistema de complemento en mamiferos, de lo
cual destaca la importancia de estudiar y conocer sus
mecanismos de activacién y regulacidén.

Se decidié wutilizar como modelo experimental al acocil
Procambarus clarki, debido a su resistencia en condiciones de
laboratorio, vya que no necesita medios especiales para su
mantenimiento. Ademas, esta especie ha sido muy utilizada en
trabajos enfocados a neurofisiologia, 1o que podria ayudar a
explicar algunos resultados de este trabajo.

Por otra parte, el estudio de los mecanismos de defensa
en los crustdceos puede redundar en la aportacioén de
conocimientos aplicativos contra 1las enfermedades de estos
organismos, sobre todo en lo que concierne a 1la industria

camaronera.
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OBJETIVOS.

BENERALES.
a) Iniciar el estudio del sistema de la profenoloxidasa

(proP0), en el acocil Progambarus clarki.

PARTICULARES.

a) Evidenciar la presencia del sistema de la proPO en células
sanguineas de P. glarki.

b) Obtener el sistema de 1a proP0O en forma inactiva a partir
de lisados de hemocitos.

c) Caracterizar parcialmente a las moléculas involucradas

dentro de este sistema.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1. ORBANISMOS. ORIBEN Y MANTENIMIENTO.

Los organismos empleados fueron adultos de la especie
Procambarus clarki, los cuales se encontraban en la fase 3 de
intermuda. Fueron colectados en el rio Conchos, en el Estado
de Chihuahua y se mantuvieron en estanques con agua
corriente, con ciclos naturales de luz-oscuridad,
alimentdndose una vez  por semana con alimento para
langostinos, elaborado a base de cabeza de camarén y harina
de pescado.

7.2. OBTENCION DE LA HEMOLINFA.

La hemolinfa se obtuvo por puncién pericAardiaca de 1la
regién dorsal del acocil, con una jeringa de insulina de 1
ml, conteniendo 0.1 ml de anticoagulante de citratos/EDTA
frio (NaCl 0.45 M, glucosa 0.1 M, Citrato de sodio 0.03 M,
Ac. citrico 0.026 M, EDTA 0.01 Mj pH 4.4) (Sdderhéll y Smith
1983). La jeringa se 1llevé a 1 ml con la hemolinfa. Se
trabajé todo el tiempo en frio manteniendo las soluciones en
hielo humedo.

7.3. DETERMINACION CITORUIMICA DEL SISTEMA DE LA proPO.

a). CINETICA DE ADHERENCIA CELULAR AL VIDRIO.

Cubreob jetos previamente desengrasados, se cubrieron
con 75 pl de la hemolinfa obtenida y mezclada con 2 ml de
sol. salina para crustdceos dulceacuicolas (88Ct NaCl 200 mM,

KC1 5.36 mM, MgClz , NaHCOs 2.38 mM, CaCla 13.5 mMj pH 7.4)
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(Van Harreveld 19346). Se incubaron en cajas multipozos

estériles a temperatura ambiente por duplicado durante 2 h.
Cada 10 min. se lavaron 2 cubrecbjetos con SSC (teniendo
cuidado de no tocar 1la superficie superior donde se
adhirieron las células), se fijaron y se incluyeron en resina
sintética. Se observaron al microscopio 6ptico (10 X) vy se
conté el nimero de células adheridas en tres campos
distintos.

b). INCUBACION DE HEMOCITOS CON L-DOPA.

Se permitié¢ la adherencia de los hemocitos durante S50
min. a temperatura ambiente (de acuerdo a 1la cinética de
adherencia celular). Después de este tiempo se lavaron con
S§8C para eliminar las células no adheridas. Se fijaron con
glutaraldéhido al 1 % (preparado en cacodilatos de sodio 0.1
M, pH 7.0) durante 30 min. y se lavaron con 88C para eliminar
el exceso de glutaraldéhido. Las preparaciones se cubrieron
con L-DOPA (4 mg/ml) diluida 1:4 en S8SC y fueron incubadas a
temperatura ambiente en condiciones de obscuridad durante 24
h. Cada 2 h se lavaron un par de cubreobjetos para ser
observados al microscopio éptico (40 X). Se contaron 3 campos
por preparacién en 1los que se distinguieron los tipos
celulares y la marca obscura de actividad de fenoloxidasa.

c). INCUBACION DE HEMOCITOS CON L-DOPA OXIDADA.

Las células adheridas fueron cubiertas con L-DOPA (4
mg/ml), la cual fue previamente oxidada por exposicién a la
luz por 24 h. Las preparaciones se incubaron a temperatura

ambiente durante 14, 14, 1B y 20 h. Para cada tiempo,
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después de lavar el exceso de L-DOPA oxidada, se contaron 3

campos por preparacién diferenciando los tipos celulares
presentes y cuales presentaron la marca oscura.

7.4. OBTENCION DEL SISTEMA DE LA proP0 EN EL SUOBRENADANTE DE
LISADOS DE HEMOCITOS (SLH).

a). OBTENCION DEL SLH CON MACERADOR CELULAR.

La hemolinfa se obtuvo de 14 acociles en anticoagulante
de citratos/EDTA vy se centrifugé a 200 g (Fuerza Centrifuga
Relativa) durante 2 min., se deseché el sobrenadante y 1la
pastilla celular se resuspendié en 1 ml de Amortiguador I
(CaCl» 100 mM y Cacodilato de sodio 10 mMj pH 7.0) (Smith vy
Sdderhdll 1983b). Se homogenizé mediante 10 golpes con el
macerador celular (todo se realizé en frio utilizando hielo).
El homogenizado se ultracentrifugdé a 60000 g durante 30 min.
Se recuperéd el sobrenadante y se midié su actividad de
fenoloxidasa.

b). OBTENCION DEL SLH CON DETERBENTE NFP-40.

Se obtuvo la hemolinfa de 14 acociles y se centrifugé a
200 g. La pastilla celular fue resuspendida en Amortiguador
I, el cual contenia 0.05 % de detergente NP-40. Se incubaron
durante 10 min en hielo agitando en vortex cada 2 min. Se
centrifugé nuevamente a 7100 g durante 10 min y se recuperé
el sobrenadante que después fue utilizado como fuente
enzimatica de proPO.

c). OBTENCION DEL S6lH POR CICLOS DE CONBELAMIENTO/

DESCONGELAMIENTO.

La hemolinfa de 2 acociles, se centrifugé a 200 g por 2
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min, el sobrenadante se eliminé vy el paquete celular fue

lavado una vez con 1 ml. de Amortiguador 1. 8Se centrifugéd
nuevamente a 200 g y la pastilla fue resuspendida en 100 pl
de Amortiguador II (Amortiguador I con 10 % de glicerol).
Las muestras se sometieron a & ciclos de congelamiento-
descongelamiento en acetona con hielo seco y bafo Maria a 3I7
°C vy se centrifugaron a 7100 g El sobrenadante fue empleado
para ensayos de actividad de PO (fenoloxidasa).

d). OBTENCION DEL SLH POR SONICADO.

La hemolinfa de 6 acociles se centrifugd a 200 g vy la
pastilla celular fue resuspendida en 1 ml de Amortiguador I.
La suspensién celular se sometié a 10 min en el sonicador a
50 KCS (kilociclos por segundo) y se centrifugé a 7100 g. El
sobrenadante fue utilizado para ensayos de PO.

PROTEINA. La concentracion de proteina en los lisados
fue determinada por el método de Bradford (Bradford 1976),
con albamina sérica bovina como estandard.

7.5. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE FENOLOXIDASA (PO).

Para este ensayo fue utilizado el SLH obtenido por
congelamiento-descongel amiento, a una concentracién de 2
mg/ml de proteina. A 50 pl del SLH le fueron agregados S0 pl
del activador (carbohidrato, Apéndice 1I). Esta mezcla se
incubé a 37 °C en bafo durante 3I0 min. Después de este
tiempo se agregaron 25 pl de L-DOPA (4 mg/ml) y se incubé 20
min a temperatura ambiente. La reaccién fue detenida
agregando 9S00 pl de Amortiguador 1 frio y se midié la

densidad 6ptica a 490 nm. La actividad enzimatica fue
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expresada en unidades/mg de proteina/min., donde un unidad es

la cantidad de enzima necesaria para producir un incremento
en la absorbancia de 0.001/min./mg de proteina (Smith vy
Stderhidll 1983).

7.6. EFECTD DE DIFERENTES INHIBIDORESE DE PROTEASAS EN LA
ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO.

A 45 pl del SLH le fueron agregados 5 pl del inhibidor
(quedando en la mezcla de reaccién a una concentracioén de 10
mM, excepto para la leupeptina que quedd a 0.5 mM) (Apéndice
I1) posteriormente se incubé a 37 °C durante 2 min. A la
mezcla se le agregd un volumen de 50 pl de Is (5 pg. eq. de
gluc./ml) o LPS (20 pg/ml) y se prosiguié con el ensayo de
fenoloxidasa previamente descrito.

7.7. ELECTROFORESIS EN BELEE DE POLIACRILAMIDA-BDS AL 15 %
(Laeamli 1970).

A 50 pl de SLH (2 mg/ml de proteina), se le agregaron S50
pl de la solucién de zimosan (5 pg. eq. de gluc./ml) o S50 pl
de LPS (20 pg/ml), 2 pl de PTU 10 mM (preparada en
dimetilformamida al SO %) y 5 pl de inhibidor de proteasas
(Apéndice 11). 6Se incubaron a 37 °C durante 30 min. Se
tomaron 20 pl de esta mezcla y se les adicioné S pl de buffer
de muestra (el cual contenia 5§ % de f-mercaptoetanol). Las
muestras fueron sometidas durante durante 3 min a ebullicién
en bafo vy después de enfriarlas, se colocaron en los pozos
del gel (en cada muestra 20 pg de proteina) y fueron corridas
a voltaje constante de &0 V en el gel concentrador y de 100 V

en el gel separador. Los geles fueron tefidos durante toda



la noche con azul brillante de Coomassie R 250.
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8. RESULTADOS.

El presente trabajo se realizd con el propésito de
estudiar el sistema de la proPD en el acocil P. glarki, para
lo cual se decidid comenzar por evidenciar la presencia del
sistema en las células sanguineas del acocil.

B8.1. DETERMINACIDON CITOGQUIMICA DEL SISTEMA DE LA proPO EN LOS

HEMOCITOS DE P. clarki.

Para lograr‘evidenciar el sistema de la proPD en las
células sanguineas (hemocitos), fueron realizados ensayos
citoquimicos en células adheridas a cubreobjetos. Se elaboré
una cinética de adherencia celular al vidrio, para obtener el
tiempo donde se encontraba el mayor numero de células
adheridas. Los resultados mostraron que a los 50 min. se
presenté el mayor numero de células adheridas, pero a los 60
min. disminuye drasticamente. Por tal motivo, se considerd
que 50 min. es el tiempo mas adecuado para encontrar un buen
namero de células, con un promedio de 480 células por campo
(Fig. 2). Asi mismo, se observé que en 1la hemolinfa del
acocil P. ¢larki se encuentran 3 subpoblaciones de hemocitos
circulantes: hialinos, granulares y subgranulares (Fig. 3)j§
lo cual corresponde con lo previamente reportado para otros
decapodos (Séderhdll y Smith 1983, Smith y Sdderh&ll 1983a,
Smith y Sbéderhall 1983b) vy recientemente también para P.
clarki (Lanz y cols. 1992).

Para evidenciar la presencia del sistema de la proPO,
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utilizamos la L-DOPA, puesto que puede ser utilizada como

sustrato por 1la enzima activa fenoloxidasa (Stderh&ll y

Ajaxon 1982). Las observaciones realizadas, mostraron que

s6lo las células granulares y subgranulares presentaron la

marca obscura de actividad de fenoloxidasa (Fig. 4), donde el
porcentaje de células marcadas se incrementé con el tiempo,
el cual 1llegd a su maximo a las 14 h (Fig. 5). Estos
resultados fueron similares a los encontrados previamente en
otros decdpodos (Séderhdll y Smith 1983, Johansson vy

Stéderhédll 198%a), en los que se ha determinado el sistema de

la proP0 en los hemocitos granulares y semigranulares. Por

otra parte, al tratar a las células con L-DOPA oxidada no se
observé marca lo que corroboré la especificidad de la
reaccion.

B8.2. DOBTENCION DEL SISTEMA DE LA proPO EN EL SOBRENADANTE DE
LISADOS DE HENOCITOS (BLH) POR CONBELAMIENTO/
DESCONBELAMIENTO Y ACTIVIDAD DE FENDLOXIDASA (PO).

Para continuar el andlisis del sistema de la proPO, fue
necesario encontrar un método que nos permitiera su
recuperaciéon a partir de los hemocitos y que al mismo tiempo
no se encontrara activado, por 1lo que fueron empleadas
distintas técnicas de lisis celular. La que ha sido utilizada
con mayor frecuencia es la técnica con macerador de células
(Potter) (S88derhidll y Unestam 1979, Sbderhdll y Smith 1983,
Smith y Stderh&ll 1983b, Sidderhdéll 1983, Ashida y Sdderhiéll
1984, Sbtderhdll vy H&ll 1984). .8in embargo, en nuestro

estudio no dié resultados, puesto que siempre se encontré
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autoactivado el sistema de 1la profPO. En 1los lisados

obtenidos por sonicado de los hemocitos nunca se encontré
actividad enzimatica, ni al agregar @#-1,3 glucano. Por el
contrario, cuando se empled la técnica con NP-40 (que es un
detergente suave), el sobrenadante (SLH) obtenido presenté
una actividad enzimatica basal de fenoloxidasa muy elevada
debido probablemente a la autoactivacién del mismo.

La obtencién del SLH en las condiciones mas apropiadas
fue posible medi ante ciclos de congelamiento-
descongelamiento. Se lograron niveles basales de actividad
por debajo de lo esperado (D.0. a 490 nm = 0.03), e incluso
menores a los encontrados en otros crustaceos (Sdderhdll y
Unestam 1979, Sdderhdll y Smith 1983, Smith y S8éderhall
1983a, Smith y Sbdderh&ll 1983b, Ashida y Sbderhdll 1984,
Johansson y Sbderhidll 1985) vy a su wvez factibles de ser
activados, con lecturas de D.0. superiores a 1.0 (Tabla II).
B.3. ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO0 CON DIFERENTES

CARBOHIDRATOS.

Se ha reportado que el sistema de la proFO puede ser
activado por componentes de 1la pared celular microbiana
(Johansson y Sdderhdll 198%a), tales como el (3-1,3 glucano y
el LPS. Para observar la especificidad del sistema, fueron
probados distintos carbohidratos con resultados diferentes
(Tabla I). Los dnicos carbohidratos que lograron activar el
sistema fueron el LPS y el zimosan. Por el contrario, se ha
reportado a la laminarina (polimero de A-1,3 glucano) como un

buen activador del sistema de la proPO en otros crustaceos
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(Sdderhdll 1983, Smith y Soéderhdll 1983b, Johansson vy

Stderh&ll 1985), pero en nuestros lisados no pudo ser
reconocida de una manera eficiente.

En 1la tabla II se encuentran representadas las unidades
enzimAticas obtenidas con el zimosan y el LPS, por lo que fue
necesaria la elaboracién de curvas de concentracién del
activador para encontrar el punto éptimo de activacién
(concentracién a la cual el sistema es activado de manera
mas eficiente) y asi poder evaluar de manera cuantitativa la
actividad de fenoloxidasa.

a) CURVAS DE ACTIVACION CON LIPOPOLISACARIDO (LPS) Y

ZIMOSAN (ZIs).

El SLH (2 mg/ml de proteina) tratado con LPS presenté
una maxima actividad a una concentracidén de 20 pg/ml (con 278
U; Fig. &). 8in embargo, atn a concentraciones de 1 pg/ml se
encontré actividad. Asi mismo, se ha mencionado por otros
autores (Stderhdll y H&ll 1984), que el sistema de la proPO
puede ser inhibido por concentraciones elevadas de LPS y en
P. clarki se encontré el mismo resultado (Fig. &), lo que nos
sugiere que las lecturas espectrofotométricas s0n el
resultado de la actividad de fenoloxidasa.

Por otro lado, debido a que el zimosan es un polimero
compuesto uUnicamente a base de unidades de glucosa, se
decidié trabajarlo de manera cuantitativa. Se modificé el
método del tetrazolio descrito por Fairbridge y cols. (1951),
y se realizé un andlisis de glucosa (ver apéndice III) para

expresar la concentracién de ZIs en pg equivalentes de
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glucosa/ml.

En la Fig. 7 se presentan los resultados de los ensayos
de PO realizados con Zs, donde se logré detectar actividad
enzimatica en el SLH (2 mg/ml de proteina) desde una
concentracién de Zs de 0.0001 pg eq. de gluc./ml, siendo a 5
rg eq. de gluc./ml la concentracién en la cual se presenta
una maxima actividad de PO con 524 U. Asi mismo, se observéd
que al igual que el LPS, el Zs a elevadas concentraciones es
capaz de inhibir 1la activacién del sistema, quedando casi
blogueada a 50 pg eq. de gluc./ml.

8.4. EFECTO DE INHIBIDORES DE PROTEASAB EN LA ACTIVACION DEL

SISTEMA DE LA proPD.

Se encuentra claramente establecido que 1la cascada
proteolitica del sistema de la proPO se desencadena al ser
activada una enzima del tipo de las serina proteasas llamada
proteina activadora de la profenoloxidasa (ppA) (Johansson vy
Stderh&dll 198%a, Sbtderhéll y cols. 1990, Aspé&n y cols. 1990a,
Aspan y cols. 1990b, Aspé&n y cols. 1991). En nuestro estudio
se wutilizaron inhibidores de serina proteasas y de cistein
proteasas para analizar su efecto sobre la activacién del
sistema.

Los resultados mostraron que la activacién del sistema
de 1la proPD, pudo ser disminuida por inhibidores de serina
proteasas (PMSF, LUE y S8STI). El mas eficiente fue el
inhibidor de tripsina de soya, el cual inhibié totalmente la
actividad de PO (Figs. B8 y 9). §Sin embargo, encontramos que

inhibidores de cistein proteasas (N-E, N-M y IAM) promueven
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un incremento en la actividad de PO, que para el caso del LPS

fue de 108, 79 y 28 % respectivamente y cuando se activé con
zimosAdn fue de 24, 38 y 10 % respectivamente (Figs. 8 y 9).

Cuando a el lisado no le es agregado activador (LPS o
Zs), 1los inhibidores de cistein proteasas no muestran el
efecto de incrementar la actividad de PO. Por otra parte, al
incubar el SLH con zimosdn y la mezcla de inhibidores (STI +
inhibidores de cistein proteasas) tampoco se observéd
actividad de PO (Fig. 10). El mismo efecto se presenté con
LPS.

8.5. ELECTROFDRESIS EN BELES DE POLIACRILAMIDA—SDS.

Los resul tados observados en los ensayos de PD sugieren
la presencia de mol écul as del sistema de 1la proPO
involucradas en su activacién por el LPS y el Is. Esto nos
llevé a 1la realizacidn de corrimientos electroforéticos de
lisados activados y e inhibidos para observar el patrén de
proteinas y los cambios que sufre.

En todos 1los geles se presentd un patrén de proteinas
complejo, en el cual se observaron proteinas de alto y bajo
peso molecular. En todos los ensayos se observéd la presencia
de una banda de apréximadamente 70 KDa que, por el peso
molecul ar, probablemente se trate de hemocianina.

En los lisados sin activar se observd un grupo de
proteinas de apréximadamente 41, 39 y 37 kDa que sufrieron
modificaciones cuando 1los lisados fueron activados con
zymosan y LPS8 (Figs. 11 y 12). Durante la activacién del

8LlH se vieron afectadas las proteinas anteriores Yy
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aparecieron otras moléculas de apréximadamente 42.5, 38 y

33.5 kDa. Cuando el SLH fue incubado en presencia de 8TI,
las bandas no se modificaron, adn en presencia de Is. Asi
mismo, se encontré que cuando el SLH es activado previamente,
ya no es posible inhibirlo (Fig. 11, carril 10). La
diferencia en los patrones electroforéticos al activar con Is
o con LPS, es que con Is los cambios se presentan mas rapido.

En el corrimiento electroforético de las muestras
tratadas con 1los inhibidores (Fig 12), el 8TI y el PMSF
mostraron el mismo efecto de inhibicién observado con
anterioridady mientras que con leupeptina sélo la banda de
aproéximadamente 41 KDa fue afectada y se presentd la de 42.5
KDa. En los 3 dltimos carriles (que contienen inhibidores de
cistein proteasas); no se modificé la banda de 41 KDa. Las
bandas de apréximadamente 39 y 37 KDa fueron afectadas vy se
evidencié 1la presencia de las bandas de apréximadamente 38 y
33.5 KDa. Los resultados fueron similares con ambos

activadores (Is y LPS).



9. DIBCUSION.

El estudio de 1los mecanismos inmunolégicos en 1los
crustédceos es de vital importancia en paises que presantan
una industria de cultivo de camarén y langostino en pleno
desarrollo y donde, debido a 1la falta de informacién y
conocimiento de los mecanismos inmunes de estos organismos,
no se han logrado elaborar técnicas y tratamientos adecuados
contra las enfermedades (Universidad de Sonora 1985, Bautista
1988, Ramirez 1988, Bonami 1992).

Debido a la importancia del sistema de la
profenoloxidasa (proPD) en 1los mecanismos inmunol égicos de
los crustdceos (Johansson y Séderhdll 1989), hemos iniciado
su estudio wutilizando como modelo experimental al acocil B.
clarki

Las subpoblaciones granulares Yy subgranulares de
hemocitos, presentaron reaccién positiva a la L-DOPA; lo que
sugiere la presencia del sistema de la proP0O en éstos 2 tipos
celulares. Las células hialinas no mostraron reaccién con la
L-DOPA (Fig. 4 y Fig. 5). &bderhdll y Bmith (1983), al
separar las 3 subpoblaciones de hemocitos presentes en la
hemolinfa de Carcinus maenas observaron que el sistema de 1la
proPO se localiza en los granulos de las células granulares y
semigranulares. En el caso de P. c¢larki es dificil decidir
si la marca se encuentra en los gréanulos, pero si es evidente

que todo el citoplasma de la célula se encuentra marcado. En
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la Fig. 5 se observa que las células granulares se marcan de

manera mas rapida que las subgranulares, probablemente debido
a que las granulares tienen una mayor cantidad del sistema de
la proPO por presentar granulos de mayor tamafo. Johansson y
Stderhall (1989) proponen a las células granulares como
importantes reservorios del sistema de la proPO.

La obtencidén del sobrenadante de lisados de hemocitos en
las condiciones apropiadas para su manipulacién, presentd
diferentes complicaciones. Por un lado, el empleo de la
técnica con macerador celular, el cual ha sido muy utilizado
para lisar células de crustéceos (Smith y Siderhdll 1983a,
Smith y Sbtderh&ll 1983b, Sdderh&ll y Smith 1983, Sdderhéll
1983, Stderhall y H&all 1984, Leonard y cols. 1985), no dié
resultados durante nuestros experimentos, puesto que en
general el sistema se encontré autoactivado.

Los lisados obtenidos con NP-40 mostraron el mismo
problema de autoactivacién, pero prubhblemente se debid al
mismo detergente, ya que se ha reportado que los solventes
orgédnicos al igual que los detergentes y el calor son capaces
de promover la activacidén del sistema de la proPO por cambios
conformacionales en las moléculas (Ashida y Séderhall 1984).

Por el contrario, los lisados obtenidos por sonicado de
los hemocitos no presentaron actividad enzimatica adan en
presencia de 3-1,3 glucano. Es posible que las células no se
lisaran adecuadamente, ya que al comenzar el tratamiento con
el sonicador se formaron agregados celulares que no se

disgregaron.
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La estrategia para 1la obtencién del lisado en las

condiciones mas apropiadas fue mediante ciclos de
congel amiento/descongelamiento. En este caso, aun cuando al
resuspender los hemocitos en el amortiguador de lisis se
llegaron a formar agregados celulares, el congelamiento vy
descongelamiento permitié observar 1la disgregacién de los
mismos. Al colocar el SLH solamente en presencia de L-DOPA
no se observé actividad de PO, la cual si se logré inducir al
agregarle #-1,3 glucano.

En nuestro estudio, al igual que en otros trabajos
(Séderh&ll y H&all 1984, Johansson y Stderh&ll 1988, Ashida y
Yoshida 1988, Johansson y Sidderhdll 198%9a, Johansson vy
Stéderhé&ll 1989b), la concentracién de calcio fue determinante
para la obtencién del SLH en forma inactiva, logrando
observar que a bajas concentraciones de calcio (5mM) el
sistema es activado, siendo 100 mM la concentracién adecuada
para evitar la autoactivacién.

Los resultados sobre la activacién por diferentes
carbohidratos mostraron gue el sistema de la proPO pudo ser
activado especificamente por el 8-1,3 glucano y el LPS. La
heparina, galactosamina y glucosamina (quitina), que también
contienen glucosa, no fueron capaces de activar el sistema,
con lo que se demostrdé la especificidad del mismo.

La curva de activacién realizada con LPS mostré que a
concentraciones de 1 pg/ml el sistema de la proPO fue
activado, y a elevadas concentraciones se inhibe su

activacién (500 pg/ml) (Fig. &). Estos resultados son muy
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importantes vy nos sugieren que en nuestros 1lisados las

lecturas obtenidas en el espectrofotémetro fueron el
resultado de 1la actividad de fenoloxidasa. Resul tados
similares se han reportado en otros crustéaceos (Soderhdll vy
H&ill 1984) y en sistemas de activacidén enzimatica, donde es
caracteristica la inhibicién por saturacidén.

El zimosan (#-1,3 glucano) también se ha reportado como
un activador importante del sistema de la proP0O ( Séderhdll y
Unestam 1979, Sbéderhdll y cols. 1979, Ashida y Siéderhall
1984, Johansson y Stderh&ll 1989). En el caso de P. clarki,
el ZIs de la pared celular de Sacharomyces cerevisiae, fue el
que dié mejores resultados. De la misma manera que con el
LPS, el Zs fue capaz de inhibir la activacién del sistema a
altas concentraciones, 1o que nos hace pensar que el sistema
pudo ser blogueado por la saturacién del mismo, al igual que
ocurrié con LPS (Sdderh&ll y H&ll 1984).

Por otra parte, estos resultados pueden explicar, la
resistencia que tiene ésta especie a enfermedades de origen
fangico o bacteriano. Bautista (1988), reporta al acocil P.
clarki resistente a infecciones causadas por el hongo

Aphanomyces astaci.

Por el contrario, 1la laminarina (polimero de 3-1,3
glucano de Laminaria digitata) que ha sido utilizada en
diferentes trabajos y en algunos de ellos se ha encontrado
como un buen activador del sistema de la proPO (Siéderhall vy
Unestam 1979, Smith y Séderh&ll 1983b, Smith y cols. 1984,

Johansson y Stderh&ll 1985), no mostré ser un buen activador
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del sistema de la proPO en P. clarki, debido probablemente a

que la preparacidén de la laminarina no fue la mas adecuada.
Lackie (1988Bb), menciona que el mejor reconocimiento o
afinidad hacia cierto carbohidrato se encuentra en funcién de
la especie. Por ejemplo, 1la laminarina es un buen activador
de lisados de hemocitos de Schistocera sp. y del de algunos
crustadceos y no asi del de Periplaneta sp. En el caso de
otros insectos, el sistema de la proFD no es activado por LPS
bacteriano (Leonard Yy cols. 1985) Y s6lo algunos
peptidoglicanos activan el sistema en Bombyx mori (Yoshida vy
Ashida 1986).

Los ensayos de inhibicién mostraron resultados similares
para ambos activadores (LPS y Zs) (Figs. 8 y 9). Por un lado,
los inhibidores de serina proteasas (8TI, LUE vy PMSF)
disminuyeron la actividad de PO en diferente grado, siendo el
STI el mads efectivo (bloguea totalmente la actividad). Este
resultado nos sugiere 1la participacién de una proteasa del
tipo de las serinas en la activacidén del sistema, la cual ya
se ha propuesto por otros investigadores (Johansson vy
Stderh&l1 198%a, Stderhdll y cols. 1990, Aspan y cols. 1990a,
Aspadn y cols. 1990b, Aspan y Siéderhdll 1991). 8in embargo el
aumento en la actividad de PO observada con 1los inhibidores
de cistein proteasas (N-E, N-M y IAM) es interesante y nos
sugiere la existencia de moléculas o sistemas sensibles a
estos inhibidores que pudiera participar en la regulacién del
sistema de la profFO.

Cuando se incubd el SLH con 1la mezcla de STI y los
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inhibidores de cistein proteasas no se observé actividad

(Fig. 10), sugiriendo 1la necesidad de que el lisado se
encuentre activado de manera previa para que se pueda
observar el efecto de los inhibidores de cistein proteasas.

Para tratar de analizar mejor estos procesos, se
elaboraron geles de poliacrilamida del 1lisado activado e
inhibido, para observar las moléculas que pudieran estar
involucradas y los cambios que sufrieron.

En los lisados migrados electroferéticamente, destaca la
presencia de una banda de apréximadamente 70 kDa, que
presumiblemente creemos se trate de hemocianina, vya que al
migrar una muestra de plasma, aparecié esta misma banda y por
debajo de ella no se observd a las demas moléculas que se
presentaron en los lisados celulares (Figura no mostrada). En
un lisado inactivo se presentaron tres polipéptidos que nos
parecieron interesantes por verse afectados al ser activado
el sistema de la proPO, con pesos moleculares de 41, 39 y 37
KDa.

En las figuras 11 y 12 se observé un patron similar de
mol éculas al ser activado el SLH con Zs o con LPS; vy la
diferencia entre ambos activadores, sélo se observé en la
rapidez con la cual se dieron los cambios en el patrén
electroforético. El1 tiempo de aparicién de las moléculas de
42.5, 3B y 33.5 KDa al activar con ZIs, puede complementar lo
observado en los ensayos de PO, doﬁde se observé una mayor
actividad al incubar con Is. Esto sugiere que el sistema de

la proPO presenta una mayor afinidad por el ZIs en P. clarki,
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lo que podria explicar en parte, la resistencia a las

invasiones por hongos ya mencionadas, o0 las diferencias en
cuanto a reconocimiento de diferentes carbohidratos
mencionadas por Lackie (1988b).

Cuando se colocaron las muestras con inhibidores (fig.
13), se observd que el STI al igual que el PMSF, no permité
la desaparicidén de las moléculas de 41, 39 y 37 KDA vy por
tanto no aparecen las de 42.5, 38 y 33.5 KDa. Por su parte
la LEU conserva las bandas de 39 y 37 KDa y no la de 41 KDa,
lo que sugiere que 1la banda de 41 KDa, ademas de no
pertenecer al grupo de 1las serina proteasas, pudé ser
modificada por 1la presencia de Is. Los inhibidores para
cistein proteasas previnieron la desaparicién de la molécula
de 41 kDa y la aparicién de la de 42.5 kDa, pero se
modificaron las moléculas de 39 vy 37 kDa y aparecieron las de
38 y 33.5 kDa, lo que sugiere gque estas dos Gltimas moléculas
(39 y 37 kDa), ademés de tratarse posiblemente de serinas
proteasas, se encuentran relacionadas con la activacién del
sistema. Aspan y cols. (1990a), encuentran que la proteina
activadora de la proPO (ppA) de P. leniusculus, presenta un
peso molecular de 36 KDa, el cual es muy aproximado al
observado en dos moléculas de P. clarki (39 y 37 kDa).

Por otra parte, todo proceso de activacién que continue
con una cascada proteolitica, debe necesariamente incorporar
inhibidores que regulen el sistema. Por ejemplo, en el
plasma de mamiferos, se encuentran factores como el I y el H

que controlan la produccién de C3-convertasa en la via
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alterna del complemento Y asi evitan activaciones

innecesarias de este sistema (Lackie 1988b).

En cuanto a moléculas reguladoras, del plasma de P.
leniusculus se han aislado y purificado 2§ un inhibidor de
tripsinas con un peso molecular de 155 KDa (Hergenhahn y cols
1987) y 1la a=—macroglobulina, el cual es un dimero con 190
kDa por subunidad (Hergenhahn y cols. 1988). FPero como ya se
describié, estos inhibidores se localizan en el plasma y no
dentro de las células. El mecanismo que hemos observado en P.
clarki, sensible a inhibidores de cistein proteasas,
posiblemente se trate de un mecanismo regulador del sistema
de la proP0O, el cual se localiza dentro de los hemocitos. Sin
embargo, para conocer su exacta participacién dentro de la
cascada enzimatica de la proPO, es necesaria la realizacioén
de investigaciones mas detalladas que incluyan la

purificacién de éstas moléculas.



10. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados presentados en este trabajo,
fue posible elaborar las siguientes conclusionest

1) El sistema de la proPO se localiza en 1los hemocitos
granulares y subgranulares en el acocil P. clarki

2) Por medio del congelamiento vy descongelamiento
celular, es posible la obtencién del sistema de la proPO de
los hemocitos de P. clarki.

3) El sistema de la proP0 se activd especificamente por
el zimosadn (Zs) o por lipopolisacérido (LPS).

4) Durante 1la activacién del sistema de la proP0O, es
probable la participacién de una enzima del tipo de las
serina-proteasas de aproximadamente 39 o 37 kDa.

5) La actividad de fencloxidasa pudo ser incrementada en
presencia de inhibidores de cistein-proteasas.

4&) Probablemente una molécula de 41 kDa que es bloqueada
por inhibidores de cistein—-proteasas, se encuentre
relacionada con 1la regulacién del sistema de la proPD en P.

clarki.
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12. APENDICES

APENDICE I
SOLUCIONES DE CARBOHIDRATOS (2 mg/ml)
Los carbohidratos utilizados fueron: Laminarina
(Laminaria digitata), Lipopolisacarido (E. coli 0111:B4),

Zimosan (de Sacharomyces cereviciae), Heparina, galactosamina

y glucosamina (SIGMA).

Se pesaron 20 mg. de cada uno (excepto zimosén), vy se
colocaron en 10 ml. de amortiguador de cacodilato de sodio.
Se colocaron en alicuotas de 0.5 ml. en tubos para microfuga
estériles y se guardaron a -20 °C hasta su uso.

Para el caso del zimosdn se trabajo con microgramos
equivalentes de glucosa (apéndice III). Se pesaron 12.21 mg.
de zimosdn y se les agragé 1 ml. de amortiguador de
cacpodilatos de sodio, se coloco esta solucién en agitacién en
el vortex durante 15 min. exactos a temperatura ambiente.
Esta solucién fue centrifugada a 2500 rpm y se recuperé el
sobrenadante, el cual queddé a la concentracién de 100 pg eq
de gluc./ml (ver modificacién al método del tetrazolio,
apéndice III). Se colocé en dos alicuotas de 0.5 ml. vy se

guardaron a —-20 °C.

APENDICE I1I

SOLUCIONES DE INHIBIDORES.
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Los inhibidores utilizados en este trabajo fueron los

siguientes: Inhibidor de Tripsina de Soya (8TI),
Fenilmetilsulfonil +loruro (PMSF) , Feniltiourea (PTW) ,
Leupeptina (LEU), N-Etilmalemida (N-E), N-Metilmalemida (N-
M), vy lodoacetamida (IAM)S (S8IGMA). Se prepararon a una
concentracidén de 100 mM, excepto la LEU; que fué preparada a

S mM. Se almacenaron en alicuotas de 0.5 ml. a -20 °C.

APENDICE III
MODIFICACION AL METODD DEL TETRAZOLIO (Fairbridge 1951)
PARA ANALISIS DE 6GLUCDSA LIBRE, EN MUESTRAS DE ZIMOSAN
(f—-1,3 glucano).

Se prepard una solucion de zimosdn (5 mg/ml) en agua
inyectable, en tubos de 1.5 ml. Esta solucién fué agitada en
el vortex durante 15 min. exactos a temperatura ambiente. La
solucién fué centrifugada a 4500 rpm (para eliminar la
fraccién no soluble) y el sobrenadante recuperd con la
fraccién soluble de zimosdn (Zs). La muestra de 1Is se
hidrolizé, agregando 0.5 ml. de HCl1 4N a 1 ml. de Zs y se
incubé en tubos de 1.5 ml perfectamente tapado y sellado,
durante 48 hrs. a 37 °C y posteriormente 15 min en bafo de
agua hirviendo. Después de enfriar la muestra en hielo, fue
neutralizada con 0.5 ml. (o unas gotas mas si se requiere) de
NaDH 4N a pH 7.0 con un potenciémetro. A 300 pl de la
muestra neutralizada se 1le agregaron 100 pl de MTT

(dimetiltetrazolio SIGMA) al 0.5 % y 200 pl de NaOH 1INj se
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incubé 10 min. exactos a temperatura ambiente y se 1le

agregaron 200 pl de 4c. acético 1.IN (para detener la
reaccién). El1 wvolumen alcanzado hasta este momento fue
llevado a 2 ml. con metanol y la densidad 6ptica se determinéd
a 485 nm. Los resultados fueron interpolados en una curva
obtenida previamente con glucosa.

La curva de glucosa fué preparada con 1las siguientes
diluciones en volumenes de 300 pl: O, 150, 300, 450, 600,
750, 900, 1050, 1200, 1350, y 1500. A cada 300 pl de estas
diluciones se les agregaron 100 pl de MTT y se prosigié con
los pasos arriba mencionados para la muestra problema.

Los resultados de las muestras problema fueron
expresados en microgramos equivalentes de glucosa por

mililitro (pg. eq. de gluc./ml.).
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FIG. 2. CINETICA DE ADHERENCIA CELULAR AL VIDRIO. Se
colocaron en un cubreobjetos apréximadamente S5 X 10% células
y se incubaron a temperatura ambiente por periodos de 10 min.
hasta completar 2 h. Las células adheridas se fijaron con
glutaraldéhido al 1 % y se conté el namero de células
adheridas a distintos tiempos. El tiempo 6ptimo de adherencia
fue a los S0 min.



FIB. 3.
clarkj. Células sanguineas (hemocitos)
45 min en SSC. Se observan

subgranulares (SG) y granulares (G) (Microscopia de contraste
de fases 40 X).

TIPOS DE HEMOCITOS PRESENTES EN LA HEMOLINFA DE P.

adheridas a vidrio por
células hialinas (H),
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FIB. 4. REACCION CITOQUIMICA DE FENOLOXIDASA EN LOS HEMOCITOS
DEL ACOCIL. Hemocitos adheridos al vidrio e incubados en
presencia de L-DOPA (4 mg/ml) por 14 h. Se observa la
reaccién positiva en todo el citoplasma. Las células hialinas
no presentan marca de la reaccién (Microscopia éptica 40 X).
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FIG. 5. CINETICA DE MARCA CON L-DOPA. Hemocitos previamente
adheridos y fijados se incubaron con L-DOPA (4mg/ml) a
distintos tiempos. La marca sélo se observéd en las células
granulares y subgranulares, obteniendose el maximo de marca a
las 14 h. Asi mismo, se observa que las 3 subpoblaciones de
hemocitos se necuentran en proporciones similares en la
hemolinfa de P. clarki. (.) Céls. no marcadas, (I) Céls.
subgranul ares marcadas y (¥) Céls. granulares marcadas.
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FIG. &. CURVA DE ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO EN EL SLH
CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE LPS (E. coli 0111:B4). La
concentracién a la cual se observé una mejor activacién del
sistema, fue de 20 pg/ml. A concentraciones elevadas (500 pg
o ma&s) se satura y se blogqueada la actividad de fenoloxidasa
(PO)Y .
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FIG. 7. CURVA DE ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proFD EN EL SLH
CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ZIMOSAN (Saccharomyces
cerevisiae). Se observa que la concentracién a la cual activa
de manera mas eficiente es a 5 pg eq. de gluc/ml. Del mismo
modo que sucedid con LPS, el zimosan bloguea la actividad de
fenoloxidasa (P0O) a elevadas concentraciones (50 pg eq. de
gluc/ml).
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FIB. 8. EFECTO DE DISTINTOS INHIBIDORES DE PROTEASAS BOBRE LA
ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO CON LPS (20 pg/ml). Se
observa la inhibicién de la actividad de PO, provocado por
los inhibidores de serina proteasas (PMSF=
Fenilmetilsul fonilfloruro, LEU= Leupeptina, STI= Inhibidor de
tripsina de soya), asi como el incremento de la misma
actividad, promovida por los inhibidores de cistein proteasas
(NE= N-etilmalemida, NM= N-metilmalemida Y I1AM=
Iodoacetamida). LPS= Testigo con lipopolisacarido.
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FI6. 9. EFECTO DE DISTINTOS INHIBIDORES DE PROTEASAS SOBRE LA
ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO CON ZIMOSAN (S pg eq. de
gluc/ml). E1 STI fue el mas efectivo para inhibir la
actividad de PO. ZIM= Testigo con zimosan,
PMSF=Fenilmetilsulfonilfloruro, LEU= Leupeptina, §TI=
Inhibidor de tripsina de soya, NE= N-etilmalemida, NM= N-
metilmalemida, IAM= lodoacetamida.



69

N
77 dn

FIB. 10. EFECTO DE LA MEZCLA DE STI CON LOS INHIBIDORES DE
CISTEIN PROTEASAS (N-E, N-M y IAM) BDBRE LA ACTIVACION DEL
SISTEMA DE LA proP0O CON ZIMOSAN (5 pg eq. de gluc/ml). Cuando
el sistema es tratado previamente con el inhibidor de serina
proteasas (STI), la hiperactivacién observada con los
inhibidores de cistein proteasas no aparece.
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FIG. 11. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL 15 %.
CINETICA DE ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO CON ZIMOSAN (5
pg eq. de gluc/ml). Las muestra de SLH (2 mg/ml de proteina)
fueron incubadas en presencia de zimosdn a 37 °C y la
reaccién fue detenida a diferentes tiempos. En cada carril se
colocaron 20 Hg de proteina y se migraron
electroferéticamente como se describe en material y métodos.
Carril 1, marcadores de peso molecular; carril 2, SLH
incubado en presencia de DMF (dimetilformamida) durante 30
miny carril 3, SLH incubado durante 30 minj} carril 4 al 8,
di ferentes tiempos de incubacién del SLH con zimosan
(0,10,20,30, y &0 min respectivamente)j carril 9, SLH
incubado con zimosan y STl durante 30 minj carril 10, lisado

incubado 30 min. con zimosan y después 30 min adicionales con
STI.
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FIB. 12. ELECTROFORESIS EN GEL. DE POLIACRILAMIDA-BDS AL 15 X.
CINETICA DE ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO0 CON LPS (20
pg/ml). Las muestras de SLH (2 mg/ml de proteina) fueron
incubadas en presencia de LPS a 37 °C y 1la reaccion fue
detenida a diferentes tiempos. En cada carril se colocaron 20
pyg de proteina y se migraron electroforeticamente como se
describe en material y métodos. Carril 1, marcadores de peso
molecular}y carril 2, SLH incubado durante 120 min, carril 3,
S8LH incubado con LPS y 8STI§ carril 4 a 9, diferentes tiempos
de incubacién con LPS (0, 10, 20,330,460 y 120 min
respectivamente).
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FI18. 13. ELECTROFORESIS EN BEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL 1S5 X.
EEFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES DE PROTEAGAE BSOBRE LA
ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO EN EL. SLH. Las muestras de
SLH (2 mg/ml) fueron incubadas con zimosdn (5 pg eq. de
gluc/ml) e inhibidores de proteasas (10 mM en la mezcla de
reaccién, excepto la LEU que quedo a 0.5 mM) a 37 °C durante
30 min. En cada carril se colocaron 20 pg de proteina y se
migraron electroforeticamente como se describe en material vy
métodos. Carril 1, marcadores de peso molecularj carril 2,
SLH sélo} carril 3, SLH con zimos4n} carril 4 a 9, 8LH con
zomosén mds el inhibidor (STI, LEU, PMBF, N-E, N-M, y IAM
respectivamente).



TABLA I

CHD (mg/ml) SLH (mg prot./ml) UNIDADES/mg prot./min
Zimosan 0.005 1.702 98.70
Zimoséan 0.500 3. 000 970. 66
Zimosan 1.000 3.208 421.44
LFS 0. 14560 3.000 120.66
LPS 1.000 3.208 91.464
LPS 2.000 3.208 347.88
Laminarina 0.00S 1.702 83.43
Laminarina 0.100 1.702 103. 40
Laminarina 1.440 1.365 169.96
Otros CHOs 0.1-33 2,209 118.926
Testigo (Amortiguador I) 2.000 27.00

CARBOHIDRATOS
SISTEMA DE LA
(CHO) vy 1la

Evidentemente
el sistema, y
galactosamina

UTILIZADOS PARA EL. ESTUDIO DE LA ACTIVACION DEL
proP0. Se muestran los carbohidratos utilizados
concentracién a 1la cual activaron el sistema.
el zimosdn y el LPE son los que activan mejor
no asi la laminarina. Los otros CHOs (heparina,
y glucosamina) mostraron un bajo reconocimiento

por parte del sistema. El1 testigo (con Amortiguador I)
mostro niveles de activacién basal de 97 U/mg de prot./min.
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TABLA 11

LFS D.O ZIMOSAN D.O
(pg/ml) (450 nm) (pg eq. de gluc/ml) (490 nm)
1 0. 361 0.01 0.402
5 0.513 0.10 0.504
20 0.531 1.00 1.348
100 0.375 5.00 1.325
500 0.022 10.00 1.035
1000 0.025 20.00 0.358
2000 0.014 50.00 0.038

ABSORPANCIAS (D.O) ENCONTRADAS DURANTE ENSAYODS DE
FENOLOXIDASA. En la tabla se muestran algunas de las lecturas
encontradas durante los ensayos de fenoloxidasa. El SLH fue
incubado en presencia de LPS o el sobrenadante de zimosan
(Zs) durante 30 min. a 37 °C. Posteriormente se incubdé con L-
DOPA (4 mg/ml) durante 20 min a temperatura ambiente y 1la
densidad éptica fue 1leida a 490 nm. El testigo (con
Amortiguador I) mostro niveles de activacién basales de D.O=
0.036.
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